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1 Einleitung 

1.1 Bakterien in der Therapie maligner Erkrankungen 
Die Therapie maligner Erkrankungen ist Gegenstand verschiedenster Forschungsar-

beiten mit diversen Therapieansätzen. Ein Forschungsfeld ist die Verwendung von 

Bakterien zur Therapie maligner Erkrankungen. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts 

wurde von W. Coley eine erfolgreiche Therapie von Knochen- und Weichteilsarkomen 

mithilfe von abgetöteten Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens beschrie-

ben (Coley 1893). Im Laufe des letzten Jahrhunderts wurden auch andere Bakterien-

gattungen hinsichtlich therapeutischer Effekte bei malignen Erkrankungen untersucht. 

Beispiele hierfür sind Salmonella, Escherichia, Clostridium, Bifidobacterium, Caulobac-

ter, Proteus, Streptococcus und Listeria (Sarotra und Medhi 2016). Listeria monocyto-

genes besitzt verschiedene Eigenschaften, die für die Verwendung in der Therapie 

maligner Erkrankungen von Vorteil sind. So sind sie fakultativ anaerob und reichern 

sich im Tumormilieu an (Kim et al. 2009). Weiterhin sind sie durch ihre Eigenschaft, 

das Zytosol von epithelialen und nicht epithelialen Zellen zu infizieren in der Lage, in 

das Zytosol von Tumorzellen einzudringen (Yu et al. 2004). Die Eigenschaft, eine star-

ke Immunantwort auszulösen, ist von Vorteil in der Verwendung von L. monocytogenes 

in der bakterienbasierten Immunotherapie maligner Erkrankungen (Pan et al. 1995a). 

1.2 Listeria monocytogenes 
L. monocytogenes sind grampositive, stäbchenförmige Bakterien aus der Familie der 

Listeriaceae. L. monocytogenes ist fakultativ anaerob und bildet keine Sporen aus. Die 

Erstbeschreibung erfolgte 1926 durch Murray et al., die eine Infektion von Hasen mit 

einem bis dahin unbekannten, grampositiven Bakterium nachwiesen, das in den infi-

zierten Hasen eine ausgeprägte Monocytose auslöste. Die neu entdeckte Spezies 

wurde zunächst als Bacterium monocytogenes bezeichnet (Murray et al. 1926). Später 

wurden Listerien nach dem britischen Chirurgen Joseph Lister (1827-1912) zu dessen 

Ehren benannt. Somit ergab sich die Speziesbezeichnung Listeria monocytogenes. 

L. monocytogenes ist ein ubiquitär vorkommender Keim und konnte in einer Vielzahl 

von Boden- und Pflanzenproben sowie in Tierausscheidungen nachgewiesen werden 

(Weis und Seeliger 1975). Die Bakterien sind in der Lage, auch bei niedrigen Tempera-

turen bis -0,4 °C zu wachsen (Walker et al. 1990). Zudem vermehren sie sich auch bei 

hohen Salzkonzentrationen von bis zu 12 % (Cole et al. 1990). Diese Eigenschaften 

machen L. monocytogenes zu einem in der Lebensmittelindustrie schwierig zu eliminie-

renden Keim. Es konnte nachgewiesen werden, dass Infektionsgeschehen mit L. mo-

nocytogenes mit kontaminierten Nahrungsmitteln assoziiert sind (Schlech et al. 1983). 

Ein Beispiel für die Verbreitung von L. monocytogenes über kontaminierte Lebensmittel 
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ist ein Ausbruch in Deutschland in den Jahren 2018 und 2019, bei dem 112 Fälle von 

Listeriose auf mit L. monocytogenes kontaminierte Lebensmittel aus einer Wurstfabrik 

zurückgeführt werden konnten (Halbedel et al. 2020). 

Die invasive Listeriose ist ein Krankheitsbild, das vor allem immunkompromittierte Per-

sonengruppen wie geriatrische Patienten, Patienten mit malignen Grunderkrankungen, 

Patienten mit immunsupprimierender Medikation und AIDS-Patienten betrifft. Zudem 

konnten vermehrt Infektionen bei Schwangeren und Neugeborenen nachgewiesen 

werden (Nieman und Lorber 1980; Gellin et al. 1991). Nach der Aufnahme kontaminier-

ter Nahrung kommt es zu einer intestinalen Infektion. L. monocytogenes ist in der La-

ge, die epitheliale Barriere des Darmes zu durchbrechen und anschließend Leber und 

Milz zu infizieren (Mackaness 1962). Im weiteren Infektionsverlauf können die Bakte-

rien die Blut-Hirn-Schranke überwinden und Infektionen des zentralen Nervensystems 

wie Meningitiden und Enzephalitiden verursachen (Biester und Schwarte 1939; Cordy 

und Osebold 1959). Bei infizierten Schwangeren kann L. monocytogenes die Blut-

Plazenta-Barriere überwinden und den Fötus infizieren. 

Die Mechanismen der Pathogenität von L. monocytogenes wurden identifiziert und 

charakterisiert. Die Bakterien sind in der Lage, phagozytierende und nicht phagozy-

tierende Zellen zu infizieren. Einige Virulenzfaktoren von L. monocytogenes sind in vier 

Pathogenitätsinseln (Listeria pathogenicity island, LIPI-1-LIPI-4) organisiert. LIPI-1 be-

inhaltet die Gene einiger Virulenzfaktoren, die für den Infektionszyklus im infizierten 

Wirt verantwortlich sind: Den positiven Regulationsfaktor A (PrfA), den Aktin-

akkumulierenden Faktor A (ActA), das Listeriolysin O (LLO), die Metallopro-

tease (MPL), die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) und die 

Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C (PC-PLC) (Vázquez-Boland et al. 

2001). LIPI-2 umfasst die Gene der Sphingomyelinase und einiger Internaline 

(Domínguez-Bernal et al. 2006). LIPI-3 besteht aus dem Gen des Virulenzfaktors 
Listeriolysin S (Cotter et al. 2008). LIPI-4 beinhaltet Gene des cellobiose-family phos-

photransferase system und ist mit hypervirulenten Serotypen assoziiert (Maury et al. 

2016). Nicht alle Serotypen von L. monocytogenes beinhalten alle LIPI.  

L. monocytogenes ist in der Lage, nicht phagozytierende Zellen zu infizieren. Es pro-

duziert als Oberflächenprotein unter anderem Internalin A, ein 88 kDa großes Protein 

mit dem es epitheliale Zellen infizieren kann (Gaillard et al. 1991). Das Protein wird 

mittels eines C-terminalen LPTTG-Signalmotivs (Aminosäuremotiv aus Leucin-Prolin-

Threonin-Threonin-Glycin) über das Protein Sortase A kovalent an die Peptidoglykan-

schicht der Zellwandoberfläche gebunden (Lebrun et al. 1996). Die Carboxylgruppe 

des Threonins im LPTTG-Motiv wird von Sortase A an die Aminogruppe von 
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Diaminopimelinsäure in der Zellwand von L. monocytogenes gebunden (Dhar et al. 

2000). Internalin A bindet an E-Cadherin auf epithelialen Zellen, das für die Verbindung 

zwischen den Epithelzellen des Dünndarms essenziell ist (Mengaud et al. 1996). 

Ein weiteres Oberflächenprotein von L. monocytogenes zur Infektion nicht phagozytie-

render Zellen ist Internalin B. Es ist ein 65 kDa großes Protein, das unabhängig von 

Internalin A für die Infektion von L. monocytogenes in Hepatozyten und einigen 

epitheloiden Zellen verantwortlich ist (Dramsi et al. 1995; Lingnau et al. 1995; Gaillard 

et al. 1996). Zudem ist Internalin B entscheidend für die Infektion von Endothelzellen 

der Nabelschnurvene (Parida et al. 1998). Anders als Internalin A ist es nicht kovalent 

an die Peptidoglykanschicht der Zellwand gebunden, sondern an Lipoteichonsäure 

(Jonquières et al. 1999). Internalin B bindet an den hepatocyte growth factor receptor 

(c-Met) (Shen et al. 2000), einer Rezeptortyrosinkinase, die auf der Oberfläche ver-

schiedener Zellen exprimiert wird und normalerweise Ziel des hepatocyte growth 

factors ist. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Internalin A als auch Internalin B 

ausreichend ist, um eine Internalisierung in entsprechende nicht phagozytierende Zel-

len zu erzeugen. Dies galt sogar, wenn die Proteine isoliert an Latexkugeln gebunden 

waren (Lecuit et al. 1997; Braun et al. 1998). Nach der Bindung an den jeweiligen Re-

zeptor werden die Listerien durch Umstrukturierung des Zytoskeletts der zu infizieren-

den Zelle über so genannte zipper Mechanismen internalisiert (Lecuit et al. 1997). Um 

eine Internalin A und Internalin B unabhängige Infektion der in dieser Arbeit untersuch-

ten Zellen zu gewährleisten, wurde unter anderem mit der L. monocytogenes ΔInlAB 

Deletionsmutante gearbeitet. Bei dieser Mutante wird weder Internalin A noch Interna-

lin B exprimiert. 

Da L. monocytogenes gemeinsam mit der Zellmembran der nicht phagozytierenden 

Zellen internalisiert wird, liegt es nach der Internalisierung in einer Vakuole vor. Um die 

Vakuole zu verlassen und intrazellulär zu überleben ist das von L. monocytogenes se-

zernierte 60 kDa große Haemolysin Listeriolysin O (LLO) essenziell (Gaillard et al. 

1987; Kuhn et al. 1988; Portnoy et al. 1988). Das Wirkoptimum von LLO liegt im sauren 

Milieu bei einem pH-Wert von 5,5, das auch in der Vakuole vorherrscht (Geoffroy et al. 

1987). Zusätzlich zu LLO wird ein weiteres Protein, die Phosphatidylinositol-spezifische 

Phospholipase C (PI-PLC) (Leimeister-Wächter et al. 1991) benötigt, damit 

L. monocytogenes die intrazelluläre Vakuole verlassen kann (Camilli et al. 1993; Sun et 

al. 1990; Camilli et al. 1991). Für die intrazelluläre Motilität im Zytosol ist L. monocyto-

genes in der Lage, Aktinfilamente aus der infizierten Zelle zu rekrutieren. Die Aktinfila-

mente werden an einem Pol des Bakteriums gebunden und bilden einen Schweif 

(„comet’s tail“) (Tilney und Portnoy 1989; Tilney et al. 1992a; Tilney et al. 1992b). Es 

konnte gezeigt werden, dass die Aktinpolymere an einem 90 kDa großen Protein 
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binden, dem Aktin-akkumulierenden Faktor A (ActA). Ohne ActA ist L. monocytogenes 

nicht in der Lage, den Aktinschweif auszubilden. Zudem sind L. monocytogenes, die 

kein ActA produzieren weniger virulent (Domann et al. 1992; Kocks et al. 1992). ActA 

bindet an den actin related protein 2/3 Komplex (ARP2/3). Durch die wiederholte Rek-

rutierung von F-Aktin und die kontinuierliche Polymerisierung des Aktins durch ARP2/3 

wird eine Vorwärtsbewegung des Bakteriums erzeugt (Welch et al. 1997). Durch diese 

Vorwärtsbewegung kann L. monocytogenes benachbarte Zellen infizieren. Die Plas-

mamembran der infizierten Zelle wird nach außen gestülpt, während die Membran der 

Nachbarzelle nach innen gestülpt wird. Der Mechanismus der Ausstülpung wird Protru-

sion genannt (Tilney und Portnoy 1989; Mounier et al. 1990). Die durch die Protrusion 

ausgestülpten Membranen werden durch die Aktivierung von Caveolin-assoziierten 

Mechanismen von der Zellmembran getrennt und das Bakterium liegt in der infizierten 

Nachbarzelle in einer von einer Doppelmembran umgebenen Vakuole vor (Dhanda et 

al. 2020). Durch die Sezernierung von LLO, PI-PLC sowie der PC-PLC ist L. monocy-

togenes in der Lage, die sekundäre Vakuole zu verlassen (Vazquez-Boland et al. 1992; 

Smith et al. 1995). PC-PLC wird nach der Sezernierung von der MPL aktiviert (Poyart 

et al. 1993). Einige Virulenzfaktoren von L. monocytogenes werden vom positiven Re-

gulationsfaktor A (PrfA) reguliert. So erfolgt nach einer Infektion die verstärkte Expres-

sion der Gene für die Kodierung von LLO, PI-PLC, PC-PLC, MPL und ActA 

(Leimeister-Wächter et al. 1990; Leimeister-Wächter et al. 1991; Chakraborty et al. 

1992; Domann et al. 1992). L. monocytogenes ist an das intrazelluläre Überleben an-

gepasst. So werden 17% des Genoms nach der Infektion von eukaryotischen Zellen 

herauf- oder herunterreguliert. Ein nach der Infektion stark hochreguliertes Gen ist 

actA. Es konnte 8 h nach Infektion eine fast 14-fach vermehrte Expression des Gens 

nachgewiesen werden (Chatterjee et al. 2006). L. monocytogenes sezerniert außer-

dem kleine, nicht kodierende RNAs (sRNAs). Es konnten ca. 100 verschiedene sRNAs 

charakterisiert werden, von denen einige exklusiv intrazellulär exprimiert werden 

(Toledo-Arana et al. 2009; Mraheil et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass bei 

Deletion einiger dieser sRNAs (Δrli31, Δrli33-1 and Δrli50*) eine geringere intrazelluläre 

Proliferation und somit eine geringere Virulenz von L. monocytogenes ausgeht (Mraheil 

et al. 2011). 
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Abbildung 1: Infektionszyklus von Listeria monocytogenes (Lm). 1a: Lm bindet über Internalin A an 
E-Cadherin auf epithelialen Zellen. 1b: Lm bindet über Internalin B an c-Met (hepatocyte growth factor 
receptor) 2: Über den zipper Mechanismus wird Lm über eine Umstrukturierung des Zytoskeletts in die 
eukaryotische Zelle internalisiert. 3: Lm befindet sich innerhalb der Zelle in einer Vakuole. Über die Pro-
duktion und Sekretion von Listeriolysin O (LLO) und der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase 
C (PI-PLC) wird die Vakuole lysiert. 4: Lm verlässt die Vakuole und ist anschließend frei im Zytosol der 
infizierten Zelle (5). 6: Über die Exprimierung von ActA wird eine Polymerisierung von F-Aktin induziert. Lm 
bewegt sich über diesen Mechanismus im Zytosol der Zelle fort. 7: Durch die Aktinpolymerisierung bewegt 
sich Lm an den Rand der infizierten Zelle. Über die aktive Bewegung findet eine Ausstülpung der Zell-
membran in Richtung Nachbarzelle statt (Protrusion). 8: Lm liegt nach der Protrusion in einer Vakuole der 
Nachbarzelle vor, die von einer Doppelmembran umgeben ist. Über die Produktion von LLO, PI-PLC und 
der Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C (PC-PLC) kann Lm die Vakuole lysieren und verlas-
sen (9). 10: Lm liegt frei im Zytosol der Nachbarzelle vor. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

1.3 Immunantwort gegen L. monocytogenes 
Die Infektion mit L. monocytogenes führt zu einer Immunreaktion des infizierten Orga-

nismus. Direkt nach der Infektion kommt es zunächst zu einer unspezifischen Immun-

reaktion. Die erste Phase ist durch Makrophagen vor allem in der Leber und in der Milz 

bestimmt. (Mackaness 1962; Conlan 1996) In der Leber kommt es zudem zu einem 

Einstrom von neutrophilen Granulozyten, die infizierte Hepatozyten phagozytieren und 

so eine fortschreitende Infektion verhindern (Conlan und North 1994; Rogers und 

Unanue 1993). Makrophagen sezernieren unter anderem die Zytokine Interleukin-12 

und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). Durch sie werden natürliche Killerzellen (NK-

Zellen) dazu stimuliert, Typ II Interferon-γ (IFN-γ) zu produzieren (Tripp et al. 1993). 

IFN-γ führt zu einer positiven Rückkopplung auf Makrophagen und stimuliert zudem 

T-Zellen zur Produktion von IFN-γ. Mäuse, die nicht in der Lage sind, INF-γ zu produ-

zieren, zeigten eine verminderte primäre Immunantwort gegen L. monocytogenes, je-

doch eine reguläre T-Zell vermittelte Immunantwort (Huang et al. 1993). 

Neben der Aktivierung von IFN-γ kommt es nach einer Infektion mit L. monocytogenes 

zu einer Typ I Interferonreaktion mit Interferon- β (IFN-β) (Havell 1986). Es konnte ge-

zeigt werden, dass eine Aktivierung von IFN-β bei der Infektion für L. monocytogenes 
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von Vorteil ist und zu einer verminderten Resistenz des Wirtes gegen L. monocytoge-

nes führt (O'Connell et al. 2004; Auerbuch et al. 2004). Die Aktivierung von IFN-β be-

wirkt eine Abschwächung der Typ II Interferon Reaktion durch die Herunterregulierung 

des INF-γ Rezeptors (Rayamajhi et al. 2010). Weiterhin fördert Typ I Interferon die 

Produktion von ActA und damit die Fähigkeit von L. monocytogenes benachbarte Zel-

len zu infizieren (Osborne et al. 2017). Zudem führt Typ I Interferon zu einer vermehr-

ten Vulnerabilität von Lymphozyten gegenüber LLO (Carrero et al. 2004). Zyklisches 

Di-Adenosinmonophosphat (c-di-AMP), das intrazellulär von L. monocytogenes sezer-

niert wird, sorgt für eine Induktion von INF-β (Woodward et al. 2010). Weiterhin führen 

von L. monocytogenes intrazellulär sezernierte RNA zu einer Induktion von IFN-β 

(Abdullah et al. 2012). Die sRNA rli32, die intrazellulär produziert wird (Mraheil et al. 

2011), konnte als starker Induktor von INF-β identifiziert werden (Frantz et al. 2019). 

In der zellvermittelten Immunantwort spielen CD8 positive (CD8+) T-Zellen eine wichti-

ge Rolle bei Infektionen mit L. monocytogenes (Kaufmann et al. 1986). Für die Aktivie-

rung von CD8+ T-Zellen sind dendritische Zellen essenziell. Sie sind in der Lage, Anti-

gene von L. monocytogenes auf ihrer Oberfläche zu präsentieren und so CD8+ T-

Zellen zu zytotoxischen T-Zellen zu aktivieren (Jung et al. 2002). Dendritische Zellen 

müssen nicht direkt von L. monocytogenes infiziert werden, sondern können Antigene 

von apoptotischen Zellen aufnehmen, und diese präsentieren (Albert et al. 1998). Die 

Antigene werden von dendritischen Zellen über den major histocompatibility complex I 

(MHC I) präsentiert und die zytotoxischen T-Zellen werden aktiviert. MHC I kommt auf 

nahezu allen Zellen des Körpers vor. Auch auf mit L. monocytogenes infizierten Zellen 

findet eine Antigenpräsentation über MHC I statt (Finelli et al. 1999). Ein wichtiges An-

tigen scheint hier LLO zu sein. Bei einer Infektion mit einer LLO-Deletionsmutante 

konnte keine Aktivierung von CD8+ T-Zellen beobachtet werden (Brunt et al. 1990). 

Erkennt eine aktivierte zytotoxische T-Zelle das präsentierte Antigen auf einer mit 

L. monocytogenes infizierten Zelle, wird diese durch die zytotoxische T-Zelle eliminiert 

(Kaufmann et al. 1986). Durch die Aktivierung von CD4 positiven (CD4+) T-Zellen 

durch L. monocytogenes, dessen Antigene von dendritischen Zellen und Makrophagen 

über den major histocompatibility complex II (MHC II) präsentiert werden, wird diese 

Wirkung noch verstärkt. Es konnte gezeigt werden, dass L. monocytogenes bei direkter 

Infektion von dendritischen Zellen und Makrophagen nur zu einer geringen Aktivierung 

von CD4+ T-Zellen führt. Bei einer Präsentation von phagozytierten L. monocytogenes 

Antigenen durch Makrophagen und dendritische Zellen, die nicht direkt infiziert waren, 

kommt es jedoch zu einer starken Aktivierung von CD4+ T-Zellen (Skoberne et al. 

2002). 
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1.4 L. monocytogenes in der Therapie maligner Erkrankungen 
L. monocytogenes ist aufgrund der Eigenschaft als intrazellulärer Keim und der durch 

eine Infektion ausgelösten Immunantwort seit Jahrzehnten Gegenstand der Forschung 

in der Therapie maligner Erkrankungen. Dabei werden grundsätzlich drei verschiedene 

Ansätze verfolgt: Eine von L. monocytogenes vermittelte Immunantwort gegen maligne 

Zellen ohne direkte Infektion, L. monocytogenes als Vehikel um Plasmid-DNA in malig-

ne Zellen zu übertragen und die direkte Infektion von malignen Zellen mit L. monocyto-

genes. 

1.4.1 Immunotherapie maligner Erkrankungen mit L. monocytogenes 
Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, induziert L. monocytogenes die Aktivierung von 

CD8+ T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen. Diese Immunreaktion wird sich folgenderma-

ßen zu Nutze gemacht: Antigene, die auf Krebszellen vorkommen, werden rekombi-

nant in L. monocytogenes exprimiert. Nach der Infektion wird das Immunsystem akti-

viert, und gemeinsam mit anderen Proteinen von L. monocytogenes werden die Tu-

morzellantigene von dendritischen Zellen präsentiert. So kommt es zur Aktivierung von 

CD8+ T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen. Anschließend sollen die Antigene auf Tumor-

zellen von den zytotoxischen T-Zellen erkannt und die Tumorzellen zerstört werden. 

Durch die Aktivierung von CD4+ T-Zellen durch L. monocytogenes, dessen Antigene 

von dendritischen Zellen und Makrophagen über MHC II präsentiert werden, wird diese 

Wirkung noch verstärkt. Dieses Verfahren wird als Immunotherapie bezeichnet. Der 

erste Nachweis einer Immunantwort gegen ein in L. monocytogenes rekombinant ex-

primiertes Antigen erfolgte gegen β-Galactosidase aus E. coli (Schafer et al. 1992). In 

der Weiterentwicklung wurde ein Fusionsprotein aus Influenza-Nukleoprotein (NP) und 

LLO in L. monocytogenes kloniert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Immunantwort 

zytotoxischer T-Zellen gegen NP in vitro und in vivo ausgelöst wurde (Ikonomidis et al. 

1994). NP wurde zusätzlich in Krebszellen einer Nierenzellkarzinom- und einer Kolo-

rektalkarzinomzelllinie transfiziert. Nach Immunisierung von Mäusen mit NP produzie-

renden L. monocytogenes wurde ein reduziertes Tumorwachstum der NP produzieren-

den Tumorzelllinien nachgewiesen. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass bereits 

bestehende Tumoren nach Infektion mit NP produzierenden L. monocytogenes wachs-

tumsregredient waren (Pan et al. 1995a). Dies galt sowohl für parenteral applizierte als 

auch für enteral applizierte L. monocytogenes  (Pan et al. 1995b). Seitdem wurden 

verschiedenste Tumorantigene für die Immunotherapie in L. monocytogenes expri-

miert. Beispiele hierfür sind der human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), das 

auf manchen Mammakarzinomen und anderen Tumoren vorkommt (Seavey et al. 

2009), das Melanom assoziierte Antigen (Mage) (Kim et al. 2009), Mesothelin, das auf 
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Pleuramesotheliomen, Pankreaskarzinomen und verschiedenen gastrointestinalen 

Tumoren vorkommt (Le et al. 2012), das prostataspezifische Antigen (PSA) (Shahabi 

et al. 2008) und das humane Papilloma Virus 16 Antigen E7 (HPV-16 E7) (Gunn et al. 

2001). Diese verschiedenen über L. monocytogenes vermittelten Immunotherapien 

befinden sich derzeit in verschiedenen Phasen der klinischen Erprobung. Aktuell gibt 

es neun klinische Studien, davon eine Studie in Phase III (Oladejo et al. 2021). 

1.4.2 Therapie maligner Erkrankungen mit durch L. monocytogenes vermittelter 
Bactofektion 
Der zweite Ansatz in der Tumortherapie mit L. monocytogenes ist die so genannte 

Bactofektion. Hierbei wird L. monocytogenes als Vektor genutzt, um Plasmid-DNA in 

Tumorzellen zu übertragen. Plasmid-DNA konnte in vitro erfolgreich in die eukaryoti-

schen Krebszelllinien A549 (Adenokarzinom der Lunge) und HEp-2 (Larynxkarzinom) 

übertragen werden. Die Zellen wurden nach der Infektion mit L. monocytogenes mit 

dem Antibiotikum Tetrazyklin behandelt um die Bakterien zu lysieren, damit das Plas-

mid in das Zytosol der infizierten Zelle gelangt (Hense et al. 2001).  

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von L. monocytogenes, die durch intrazelluläre 

Expression eines Listeria-spezifischen Phagen-Lysins selbst ihre Lyse einleiten, nach-

dem sie in den Intrazellularraum erreicht hatten. So konnten Plasmide erfolgreich über-

tragen werden. Das von den Bakterien selbst produzierte Lysin wurden unter die Kon-

trolle des actA-Promotors gestellt, der vorwiegend intrazellulär aktiviert wird (Dietrich et 

al. 1998). Auch in vivo konnte eine erfolgreiche Transfektion von Plasmid-DNA in Tu-

morzellen mit L. monocytogenes als Vektor gezeigt werden. Das Reportergen Luci-

ferase wurde unter die Kontrolle des Cytomegalievirus (cmv-) Promotors gestellt. Im 

Anschluss an die Infektion konnte im Mausmodell die Expression von Luciferase in den 

Krebszellen MCF-7 (Mammakarzinom) und CACO-2 (Kolonkarzinom) nachgewiesen 

werden (van Pijkeren et al. 2010). 

1.4.3 Direkte Infektion von malignen Zellen mit L. monocytogenes 
Der dritte Ansatz der Krebstherapie mit L. monocytogenes ist die direkte Infektion von 

malignen Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass sich L. monocytogenes nach einer 

parenteralen Applikation bei Mäusen in Tumoren und deren umliegenden Gewebe auf-

hält und Tumorzellen infiziert. Dabei kam es nicht zu einer systemischen Infektion (Yu 

et al. 2004). Auch bei den eigentlich als Immunotherapie verwendeten L. monocytoge-

nes konnte eine vermehrte Infektion von Tumorzellen als in anderen Geweben der infi-

zierten Maus nachgewiesen werden (Kim et al. 2009). Weiterhin sorgte eine Infektion 

mit L. monocytogenes bei Mäusen mit Ovarialkarzinom für eine Rekrutierung Tumor-

assoziierter Makrophagen im Umfeld des Tumors. Es konnte eine Schädigung der 
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Tumorzellen durch Stickstoffmonoxid (NO) nachgewiesen werden (Lizotte et al. 2014). 

Neben dieser ungezielten Infektion von Tumorgeweben gibt es den Ansatz der geziel-

ten Infektion von Tumorzellen mit L. monocytogenes. Hierzu wurde das antikörperbin-

dende Staphylococcus aureus Protein A (SPA) (1.5.1) in L. monocytogenes kloniert. 

Anschließend wurde der monoklonale Antikörper Trastuzumab (gegen HER2 gerichtet) 

via Protein A auf der Oberfläche von L. monocytogenes gebunden. Es konnte eine 

vermehrte Infektion von Tumorzellen mit dem entsprechenden Oberflächenantigen auf 

der Oberfläche, gegen das Trastuzumab gerichtet war (4T1-HER2 Zellen), in vitro 

nachgewiesen werden (Heisig et al. 2011). Im Mausmodell konnte ebenfalls ein ver-

mehrtes Vorkommen von L. monocytogenes im Tumorumfeld und in Tumorzellen 

nachgewiesen werden, jedoch nur bei der Kombination aus Protein A auf der Oberflä-

che von L. monocytogenes und gegen die Tumorzellen gerichtetes Trastuzumab 

(Heisig et al. 2011). 

 
Abbildung 2: Strategien von L. monocytogenes (Lm) in der Therapie maligner Erkrankungen. A: 
Immunotherapie: Die genetische Information für tumorspezifische Antigene wird in Lm transformiert. Die 
tumorspezifischen Antigene werden von Lm exprimiert. Anschließend werden die tumorspezifischen Anti-
gene im Rahmen einer Immunantwort von dendritischen Zellen an T-Zellen präsentiert und so eine Im-
munantwort ausgelöst. Die aktivierten T-Zellen schädigen die Krebszellen, die die tumorspezifischen Anti-
gene exprimieren B: Bactofection: Das Plasmid, das in die Tumorzellen gebracht werden soll, wird in Lm 
transformiert. Das Plasmid wird von Lm repliziert. Nach der Infektion der Krebszelle wird Lm durch Appli-
kation eines Antibiotikums oder durch suicide gene-vermittelte Autolyse lysiert. Die Plasmide gelangen so 
in das Zytosol der Krebszelle. Die durch das Plasmid kodierten Proteine werden von der Krebszelle 
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exprimiert. Die Krebszellen werden dann, je nach Plasmid, durch Anti-Angiogenese, Immunotherapie, die 
Produktion von proapoptotischen Proteinen oder durch Prodrug Produktion geschädigt. C: Spezifische 
Infektion von Krebszellen: Das antikörperbindende Staphylococcus aureus Protein A (SPA) wird in Lm 
kloniert. Lm wird mit gegen tumorspezifische Antigene gerichtete Antikörper inkubiert, die Antikörper wer-
den über SPA auf der Oberfläche von Lm gebunden. Über die auf der Oberfläche befindlichen Antikörper 
bindet Lm spezifisch an tumorspezifische Antigene. Lm wird gemeinsam mit dem Antigen internalisiert. Es 
findet so eine spezifische Infektion der Krebszelle statt. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

1.5 Staphylococcus aureus 
S. aureus ist ein grampositives Bakterium aus der Familie der Staphylococcacae. Die 

erste Beschreibung erfolgte 1880 von Alexander Ogston, der sie in seiner Rede auf 

dem 9. Chirurgischen Kongress in Berlin als „Weintraubenartig“ beschrieb (Ogston 

1880). Die Bezeichnung Staphylococcus pyogenes aureus wurde erstmals von F.J. 

Rosenbach 1884 verwendet (Rosenbach 1884). S. aureus ist für eine Reihe von Infek-

tionskrankheiten im Menschen verantwortlich. Einige Beispiele hierfür sind Haut- und 

Weichteilinfektionen, Infektionen der unteren Atemwege, Infektionen der Herzinnen-

haut sowie die S. aureus-Bakteriämie.  

S. aureus produziert eine Reihe von Virulenzfaktoren. Einige Beispiele für sezernierte 

Virulenzfaktoren sind α-Hämolysin, Enterotoxin B und Toxic-shock-syndrome-Toxin 1. 

Beispiele für zellwandassoziierte Virulenzfaktoren sind Koagulase und S. aureus Pro-

tein A (SPA), das in dieser Arbeit verwendet wurde. 

1.5.1 S. aureus Protein A (SPA) 
SPA ist ein von S. aureus produziertes, oberflächengebundenes Protein. Es wirkt als 

Virulenzfaktor, indem es Antikörper an deren konstantes fragment crystallizable (Fc-

Fragment) bindet. Die Beschreibung eines Proteins, das von S. aureus produziert wird 

und mit Antikörperlösungen (Immunsera) reagiert, erfolgte erstmalig von W .F. Verwey 

in 1940 (Verwey 1940). Es wurde von Jensen 1958 Antigen A genannt. Jensen fand 

heraus, dass 100 % der über 500 von ihm untersuchten humanen Sera mit Antigen A 

reagierten. Diese Reaktionen wurden allerdings als spezifische Antikörper-Antigen Re-

aktionen gedeutet. Man nahm an, dass aufgrund des ubiquitären Vorkommens von 

S. aureus von allen untersuchten Individuen spezifische Antikörper gegen Antigen A 

gebildet wurden (Jensen 1958). Diese Missdeutung wurde 1966 von Forsgren und 

Sjörquist berichtigt. Sie fanden heraus, dass SPA an dem konstanten Fc-Fragment von 

Immunglobulin G (IgG-) Antikörpern bindet, und dass am variablen antigene-binding 

fragment (Fab-Fragment) von Antikörpern keine Bindung an SPA stattfindet. Es han-

delt sich bei der Bindung von Antikörpern an SPA also um keine spezifische Antikör-

per-Antigenreaktion sondern um eine unspezifische Bindung des konstanten Fc-

Fragments der Antikörper an SPA (Forsgren und Sjöquist 1966). 
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SPA ist kovalent an die Peptidoglykanschicht der Zellwand von S. aureus gebunden 

(Sjöquist et al. 1972). Es besteht aus zwei funktionell unterschiedlichen Domänen 

(Abb. 3). Eine Domäne ist für die Antikörperbindung, die andere Domäne für die Ver-

ankerung des Proteins in der Zellwand verantwortlich (Lindmark et al. 1977; Sjödahl 

1977) . Beide Domänen weisen eine repetitive Struktur auf (Sjödahl 1976; Guss et al. 

1984). Die Antikörper bindende Domäne am N-Terminus des Proteins besteht aus re-

petitiven homologen Regionen, die für die Bindung der Antikörper an deren Fc-

Fragment verantwortlich sind. Diese Regionen werden als Region E, D, A, B, und C 

bezeichnet und haben jeweils eine molekulare Masse von ca. 7 kDa (Sjödahl 1976; 

Sjodahl 1977; Lofdahl et al. 1983). Unterschiedliche Stämme von S. aureus weisen 

eine unterschiedliche Anzahl an antikörperbindenden Regionen auf. Während der 

Stamm „Cowan 1“ vier antikörperbindende Domänen hat, gibt es beim Stamm „NCTC 

8325“ fünf antikörperbindende Domänen (Lofdahl et al. 1983). Die Regionen A, B und 

C bestehen jeweils aus 58 Aminosäuren und unterscheiden sich untereinander in we-

niger als 10 Aminosäuren. Die Unterschiede sind am ehesten auf Punktmutationen 

zurückzuführen. Region D besteht aus 61 Aminosäuren. Im Vergleich zu den Regionen 

A, B und C sind am N-terminalen Ende drei zusätzliche Aminosäuren eingefügt. Die 

restliche Sequenz ähnelt den Regionen A, B und C (Sjödahl 1977). Region E ist mit 

einer Länge von 50 Aminosäuren kürzer als die anderen Regionen. Die Basenabfolge 

unterscheidet sich zu Region D in lediglich 8 Aminosäuren (Lofdahl et al. 1983). Die 

Unterschiede in der Anzahl der antikörperbindenden Regionen sorgen dafür, dass SPA 

aus verschiedenen Stämmen eine Heterogenität hinsichtlich seiner molekularen Masse 

aufweist (Cheung et al. 1987). 

Für die Bindungen an den Antikörper bindenden Domänen sind zwei antiparallele Al-

pha-Helices an den antikörperbindenden Domänen E, D, A, B und C von SPA verant-

wortlich. Unter physiologischen Bedingungen findet die Bindung zwischen den Alpha-

Helices der Antikörper bindenden Domänen und den konstanten Regionen der schwe-

ren Kette (CH) CH2 und CH3 von IgG-Antikörpern statt. Es handelt sich bei der Verbin-

dung um hydrophobe Wechselwirkungen sowie um vier Wasserstoffbrückenbindungen 

(Deisenhofer 1981). Mols et al. wiesen nach, dass alle fünf Domänen die Fähigkeit 

besitzen Antikörper zu binden. Hierbei weisen die Regionen D, A, B und C eine ähnlich 

starke Affinität zu Antikörpern auf, während Bindefähigkeit von Region E schwächer ist. 

SPA kann also sowohl strukturell als auch funktionell als Pentamer bezeichnet werden. 

(Moks et al. 1986) 

SPA wird über einen Zellwandanker an die Zellwand von S. aureus gebunden. Diese 

zellwandbindende Domäne wird Region X genannt und ist am C-Terminus des Pro-

teins lokalisiert. Region X hat eine molekulare Masse von ca. 20 kDa und ist nicht an 
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der Antikörperbindung beteiligt (Sjödahl 1977). Sie besteht aus einem N-terminalen 

repetitiven Part Xr und dem C-terminalen Part Xc. Die repetitive Region Xr besteht aus 

einem Octapeptid Lysin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Asparagin-Asparagin-Lysin-

Prolin-Glycin, das zwölf Mal wiederholt wird und bis auf einige Ausnahmen homolog ist. 

Part Xc weist keine repetitiven Strukturen auf (Guss et al. 1984). 

 
Abbildung 3: Primärstruktur von S. aureus Protein A (SPA). SPA hat eine molekulare Masse von 54 
kDa. Am N-Terminus ist das Signalpeptid (Sig) lokalisiert, das für eine Sekretion des Proteins sorgt. Die 
Signalsequenz wird über die Signalpeptidase abgespaltet. In Richtung C-Terminus von der Signalsequenz 
folgen die antikörperbindenden Domänen E, D, A, B und C. Jede der 5 Bindungsstellen ist funktionell in 
der Lage, Antikörper zu binden. Die antikörperbindende Domäne ist strukturell und funktionell ein Penta-
mer. Am C- Terminus des Proteins befindet sich die zellwandbindende Domäne X, bestehend aus der 
repetitiven Region Xr und dem C-terminalen Part Xc. Über die Zellwand bindende Domäne wird SPA kova-
lent an die Peptidoglykanschicht der Zellwand gebunden. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

SPA wird über die Region X kovalent an die Zellwand von S. aureus gebunden 

(Sjöquist et al. 1972; Schneewind et al. 1993). Bei der Behandlung mit Lysostaphin 

(Schindler und Schuhardt 1964), einer Endopeptidase, die Pentaglycin-Brücken der 

Zellwand von S. aureus spaltet, kann SPA aus der Zellwand von S. aureus gelöst wer-

den (Sjöquist et al. 1972). Um in der Zellwand verankert zu werden, besitzt SPA ein 

Signalpeptid am N-Terminus (Lofdahl et al. 1983). Dieses Signalpeptid ist, wie für eini-

ge Signalpeptide aus grampositiven Prokaryonten üblich, mit einer Länge von 36 Ami-

nosäuren im Vergleich zu eukaryotischen Signalsequenzen relativ lang und weist eine 

positive Ladung auf (Heijne 1985; Abrahmsén et al. 1985). Am C-terminalen Ende der 

Signalsequenz folgt beim Stamm „NCTC 8325“ die antikörperbindende Domäne E. Die 

Kombination aus Signalpeptid und Region E scheint einen positiven Effekt auf die Sek-

retion von SPA zu haben. Fehlt Region X zur Verankerung in der Zellwand, so wird das 

Protein mit dem Signalpeptid nach extrazellulär sezerniert. Das Signalpeptid wird mit 

dem Enzym Signalpeptidase I abgespaltet (Abrahmsén et al. 1985). SPA scheint über 

den sekretorischen (Sec-) Transportweg über die Zellwand transportiert zu werden. So 

wurde in einer S. aureus ΔSecA Deletionsmutante keine Verankerung von SPA auf der 

Zellwandoberfläche beobachtet, es wurden ausschließlich intrazelluläre Vorläuferprote-

ine nachgewiesen. SecDF sorgt für eine verbesserte Translokation über die Zellwand, 

ist jedoch nicht essenziell für die Sekretion oder Verankerung (Yu et al. 2018). Zusätz-

lich zum N-terminalen Signalpeptid sind weitere strukturelle Eigenschaften des Pro-

teins nötig, um auf der Zellwandoberfläche von S. aureus verankert zu werden. Es 
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werden ein C-terminales Signalpeptid in Form eines LPXTG-Motivs (Aminosäuremotiv 

aus Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin) folgend von einer hydrophoben Region sowie 

einer geladenen Region benötigt. Im Fall von SPA besteht die variable Aminosäure des 

LPXTG-Motivs aus Glutaminsäure, es ergibt sich: Leucin-Prolin-Glutaminsäure-

Threonin-Glycin. Die Länge der hydrophoben Region beträgt 25 Aminosäuren. Die 

geladene Region besteht aus 5 Aminosäuren: Arginin-Arginin-Arginin-Glutaminsäure-

Leucin (vgl. Anhang Abb. 1) (Schneewind et al. 1992; Schneewind et al. 1993). Wäh-

rend der Sezernierung des Vorläuferproteins über die Zellwand wird das Protein durch 

die hydrophobe Region und die geladene Region, die als Stop-Signal fungieren, von 

einer vollständigen Sezernierung abgehalten. Zwischen Threonin und Glycin des 

LPXTG-Motivs wird das Protein enzymatisch durch die Transpeptidase Sortase A ge-

schnitten (Abb. 4). Über den C-terminalen Teil des Threonins wird der N-terminale Teil 

des Proteins an eine freie Aminogruppe von Glycin in der Pentaglycin Struktur der 

Zellwand gebunden (Navarre und Schneewind 1994; Schneewind et al. 1995; 

Mazmanian et al. 1999). 

 
Abbildung 4: Bindung von S. aureus Protein A an die Peptidoglykanschicht der Zellwand. 1: Protein 
A wird mittels Signalpeptid via des Sec-Transportwegs über die Zellmembran transportiert. 2: Das Signal-
peptid wird mittels Signalpeptidase abgespaltet. Über eine hydrophobe Region und eine geladene Region 
am C-terminalen Ende des Proteins, die als Stop-Signal fungieren, wird SPA von einer kompletten Sekre-
tion abgehalten. 3: Das C-terminale Signalmotiv LPXTG wird von dem auf der Zellwand gebundenen Pro-
tein Sortase A erkannt und gebunden. 4: Über die Sortase A wird das Protein innerhalb des LPXTG-
Motivs zwischen Threonin (T) und Glycin (G) gespaltet. Sortase A bindet den C-Terminus des Threonins 
kovalent an die Pentaglycinstruktur der Zellwand. Abbildung in Anlehnung an (Mazmanian et al. 2001), 
erstellt mit BioRender.com. 

LPXTG-Motive sind an der Zellwandbindung vieler Proteine in grampositiven Bakterien 

beteiligt (Schneewind et al. 1992). Sortase A-Homologe wurden als notwendige 

Transpeptidasen in diversen grampositiven Bakterien nachgewiesen. Beispiele hierfür 

sind Actinomyces naeslundii, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, und Streptococcus 
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pyogenes (Mazmanian et al. 1999). Auch in L. monocytogenes konnte ein Sortase A-

Homolog nachgewiesen werden (Garandeau et al. 2002). 

SPA wird von S. aureus nicht nur auf der Zellwandoberfläche gebunden, es wird zu-

sätzlich in das umgebende Medium sezerniert. SPA wird zunächst an der Zellwand-

oberfläche gebunden und anschließend mittels Mureinhydrolasen aus der Zellwand 

abgespaltet. Im Stamm „Newman“ konnte ein Anteil von 15% für sezerniertes SPA 

ermittelt werden (Becker et al. 2014). 

SPA wirkt als Virulenzfaktor von S. aureus. Indem es Antikörper an deren Fc-Fragment 

bindet, hat es einen negativen Effekt auf die Opsonierung und wirkt somit anti-

phagozytotisch (Abb. 5A) (Forsgren und Quie 1974). Das Vorkommen von SPA auf der 

Oberfläche inhibiert die Fähigkeit von Leukozyten, S. aureus zu phagozytieren. Dies 

gilt jedoch nur bei der Anwesenheit von IgG-Antikörpern. Wenn im untersuchten Medi-

um keine IgG-Antikörper vorhanden waren, konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte 

SPA-Konzentration auf der Oberfläche von S. aureus dafür sorgt, dass die Bakterien 

vermehrt phagozytiert wurden (Peterson et al. 1977). Verschiedene IgG-Antikörper 

binden mit unterschiedlicher Affinität an SPA. Während humane IgG1, IgG2, und IgG4 

mit hoher Affinität binden, konnte bei IgG3-Antikörpern keine Bindung nachgewiesen 

werden (Kronvall und Williams 1969). Weiterhin wurde gezeigt, dass SPA nicht nur 

IgG-Antikörper, sondern auch Antikörper anderer Klassen binden kann. Während bei 

IgG-Antikörpern die „klassische“ Bindung von SPA an das konstante Fc-Fragment der 

Antikörper stattfindet, erfolgt die Bindung bei IgM-, IgA- und IgE- Antikörpern am vari-

ablen Fab-Fragment (Inganäs 1981). Bei IgM-Antikörpern konnte eine vermehrte Bin-

dung an die schwere Kette des variablen Teils (VH3) außerhalb der eigentlichen Anti-

genbindungsstelle der Antikörper festgestellt werden (Hillson et al. 1993). 

Die Fähigkeit der Bindung verschiedener Antikörper macht SPA zu einem B-Zell-

Superantigen. Lösliches SPA sorgt in vivo für eine Herunterregulation von B-

Zellrezeptoren und für den Untergang der B-Zellen (Goodyear und Silverman 2003). Es 

kommt nach Infektion mit SPA-produzierenden S. aureus Bakterien zu einer verminder-

ten komplementvermittelten Phagozytose neutrophiler Granulozyten (Abb. 5A und 5B) 

(Peterson et al. 1977). Außerdem verhindert SPA über die verminderte Bindung von B-

Zellen an S. aureus die Bildung von spezifischen Antikörpern und somit die adaptierte 

Immunantwort. Bei der SPA-Deletionsmutante Δspa konnte dieser Effekt nicht nach-

gewiesen werden. Hier waren B-Zellen in der Lage, spezifische Antikörper gegen 

S. aureus zu bilden und somit eine gewisse Immunität für folgende Infektionen zu er-

zeugen (Falugi et al. 2013). 
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Abbildung 5: Virulenz von S. aureus Protein A (SPA). A: SPA ist auf der Oberfläche von S. aureus 
gebunden. Über die Bindung von Antikörpern am Fc-Fragment werden freie Antikörper gebunden. Da das 
Fc-Fragment der Antikörper besetzt ist, kann keine Opsonierung stattfinden. Es findet eine verminderte 
komplementvermittelte Phagozytose statt. B: Antikörper werden an sezerniertes SPA gebunden. Durch 
die geringere Antikörperkonzentration findet eine verminderte komplementvermittelte Phagozytose statt. 
C: Antiköper, die auf B-Zellen vorliegen, werden von sezerniertem SPA gebunden. SPA wirkt als ein B-Zell 
Superantigen. Hierdurch werden eine Apoptose und Nekrose der B-Zellen ausgelöst. Es findet eine ver-
minderte adaptive Immunantwort statt. Abbildung in Anlehnung an (Kobayashi und DeLeo 2013), erstellt mit 
BioRender.com. 

Durch die Bindung von SPA sowohl an das Fc-Fragment als auch an das Fab-

Fragment von Antikörpern kommt es in vivo zu einer Bildung von großen Immunkom-

plexen, die eine starke proinflammatorische Wirkung auf das umliegende Gewebe ha-

ben (Anderson et al. 2006). SPA bindet außerdem an den Tumornekrosefaktor-

Rezeptor 1 (TNFR1) und sorgt über dessen Aktivierung für weitere proinflammatori-

sche Aktivität (Gómez et al. 2004). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass SPA mit der 

Wirkung als B-Zell Superantigen zu einer Apoptose und zur Nekrose der B-Zellen führt 

(Abb. 5C). Zusätzlich wurde ein toxischer Effekt von SPA-IgG Komplexen auf Monozy-

ten beobachtet (Fox et al. 2021). 

Die Fähigkeit von SPA, Antikörper unspezifisch zu binden, wird seit Jahrzehnten in 

verschiedenen Anwendungen genutzt. So werden SPA-beschichtete Säulen oder Ku-

geln zur Aufreinigung von Antikörpern verwendet. Weiterhin können mit SPA beschich-

tete Platten oder Membranen Antikörper immobilisieren und für ELISA Tests benutzt 

werden. Industriell hergestelltes SPA wird aufgrund der Virulenz von S. aureus meist 

aus E. coli gewonnen. 

1.6 Pseudomonas aeruginosa  
P. aeruginosa ist ein gramnegatives, stäbchenförmiges Bakterium. Die Erstbeschrei-

bung des Bakteriums erfolgte von W. Migula im Jahr 1894 (Migula 1894). P. aerugino-

sa ist obligat aerob, jedoch ist es in der Lage, Nitrat als einen alternativen 
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Elektronenakzeptor zu verwenden. Es ist ubiquitär vorkommend und hat die Eigen-

schaft Biofilme zu bilden. Diese Eigenschaft macht es für viele opportunistische noso-

komiale Infektionen im Menschen verantwortlich. So verursacht es Katheter-assoziierte 

Infektionen des Urogenitaltraktes und Respirator-assoziierte Pneumonien. P. aerugino-

sa exprimiert verschiedene Effluxpumpen, durch die Antibiotika verschiedener Klassen 

aktiv aus der Zelle transportiert werden können. Dieser Mechanismus trägt wesentlich 

zur schnellen Antibiotikaresistenzbildung von P. aeruginosa bei. Bei antibiotikaresisten-

ten Stämmen sind häufig einzelne oder mehrere Effluxpumpen überexprimiert (Dreier 

und Ruggerone 2015). Das komplette Genom von P. aeruginosa zeigte eine Länge von 

6,3 Mbp (Megabasenpaare). Damit ist es länger und komplizierter als das Genom an-

derer gramnegativer Bakterien wie beispielsweise Escherichia coli (4,6 Mbp) (Stover et 

al. 2000). P. aeruginosa bildet als Virulenzfaktor unter anderem Exotoxin A, das in die-

ser Arbeit verwendet wurde.  

1.6.1 P. aeruginosa Exotoxin A 
Exotoxin A (ETA) ist ein von P. aeruginosa produziertes Toxin mit einer Länge der Pri-

märstruktur von 638 Aminosäuren und einer molekularen Masse von 66 kDa. Im Sek-

retionsprozess wird ein hydrophobes Signalpeptid mit einer Länge von 25 Aminosäu-

ren abgespaltet, sodass das endgültige Protein eine Länge von 613 Aminosäuren auf-

weist (Gray et al. 1984). Die Tertiärstruktur des Proteins besteht aus drei funktionell 

unterschiedlichen Domänen (Abb. 6). Die N-terminale Domäne Ia besteht aus antipa-

rallelen Betafaltblattstrukturen und umfasst die Aminosäuren 1-252, die mittlere Domä-

ne II besteht aus sechs Alpha-Helices und umfasst die Aminosäuren 253-364. Die C-

terminale Domänen Ib und III enthalten die ADP-Ribosyltransferasedomäne, die für die 

Toxizität des Proteins verantwortlich ist. Domäne Ib umfasst die Aminosäuren 365-404, 

Domäne III 405-613 (Allured et al. 1986). Die N-terminale Domäne Ia wird auch als 

Rezeptor-bindende Domäne bezeichnet und ist für die Aufnahme des Toxins in die 

eukaryotische Zelle verantwortlich. Die Domäne II wird Translokationsdomäne ge-

nannt. Sie wird benötigt, damit ETA nach der Internalisierung in die eukaryotischen 

Zellen aus dem Membranvesikel an den eigentlichen Wirkort im Zytosol der Zelle trans-

feriert wird. Die ADP-Ribosyltransferasedomäne Ib+III ist für die enzymatische Aktivität 

des Toxins verantwortlich (Hwang et al. 1987). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Domäne Ib nicht essenziell für die ADP-Ribosylierung ist, und dass das Protein ohne 

Domäne Ib keine verminderte Zytotoxizität aufweist (Siegall et al. 1989). 
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Abbildung 6: Primärstruktur von P. aeruginosa Exotoxin A (ETA). Am N-terminalen Ende des Proteins 
ist die Rezeptor-bindende Domäne lokalisiert (Ia), die für die Bindung des Proteins an eukaryotische Zel-
len verantwortlich ist. Richtung C-Terminus befindet sich die Translokationsdomäne II, die für das Verlas-
sen des Endosoms essenziell ist. Am C-terminalen Ende befindet sich die ADP-Ribosyltransferasedomäne 
Ib + III, die für die Inaktivierung des eukaryotischen Elongationsfaktors 2 (eEF2) der infizierten Zelle sorgt. 
Abbildung in Anlehnung an (Michalska und Wolf 2015), erstellt mit BioRender.com. 

ETA wird von P. aeruginosa mittels einer Typ II-Proteinsekretion sezerniert. Die Pri-

märstruktur von ETA wird mittels Signalpeptid am N-Terminus und SecA-abhängig in 

den periplasmatischen Raum der Bakterien sezerniert (Douglas et al. 1987). Im peri-

plasmatischen Raum wird mittels Signalpeptidase das Signalpeptid abgespaltet. Teile 

der Region Ia und ein Alpha-Helix der Region II scheinen im periplasmatischen Raum 

essenziell für die weitere Sekretion zu sein (Lu et al. 1993; Voulhoux et al. 2000). Aus 

dem periplasmatischen Raum wird ETA mit einem für P. aeruginosa bei Typ II-

Proteinsekretion typischen Xcp-Sekreton in den Extrazellulärraum sezerniert (Filloux et 

al. 1990; Gérard-Vincent et al. 2002).  

ETA bindet an eukaryotischen Zellen mit der rezeptorbindenden Domäne Ia an den 

α2-Makroglobulinrezeptor/Low-Density-Lipoproteinrezeptor (CD91) und wird zur Auf-

nahme in die Zellen gemeinsam mit dem Rezeptor internalisiert (Kounnas et al. 1992). 

Nach der Aufnahme wird das Toxin innerhalb der Translokationsdomäne gespaltet. Es 

entsteht ein 37 kDa großes C-terminales Fragment, das aus einem Teil der Transloka-

tionsdomäne II sowie aus der ADP-Ribosyltransferasedomäne besteht (Ogata et al. 

1990). Diese Spaltung, an der die Protease Furin beteiligt ist, ist für die Toxizität von 

ETA essenziell (Inocencio et al. 1994). Der Weitertransport des C-terminalen 37 kDa 

Fragments von ETA findet im Endosom statt. Es wird über den Ras-related in brain 9 

(Rab9-) regulierten Signalweg retrograd in das Trans-Golgi-Netzwerk des Golgi-

Apparates transportiert (Smith et al. 2006). Am C-terminalen Ende von ETA ist ein 

Arginin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Leucin (RDEL-) Signalmotiv lokalisiert. Ohne 

dieses Signalmotiv ist eine deutlich verminderte Zytotoxizität zu verzeichnen. Wenn 

das RDEL- Signalmotiv durch ein Lysin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Leucin 

(KDEL-) Signalmotiv ersetzt wird, kann die Toxizität des Proteins wiederhergestellt 

werden (Chaudhary et al. 1990). KDEL ist ein Signalmotiv, das für eine Retention von 

Proteinen im endoplasmatischen Retikulum (ER) sorgt (Munro und Pelham 1987). Wie 



Einleitung 

18 
 

auch das KDEL-Signalmotiv, sorgt das RDEL-Signalmotiv für einen Transfer in das ER, 

indem es an den KDEL-Rezeptor bindet (Kreitman und Pastan 1995; Jackson et al. 

1999). Eine andere Möglichkeit für ETA, in das endoplasmatische Retikulum zu gelan-

gen, geschieht über den Ras-related in brain 6 (Rab6-) Signalweg. Hier wird das Endo-

som mittels des Lipid-sorting-pathways unabhängig vom Rab9-Signalweg in das Trans-

Golgi-Netzwerk und anschließend mittels des Rab6-Signalweges in das endoplasmati-

sche Retikulum transferiert (Smith et al. 2006). Im endoplasmatischen Retikulum wird 

das 37 kDa große, aus der Translokationsdomäne und der ADP-

Ribosyltransferasedomäne bestehende Fragment über einen retrograden Proteintrans-

port in das Zytosol der Zelle überführt. Die Translokationsdomäne II interagiert mit 

Sec61p und sorgt so für den retrograden Transport in das Zytosol und für das Verlas-

sen des Endosoms (Theuer et al. 1993; Koopmann et al. 2000). Sec61p ist in den Pro-

zess der endoplasmatic reticulum associated degradation (ERAD) involviert, der physi-

ologischerweise für den Rücktransport missgefalteter Proteine in das Zytosol sorgt 

(Pilon et al. 1997; Schäfer und Wolf 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Translokationsdomäne direkt an Sec61p bindet (Schäuble et al. 2014).  

Im Zytosol entfaltet ETA seine Toxizität über die ADP-Ribosylierung des eukaryoti-

schen Elongationsfaktors 2 (eEF2) (Iglewski et al. 1977; Li et al. 1996). eEF2 ist ein für 

die Proteinbiosynthese von eukaryotischen Zellen essenzielles Protein. Es fördert die 

GTP-abhängige Translokation der Polypeptidkette von der A-Stelle zur P-Stelle am 

Ribosom während der Translation. Nach der Inaktivierung von eEF2 durch ETA kommt 

die Proteinbiosynthese der Zelle zum Erliegen. Zusätzlich werden durch ETA Zytokine 

freigesetzt, die zur Apoptose führen (Morimoto und Bonavida 1992; Komatsu et al. 

1998). Es kommt unter anderem zu einer Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 8 

(Jenkins et al. 2004). Der intrazelluläre Signalweg ist in Abb. 7 dargestellt. Die Aktivität 

von Caspase 3 als Markerprotein der Apoptose wurde in dieser Arbeit verwendet.  
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Abbildung 7: Intrazellulärer Signalweg von P. aeruginosa Exotoxin A (ETA). ETA bindet mit der re-
zeptorbindenden Domäne Ia an den α2-Makroglobulinrezeptor/Low-Density Lipoproteinrezeptor (CD91). 
Es wird gemeinsam mit dem Rezeptor internalisiert. Nach der Aufnahme wird das Toxin innerhalb der 
Translokationsdomäne II furinabhängig gespaltet. Der Weitertransport des C-terminalen 37 kDa Frag-
ments von ETA findet im Endosom statt. Es wird über den Rab9-Signalweg retrograd in das Trans-Golgi-
Netzwerk des Golgi-Apparates transportiert. Alternativ wird das Endosom mittels des Lipid-sorting-
pathways unabhängig vom Rab9-Signalweg in das Trans-Golgi-Netzwerkes transportiert. Von dort wird 
das Endosom mittels des KDEL-Signalmotivs in das endoplasmatische Retikulum überführt. Im alternati-
ven Signalweg wird das Endosom über den Rab6-Signalweg in das endoplasmatische Retikulum transpor-
tiert. Die Translokationsdomäne II interagiert mit Sec61p und sorgt so für den retrograden Transport in das 
Zytosol und für das Verlassen des Endosoms. Im Zytosol findet die ADP-Ribosylierung des eukaryoti-
schen Elongationsfaktors 2 (eEF2) statt. eEF2 wird inaktiviert und die Proteinbiosynthese der Zelle kommt 
zum Erliegen. Zusätzlich werden proapoptotische Zytokine (Caspase 3/8) aktiviert. Die Zelle geht in die 
Apoptose über. Abbildung in Anlehnung an (Michalska und Wolf 2015), erstellt mit BioRender.com. 

ETA ist als Teil von Immunotoxinen seit Jahren Forschungsgegenstand in der Therapie 

von Krebserkrankungen. Es wurde mit monoklonalen Antikörpern konjugiert 

(FitzGerald et al. 1983). In der weiteren Entwicklung erfolgte die rekombinante Konju-

gation von Teilen von ETA an single chain variable fragment (scFv) Antikörperfragmen-

te (Chaudhary et al. 1989). Auch die in dieser Arbeit verwendeten scFv-

Antikörperfragmente wurden in der Vergangenheit rekombinant mit ETA konjugiert. 

Über die Bindung der scFv-ETA Fusionsproteine an spezifische Oberflächenantigene 

wurde ETA in die Krebszellen transportiert und es wurde die vermehrte Apoptose der 

Krebszellen beobachtet (Klimka et al. 1999; Haaf et al. 2015). In der Behandlung der 

therapierefraktären Haarzellleukämie wurde das Medikament Moxetumumab Pasu-

dotox 2018 von der Federal Drug Administration in den USA zugelassen (Dhillon 
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2018). Moxetumumab Pasudotox besteht aus einem gegen CD22 gerichteten Disulfid-

stabilisierten scFv, das mit einem 38 kDa großen Fragment von ETA konjugiert ist 

(Salvatore et al. 2002). 

1.7 Monoklonale Antikörper und Antikörperfragmente 
Die Erstbeschreibung von Antikörpern (Immunglobulinen, Ig) erfolgte Ende des 19. 

Jahrhunderts durch Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato. (Behring und Kitasato 

1890) Sie sind Bestandteil der adaptiven Immunantwort und binden spezifisch an 

Oberflächenantigene auf verschiedenen Strukturen wie Oberflächenproteinen von Zel-

len, Bakterien und Viren. Im Menschen existieren 5 Klassen von Antikörpern: IgG, IgA, 

IgD, IgE und IgM. Diese Klassen erfüllen in der adaptiven Immunantwort unterschiedli-

che Funktionen. Seit der Entwicklung der Hybridom-Technik, mit der Antikörper gegen 

zuvor ausgewählte spezifische Zielstrukturen (Antigene) hergestellt werden können, 

(Köhler und Milstein 1975) werden Antikörper in vielen diagnostischen und therapeuti-

schen Ansätzen verwendet. Hier kommen meist Antikörper der Klasse IgG zum Ein-

satz. 

IgG-Antikörper sind Proteine mit einer molekularen Masse von ca. 150 kDa. Sie beste-

hen aus zwei konstanten schweren Ketten (CH, constant heavy chain) und zwei kon-

stanten leichten Ketten (CL, constant light chain). Die schweren Ketten sind an der so 

genannten hinge region über zwei Disulfidbrücken miteinander verbunden (Abb. 8A). 

Das konstante Fc-Fragment (fragment crystallizable, Fc) besteht aus je zwei CH3 und 

CH2 Domänen. An das Fc-Fragment des Antikörpers sind zwei konstante CH1-Domänen 

der schweren Kette gebunden, an die wiederum der variable Teil der schweren Kette 

(VH, variable heavy chain) angeschlossen ist. CH1 und VH bilden gemeinsam mit dem 

konstanten Teil der leichten Kette (CL) und dem variablen Teil der leichten Kette (VL, 

variable light chain) das Fab-Fragment (antigen-binding fragment)) des Antikörpers. 

Die leichte und schwere Kette des Fab-Fragments sind über eine Disulfidbrücke mitei-

nander verbunden. Während das Fc-Fragment des Antikörpers konserviert und somit 

konstant ist und nicht an der Antigenerkennung teilnimmt, werden Antigene durch den 

variablen Teil (VH und VL) erkannt. VH und VL sind in ihrer Konformation sehr variabel 

und können eine Vielzahl von Antigenen binden (Murphy und Weaver 2018). 

Neben der Hybridom-Technik wurden weitere Methoden zur Herstellung von Antikör-

pern entwickelt. Es besteht die Möglichkeit, Antikörperfragmente rekombinant herzu-

stellen. Die ersten Versuche der Herstellung rekombinanter Antikörper in E. coli resul-

tierten zwar in einer Herstellung, konnten jedoch nicht über die äußere Membran 

transportiert werden (Boss et al. 1984). Es konnte jedoch ein funktionelles variables 

Antikörperfragment (FV) rekombinant in E. coli hergestellt und in den periplasmatischen 
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Raum transportiert werden. Der variable Teil der leichten und der schweren Kette (VH 

und VL) wurden unabhängig voneinander in den periplasmatischen Raum transportiert. 

Dort bildeten beide Fragmente ein funktionell intaktes Heterodimer (Skerra und 

Pluckthun 1988). 

Eine weitere Neuerung in der Herstellung rekombinanter Antikörper ist die Herstellung 

von single chain variable fragments (scFv). Ein scFv ist ein Fusionsprotein aus VH und 

VL (Abb. 8B). Beide Domänen sind über eine Polypeptikette miteinander verbunden. 

Ein scFv ist mit einer molekularen Masse von ca. 25 kDa deutlich leichter als ein IgG-

Antikörper. Die Antigenerkennung ist bei scFv nicht beeinträchtigt (Bird et al. 1988). 

ScFv wurden zunächst mithilfe der Hybridom-Technik hergestellt, indem die für die 

Antikörper kodierende mRNA mithilfe einer reversen Transkription in cDNA umge-

schrieben wurde. Anschließend konnte die für VH und VL kodierende Basensequenz 

sowie die Basensequenz des Linker Peptides in E. coli transformiert werden (Huston et 

al. 1988). Ein Meilenstein in der Herstellung spezifischer scFv stellt die phage display 

Technologie dar. Es konnte gezeigt werden, dass funktionale scFv auf der Oberfläche 

von Inoviren (filamentöse Bakteriophagen) exprimiert werden können (McCafferty et al. 

1990). Es wurden Phagen-Bibliotheken erstellt, die eine Vielzahl verschiedener scFv 

exprimieren. Mithilfe dieser Phagen-Bibliotheken können scFv gegen verschiedenste 

Antigene hergestellt werden. Die scFv exprimierenden Phagen werden mit dem Zielan-

tigen inkubiert. Das Zielantigen wird anschließend mehrmalig gewaschen, sodass nur 

noch Phagen an das Antigen binden, die ein für das Antigen spezifisches scFv besit-

zen. Die DNA der an das Antigen bindenden Phagen kann extrahiert werden. An-

schließend können mithilfe der Basensequenz rekombinante scFv hergestellt werden 

(Carmen 2002). Eines der in dieser Arbeit verwenden scFv-Fc-Fusionsproteine wurde 

mittels phage display hergestellt (Haaf et al. 2015). Zur Herstellung eines rekombinan-

ten Fusionsproteins aus scFv und dem konstanten Fc-Fragment eines Antikörpers 

(Abb. 8C) wurden an das Fc-Fragment eines murinen IgG2a-Antikörpers an jede der 

zwei schweren Ketten am N-Terminus je ein scFv gebunden. Die Expression des scFv-

Fc-Fusionsproteins erfolgte in HEK293T Zellen (Haaf et al. 2015).  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Antikörpers der Klasse IgG, eines scFv und eines 
scFv-Fc-Fusionsproteins. A: IgG-Antikörper. B: Single-chain variable fragment (scFv) C: scFv-Fc-
Fusionsprotein. A: Antikörper des Klasse IgG bestehen aus zwei schweren und zwei leichten Ketten. Die 
schweren Ketten sind miteinander an der so genannten hinge region über zwei Disulfidbrücken miteinan-
der verbunden. Die Domänen CH2 und CH3 der schweren Kette bilden gemeinsam das Fc-Fragment des 
Antikörpers. Dieser Teil des Antikörpers ist konserviert und nimmt nicht an der Antigenerkennung des 
Antikörpers teil. Das Fc-Fragment kann von SPA gebunden werden. Die Fab-Fragmente des Antikörpers 
bestehen aus je einer leichten und einer schweren Kette, die wiederum jeweils aus einem konstanten und 
einem variablen Teil bestehen. Leichte und schwere Kette sind über eine Disulfidbrücke miteinander ver-
bunden. Die variablen Teile von leichter und schwerer Kette (VL und VH) bilden gemeinsam die Antigen-
bindungsstelle des Antikörpers. Sie sind variabel, um eine Vielzahl von Antigenen erkennen zu können. 
IgG-Antikörper haben eine molekulare Masse von ca. 150 kDa. B: Single chain variable fragments (scFv) 
bestehen aus den variablen Domänen der leichten Kette (VL) und der schweren Kette (VH). Die beiden 
Domänen sind über eine Polypeptidkette miteinander verbunden. Die Fähigkeit des Antikörperfragmentes 
Antigene zu erkennen bleibt erhalten. Im Gegensatz zu IgG-Antikörpern sind sie mit einer molekularen 
Masse von ca. 25 kDa wesentlich leichter. C: Die in dieser Arbeit verwendeten scFv-Fc-Fusionsproteine 
bestehen aus dem Fc-Fragment eines murinen IgG2a Antikörpers und einem scFv. Beide schweren Ket-
ten des Fc-Fragments sind an der hinge region über zwei Disulfidbrücken miteinander verbunden. Die 
schwere Kette der scFv (VH) wird am N-Terminus des Fc-Fragments gebunden. Da an beiden Teilen des 
Fc-Fragments je eine scFv gebunden wird, entsteht ein bivalentes scFv-Fc-Fusionsprotein mit zwei Anti-
genbindungsstellen. Die Molekülmasse des gesamten Proteins beträgt ca. 100 kDa. Abbildung erstellt mit 
BioRender.com. 

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit 
Das breite Spektrum der malignen Erkrankungen ist trotz weitreichender Erforschung 

von neuen Therapiemöglichkeiten nach wie vor die zweithäufigste Todesursache in 

Deutschland. Die Wissenschaft arbeitet aktuell an einer Vielzahl von Therapieansätzen 

auf diesem Gebiet. Ein Ansatz in der Therapie maligner Erkrankungen ist die Krebsthe-

rapie mittels Bakterien. 

Listeria monocytogenes ist ein grampositives Bakterium, das durch die Expression 

verschiedener Virulenzfaktoren in der Lage ist, phagozytierende und nicht phagozy-

tierende Zellen zu infizieren und sich von der Vakuole zu befreien, sodass es das Zy-

toplasma erreicht. Seit Jahren wird die Möglichkeit erforscht, L. monocytogenes in der 

Therapie maligner Erkrankungen einzusetzen. In diesem Zusammenhang werden ver-

schiedene Ansätze verfolgt. In vivo löst eine Infektion mit L. monocytogenes eine T-Zell 

vermittelte Immunantwort aus. Diese Immunantwort wird dazu verwendet, das Immun-

system des Wirtes gegen Krebszellantigene zu sensibilisieren und somit die maligne 



Einleitung 

23 
 

Erkrankung zu bekämpfen. Ein weiterer Ansatz in der Therapie maligner Erkrankungen 

ist die direkte Infektion von malignen Zellen mit L. monocytogenes. 

In dieser Arbeit wird der Ansatz verfolgt, Zelllinien eines Hodgkin-Lymphoms und Zel-

len eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms in vitro direkt mit L. monocytogenes zu infi-

zieren. Diese Infektion soll spezifisch erfolgen. Hierzu soll das Staphylococcus aureus 

Protein A (SPA) auf der Zellwand von L. monocytogenes exprimiert werden. SPA ist 

ein Oberflächenprotein, das in der Lage ist, das konstante Fc-Fragment von Antikör-

pern zu binden, sodass die Antigenbindungsstellen am variablen Teil des Antikörpers 

nicht besetzt sind. Rekombinante Antikörperfragmente in Form von scFv-Fc-

Fusionsproteinen, die gegen Oberflächenantigene auf den malignen Zellen gerichtet 

sind, sollen in dieser Arbeit über SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes ge-

bunden werden. Die auf der Oberfläche von L. monocytogenes an SPA gebundenen 

scFv-Fc-Fusionsproteine sollen dann über eine spezifische Antikörper-Antigen Interak-

tion an Oberflächenantigene auf malignen Zellen binden. Die malignen Zellen sollen so 

spezifisch mit L. monocytogenes infiziert werden. Die spezifische Infektion soll in dieser 

Arbeit mit verschiedenen Infektionsversuchen untersucht werden. L. monocytogenes 

exprimiert verschiedene Internalin A und B, mit denen es in der Lage ist, nicht pha-

gozytierende Zellen zu infizieren. Um eine Internalin unabhängige spezifische Infektion 

der Krebszellen zu untersuchen, wurde mit der Internalin Deletionsmutante ΔinlAB ge-

arbeitet.  

In einem weiteren Schritt sollen die spezifisch mit L. monocytogenes infizierten malig-

nen Zellen durch ein von den Bakterien produziertes Toxin direkt geschädigt werden. 

Hierzu soll die genetische Information für einen Teil von Pseudomonas aeruginosa 

Exotoxin A (ETA) in L. monocytogenes transformiert werden. ETA ist ein Toxin, das 

über eine ADP-Ribosylierung den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 inaktiviert und 

somit die Proteinbiosynthese inhibiert. Die eukaryontische Zelle geht anschließend in 

die Apoptose über. ETA, das rekombinant an Antikörperfragmente gebunden wird, ist 

ein in der Forschung zur Behandlung maligner Erkrankungen etabliertes Immunotoxin. 

Für die Klonierung von ETA in L. monocytogenes wurde der Promotor des Aktin-

akkumulierenden Faktors A (ActA) verwendet. Damit wird sichergestellt, dass ETA erst 

induziert wird, wenn sich das Bakterium im Zytosol der infizierten Zelle befindet. So 

sollen die mit L. monocytogenes spezifisch infizierten malignen Zellen durch die intra-

zelluläre Produktion von ETA direkt geschädigt werden. Diese Schädigung von euka-

ryontischen Zellen soll mit Mikroskopie, mit der Untersuchung der metabolischen Akti-

vität der infizierten Zellen und mit Durchflusszytometrie untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verwendete Bakterienstämme 
Tabelle 1: Liste der verwendeten Bakterienstämme. 

Name Herkunft der Bakterienstämme 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a (Glaser et al. 2001) 
Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a ΔinlAB2 (Parida et al. 1998) 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a_pIMK2 + spa Y. Yin, am Institut für Medizini-
sche Mikrobiologie der JLU 
Gießen 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a ΔinlAB2_pIMK2 + spa Diese Arbeit 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a ΔinlAB2_pIMK2 Diese Arbeit 
Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a_pERL3 + eta Diese Arbeit 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a ΔinlAB2_pERL3 + eta Diese Arbeit 
Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a ΔinlAB2_pIMK2 + 
spa_pERL3 + eta 

Diese Arbeit 

Listeria monocytogenes EGD-e 1/2a_ pERL3 Hartl (1990); Leimeister-
Wächter et al. (1990) 

Escherichia coli DH10β (Durfee et al. 2008) 

2.1.2 Verwende Zelllinien 
Tabelle 2: Liste der verwendeten Zelllinien. 

Abkürzung Kurzbeschreibung Spezies Zellherkunft 

KM-H2 (Kamesaki et al. 
1986) 

Hodgkin Lymphom Human Pleuraerguss 

DMS-273 Kleinzelliges Bronchial-
karzinom 

Human Pleuraerguss 

P388D1 Makrophagen Murin Lymphom 

2.1.3 Verwendete Plasmide 
Zur Klonierung von S. aureus Protein A (spa) in L. monocytogenes wurde als Vektor 

das Plasmid pIMK2 verwendet. Die Besonderheit dieses Plasmides ist die Integration 

in das Genom von L. monocytogenes. (Monk et al. 2008) Dieser Umstand macht es 

möglich, zusätzlich zu pIMK2 weitere Plasmide in L. monocytogenes zu klonieren, wie 

es in dieser Arbeit durchgeführt wurde. 
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Abbildung 9: : Plasmidkarte des Vektors pIMK 2 Abbildung in Anlehnung an (Monk et al. 2008) erstellt 
mit BioRender.com. 

 

 
Abbildung 10: Plasmidkarte des Vektors pERL3. (Abb. erstellt mit SnapGene®) 
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Abbildung 11: Plasmidkarte des Plasmides pMT-scFv-ETA (Institut für Pathologie der JLU Gießen) 
(Abb. erstellt mit SnapGene®) 

2.1.4 Oligonukleotide (Primer) 
Die verwendeten Primer wurden bei Eurofins Genomics bestellt. Die Bereiche der 

Überhänge zur Klonierung sowie der eingefügten Restriktionsschnittstellen sind unter-

strichen. Die Primer wurden nach Herstellerangaben mit Reinstwasser (MQ-H2O) ver-

dünnt. 

Tabelle 3: Primer zur Klonierung von pIMK2 + spa. 

Name Primer Sequenz (5‘-3‘) 

HM-pIMK-Pp1 for GGTAGTATCATGAAAAAGAAAAACATTTATTCAATTCGT 

HM-pIMK-Pp2 rev GCAGATGTCGACGTGTTAATCAACGTATATAAG 
Die eingefügten Überhänge für die Klonierung und zum Einfügen von Restriktionsenzymen sind 
unterstrichen. 

Tabelle 4: Primer zur Sequenzierung von pIMK2 + spa. 

Name Primer Sequenz (5‘-3‘) 

HM-SpaPrim 1 rev CTTGGGTCATCTTTTAAGCTTTGG 

HM-SpaPrim 2 rev GTTGCCGTCTTCTTTGCCAGG 

Tabelle 5: Primer zur Klonierung von pERL3 + eta. 

Name Primer Sequenz (5‘-3‘) 

HM_ActA Prom for GCGCCTCGAGTTAACAAATGTTAGAGAAAAA 

HM_ActA Prom rev TTTTTTTCATTTATACTCCCTCCTCGTGATACG 

HM_hly Sign for GGGAGTATAAATGAAAAAAATAATGCTAG 

HM_hly ETA rev CGCCCTCGGGCTTTGCTTCAGTTTGTTGCGC 
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Die eingefügten Überhänge für die Klonierung und zum Einfügen von Restriktionsenzymen sind 
unterstrichen. 

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer zur Sequenzierung von pERL3 + eta. 

Name Primer Sequenz (5‘-3‘) 

HM_ETA Seq 1 GCTGGCCAGGGCGTTGCG 

HM_ETA Seq 2 CGCCGGTGAATGCGCGGG 

HM_ETA Seq 3 GTTTCTATATCGCCGGCGATC 
HM_ETA Seq 4 CTGGAGACCATTCTCGGC 

2.1.5 Verwendete Antikörper 
Tabelle 7: Liste der verwendeten Antikörper. 

Name Herkunft Verwendung 

Ki-4-scFv-Fc Institut für Pathologie der JLU 
Gießen (Klimka et al. 1999) 

Infektionsversuche, Durch-
flusszytometrie 

SCBC-scFv-Fc Institut für Pathologie der JLU 
Gießen (Haaf et al. 2015) 

Infektionsversuche 

Monoclonal Anti Protein A 
antibody produced in mouse 
P2921 

Sigma-Aldrich Western Blot Primäranti-
körper 

TC-1 Anti ETA (Galloway et al. 1984), zur 
Verfügung gestellt vom Institut 
für Pathologie der JLU Gießen 

Western Blot Primäranti-
körper 

m-IgGκ BP-HRP 
(anti-mouse IgG-HRP) 

Santa Cruz Biotech Western Blot Sekundäran-
tikörper 

Alexa Fluor 448 rabbit anti 
mouse 

Abcam Durchflusszytometrie 
Sekundärantikörper 

Anti Protein A antibody (Tex-
as Red) 

Abcam Durchflusszytometrie 

2.1.6 DNA- und Proteingrößenstandards 

 
Abbildung 12: Verwendete DNA- und Proteingrößenstandards. A: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen 
10787-018) B: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Fisher 26619) 

HM_ETA Gen for CTGAAGCAAAGCCCGAGGGCGGCAGCCTGG 

LT_ETA-SpeI for GCGCACTAGTTTGTAAAAGTAATAAAAAATTAAG 

LT_ETA-SpeI rev GCGCACTAGTTTACTTCAGGTCCTCGC 

HM_Term Bam rev GCGCGGATCCGGCTTATATTATATGGATAAAC 
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2.1.7 Verwendete Chemikalien 
Tabelle 8: Liste der verwendeten Chemikalien.  

Name Hersteller Katalognummer 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 63689-100ML-F 
2-Propanol (Isopropanol) Sigma-Aldrich 33539-2.5L-M 

6-Aminohexansäure Sigma-Aldrich A2504-100G 

Acetic acid, glacial Sigma-Aldrich A-6283 
Agarose Standard Roth 3810.1 

Ameisensäure 98-100% Merck 100264 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Merck 101201 
Borsäure Merck 1001651000 

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich A9647-50G 

Bromphenol Blue SERVA 15375 
Calciumchlorid Roth CN92.2 

Coomassie Brilliant Blue R GERBU 1097 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 1065801000 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck 1.09678.0100 

EDTA-disodium SERVA 11280 

Erythromycin Sigma-Aldrich E-6376 
Ethanol Sigma-Aldrich 32205-2.5L-M 

Ethidiumbromidlösung 0,5% i.d.  Roth HP46.1 

Ficoll 400 Roth CN90.3 
Gentamicin sulfate salt Sigma-Aldrich G1264-250MG 

Glucose Roth X997.1 

Glycerol Merck 1040921000 
HEPES SERVA 25245 

Kaliumacetat Roth T874.1 

Kaliumchlorid Roth P017.1 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 1048731000 
Kanamycin sulfate from Streptomyces kanamy-
ceticus 

Sigma-Aldrich K4000-50G 

Luminol Sigma-Aldrich A8511-5G 

Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat Roth T881.1 

Magnesiumchlorid Merck 814733 
Magnesiumsulfat Merck 106067 

Methanol Sigma-Aldrich 32213-2.5L-M 

MTT Merck 1.11714 
Natriumchlorid Sigma-Aldrich 31434-1KG-M 

Natriumchlorid Roth 3957.1 

Natriumhydroxid Roth 6771.1 
p-Coumaric acid (Parahydroxycumarinsäure) Sigma-Aldrich C9008-25G 
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Penicillin G sodium salt Sigma-Aldrich PENNA-10MU 

Saccharose Roth 9097.1 

Salzsäure 32% reinst Merck 3132500 
Natriumdodecylsulfat (SDS) ultra pure Roth 2326.2 

Skim Milk Powder Sigma-Aldrich 70166-500G 

Trichloroacetic acid SERVA 36910.03 
TRIS Roth 4855.2 

Triton X-100 SERVA 37240 

Tween 20 SERVA 37470 
Wasserstoffperoxidlösung 30% Sigma-Aldrich  H1009 

2.1.8 Verwendete gebrauchsfertige Chemikalien 
Tabelle 9: Liste der verwendeten gebrauchsfertigen Chemikalien. 

Name Hersteller Katalognummer 

Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1 (30 % w/v), 
2.6 %  

SERVA 10688.01 

BD FACSClean Becton Dickinson 340345 

BD FACSFlow Becton Dickinson 342003 

dNTP-Set (100 mM)  Thermo Fisher  10297018 
EDTA-Lösung (0,5 M; pH = 8,0)  Thermo Fisher 10135423 

Protease Inhibitor Cocktail (100 x) Biotool  B14001 

Protein Assay Dye Reagent Bio - Rad 5000006 
TEMED  SERVA  35925.01 

2.1.9 Verwendete Kits 
Tabelle 10: Liste der verwendeten Kits. 

Name Hersteller Katalognummer 

BD Accuri C6 Flow Cytometer Fluid Kit Becton Dickinson 653158 
CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytome-
try Assay Kit 

Thermo Fisher C10740 

FastDigest BcuI (SpeI Isoschizomer) Thermo Fisher FD1253 

FastDigest NcoI Thermo Fisher FD0573 
FastDigest PagI (BsphI Isoschizomer) Thermo Fisher FD1284 

FastDigest SalI Thermo Fisher FD0644 

FastDigest XhoI Thermo Fisher FD0695 
GeneJET Gel Extraction Kit  Thermo Fisher K0691 

QIAprep® Spin Miniprep Kit  Qiagen 27104 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 28106 
T4-DNA-Ligase  Thermo Fisher 15224041 

Taq-DNA-Polymerase Thermo Fisher EP0401 

XmaI (Cfr9I)  Thermo Fisher  ER0171 
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2.1.10 Chemikalien zur Herstellung von Medien zur Bakterienkultivierung 
Tabelle 11: Liste der verwendeten Chemikalien zur Bakterienkultivierung. 

Name Hersteller Katalognummer 

Bacto Agar Becton Dickinson 214010 
Bacto Brain Heart Infusion Becton Dickinson 237500 

Hefeextrakt Becton Dickinson 212750 

PBS Dulbecco Biochrom L1825 
Trypton Becton Dickinson 211705 

2.1.11 Medien und Puffer zur Kultivierung eukaryontischer Zellen 
Tabelle 12: Liste der verwendeten Medien und Puffer zur Kultivierung eukaryontischer 
Zellen. 

Medium Hersteller  Katalognummer 

Waymouth’s MB 752/1 Medium (1X) Thermo Fisher 31220-023 
RPMI Medium 1640 Thermo Fisher 21875-034 

Trypsin/EDTA Solution (0,05%/0,02%) in PBS Biochrom L2143 

PBS Dulbecco Biochrom L1825 
Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom SO115 

2.1.12 Herstellung von Medien und Puffern zur Kultivierung von Bakterien 
Luria Bertani-Medium (LB Medium) 

Reagenz Masse 

Trypton 10 g 
Hefeextrakt 5 g 

NaCl 10 g 

Ad 1 l H2O 

Die Reagenzien wurden in vollentsalztem Wasser (VE-H2O) gelöst. Anschließend wur-

de die Lösung autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatten wurde der Lösung 15 g/l 

Bactoagar hinzugesetzt. Die Lösung wurde anschließend autoklaviert und steril in 92 x 

16 mm Petrischalen mit ca. 20 ml pro Schale abgefüllt. 

Brain Heart Infusion Medium (BHI Medium) 

Reagenz Masse 

Bacto Brain Heart Infusion 37 g 

Ad 1 l H2O 

Es wurden 37 g Bacto Brain Heart Infusion in 1 l VE-H2O gelöst. Die Lösung wurde 

anschließend autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatten wurde der Lösung vor dem 

Autoklavierungsprozess 15 g/l Bactoagar hinzugesetzt. Die Lösung wurde anschlie-

ßend autoklaviert und steril in 92 x 16 mm Petrischalen mit ca. 20 ml pro Schale 

abgefüllt. 
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BHI 0,5 + 0,5 M Saccharose 

Reagenz Masse/Volumen 

2 x BHI Medium 250 ml 

1 M Saccharose in H2O 250 ml 

BHI Medium in doppelter Konzentration (74 g Bacto Brain Heart Infusion /l) wurde 1:1 

mit 1 M Saccharose in VE-H2O gemischt und anschließend autoklaviert. 

SOC Medium 
Zur Herstellung von SOC Medium wurde Super Optimal Broth (SOB Medium) herge-

stellt und anschließend mit 20 mM Glucose versetzt. 

Reagenz Masse/Volumen 

Trypton 10 g 

Hefeextrakt 2,5 g 
NaCl 0,29 g 

KCl 0,093 g 

MgCl2 0,48 g 
MgSO4 0,6 g 

Glucose 1,8 g 

Ad 500 ml H2O 
Die Reagenzien wurden in VE-H2O gelöst. Anschließend wurde die Lösung autokla-

viert. 

Selektive Medien 
BHI und LB Medien wurden wie oben beschrieben hergestellt. Anschließend wurden 

sie nach dem Autoklavierungsprozess mit einem der folgenden Antibiotika versetzt: 

Antibiotikum Nährmedium Konzentration Lösungsmittel 

Erythromycin BHI 5 µg/ml 96 % Ethanol 
Erythromycin LB 300 µg/ml 96 % Ethanol 

Kanamycin BHI 50 µg/ml MQ-H2O 

Kanamycin LB 50 µg/ml MQ-H2O 
 
Puffer zur Herstellung kompetenter Bakterien 
CCMB80 Puffer 

Reagenz Masse/Volumen 

CaCl2 11,76 g 

MnCl2 3,96 g 

MgCl2 2,03 g 
Kaliumacetat 1M pH = 7,0 10 ml 

Glycerin 100 ml 

Ad 1 l H2O 
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Die Reagenzien wurden in VE-H2O gelöst. Es wurde mit HCl pH = 6,4 eingestellt. An-

schließend wurde die Lösung in eine zuvor autoklavierte Flasche steril filtriert und bei 

4 °C gelagert. 

HEPES-Saccharose Puffer 

Reagenz Masse/Volumen 

10 mM HEPES pH = 7 50 mL 

1 M Saccharose 250 mL 
Ad 500 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in VE-H2O gelöst. Anschließend wurde die Lösung in eine 

zuvor autoklavierte Flasche steril filtriert und bei 4 °C gelagert. 

HEPES-Saccharose-Glycerin 

Reagenz Masse/Volumen 

10 mM HEPES pH = 7 50 ml 

1 M Saccharose 250 ml 

Glycerin 50 ml 
Ad 500 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in VE-H2O gelöst. Anschließend wurde die Lösung in eine 

zuvor autoklavierte Flasche steril filtriert und bei 4° C gelagert. 

2.1.13 Antibiotikastammlösungen 
Tabelle 13: Liste der verwendeten Antibiotikastammlösungen. 

Antibiotikum Konzentration Lösungsmittel 

Erythromycin 30 mg/ml Ethanol 70% 

Gentamicin 50 mg/ml MQ-H2O 

Kanamycin 50 mg/ml  MQ-H2O 
Penicillin 10 mg/ml MQ-H2O 

Die Antibiotika wurden in dem entsprechenden Lösungsmittel gelöst und anschließend 

steril filtriert. Die Lagerung von Erythromycin und Penicillin erfolgte bei -20 °C. Die La-

gerung von Kanamycin und Gentamicin erfolgte bei 4 °C. 

2.1.14 Herstellung von Puffern und Lösungen 
1 x Phosphat gepufferte Saline (PBS) 

Reagenz Masse/Volumen 

NaCl 8,0 g 

KCl 0,2 g 
Na2HPO4 x 2H2O 1, 78 g 

KH2PO4 0,27 g 
Ad 1 l H2O 
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Die Reagenzien wurden in 1 l VE-H2O gelöst. Die Lösung wurde anschließend autokla-

viert. 

5 x TBE Puffer 

Reagenz Masse/Volumen 

TRIS 54 g 
Borsäure 27,5 g 

EDTA 0,5 M pH = 8,3  10 ml 

Ad 1 l H2O 

Die Reagenzien wurden zunächst in VE-H2O gelöst und anschließend autoklaviert. Zur 

Herstellung von 1 x TBE Puffer wurde die hergestellte Lösung 1:5 in VE-H2O verdünnt. 

10 x TBS Puffer pH = 7,5 

Reagenz Masse 

TRIS 12,1 g 
NaCl 90 g 

Ad 1 l H2O 

Die Reagenzien wurden in 1 l MQ-H2O gelöst. Anschließend wurde durch Zugabe von 

HCl pH = 7,5 eingestellt 

1 x TBS/Tween 20 

Reagenz Masse/Volumen 

10 x TBS 100 ml 

Tween 20 1 ml 
Ad 1 l H2O 

TE Puffer 

Reagenz Masse/Volumen 

TRIS 1,21 g 
0,5 M EDTA pH = 8,0 2 ml 

Ad 1 l H2O 

Die Reagenzien wurden in VE-H2O gelöst. Anschließend wurde mit HCl pH = 8,0 ein-

gestellt. 

Ladepuffer für Agarosegelelektrophorese 

Reagenz Masse/Volumen 

Ficoll 400 2,5 g 

Bromphenolblau 0,25 g 

TE Puffer Ad 10 ml  
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Puffer für SDS-PAGE und Western Blot 
10 x Laufpuffer pH = 8,3 

Reagenz  Masse 

TRIS 30,3 g 

Glycerin 144 g 
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 g 

Ad 1 l H2O 

Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst, anschließend wurde mit HCl pH = 8,3 ein-

gestellt. Um 1 x Laufpuffer zu erhalten, wurde die hergestellte Lösung 1:10 mit MQ-

H2O verdünnt. 

1,5 M TRIS pH = 8,8 

Reagenz  Masse 

TRIS 36,36 g 

Ad 200 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst. Anschließend wurde mit HCl pH = 8,8 

eingestellt. 

1,0 M TRIS pH = 8,8 

Reagenz Masse 

TRIS 24,22 g 
Ad 200 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst. Anschließend wurde mit HCl pH = 8,0 

eingestellt. 

0,5 M TRIS pH = 6,8 

Reagenz Masse 

TRIS 12,11 g 

Ad 200 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst. Anschließend wurde mit HCl pH = 6,8 

eingestellt. 

25 % Ammoniumperoxiddisulfat (APS) 

Reagenz Masse 

APS 2,5 g 

Ad 10 ml H2O 

Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst und anschließend in 1,5 ml Reaktionsgefä-

ße aliquotiert und bei – 20 °C gelagert. 
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10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) in H2O 

Reagenz Masse 

SDS 25 g 

Ad 250 ml H2O 
SDS Pulver wurde in VE-H2O gelöst. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur (RT). 

Coomassie Brilliant Blue Färbelösung 

Reagenz Masse/Volumen 

Methanol 200 ml 

Essigsäure 50 ml 
Coomassie Brilliant Blue 8 Tabletten 

Ad 500 ml H2O 

Blitzentfärbelösung 

Reagenz Volumen 

Methanol 400 ml 

Essigsäure 100 ml 
Ad 1 l H2O 

Western Blot Puffer I 

Reagenz Masse/Volumen 

TRIS 1,817 g 

Methanol 50 ml 

Ad 500 ml H2O 

Western Blot Puffer II 

Reagenz Masse/Volumen 

TRIS 1,514 g 

Methanol 50 ml 
Ad 500 ml H2O 

Western Blot Puffer III 

Reagenz Masse/Volumen 

6-Amino-N- Hexansäure 2,624 g 

Methanol 50ml 

Ad 500 ml H2O 

TBS-Tween 

Reagenz Volumen 

10 x TBS 100 ml 
Tween 20 1 ml 

Ad 1 l H2O 

Die Lagerung erfolgte bei RT. 
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5 % Milch in TBS-Tween 

Reagenz Masse/Volumen 

Skim milk powder 1,5 g 

TBS - Tween Ad 30 ml  

Das Milchpulver wurde in TBS-Tween gelöst. Die Lösung wurde vor jedem Experiment 

frisch angesetzt. 

8 x Probenladepuffer (Laemmli 1970) 

Reagenz Volumen 

Glycerin 4 ml 

10 % SDS in H2O 2 ml 
Β-Mercapto-Ethanol 800 µl 

0,5 M TRIS, pH = 6,8 in H2O 145 µl 

Bromphenolblau 350 µl 
Ad 10 ml H2O 
Die Reagenzien wurden in MQ-H2O gelöst und anschließend in 1,5 ml Reaktionsgefä-

ßen aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 

Herstellung von Gelen zur Polyacrylamid Proteinelektrophorese 
Sammelgel (10 %)  

Reagenz Volumen 

1,5 M TRIS pH = 8,8 3,8 ml 

MQ-H2O 6,1 ml  

30 % Acrylamid, 2,6 % Bisacrylamid 5,0 ml 
10 % SDS in H2O 150 µl 

TEMED 20 µl 

25 % APS 20 µl 

Trenngel (4 %) 

Reagenz Volumen 

0,5 M TRIS pH = 6,8 1,25 ml 

MQ-H2O 2,9 ml  
30 % Acrylamid, 2,6 % Bisacrylamid 850 µl 

10 % SDS in H2O 50 µl 

TEMED 10 µl 
25 % APS 10 µl 

Western Blot ECL Detektionsreagenz 
ECL Lösung A 

Reagenz Masse/Volumen 

0,1 M TRIS – HCl pH = 8,6 200 ml 

Luminol 50 mg  

Lagerung im Kühlschrank 
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ECL Lösung B 

Reagenz Masse/Volumen 

Para – Hydroxycoumarinsäure 11 mg 

Dimethylsulfoxid 10 ml 

Lagerung im Dunkeln bei RT. 
Herstellung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
(MTT)-Stocklösung 

Reagenz Masse/Volumen 

MTT 5 mg 
PBS Ad 1 ml 

Lagerung bei -20 °C. 
Puffer für die Durchflusszytometrie 
PBS + 0,2 % BSA 

Reagenz Masse/Volumen 

Bovines Serumalbumin (BSA) 20 mg 
PBS Ad 10 ml 

BSA wurde in PBS gelöst. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.  
PBS + 2 % BSA 

Reagenz Masse/Volumen 

Bovines Serumalbumin (BSA) 200 mg 
PBS Ad 10 ml 

BSA wurde in PBS gelöst. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. 

2.1.15 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 14: Verwendete Verbrauchsmaterialien.  

Name  Hersteller Katalognummer 

0,2 mL Thin-walled 8 Tube Strips Thermo Fisher AB-0264 

0,2 mL Thin-walled Tubes with Flat Caps Thermo Fisher AB-0622 
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare 28906837 

Cell Scraper 16cm Sarstedt 831832 

Cell Scraper 25cm Sarstedt 831830 
Cryogenic Vial 2,0 ml Thermo Fisher 5000 - 0020 

Filtropur V50 500ml 0.22µm Sarstedt 83.1823.001 

Elektroporationsküvette Biozym 748011 
Erlenmeyerkolben 100 ml Kimble KIMAX  66650 

Erlenmeyerkolben 300 ml ILMABOR TGI 33.527.509 

Erlenmeyerkolben 1000 ml ILMABOR TGI 33.527.514 
Filterspitze natur 0,1-10µl nerbe plus 07-613-8300 

Filtopur BT50 500 ml Sarstedt 833941101 

Flat 8 Cap Strips Thermo fisher AB-0784 
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Gel Blot Paper Whatman 10426892 

Impfschlinge 10 µl, blau Sarstedt 861562050 

Küvetten Schichtdicke 1 cm SARSTEDT 67742 
Lysing Matrix B MPBio 6911-100 

Microplate 96 Well F-Boden Greiner bio-one 655101 

Microplate 96 Well U-Boden Greiner bio-one 650101 
Mikro-Schraubröhre 1,5 ml Sarstedt 72692005 

Mikro-Schraubröhre 2 ml Sarstedt 72694006 
Millex® 33mm syringe filter unit PVDF 0,22 µm, 
steril 

Millipore SLGV033R 

Millex® 33mm syringe filter PES 0,22µm steril Millipore SLGPR33RB 

Petrischalen 92x16mm Sarstedt 821473 
Pipette 10ml Greiner bio-one 607180 

Pipette 25 ml Greiner bio-one 760180 

Pipette 2 ml Greiner bio-one 710180 
Pipette 50 ml Greiner bio-one 768180 

Pipette 5 ml Greiner bio-one 606180 

Pipettenspitze blau 1000 µl Sarstedt 70762010 
Pipettenspitze farblos 10 µl Sarstedt 701114105 

Pipettenspitze gelb 200 µl Sarstedt 70760012 

PVDF Western Blotting Membranes Roche 3010040001 
Röhrchen 12 mL 17/77 mm runder Boden Greiner bio-one 184261 

Röhrchen 15 mL 17/120 mm, konischer Boden Greiner bio-one 188271 

Röhrchen 50 mL 30/115 mm, konischer Boden Greiner bio-one 227261 
Röhrchen 50 mL 30/115 mm, konischer Boden, 
Stehrand 

Greiner bio-one 210261 

SafeSeal Gefäß 1,5ml Sarstedt 72706 
SafeSeal Gefäß 2ml Sarstedt 72695500 

Spritze Injekt 20 ml Sarstedt 4606205V 

Tissue culture Dish 100x20 mm Greiner bio-one 353003 
Tissue culture Plate 24 Well Falcon 353226 

UNIMATIC-D Entwicklerlösung Calbe Chemie 10091 

UNIMATIC-F Entwicklerlösung Calbe Chemie 10094 
Vasco Nitril White Handschuhe B. Braun 9208437 

Zahnstocher Roth EC48.1 

2.1.16 Verwendete Geräte 
Tabelle 15: Verwendete Geräte.  

Name Modellbezeichnung Hersteller 

Abzug  Wesemann 
Agarosegeldokumentationsgerät Gene DocTM-System  Bio-Rad  
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Autoklav  Schlumbohm 

Bunsenbrenner  Fireboy Eco Integra 
Bioscience 

CO2 – Inkubator Incubator C16 Labotect  

CO2 – Inkubator Model 3035 Forma Scientific 

Digitalkamera  Nikon 
Drehtisch zum Ausplattieren  Schuett Biotec 

Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Dickinson 

Durchflusszytometer C6 Accuri Becton Dickinson 
Einfrierkammer für eukaryontische Zellen 5100 - 0001 Nalgene 

Eismaschine  Ziegra  

Erlenmeyerkolben 100 ml 66650 Kimble KIMAX 
Erlenmeyerkolben 300 ml 33.527.509 ILMABOR TGI 

Elektrophoresekammer für SDS-PAGE   Biometra 

Elektrophoresekammer für Agarosegele  Eigenbau des 
Instituts 

Elektrophoresekammer für Western Blot  Eigenbau des 
Instituts 

Elektroporationsgerät Pulse Controller, 
Capascitance Ex-
tender, Gene Pulser 

Bio - Rad 

Entwicklungsgerät für Röntgenfilme CURIX 60 AGFA 

Gefrierschrank -20 °C GP 3513 Liebherr 
Gefrierschrank -80 °C HERAfreeze HFU T 

Ultra Low Tempera-
ture Freezer  

Thermo Fisher 

Heizblock ThermoMixer C®  Eppendorf 
Hochgeschwindigkeitshomogenisierer FastPrep-24™  MP Biomedicals 

Inkubator 37 °C Modell 30-1060 Memmert 

Kolonienzähler Scan 500 Interscience 
Kühlschrank 4 °C KSR38A01  Bosch 

Lichtmikroskop  Wilovert S  Hund (Wetzlar) 

Magnetrührer IKAMAG RCT IKA Labortechnik 
Mikroliterpipetten 1000 µl, 200 µl, 100 

µl, 10 µl 
Eppendorf 

Mikrowelle  AEG 
NanoDrop ND-100 UV-Vis 

Spectrophotometer  
Thermo Fisher 

Neubauer-Zählkammer   Labor - Optik 

PCR - Thermocycler 2720 Thermal cycler  Applied Biosys-
tems 

pH – Meter SevenEasy  Mettler - Toledo 

Photometer (Küvetten) Ultrospec 10 Cell 
Density Meter  

Amersham 
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Photometer (Platten) NanoQuant, infinite 
M200 (Pro)  

Magellan™, Te-
can  

Pipettiergerät Pipetboy acu IBS Integra 
Plattenschüttler Heidolph Polymax 

1040  
Heraeus  

Reinstwasseranlage Millipore MilliQ Millipore 

Röntgenfilmkassette Hypercassette Amersham 
Rotor für 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefäße Rotor FA-45-24-11  Eppendorf 

Rotor für 15 ml, 50 ml Reaktionsgefäße BS 4402/A Heraeus Instru-
ments  

Schüttelinkubator KS4000 icontrol IKA Labortechnik 

Schüttelinkubator Certomat® BS - 1 Sartorius 

Sicherheitswerkbank S2 HS 18 Heraeus 
Sicherheitswerkbank Zellkultur NU 440 401E Nuaire 

Spannungsquelle für Agarosegelelektrophorese E 455 Microcompu-
ter 

Consort 

Spannungsquelle für SDS – PAGE E 865 Microcompu-
ter 

Consort 

Taumler  Heidolph 

Tischzentrifuge MiniStar silverline VWR 
UV – Tisch ECX – F20.L Vilber Lourmat 

Vakkuumpumpe N820 Neuberger 

Vortexer Vortex Genie II IKA Labortechnik 
Wasserbad 42 °C E100 Lauda 

Waage  Kern 

Zentrifuge für 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefäße 5424 Eppendorf 
Zentrifuge für 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefäße 
mit Kühlfunktion 

5424R  
 

Eppendorf 

Zentrifuge für 15 ml und 50 ml Reaktionsgefäße Megafuge 1.0 R Heraeus Instru-
ments 

2.1.17 Verwendete Software 
Tabelle 16: Verwendete Software. 

Name Verwendungszweck 

BD Accuri C6 Software 1.0.264.21 Durchflusszytometrie Datenerhebung und Ana-
lyse 

Bio Render (BioRender.com) Abbildungserstellung 

DNASTAR Lasergene 8 Pack Software Pack für Arbeiten mit DNA 

DNASTAR SeqBuilder V. 8.0.2 Erstellung, Bearbeitung und Visualisierung von 
DNA - Sequenzen 

DNASTAR SeqMan Pro Version 8.0.2  Analyse der DNA-Sequenzierung 

FACStation Software Pack 7.5.3 Durchflusszytometrie Datenerhebung und Ana-
lyse 

Microsoft Excel 2010 Abbildungserstellung, Tabellen, Datenanalyse 
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Sigma Plot V. 10.0  Statistische Analyse 

SnapGene Erstellung von Plasmidkarten 

Quantity One (Bio-Rad) Version 4.6.3  
 

Dokumentation bei der Agarosegelelektropho-
rese 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Arbeiten mit DNA 

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Für die Amplifizierung von DNA wurde mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) gear-

beitet. Die PCR ist ein thermozyklisches Verfahren, mit dessen Hilfe ausgewählte 

DNA-Sequenzen amplifiziert werden können. Die zu amplifizierende DNA wird zu-

nächst durch Hitze bei einer Temperatur von 95°C denaturiert und somit in Einzel-

stränge aufgespaltet. Anschließend wird die Temperatur abgesenkt, sodass sich zu der 

aufgebrochenen DNA komplementäre Oligonukleotidsequenzen (Primer) anlagern 

können. Die Sequenz der Primer wurde so gewählt, dass sie sich beiden Enden der zu 

amplifizierenden DNA-Sequenz anlagern. Im nächsten Schritt der Reaktion erfolgt die 

DNA-Synthese durch eine hitzestabile DNA-Polymerase, zum Beispiel aus dem ther-

mophilen Bakterium Thermus aquaticus. Diese so genannte Taq-Polymerase arbeitet 

bei einer Temperatur von 72°C und benutzt die der Reaktion zugefügten Primer als 

Startsequenz. Die Synthese der DNA erfolgt nun von beiden Enden der zu amplifizie-

renden Sequenz jeweils von 5‘ in 3‘ Richtung unter Verwendung der der Reaktion zu-

geführten Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs). Durch Wiederholungen dieses 

Zyklus erfolgt die Amplifikation des ausgewählten Bereiches, da die Produkte aus vor-

herigen Zyklen als template dienen. Bei diesen templates gibt es im Gegensatz zur 

ursprünglichen DNA-Sequenz einen durch die Primer der vorherigen Zyklen festgeleg-

ten Endpunkt. Bei diesem Endpunkt bricht die Reaktion aufgrund von fehlenden fol-

genden Nukleotiden ab. Die gewünschte DNA-Sequenz wird so mit jedem Zyklus ex-

ponentiell vermehrt. Zu lange Sequenzen, bei denen die ursprüngliche DNA als Temp-

late dient nehmen mit jedem Zyklus nur linear zu. 

PCR Reaktionen wurden mit dem Taq DNA-Polymerase, recombinant Kit (Invitrogen) 

in einem Thermocycler folgendermaßen durchgeführt: 

Reaktionsansatz 

Reagenz Masse/Volumen 

DNA-Template 50-100 ng 

Taq DNA Polymerase (5 U/µL) 0,15 µl 

10x Taq DNA Polymerase Puffer 5 µl 



Material und Methoden 

42 
 

MgCl2 (50 mM) 1,5 µl 

dNTP-Mix (1,25 mM) 3 µl 

Forward Primer (10 µM) 1 µl 
Backward Primer (10 µM) 1 µl 

H2O ad 50 µl 

PCR-Zyklus: 

Schritt Beschreibung Temperatur Zeit 

1 Denaturierung 95 °C 300 s 

2 Denaturierung 95 °C 20 s 

3 Annealing Individuell nach Primer 30 s 
4 Amplifizierung 72 °C Individuell nach PCR-

Produkt 

5 Ende 4 °C ∞ 

Die Schritte 2 bis 4 wurden 30-mal wiederholt. Je nach Länge und Zusammensetzung 

des verwendeten Primers unterscheidet sich die annealing-Temperatur. Sie liegt knapp 

unter der Schmelztemperatur des Primers, diese kann in den Herstellerangaben nach-

gelesen oder mithilfe der Wallace-Regel (TM = 2 * (A + T) + 4 * (G + C)) berechnet 

werden und liegt meist im Bereich zwischen 50 - 60 °C. Die Dauer der Amplifizierung 

richtet sich nach der Länge der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und beträgt etwa 60 

Sekunden je 1000 Basenpaare.  

2.2.1.2 Klonierung mittels PCR 
Das Design der Primer kann dazu verwendet werden, PCR-Produkte aus verschiede-

nen Reaktionen mittels erneuter PCR zu einer Sequenz zu fusionieren. Hierzu müssen 

die Primer an ihrem 5‘ Ende einen Überhang aufweisen, der zur eigentlichen Amplifi-

zierung des Produkts nicht benötigt wird. Dieser Überhang ist so ausgewählt, dass er 

komplementär zu dem 3‘ Ende der zu fusionierenden Sequenz ist. Die Taq-Polymerase 

amplifiziert den Überhang regulär, sodass die amplifizierte Sequenz um die durch den 

Primer gewählten Basenpaare verlängert wird. In einer Fusions-PCR kann nun mit bei-

den zu fusionierenden Produkten als Template gearbeitet werden. Als forward Primer 

wird der forward Primer von Produkt 1 genutzt, als backward Primer der backward Pri-

mer von Produkt 2. Während der annealing Phase lagert sich das durch den Überhang 

komplementäre 3‘-Ende von Produkt 1 an das 5‘-Ende von Produkt 2 an, und die Po-

lymerase amplifiziert die entstandene Sequenz als ein einziges PCR-Produkt. So kön-

nen beliebige DNA-Sequenzen miteinander fusioniert oder Schnittstellensequenzen für 

spezifische Restriktionsenzyme an den Anfang oder das Ende von PCR-Produkten 

hinzugefügt werden. 
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2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese 
Agarose ist ein Polysaccharid bestehend aus D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-

galactose. Gelöst bildet es Polymere, die ein dreidimensionales Netzwerk bilden. Die 

Porengröße dieses Netzwerkes nimmt mit zunehmender Agarosekonzentration ab. In 

der Agarosegelelektrophorese wird es dazu verwendet, um DNA-Fragmente nach ihrer 

Größe aufzutrennen. DNA ist aufgrund ihres Phosphatrückgrates negativ geladen, so-

dass es sich in einer Elektrophoresekammer in Richtung der Anode bewegt. Aufgrund 

der Porengröße im Agarosegel bewegen sich kürzere DNA-Fragmente schneller zur 

Anode als größere, sodass eine Auftrennung erreicht werden kann. 

In dieser Arbeit wurde die Agarosegelelektrophorese mit Gelen, die 1 % Agarose (m/v) 

enthielten, durchgeführt. Zur Herstellung wurde 1 % Agarose in 1 x TBE Puffer in ei-

nem Erlenmeyerkolben suspendiert und durch Aufkochen in einer Mikrowelle in Lösung 

gebracht. Zur späteren Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht wurde der Lösung 

Ethidiumbromid in flüssiger Form hinzugefügt. Die Lösung wurde anschließend in eine 

horizontale Gelschablone mit Kamm zur Herstellung von Taschen gegossen und bei 

Raumtemperatur für eine Stunde aushärten gelassen. Das feste Gel wurde in eine ho-

rizontale mit 1 x TBE Puffer gefüllte Elektrophoresekammer überführt. 10 µl DNA-

haltige Lösung wurde mit 6 µl Ladepuffer für Agarosegelelektrophorese mittels Pipettie-

ren vermischt und in die Taschen des Elektrophoresegels pipettiert. Die Elektrophorese 

wurde für 1 Stunde bei folgenden Einstellungen durchgeführt: 100 W, 150 V, 150 mA. 

Ethidiumbromid interkaliert in DNA-Doppelsträngen. Dabei verändert es sein Absorpti-

onsspektrum. Die Intensität der Fluoreszenz nimmt bei interkaliertem Ethidiumbromid 

deutlich zu, sodass DNA-Fragmente im Gel unter UV-Licht als Banden sichtbar ge-

macht werden können.  

Nach der Elektrophorese erfolgte die Visualisierung in einer UV-Kammer, das Ergebnis 

wurde als Foto dokumentiert. Als Größenvergleich diente der DNA - Größenstandard 

1 Kb Plus DNA Ladder, (invitrogen, Abb. 12). 

2.2.1.4 Aufreinigung von DNA 
Zur Aufreinigung von DNA wurde das MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) nach 

Herstellerangaben angewendet. 

Die DNA enthaltende Probe wurde zunächst mit Binding Buffer vermischt. Für Ansätze 

bis 50 µl DNA enthaltender Probe wurden 250 µl Binding Buffer, für Ansätze von 50 µl - 

100 µl DNA enthaltender Probe wurden 500 µl Binding Buffer hinzugefügt. Die Proben 

wurden mit dem Vortexer gründlich vermischt. Anschließend wurde die Probe in die 

dafür vorgesehenen Säulen pipettiert. Die Säulen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäße 

gesteckt und bei 13200 relative centrifugal force (rcf) für 3 min und 
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Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der in den Reaktionsgefäßen aufgefangene DNA-

freie Durchlauf wurde verworfen. Die Säulen wurden anschließend erneut bei 13200 rcf 

für 3 min bei RT zentrifugiert und danach in frische Reaktionsgefäße überführt. Es 

wurde zur Elution 20 µl MQ-H2O auf die Säulen pipettiert und für 1 min inkubiert. An-

schließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 13200 rcf für 1 Minute bei RT. Die in 

den Reaktionsgefäßen aufgefangene eluierte DNA wurde zur Konzentrationsbestim-

mung am NanoDrop gemessen und anschließend bei – 20 °C gelagert. 

2.2.1.5 Isolierung von DNA aus Agarosegel 
Während der PCR kann es durch unspezifische Bindung der Primer am template zur 

Amplifizierung von Nebenprodukten kommen. Die Sequenz dieser Nebenprodukte ent-

spricht nicht der Sequenz der eigentlich zu amplifizierenden DNA-Fragmente. Um die-

se Nebenprodukte für die weitere Klonierung zu eliminieren, gibt es die Möglichkeit, die 

DNA aus der Bande mit der gewünschten Länge nach der Agarosegelelektrophorese 

zu extrahieren. 

Hierzu wurde das GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher) nach Herstellerangaben 

verwendet. Die Bande mit der gewünschten Länge wurde unter Zuhilfenahme eines 

DNA-Größenstandards auf einem UV-Tisch identifiziert und mit einem Skalpell ausge-

schnitten. Das Gel wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Mit einer Waage 

wurde das Gewicht des extrahierten Gelstückes bestimmt. Anschließend wurde pro 

1 µg Gelgewicht 1 µl Binding Buffer zu dem Gel pipettiert. Danach wurde das Gel auf 

einem 55 °C warmen Heizblock erwärmt, bis es sich komplett gelöst hatte. Während 

der Wärmephase wurde die Probe mehrfach mit dem Vortexer gemischt. Die Lösung 

wurde auf die im Kit enthaltenen Säulen pipettiert und bei 13200 rcf für 1 min bei RT 

zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Auf die Säulen mit der gebundenen DNA 

wurde 700 µl Wash Buffer pipettiert. Die Säulen wurden erneut bei gleichen Einstellun-

gen zentrifugiert, der Durchlauf wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde wiederholt, 

um möglichst viele Reste des Puffers zu entfernen. Die Säulen wurden in ein frisches 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Zur Elution wurde 50 µl MQ-H2O auf die Säulen pi-

pettiert und für 1 min inkubiert. Die Säulen wurden dann bei 13200 rcf für 1 min bei RT 

zentrifugiert. Die Konzentration der DNA wurde am NanoDrop bestimmt.  

2.2.1.6 Verdau mit Restriktionsenzymen 
Um die hergestellten DNA-Sequenzen in die verwendeten Plasmide zu integrieren 

wurde mit Restriktionsenzymen gearbeitet. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, 

die doppelsträngige DNA an spezifischen Sequenzen erkennen und schneiden. Die 

verwendeten Enzyme erzeugen so genannte sticky ends, bei denen an der 
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Schnittstelle überhängige Einzelstränge entstehen, die mit komplementär geschnitte-

nen DNA-Sequenzen ligiert werden können. 

Für den Restriktionsverdau wurden FastDigest Enzyme von Thermo Fisher wie folgt 

verwendet: 

Reagenz Masse/Volumen 

10 x FastDigest Puffer 2 µl 

FastDigest Restriktionsenzym 1 1 µl 

FastDigest Restriktionsenzym 2 1µl 
Isoliertes Plasmid bzw. PCR Produkt 400 ng 

MQ-H2O ad 20 µl 

Der Restriktionsansatz wurde durch Pipettieren vermischt und anschließend auf einem 

Heizblock bei 37° C für 2 h inkubiert. Anschließend erfolgte eine Aufreinigung wie in 

Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben. Zur Kontrolle wurde eine Visualisierung mittels Agaro-

segelelektrophorese durchgeführt (2.2.1.3). 

Für die Herstellung des Konstruktes pIMK2 + spa wurde zunächst die spa-kodierende 

Sequenz mit den Restriktionsenzymen BsphI und SalI geschnitten. Anschließend wur-

de das Plasmid pIMK2 mit den Restriktionsenzymen NcoI und SalI geschnitten. BsphI 

und NcoI erzeugen mit der Sequenz 5‘ - CATG den gleichen Überhang, sodass die 

verdauten Produkte miteinander ligiert werden können. Die Klonierung wurde von Y. 

Yin (Institut für med. Mikrobiologie der JLU Gießen) durchgeführt. 

Für die Herstellung des Konstruktes pERL3 + eta wurde zunächst eine mittels Fusions- 

PCR hergestellte DNA-Sequenz bestehend aus Promoter, Signalsequenz und eta – 

Sequenz mit den Restriktionsenzymen SpeI und XhoI geschnitten. Die Terminatorse-

quenz wurde mit den Restriktionsenzymen SpeI und XmaI geschnitten. Das Plasmid 

pERL3 wurde mit den Restriktionsenzymen XhoI und XmaI geschnitten. XmaI ist ein 

Restriktionsenzym mit einem für das Enzym spezifischen Puffer. Es wurde daher nicht 

gleichzeitig mit FastDigest in einem Ansatz verwendet. Der Reaktionsansatz ist analog 

zu der Verwendung von FastDigest und dem oben beschriebenen Pipettierschema. 

Statt des 10 x FastDigest Puffers wurde 10 x XmaI Puffer verwendet. Zwischen dem 

Verdau mit XmaI und einem FastDigest Restriktionsenzym wurde die DNA wie in 

2.2.1.4 beschrieben aufgereinigt. 

2.2.1.7 Ligation 
Die DNA-Sequenzen mit den durch den Restriktionsverdau entstandenen sticky ends 

wurden mittels Ligation zusammengefügt. Es wurde das T4-DNA-Ligase-Kit (Thermo 

Fisher) verwendet. Hierbei lagern sich die hergestellten zueinander komplementären 

sticky ends einander an. Durch die T4-DNA-Ligase wird eine Phosphodiesterbrücke 
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zwischen der 3‘-Phosphatgruppe und der 5‘-OH-Gruppe der jeweiligen Sequenzen 

geschaffen. Die zu ligierenden DNA-Sequenzen werden kovalent gebunden und zu 

einer einzigen DNA-Sequenz zusammengefügt.  

Das T4-DNA-Ligase-Kit wurde folgendermaßen verwendet: 

Reagenz Masse/Volumen 

T4-DNA-Ligase 1,5 µl 

10 x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 µl 

Plasmid aus Restriktionsverdau 300 ng 
PCR-Produkt aus Restriktionsverdau 120 ng 

MQ-H2O Ad 20 µl 

Der Ligationsansatz wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vermischt und anschlie-

ßend über Nacht bei 16° C im Wasserbad inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Liga-

se durch Hitze inaktiviert. Hierzu wurde der Reaktionsansatz für 20 min bei 65 °C auf 

dem Heizblock erhitzt. Anschließend erfolgte die Transformation des ligierten Plasmi-

des in chemisch kompetente E. coli DH10β. 

2.2.1.8 Plasmidisolierung aus E. coli DH10β 
Zur Plasmidisolierung wurde zunächst eine Übernachtkultur (ÜNK) in LB-

Selektivmedium mit einem der Antibiotikaresistenz des Plasmids entsprechenden Anti-

biotikazusatz hergestellt. Für die Isolierung wurde das Kit QIAprep Spin MiniPrep (Qi-

agen) nach Herstellerangaben verwendet.  

4 ml der ÜNK wurden in zwei 2 ml Reaktionsgefäße aliquotiert und bei 14764 rcf für 

3 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in je 125 µl 

Puffer P1 resuspendiert. Die Proben wurden zusammengeführt und mit 250 µl Lyse 

Puffer P2 versetzt, zum Vermischen 6-8 mal invertiert und bei RT für 5 min inkubiert. 

Anschließend wurde die Lysereaktion durch Zugabe von 350 µl Neutralisationspuffer 

N3 gestoppt. Zum Vermischen wurde die Probe 6-8 mal invertiert. Das Lysat wurde bei 

14764 rcf für 10 min bei RT zentrifugiert. Der DNA-enthaltende Überstand wurde auf 

die QIAprep 2.0 Spin Column Zentrifugationssäule überführt und die Säule bei 

11000 rcf für 1 min bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Die Säule 

wurde anschließend mit 750 µl PE Puffer beladen und bei 11000 rcf für 1 min bei RT 

zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal wiederholt. Der Durchlauf wurde 

jeweils verworfen. Um Reste des Waschpuffers aus der Säule zu entfernen, wurde die 

Säule ohne Zugabe von Puffer bei 14764 rcf für 1 min bei RT zentrifugiert. Die Säule 

wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß gesteckt. Zur Elution der Plasmid-DNA 

wurde 50 µl MQ-H2O auf die Säule pipettiert und für 1 min bei RT inkubiert. Die Säule 
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wurde bei 14764 rcf für 1 min bei RT zentrifugiert. Die DNA-Konzentration wurde am 

NanoDrop bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. 

2.2.1.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Um die Konzentration der durch PCR, Plasmidisolierung, Restriktionsverdau oder 

DNA-Isolierung aus Agarosegel gewonnenen DNA in Lösung zu bestimmen wurde der 

NanoDrop (Thermo Fisher) verwendet. Im NanoDrop können sehr kleine Volumina 

(1 µl) DNA-haltiger Flüssigkeiten analysiert werden. Es wird das Absorptionsmaximum 

der DNA bei 260 nm gemessen, um die Konzentration der DNA in Lösung zu bestim-

men. Gleichzeitig wird die Absorption bei 280 nm gemessen, die dem Absorptionsma-

ximum von proteinhaltigen Lösungen entspricht. So kann die Kontamination mit pro-

teinhaltigen Lösungen überprüft werden. Eine ausreichende Reinheit der DNA-Lösung 

wurde bei einem Quotienten von A260/A280 > 1,8 angenommen. 

2.2.1.10 Sequenzierung 
Die durch Ligation hergestellten Plasmide wurden nach der Transformation in E. coli 

DH10β sequenziert. Dies dient dazu, um eine korrekte Basenabfolge in den hergestell-

ten DNA-Konstrukten sowie einen korrekten Übergang dieser in das ligierte Plasmid 

sicherzustellen. Die Sequenzierung erfolgte im hauseigenen Sequenzierungslabor 

durch die Didesoxymethode nach Sanger. Es wurden jeweils ca. 600 ng Plasmid-DNA 

sequenziert. 

2.2.2 Arbeiten mit Bakterien 

2.2.2.1 Listeria monocytogenes EGD-e (1/2a)  
Bakterien des Serotyps Listeria monocytogenes EGD-e (1/2a) (Glaser et al. 2001) 

wurden in BHI Medium kultiviert. Zur Herstellung einer Übernachtkultur (ÜNK) wurden 

10 ml BHI Medium in einen 100 ml fassenden sterilen Erlenmeyerkolben gegeben und 

mit einem Bakterienstamm beimpft. Hierzu wurde mit einer sterilen Impföse eine colony 

forming unit (CFU) Bakterien von einer Agarplatte gesammelt und in dem Medium im 

Erlenmeyerkolben gelöst. Anschließend wurde die Suspension über Nacht bei 37 °C in 

einem Inkubator bei 180 rpm Schüttelbewegung inkubiert. Zur Vergleichbarkeit der 

Experimente wurden die Versuche mit Bakterien durchgeführt, die sich in demselben 

Stadium ihrer logarithmischen Wachstumsphase befanden. Um dies sicherzustellen, 

wurden die ÜNK am Morgen des Experiments 1:50 in frischem BHI Medium verdünnt. 

Dazu wurden 200 µl ÜNK zu 10 ml frischem BHI Medium gegeben und bei 37°C und 

180 rpm geschüttelt bis die Kultur bei einer Wellenlänge von 600 nm eine optische 

Dichte (OD) von 1,0 aufwies (OD600 = 1,0). In dieser Phase des Wachstums wurde 

durch Ausplattieren eine Bakterienanzahl von 1,5 * 109 /ml bestimmt. Diese Zahl wurde 
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zur Berechnung des zur Infektion von eukaryotischen Zellen benötigten Volumens her-

angezogen. 

2.2.2.2 Escherichia coli DH10β 
E. coli DH10β wurden in LB Medium angezüchtet. Die Herstellung von ÜNK erfolgte 

analog zu L. monocytogenes.  

2.2.2.3 Messungen der optischen Dichte von Bakterienkulturen 
Um die optische Dichte von Bakterienkulturen zu bestimmen, wurde 1 ml der Kultur in 

eine Mikroküvette (Sarstedt) mit einer Schichtdicke von 1 cm überführt. Die Absorption 

in der Küvette wurde anschließend am Ultrospec 10 Cell Density Meter bei einer Wel-

lenlänge von 600 nm gemessen. Zur Kalibrierung wurde das für die Kultur verwendete 

Medium ohne Bakterienwachstum benutzt. Lag die optische Dichte über OD600 = 1,2, 

wurde die Bakterienkultur 1:2 in dem jeweiligen Nährmedium verdünnt und erneut ge-

messen. 

2.2.2.4 Selektive Nährmedien 
Zur Kultivierung von L. monocytogenes und E. coli mit zuvor transformiertem Plasmid 

wurde entsprechend der durch das Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz ein Antibioti-

kum zum Nährmedium hinzugefügt. Dies gilt sowohl für die Kultivierung in Flüssigme-

dium als auch für die Kultivierung von Agarplatten. 

Spezies Transformiertes Plasmid Antibiotikakonzentration 

L. monocytogenes pIMK2 Kanamycin 50 µg/ml 

L. monocytogenes pERL3 Erythromycin 5 µg/ml 
E. coli pIMK2 Kanamycin 50 µg/ml 

E. coli pERL3  Erythromycin 300 µg/ml 

2.2.2.5 Herstellung kompetenter Bakterien 
Bakterien bestimmter Spezies wie zum Beispiel Bacillus subtilis besitzen die Fähigkeit, 

in Lösung befindliche DNA aufzunehmen. Diese Fähigkeit wird Kompetenz genannt. 

Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli und L. monocytogenes besitzen diese Fähig-

keit natürlicherweise nicht. Um Plasmid-DNA in sie zu transformieren, müssen die Bak-

terien zunächst kompetent gemacht werden. 

2.2.2.6 Herstellung chemisch kompetenter E. coli 
Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli (Hanahan et al. 1991) wurde zunächst 

eine ÜNK in LB Medium angelegt. Die ÜNK wurde am folgenden Tag 1:50 in 50 ml LB 

Medium verdünnt und bei 37 °C und 180 rpm im Schüttler bis zu einer OD600 = 0,3 in-

kubiert. Die Kultur wurde anschließend in ein 50 ml Reaktionsgefäß transferiert und für 
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10 min auf Eis gekühlt. Danach wurde die Kultur bei 2770 rcf für 10 min bei 4 °C zentri-

fugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 17 ml CCMB80 Puffer durch 

Pipettieren resuspendiert. Die Suspension wurde für 10 min auf Eis inkubiert. An-

schließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 2772 rcf für 10 min bei 4 °C. Der 

Überstand wurde verworfen, das Pellet wurde in 4,2 ml CCMB80 Puffer durch Pipettie-

ren resuspendiert. Die Suspension wurde in 200 µl je Aliquot in 1,5 ml Cryoröhrchen 

aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.  

2.2.2.7 Herstellung elektrokompetenter L. monocytogenes 
Zur Herstellung elektrokompetenter L. monocytogenes (Park und Stewart 1990) wurde 

zunächst eine ÜNK in BHI Medium angefertigt. Diese wurde 1:100 in 200 ml BHI + 

0,5 M Saccharose verdünnt und bei 37° C und 180 rpm bis zum Erreichen einer 

OD600 = 0,2 inkubiert. Anschließend wurde der Kultur Penicillin hinzugefügt, um eine 

Konzentration von 10 µg/ml Penicillin zu erreichen. Die Kultur wurde dann bei 37° C 

und 180 rpm für 2 h inkubiert und anschließend in 4 Aliquots zu je 50 ml in sterile 50 ml 

Reaktionsgefäße pipettiert und bei 2772 rcf für 10 min bei 4° C zentrifugiert. Ab diesem 

Schritt wurde auf Eis gearbeitet. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in je 

20 ml HEPES-Saccharose Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde erneut bei 

2772 rcf für 10 min bei 4° C zentrifugiert und anschließend in 10 ml HEPES-

Saccharose Puffer resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal wieder-

holt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Suspensionen zusammengeführt und 

bei 2772 rcf für 10 min bei 4° C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5 ml HEPES-

Saccharose-Glycerin resuspendiert und zu je 50 µl in 1,5 ml Cryoröhrchen aliquotiert. 

Die Aliquots wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte 

bei -80 °C. 

2.2.2.8 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli 
Die zuvor hergestellten chemisch kompetenten E. coli (2.2.2.6) wurden auf Eis scho-

nend aufgetaut. Anschließend wurde 2 µl des hergestellten Ligationsansatzes (2.2.1.7) 

hinzugefügt und durch Pipettieren vermischt. Der Ansatz wurde für 10 min auf Eis und 

danach für 90 s bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Danach erfolgte eine erneute Inku-

bation für 10 min auf Eis. Der Ansatz wurde in einem 12 ml Reaktionsgefäß in 500 µl 

SOC Medium aufgenommen und für 1 h bei 37° C und 180 rpm auf dem Schüttler in-

kubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz fraktioniert (10 µl, 20 µl, 50 µl, 100 µl, 200 µl, 

Rest) mit einem Drigalskispatel auf Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten enthielten 

ein der Antibiotikaresistenz des Plasmids entsprechendes LB Selektivmedium. Nach 

Inkubation über Nacht wurden einzelne CFU auf den Agarplatten mit einem Zahnsto-

cher gepickt und auf einer frischen Agarplatte ausgestrichen. Nach erfolgtem 
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Wachstum wurden die Klone einzeln mittels PCR auf das Vorhandensein des Inserts 

überprüft. Positive Klone wurden zur Plasmidisolierung (2.2.1.8) verwendet. Das iso-

lierte Plasmid wurde dann sequenziert (2.2.1.10). 

2.2.2.9 Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetente 
L. monocytogenes 
Die hergestellten elektrokompetenten L. monocytogenes (2.2.2.7) wurden auf Eis auf-

getaut. Es wurde 100ng Plasmid-DNA hinzugefügt und der Ansatz in eine auf Eis ge-

kühlte Elektroporationsküvette pipettiert. Im Elektroporationsgerät (Bio-Rad electropo-

ration system) wurde die Elektroporation mit folgenden Einstellungen durchgeführt: 

400 Ω, 125 µF, 1 V. Der Ansatz wurde anschließend in einem 12 ml Reaktionsgefäß in 

500 µl BHI + 0,5 M Saccharose aufgenommen und für 3 h bei 37 °C und 180 rpm auf 

dem Schüttler inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz fraktioniert (10 µl, 20 µl, 50 µl, 

100 µl, 200 µl, Rest) mit einem Drigalskispatel auf Agarplatten ausplattiert. Die Agar-

platten enthielten ein der Antibiotikaresistenz des Plasmids entsprechendes BHI Selek-

tivmedium. Nach Inkubation über Nacht wurden einzelne CFU auf den Agarplatten mit 

einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und auf einer frischen Agarplatte ausgestri-

chen. Nach erfolgtem Wachstum wurden die Klone einzeln mittels PCR auf das Vor-

handensein des Inserts überprüft.  

2.2.2.10 Erstellen von Wachstumskurven 
Um Wachstumskurven zu erstellen, wurden ÜNK von L. monocytogenes hergestellt. 

Die ÜNK wurde 1:50 in 5 ml BHI Medium verdünnt und anschließend bei 14.926 rcf für 

2 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 

5 ml frischem BHI Medium resuspendiert. Je 200 µl der so hergestellten Bakteriensus-

pension wurde in eine Mikrotitrierplatte überführt. Die Messung erfolgte alle 20 Minuten 

photometrisch bei einer Absorptionswellenlänge von 600 nm. Die Inkubation erfolgte 

bei 37° C. Vor jeder Messung erfolgte ein Schütteln für 200 s bei einer Amplitude von 

4 mm. Zur Erstellung der Nullwerte wurde nicht beimpftes Medium verwendet. Es er-

folgte jeweils eine Dreifachbestimmung. 

2.2.2.11 Herstellung von Glycerinkulturen 
Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienstämmen wurden Glycerinkulturen angelegt. 

Hierzu wurde eine ÜNK des entsprechenden Stammes hergestellt. 1 ml der ÜNK wur-

de in ein 2 ml Cryoröhrchen pipettiert und mit 500 µl sterilem Glycerol mit dem Vortexer 

vermischt. Das Cryoröhrchen wurde anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefro-

ren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.  
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2.2.2.12 Auftauen von Glycerinkulturen 
Die bei -80 °C gelagerten Glycerinkulturen wurden auf Eis aufgetaut. Von der angetau-

ten Glycerinkultur wurde mit einer sterilen Impföse ein Teil der Kultur entnommen und 

auf einer Agarplatte mit einem für den aufgetauten Bakterienstamm geeignetem Nähr-

medium fraktioniert ausgestrichen. Die Bakterien wurden auf Agarplatten im Kühl-

schrank für maximal 4 Wochen gelagert. Sie wurden dann entweder auf frischen Agar-

platten erneut ausgestrichen oder als Glycerinkultur gelagert.  

2.2.3 Arbeiten mit Proteinen 

2.2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradfordmethode 
Um die Konzentration der gewonnenen Proteinlösungen zu bestimmen, wurde mit der 

Bradfordmethode gearbeitet (Bradford 1976). Mithilfe einer 1 mg/ml BSA in PBS 

Stammlösung wurde zunächst eine Standardeichreihe mit definierten Proteinkonzent-

rationen in 1,5 ml Reaktionsgefäßen hergestellt. 

PBS [µl] BSA 1 mg/ml in PBS [µl] Konzentration BSA [mg/ml] 

24 0 0 

22,8  1,2 0,05 

21,6 2,4 0,1 
19,2 4,8 0,2 

16,8 7,2 0,3 

14,4 9,6 0,4 
12,0 12,0 0,5 

9,6 14,4 0,6 

Anschließend wurde die zu messende Probe 1:5 in PBS verdünnt, sodass 24 µl ver-

dünnte Probe entstand. Je 10 µl der Eichreihe und der zu untersuchenden Probe wur-

den in einer Doppelbestimmung in eine 96 Well Platte mit U-Boden pipettiert. Das Pro-

tein Assay Dye Reagent- Konzentrat (Bio-Rad) wurde 1:5 in MQ-H2O verdünnt. An-

schließend wurden je 200 µl 1 x Protein Assay Dye Reagent zu den vorgelegten Pro-

ben in die 96 Well Platte pipettiert. Die Platte wurde auf dem Schüttler bei 6000 rpm für 

30 s geschüttelt und danach für 10 min im Dunkeln inkubiert. Die Messung erfolgte am 

Photometer bei einer Wellenlänge von 595 nm.  

Durch die bekannten Konzentrationen in der Standardeichreihe konnte eine lineare 

Regressionsgerade mit den gemessenen Absorptionswerten erstellt werden. Die Ab-

sorption der zu untersuchenden Proben wurde mit Hilfe dieser Regressionsgerade in 

eine Konzentration umgerechnet. 
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2.2.3.2 Isolierung von Proteinen aus der Zellwand von L. monocytogenes 
Zur Isolierung von Proteinen aus der Zellwand von L. monocytogenes wurde zunächst 

eine ÜNK in BHI Selektivmedium hergestellt. Die ÜNK wurde 1:50 in 50 ml BHI Selek-

tivmedium verdünnt und auf dem Schüttler bei 37 °C und 180 rpm bis zu einem Wachs-

tum von OD600 = 1,0 inkubiert. Die Kultur wurde anschließend in ein 50 ml Reaktions-

gefäß überführt und bei 6238 rcf für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Ab diesem Schritt 

wurde auf Eis gearbeitet. Der Überstand wurde abgenommen und zur Proteinisolierung 

aus der Überstandsfraktion (2.2.3.3) verwendet. Das Pellet wurde in 10 ml sterilem 

PBS resuspendiert und bei 6238 rcf bei 4 °C für 10 min zentrifugiert. Dieser Wasch-

schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt. Das Pellet wurde in 1,8 ml 1% SDS in PBS 

resuspendiert und für 1 h bei 37 °C und 180 rpm für 45 min auf dem Schüttler inkubiert. 

Die Suspension wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß gefüllt und mit 200 µl Trichloressig-

säure (TCA) durch Vortexen vermischt. Der Ansatz wurde über Nacht auf Eis inkubiert, 

um die enthaltenen Proteine zu fällen. Am Folgetag wurde die Probe für 30 min bei RT 

angewärmt und anschließend bei 14764 rcf für 20 min bei RT zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 200 µl 1 M TRIS-HCl pH = 8,8 

gelöst. Die Lagerung erfolgte bei -20 ° C.  

2.2.3.3 Isolierung von Proteinen aus dem Überstand von L. monocytogenes 
Der Überstand aus einer Bakterienkultur von L. monocytogenes wurde wie in Abschnitt 

2.2.3.2 gewonnen. Es wurde auf Eis gearbeitet. 45 ml des Überstandes wurde mit 5 ml 

TCA gemischt und über Nacht auf Eis inkubiert, um die Proteine zu fällen. Die Probe 

wurde am nächsten Tag bei 6238 rcf bei 4 °C für 20 min zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 200 µl 1 M TRIS-HCl pH = 8,8 gelöst. Die Lage-

rung erfolgte bei -20 °C.  

2.2.3.4 Proteinisolierung aus dem Zytosol von L. monocytogenes 
Am Vortag des Experimentes wurde eine ÜNK von L. monocytogenes hergestellt. Die-

se wurde am Tag des Experimentes 1:50 in 100 ml BHI Selektivmedium verdünnt und 

bis zu einem Wachstum von OD600 = 1 bei 37 °C und 180 rpm auf dem Schüttler inku-

biert. Anschließend wurden die Kulturen in zwei 50 ml Reaktionsgefäße überführt und 

bei 6238 rcf für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Ab diesem Schritt wurde auf Eis gearbei-

tet. Das Pellet wurde in 10 ml PBS aufgenommen und die Proben wurden zusammen-

geführt. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei gleichen Einstellungen. 

Das Pellet wurde insgesamt 3 mal in 10 ml PBS gewaschen und nach dem letzten 

Zentrifugationsschritt in 5 ml PBS aufgenommen. Es wurde 50 µl 100x Proteaseinhi-

bitorcocktail (Biotool) hinzugegeben. Die Suspension wurde in 5 Aliquots zu je 1 ml in 
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Lysing MatrixB Reaktionsgefäße pipettiert und durch Vortexen vermischt. Die Bakterien 

wurden anschließend mit dem Hochgeschwindigkeitshomogenisierer (FastPrep24) 

insgesamt 3 mal bei 6000 rpm für 30 s behandelt und so mechanisch aufgebrochen. 

Zwischen den Schritten wurden die Reaktionsgefäße auf Eis gekühlt, um eine wärme-

bedingte Denaturierung der Proteine zu verhindern. Die Reaktionsgefäße wurden an-

schließend bei 21000 rcf für 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, der die cyto-

solische Proteinfraktion enthielt, wurde abgenommen und durch einen Millipore Ex-

press PES Filter (Porengröße 0,22 µm) steril filtriert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.  

2.2.3.5 Natriumdodecylsulfat – Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE (Laemmli 1970) ist eine Methode, um Proteine elektrophoretisch auf-

zutrennen. Durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine entfal-

tet und negativ geladen. Die Ladung ist hierbei proportional zur Masse des Proteins. 

Durch Zugabe von β-Mercaptoethanol werden zusätzlich Disulfidbrücken aufgebro-

chen. Die Denaturierung erfolgt nicht allein durch das zugesetzte SDS, sondern zu-

sätzlich thermisch bei 95 °C. Die so linearisierten Proteine werden dann in einem Poly-

acrylamidgel elektrophoretisch der Größe nach aufgetrennt.  

Zur Fokussierung der Probe mit nachfolgender elektrophoretischer Auftrennung wurde 

eine Kombination aus Sammel- und Trenngel verwendet. Es wurde zunächst das 

Trenngel (10 % Acrylamid) hergestellt und in eine horizontale Gelkammer aus 2 Glas-

platten gefüllt. Nach der Aushärtung wurde das Sammelgel (4 % Acrylamid) hergestellt 

und auf das Trenngel gegossen. Zur Bildung von Taschen, in die die Probe pipettiert 

werden konnte, wurde ein Plastikkamm mit in das Sammelgel eingegossen. Die herge-

stellten Gele wurden in einer horizontalen Gelkammer (Biometra) in 1x Laufpuffer ge-

stellt. 

Von den verwendeten Proteinen wurden nach der Bestimmung der Konzentration 

(2.2.3.1) jeweils 20 µg in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert. Anschließend wurde 

entsprechend des verwendeten Volumens 8x Laemmlipuffer hinzugefügt, sodass der 

Puffer auf einfache Konzentration verdünnt wurde. Die Proben wurden auf einem Heiz-

block für 5 min bei 95 °C und 380 rpm inkubiert, um die Proteine zu denaturieren. Die 

Proben wurden anschließend in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Als Vergleich 

diente ein Proteingrößenstandard (Abb. 12). Die Elektrophoresekammer wurde mit 

folgenden Einstellungen betrieben: 125 V, 50 mA, 50 W.  

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus der Kammer entfernt. Die Weiterverar-

beitung erfolgte entweder mit einer Coomassie-Färbung oder mit Western Blot. 
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2.2.3.6 Coomassie Brilliant Blue Färbung 
Nach der SDS-PAGE wurde das Gel zur Färbung in Coomassie Brilliant Blue Lösung 

über Nacht auf dem Taumler bei 4 °C gefärbt. Am Folgetag wurde das Gel mit Blitzent-

färbelösung entfärbt, um eine möglichst klare Differenzierung der Proteine zu errei-

chen. Die Dokumentation erfolgte mittels Fotografie. Die Gele wurden anschließend im 

Kühlschrank gelagert. 

2.2.3.7 Western Blot 
Der Western Blot (Renart et al. 1979; Burnette 1981) ist ein Verfahren, um Proteine, 

die zuvor durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Polyvinyli-

denfluorid (PVDF) Membran zu übertragen. Die auf die Membran übertragenen Protei-

ne können anschließend mit für das untersuchte Protein spezifischen Antikörpern ge-

nauer charakterisiert werden. Um die aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamid-

gel auf die Membran zu übertragen, wird ein elektrisches Feld senkrecht zum Gel an-

gelegt. Die durch die Behandlung mit SDS negativ geladenen Proteine wandern in 

Richtung der Anode und werden auf der PVDF-Membran über hydrophobe und polare 

Wechselwirkungen gebunden.  

Für den Western Blot wurden die PVDF-Membran und 7 Lagen Filterpapier (Whatman) 

auf die Größe des Polyacrylamidgels zugeschnitten. 3 der Filterpapiere wurden in Blot-

puffer I, 1 Filterpapier in Blotpuffer II und 3 Filterpapiere in Blotpuffer III eingeweicht. 

Die PVDF-Membran wurde für 10 s in Methanol aktiviert und kurz in MQ-H2O gewa-

schen. Anschließend wurde sie bis zur Verwendung in Blotpuffer II gelagert. Die vorbe-

reiteten Materialien wurden in einer Western Blot Elektrophoresekammer (institutsei-

gene Herstellung) zwischen zwei mit Graphit beschichtete Elektroden in folgender Rei-

henfolge eingelegt: Anode, 3 Filterpapiere mit Blotpuffer I, 1 Filterpapier mit Blotpuffer 

II, PVDF-Membran, Polyacrylamidgel, 3 Filterpapiere mit Blotpuffer III, Kathode. Die 

Elektrophorese wurde mit folgenden Einstellungen für 90 min betrieben: 125 V, 54 mA, 

100 W.  

2.2.3.8 Chemilumineszenz mit proteinspezifischen Antikörpern 
Die durch Western Blot auf eine PVDF-Membran fixierten Proteine wurden mit protein-

spezifischen Antikörpern untersucht. Hierzu wurde die Membran nach dem Western 

Blot zunächst für eine Stunde in 5 % Milch in TBS-Tween blockiert, um freie Bindungs-

stellen für Proteine zu besetzten. Anschließend wurde die Membran 3 mal in 10 ml 

TBS-Tween gewaschen. Der proteinspezifische Primärantikörper wurde in 10 ml 5 % 

Milch in TBS-Tween zwischen 1:1000 und 1:10000 je nach Antikörperpotenz verdünnt 

und die Membran darin über Nacht bei 4 °C auf dem Taumler inkubiert. Um Proteine, 
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an die der Primärantikörper gebunden hat, zu visualisieren, wurde mit einem mit horse 

radish peroxidase (HRP) konjugierten Sekundärantikörper und verbesserter Chemilu-

mineszenz (ECL) gearbeitet. Die HRP katalysiert die Oxidation von Luminol, dabei 

werden Photonen emittiert, die auf einem Röntgenfilm als Bande sichtbar gemacht 

werden können. Der Sekundärantikörper anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz) wurde 

1:1000 in 10 ml Milch TBS-Tween verdünnt. Die Membran wurde in der Antikörperlö-

sung für eine Stunde bei RT auf dem Taumler inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran 3 mal für 10 min bei RT in je 10 ml TBS-Tween gewaschen. Die ECL Ent-

wicklerlösung wurde folgendermaßen hergestellt: 1 ml ECL Lösung A , 100 µl ECL Lö-

sung B und 0,3 µl H2O2 (30%) wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vermischt. Die 

Membran wurde anschließend gleichmäßig mit der Entwicklerlösung benetzt und für 2 

min inkubiert. Überschüssige Lösung wurde abgetropft und die Membran in eine 

Röntgenkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Röntgenfilm in die Röntgen-

kassette gelegt und je nach Signalstärke unterschiedlich lange belichtet. Anschließend 

erfolgte die Entwicklung in einem Entwicklungsgerät für Röntgenfilme (AGFA). 

2.2.4 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 

2.2.4.1 Kultivierung von KM-H2 Zellen 
Zellen der Linie KM-H2 wurden freundlicherweise vom Institut für Pathologie der JLU 

Gießen zur Verfügung gestellt. 

Die Zellen wurden in RPMI-Medium mit 10 % FKS in 10 cm Kulturschalen bei 37 °C 

und 5 % CO2 kultiviert. KM-H2 ist eine nicht adhärent wachsende Zelllinie. Die Zellen 

wurden alle 3 Tage in frischem Medium verdünnt. Hierzu wurden sie mit einer Pipette 

aus der Kulturschale abgezogen und in ein steriles 15 ml Reaktionsgefäß überführt. 

Die Zellen wurden bei 250 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. Anschließend wurden die 

Zellen in 5 ml sterilem PBS durch Pipettieren gewaschen und erneut bei 250 rcf für 

2 min bei RT zentrifugiert. Es wurde in 3 frische 10 cm Kulturschalen je 7 ml RPMI + 

10 % FKS vorgelegt. Das Zellpellet wurde in 9 ml RPMI + 10 % FKS aufgenommen 

und je 3 ml in die frischen Kulturschalen pipettiert. Die Kultur wurde durch Schwenken 

vermischt.  

Für die Durchführung von Infektionsversuchen wurden am Tag des Experimentes ins-

gesamt 20 ml Zellkultur in einem 50 ml Reaktionsgefäß aufgenommen und bei 250 rcf 

für 2 min bei RT zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 10 ml sterilem PBS 

durch Pipettieren gewaschen und erneut bei 250 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. Das 

Pellet wurde in 10 ml RPMI + 10 % FKS aufgenommen. In einer Neubauer Zählkam-

mer wurde die Zellzahl pro ml bestimmt. Die Zellsuspension wurde anschließend mit 

RPMI + 10 % FKS so verdünnt, dass eine Zellzahl von 4-6 * 105 /ml entstand. In eine 
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24 Well Zellkulturplatte wurden je Well 1 ml Zellsuspension pipettiert. Anschließend 

wurde zur genauen Bestimmung der Zellzahl 1 Well abpipettiert und mit der Neubauer 

Zählkammer erneut gezählt.  

2.2.4.2 Kultivierung von DMS-273 Zellen 
Zellen der Linie DMS-273 wurden freundlicherweise vom Institut für Pathologie der JLU 

Gießen zur Verfügung gestellt. 

Die Zellen wurden in Waymouth’s Medium mit 10 % FKS in 10 cm Kulturschalen bei 

37 °C und 5 % CO2 kultiviert. DMS-273 ist eine semiadhärent wachsende Zelllinie. Die 

Zellen wurden alle 3 Tage in frischem Medium verdünnt. Hierzu wurde das Medium 

aus den Schalen mit dem Vakuumsauger abgezogen. Die Zellen wurden vorsichtig mit 

5 ml PBS gewaschen, die PBS wurde anschließend abgezogen. Um die Zellen von der 

Oberfläche der Kulturschalen zu lösen, wurde 1 ml Trypsin/EDTA Soluti-

on (0,05%/0,02%) in PBS zugegeben und die Schale für 2 min in den Inkubator gelegt. 

In 3 frischen Zellkulturschalen wurde je 7 ml frisches Medium vorgelegt. Das 

Trypsin/EDTA wurde mit 8 ml Medium inaktiviert und die Zellen durch Pipettieren in 

Lösung gebracht. Anschließend wurden je 3 ml Zellsuspension in die vorbereiteten 

neuen Kulturschalen pipettiert und durch Schwenken vermischt.  

Für die Durchführung von Infektionsversuchen wurden am Vortag des Experiments 

2 Kulturschalen mit konfluent gewachsenen Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und mit 

Trypsin/EDTA gelöst. Die Zellen wurden in insgesamt 10 ml Medium aufgenommen 

und in einer Neubauer Zählkammer wurde die Zellzahl pro ml bestimmt. Die Zellsus-

pension wurde anschließend mit Waymouth’s + 10% FKS so verdünnt, dass eine Zell-

zahl von 4*105 /ml entstand. In eine 24 Well Zellkulturplatte wurden je Well 1 ml Zellsu-

spension pipettiert, die Platte wurde über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am Tag des 

Experimentes wurde das Medium aus den Wells mit dem Vakuumsauger vorsichtig 

abgezogen und durch frisches Medium ersetzt. Zur genauen Bestimmung der Zellzahl 

wurde 1 Well vom Medium befreit, die Zellen mit 100 µl Trypsin/EDTA gelöst, in 900 µl 

Medium aufgenommen und mit der Neubauer Zählkammer gezählt.  

2.2.4.3 Kultivierung von P388D1 Zellen 
Zellen der Linie P388D1 (Makrophagen) wurden in RPMI-Medium mit 10 % FKS in 

10 cm Kulturschalen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. P388D1 ist eine adhärent wach-

sende Zelllinie. Die Zellen wurden alle 3 Tage in frischem Medium verdünnt. Hierzu 

wurde das Medium aus den Schalen mit dem Vakuumsauger abgezogen. Die Zellen 

wurden vorsichtig mit 5 ml PBS gewaschen, die PBS wurde anschließend abgezogen. 

Es wurde 3 ml frisches Medium in die Kulturschale pipettiert. Die Zellen wurden 



Material und Methoden 

57 
 

anschließend mit einem 16 cm Zellschaber von der Kulturschale gelöst. In 3 frischen 

Zellkulturschalen wurde je 9 ml Medium vorgelegt. Die zuvor mit dem Zellschaber ge-

lösten Zellen wurden durch Pipettieren in eine gleichmäßige Suspension gebracht und 

je 1 ml Zellsuspension wurde zu dem vorgelegten Medium in die Zellkulturschalen pi-

pettiert. Die Zellen wurden durch Schwenken gleichmäßig vermischt. 

Für die Durchführung von Infektionsversuchen wurden am Vortag des Experimentes 2 

Kulturschalen mit konfluent gewachsenen Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und mit je 

5 ml frischem Medium versetzt. Die Zellen wurden mit dem Zellschaber gelöst und die 

Suspensionen zusammengeführt. Die Zellsuspension wurde anschließend mit RPMI + 

10 % FKS so verdünnt, dass eine Zellzahl von 4*105 /ml entstand. In eine 24 Well Zell-

kulturplatte wurden je Well 1 ml Zellsuspension pipettiert, die Platte wurde über Nacht 

im Brutschrank inkubiert. Am Tag des Experimentes wurde das Medium aus den Wells 

mit dem Vakuumsauger vorsichtig abgezogen und durch frisches Medium ersetzt. Zur 

genauen Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in einem Well mit dem Zellscha-

ber gelöst und durch Pipettieren in Suspension gebracht. Die Zellzahl wurde mit einer 

Neubauer Zählkammer bestimmt. 

2.2.4.4 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen 
Die dauerhafte Lagerung von eukaryotischen Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff. Um 

eukaryotische Zellen einzufrieren, wurden die Zellen einer vollständig bewachsenen 

Zellkulturschale wie in den vorigen Abschnitten gewaschen, von der Platte gelöst und 

in einem 15 ml Reaktionsgefäß bei 250 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in 1 ml FKS + 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und in ein 2 ml 

Kryoröhrchen überführt. Das Kryoröhrchen wurde anschließend in eine mit Isopropanol 

gefüllte Einfrierkammer für eukaryotische Zellen (Nalgene) gestellt und im -80 °C Ge-

frierschrank langsam eingefroren. Ab dem Folgetag wurde das Kryoröhrchen in flüssi-

gem Stickstoff gelagert. 

Zum Auftauen wurde das Kryoröhrchen im 37 °C warmen Wasserbad möglichst schnell 

aufgetaut. In einem 15 ml Reaktionsgefäß wurden 10 ml für die jeweiligen Zellen ge-

eignetes Medium vorgelegt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde in das vorgelegte 

Medium überführt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 250 rcf für 2 min bei 

RT, um das DMSO aus dem Medium zu entfernen. Das Pellet wurde in 10 ml frischem 

Medium aufgenommen und in eine 10 cm Zellkulturschale überführt. Anschließend 

wurde die Zellkultur bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 
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2.2.5 Durchführung von Infektionsversuchen 

2.2.5.1 Infektionsassay der Zelllinie KM-H2 mit L. monocytogenes 
Die Ki-4-scFv-Fc-haltige Überstandslösung wurde freundlicherweise vom Institut für 

Pathologie zur Verfügung gestellt (Klimka et al. 1999). 

Am Vortag der Infektion wurde eine ÜNK von L. monocytogenes hergestellt. Die euka-

ryotischen Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben vorbereitet und die Zell-

zahl bestimmt. Die ÜNK wurde am Tag des Experimentes 1:50 verdünnt und bis zu 

einem Wachstum von OD600 = 1 inkubiert. Es wurde pro Bakterienstamm 0,5 ml Kultur 

in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und bei 14926 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen, erneut bei 14926 rcf für 2 min bei RT 

zentrifugiert und anschließend in 400 µl RPMI + 10 % FKS aufgenommen. Es wurden 

100 µl der Ki-4-scFv-Fc- haltigen Überstandlösung hinzugefügt. In die Reaktionsgefäße 

der Kontrollgruppe wurden statt der scFv-Fc-haltigen Lösung 100 µl RPMI + 10 % FKS 

Medium pipettiert. Die Bakteriensuspension wurde anschließend für 45 min bei 300 

rpm und RT auf dem Schüttler inkubiert. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation 

bei 14.926 rcf für 2 min bei RT. Das Pellet wurde insgesamt 3 mal mit je 1 ml PBS ge-

waschen und bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Für die eigentliche Infektion wur-

de das Pellet in 0,5 ml RPMI + 10 % FKS Medium aufgenommen. In Bezug auf die 

zuvor bestimmte Zellzahl erfolgte die Infektion in einer Dreifachbestimmung in der 24 

Well Platte mit einer multiplicity of infection (MOI) von 100. Zur genauen Bestimmung 

der MOI wurden die zur Infektion verwendeten Proben in einer Verdünnungsreihe in 

PBS verdünnt und auf BHI Platten mit dem Drigalskispatel ausplattiert. Die Infektion 

erfolgte für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator. Nach der Infektion wurden die 

Proben in frische 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und bei 587 rcf für 5 min bei RT 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgezogen und das Pellet in 1 ml PBS durch Pipet-

tieren resuspendiert. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei gleichen 

Einstellungen. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal durchgeführt. Nach der 

letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml RPMI + 10 % FKS + 50 µg/ml Gentami-

cin aufgenommen, um extrazellulär verbliebene Bakterien zu eliminieren. Anschließend 

erfolgte eine erneute Inkubation für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 in der 24 Well Platte im 

Inkubator. Die Proben wurden anschließend abpipettiert und in frische 1,5 ml Reakti-

onsgefäße überführt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 587 rcf für 5 min bei RT. Der 

Überstand wurde anschließend abgenommen und je 100 µl Überstand wurden auf BHI 

Platten mit dem Drigalskispatel ausplattiert um die Wirksamkeit des Gentamicins zu 

überprüfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und bei gleichen Einstellun-

gen erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal wiederholt. Nach 
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dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 1 ml kalter 0,2 % Triton X-100-Lösung 

aufgenommen und für 10 min inkubiert um die Zellen zu lysieren. Es erfolgte eine 

Verdünnungsreihe in PBS. Anschließend wurde pro Probe und Verdünnungsreihe in 

einer Dreifachbestimmung je 100 µl Lysat mit einem Drigalskispatel auf BHI Platten 

ausplattiert. Alle ausplattierten Platten wurden über Nacht bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. Am Folgetag wurde zur Auswertung die CFU jeder Platte gezählt. 

2.2.5.2 Infektionsassay der Zelllinie KM-H2 mit L. monocytogenes mit verschie-
denen FKS-Konzentrationen 
Zellen der Zelllinie KM-H2 wurden analog zum Infektionsversuch 2.2.5.1 mit L. mono-

cytogenes infiziert. Um die Auswirkung von verschiedenen FKS-Konzentrationen im 

verwendeten Medium zu untersuchen, wurde dieser Infektionsassay modifiziert. Die 

Zellen wurden vor dem Versuch in RPMI Medium mit verschiedenen FKS-

Konzentrationen aufgenommen. Es wurde RPMI + 0%, 5%, 10%, 20% und 40% FKS 

untersucht. Die weitere Durchführung des Infektionsversuches erfolgte im Medium mit 

der entsprechenden FKS-Konzentration analog zum Infektionsversuch 2.2.5.1. 

2.2.5.3 Infektionsassay der Zelllinie DMS-273 mit L. monocytogenes 
Die SCBC-scFv-Fc-haltige Überstandslösung wurde freundlicherweise vom Institut für 

Pathologie zur Verfügung gestellt (Haaf et al. 2015). 

Die eukaryotischen Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben vorbereitet und 

die Zellzahl bestimmt. Die Bakterien wurden analog zu dem in Abschnitt 2.2.5.1 be-

schriebenen Verfahren mit der SCBC-scFv-Fc-haltigen Überstandslösung behandelt, 

hierbei wurde statt RPMI + 10 % FKS das für DMS-273 verwendete Waymouth’s + 

10 % FKS Medium verwendet. 

Die Infektion der Zellen wurde in der 24 Well Platte in einer Dreifachbestimmung mit 

einer MOI von 100 durchgeführt. Zur genauen Bestimmung der MOI wurden die zur 

Infektion verwendeten Proben in einer Verdünnungsreihe in PBS verdünnt und auf BHI 

Platten mit dem Drigalskispatel ausplattiert. Die Infektion erfolgte für 1 h bei 37 °C und 

5 % CO2 im Inkubator. Der Überstand der semiadhärenten Zellen wurde vorsichtig mit 

dem Vakuumsauger abgezogen. Es wurde pro Well 500 µl PBS auf die Zellen pipettiert 

und anschließend mit dem Vakuumsauger abgezogen. Dieser Waschschritt wurde ins-

gesamt 3 mal wiederholt. Nach dem Waschen wurde je 1 ml Waymouth’s + 10 % FKS 

+ 50 µg/ml Gentamicin in die Wells pipettiert und die Zellen für 1 h bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. Der Überstand wurde anschließend abgenommen und je 100 µl Über-

stand wurden auf BHI Platten mit dem Drigalskispatel ausplattiert, um die Wirksamkeit 

des Gentamicins zu überprüfen. Die semiadhärenten Zellen wurden erneut 3 mal mit 

PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde 1 ml kalte 
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0,2 % Triton X 100 Lösung in die Wells pipettiert und für 10 min inkubiert, um die Zellen 

zu lysieren. Es erfolgte eine Verdünnungsreihe in PBS. Anschließend wurden pro Pro-

be und Verdünnungsreihe in einer Dreifachbestimmung je 100 µl Lysat mit einem Dri-

galskispatel auf BHI Platten ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C im 

Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurde zur Auswertung die CFU jeder Platte ge-

zählt. 

2.2.5.4 Infektionsassay der Zelllinie P388D1 mit L. monocytogenes 
Am Vortag der Infektion wurde eine ÜNK von L. monocytogenes hergestellt. Die euka-

ryotischen Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.4.3 beschrieben vorbereitet und die Zell-

zahl bestimmt. Die ÜNK wurde am Tag des Experimentes 1:50 verdünnt und bis zu 

einem Wachstum von OD600 = 1 inkubiert. Es wurde pro Bakterienstamm 0,5 ml Kultur 

in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und bei 14926 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen, erneut bei 14926 rcf für 2 min bei RT 

zentrifugiert und anschließend in 500 µl RPMI + 10 % FKS aufgenommen. In Bezug 

auf die zuvor bestimmte Zellzahl erfolgte die Infektion in einer Dreifachbestimmung in 

der 24 Well Platte mit verschiedener MOI (100, 200, 500). Die Infektionszeit betrug 

45 min. Der Überstand wurde anschließend vorsichtig mit dem Vakuumsauger abge-

zogen. Es wurde pro Well vorsichtig 500 µl PBS auf die Zellen pipettiert und anschlie-

ßend mit dem Vakuumsauger abgezogen. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal 

wiederholt. Nach dem Waschen wurde je 1 ml RPMI + 10 % FKS + 50 µg/ml Gentami-

cin in die Wells pipettiert und die Zellen wurden je nach durchgeführtem Experiment für 

8h oder 24h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

2.2.5.5 Auswertung des Infektionsversuches in P388D1 Zellen mit 
Lichtmikroskopie 
Makrophagen der Zelllinie P388D1 wurden wie in Abschnitt 2.2.5.4 mit L. monocytoge-

nes infiziert. Die Infektion erfolgte mit MOI 100, 200 und 500. Die Infektionszeit betrug 

45 min, die Zeit der Gentamicinbehandlung betrug 24 h. Anschließend wurde die 

24 Well Platte lichtmikroskopisch mit dem Durchlichtmikroskop untersucht und mittels 

Fotografie dokumentiert.  

2.2.5.6 Infektionsversuch in P388D1 Zellen mit MTT Test 
Der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT-) Test ist ein Ver-

fahren, um Zellen hinsichtlich ihrer Stoffwechselaktivität zu untersuchen. Metabolisch 

aktivere Zellen reduzieren durch vermehrten Anfall von Nicotinamidadenindinukleo-

tidphosphat (NADP) mehr MTT zu (E,Z)-5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-

Diphenylformazan. Dieses Formazan kann anschließend mit Isopropanol + 



Material und Methoden 

61 
 

5 % Ameisensäure aus den Zellen gelöst und photometrisch bei einer Absorptionswel-

lenlänge von 562 nm gemessen werden. Eine stärkere Absorption korreliert mit einer 

höheren Stoffwechselaktivität der Zellen. 
Makrophagen der Zelllinie P388D1 wurden wie in Abschnitt 2.2.5.4 mit L. monocytoge-

nes infiziert. Es wurde mit MOI 100, 200 und 500 infiziert. Die Infektionszeit betrug 

45 min, die Zeit der Gentamicinbehandlung betrug 24 h. Für die Herstellung der MTT-

haltigen Lösung wurde die MTT-Stocklösung in RPMI + 10 % FKS Medium 1:10 ver-

dünnt. Der Überstand aus den Wells wurde vorsichtig abgezogen und durch 500 µl des 

MTT-haltigen Mediums ersetzt. Die 24 Well Platte wurde für 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Der MTT-haltige Überstand wurde abgezogen und durch 500 µl Isopropa-

nol + 5 % Ameisensäure ersetzt, um das Formazan zu lösen. Die 24 Well Platte wurde 

bei 600 rpm für 10 min bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Es wurden je Well in einer 

Dreifachbestimmung 100 µl abgenommen und in eine 96 Well Platte pipettiert. Die Ab-

sorptionsmessung erfolgte am Photometer bei einer Wellenlänge von 562 nm.  

2.2.6 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, um in einer Suspension befindliche Zellen 

einzeln zu untersuchen. Hierzu werden die Zellen in einem Flüssigkeitsstrom fokus-

siert, sodass sie einzeln durch eine Messkammer geführt werden. In dieser Messkam-

mer werden sie von mehreren Lasern aus unterschiedlichen Richtungen bestrahlt. Das 

durch die Zellen emittierte Licht gibt Aufschluss über die Größe und Granularität der 

einzelnen Zellen. Durch einen Laser in Richtung des Zellflusses (forward scatter, FSC) 

gibt die Beugung des Lasers durch die bestrahlte Zelle Aufschluss über die Größe der 

Zelle. Durch einen Laser, der rechtwinklig zum Fluss der Zellen ausgerichtet ist (side 

scatter, SSC) wird das Licht durch die Zellen gebrochen, der SSC gibt Aufschluss über 

die Granularität der Zellen.  

Zusätzlich zu den Lasern, die FSC und SSC erzeugen, und somit Aufschluss über die 

Morphologie der Zellen geben, werden in Durchflusszytometern Laser mit bestimmter 

Wellenlänge verwendet, die fluorochrommarkierte Antikörper oder Partikel anregen 

können. Durch Lichtemission dieser angeregten Fluorochrome können zum Beispiel 

Proteine der Zellen durch Antikörperbindung oder anderweitige Fluorochrommarkie-

rung spezifisch nachgewiesen werden.  

Zellfragmente und Dupletten wurden durch geeignetes Gating von der Messung aus-

geschlossen. Die Auswertung der Fluoreszenzmarkierung wurde je nach verwendetem 

Fluorochrom mit einem Laser mit der entsprechenden Wellenlänge durchgeführt. 
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2.2.6.1 Durchflusszytometrie von KM-H2 Zellen mit Ki-4-scFv-Fc-
Fusionsproteinen 
Zellen der Linie KM-H2 wurden wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben analog zu einem 

Infektionsversuch vorbereitet. Am Tag des Experimentes wurden die Zellen aus je ei-

nem Well in einer Dreifachbestimmung in 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert. Die Zellen 

wurden bei 587 rcf für 5 min bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet in PBS + 0,2 % BSA 

aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation bei gleichen Einstellungen wurde das 

Pellet in 100 µl PBS + 0,2 % BSA aufgenommen und mit 100 µl der Ki-4-scFv-Fc-

Fusionsprotein-haltigen Überstandslösung durch Pipettieren vermischt. Die Inkubation 

erfolgte für 30 min auf Eis. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei glei-

chen Einstellungen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS + 0,2 % BSA aufgenommen und 

erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal durchgeführt. Der 

verwendete Sekundärantikörper Alexa Fluor 448 rabbit anti mouse (abcam) wurde 

1:250 in PBS + 0,2 % BSA verdünnt. Das Pellet wurde nach der letzten Zentrifugation 

in 200 µl Sekundärantikörperlösung aufgenommen und im Dunkeln für 30 min auf Eis 

inkubiert. Es erfolgten eine erneute Zentrifugation bei gleichen Einstellungen und 

3 Waschschritte in jeweils 1 ml PBS + 0,2 % BSA. Das Pellet wurde nach der letzten 

Zentrifugation in 500 µl PBS aufgenommen. Als Negativkontrolle wurden KM-H2 Zellen 

benutzt, die nur mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden. Zusätzlich wurden KM-

H2 Zellen, die weder mit Primär- noch mit Sekundärantikörper gefärbt wurden, unter-

sucht. Die Probe wurde am FACSCalibur (BD Biosciences) Durchflusszytometer bei 

folgenden Einstellungen gemessen: FSC: E01 7,21 lin; SSC: 300/6,55 lin; Fl2-H 550 

log; Fl-1 560 log. 

2.2.6.2 Durchflusszytometrie von L. monocytogenes zum Nachweis von S. au-
reus Protein A (SPA) 
Am Vortag des Versuches wurden ÜNK von L. monocytogenes hergestellt. Diese wur-

den am Tag des Experimentes 1:50 in BHI Selektivmedium verdünnt und bis zu einem 

Wachstum von OD600 = 1 bei 180 rpm und 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. 

Anschließend wurde 1 ml Kultur in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und bei 

14926 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen 

und erneut bei 14926 rcf für 2 min bei RT zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde ins-

gesamt 3 mal durchgeführt. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen. Von dieser 

Bakteriensuspension wurden 50 µl abgenommen und in ein frisches 1,5 ml Reaktions-

gefäß überführt. Der polyklonale Antikörper Anti Protein A antibody (Texas Red) 

ab7247 (abcam) wurde 1:250 in PBS + 0,2 % BSA verdünnt. Zu jeder Probe wurden 

100 µl Antikörperlösung pipettiert. Die Proben wurden für 45 min auf Eis im Dunkeln 

inkubiert. Zum Waschen wurde die Suspension bei 14926 rcf für 2 min bei 4 °C 
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zentrifugiert, das Pellet wurde anschließend in 1 ml PBS + 0,2 % BSA aufgenommen. 

Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal wiederholt. Das Pellet wurde in 500 µl 

PBS aufgenommen und am FACSCalibur (BD Biosciences) Durchflusszytometer bei 

folgenden Einstellungen gemessen: FSC: E01 4,43 lin; SSC: 705/1,00 lin; FL-1 700 

log; Fl-2 405 log; Fl-3 990 log; Fl-4 900 log. 

2.2.6.3 Durchflusszytometrie von P388D1 Zellen nach Infektion mit 
L. monocytogenes  
Die P388D1 Zellen wurden analog zu Abschnitt 2.2.5.4 mit L. monocytogenes infiziert. 

Die MOI betrug 500, die Infektionszeit betrug 45 min und die Zeit der Gentamicinbe-

handlung betrug 8 h. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber gelöst und in 1,5 ml 

Reaktionsgefäße überführt. Die Suspension wurde bei 587 rcf für 5 min bei RT zentri-

fugiert. Das Pellet wurde in PBS durch Pipettieren resuspendiert. Dieser Waschschritt 

wurde 3 mal durchgeführt. Zur Detektion von Caspase 3/7 als Markerprotein für die 

Apoptose wurde das CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit 

(Thermo Fisher) nach Herstellerangaben verwendet. Das Caspase 3/7 Green Detec-

tion Reagent wurde 1:1000 in PBS + 2 % BSA verdünnt. Das Pellet der Probe wurde in 

je 500 µl dieser Lösung aufgenommen und für 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Messung ohne weitere Waschschritte am Durchflusszytome-

ter C6 Accuri (BD Biosciences) 

2.2.6.4 Durchflusszytometrie von KM-H2 Zellen nach Infektion mit SPA- und ETA- 
produzierenden L. monocytogenes in Kombination mit Ki-4-scFv-Fc-
Fusionsprotein 
KM-H2 Zellen wurden analog zum Infektionsversuch in Abschnitt 2.2.5.1 mit L. mono-

cytogenes in Kombination mit dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein infiziert. Die MOI be-

trug 200, die Infektionszeit betrug 45 min und die Zeit der Gentamicinbehandlung be-

trug 8 h. Die Zellen wurden aus der 24 Well Platte abpipettiert und in 1,5 ml Reaktions-

gefäße überführt. Die Suspension wurde bei 587 rcf für 5 min bei RT zentrifugiert. Das 

Pellet wurde in PBS resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 mal durch-

geführt. Zur Detektion von Caspase 3/7 als Markerprotein für die Apoptose wurde das 

CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Thermo Fisher) nach Her-

stellerangaben verwendet. Das Caspase-3/7 Green Detection Reagent wurde 1:1000 

in PBS + 2 % BSA verdünnt. Das Pellet wurde in je 500 µl dieser Lösung aufgenom-

men und für 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte die Messung ohne weitere 

Waschschritte am Durchflusszytometer C6 Accuri (BD Biosciences). 
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2.2.7 Statistische Auswertung 
Statistische Analysen wurden für näherungsweise normalverteilte Stichproben mit dem 

ungepaarten studentischen T-Test durchgeführt. Für nicht normalverteilte Stichproben 

wurde der Wilcoxon-Rangsummentest (Mann-Whitney-U-Test) verwendet. Die Daten 

sind in Balkendiagrammen mit Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Ein p-

Wert < 0,05 (*) wurde als signifikant angesehen. p-Werte > 0,05 sind mit „n.s.“ (nicht 

signifikant) gekennzeichnet.  

Weiter Bezeichnungen für p-Werte: p < 0.01 (**); p < 0,001 (***). 



Ergebnisse 

65 
 

3 Ergebnisse 

3.1 Strategie der gezielten Infektion von Krebszellen mit L. monocytogenes 
Ziel dieser Arbeit ist die gezielte Infektion von Krebszellen mit Bakterien der Spezies 

Listeria monocytogenes mit Hilfe einer Antikörper-Antigen Interaktion. Hierzu wurde 

das antikörperbindende Protein A aus Staphylococcus aureus (SPA) in L. monocyto-

genes kloniert. SPA verfügt über ein proteineigenes LPXTG-Motiv (Aminosäuremotiv 

aus Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin) und eine hydrophobe Region am C-Terminus, 

durch die das Protein in der Zellwand der Bakterien kovalent verankert wird 

(Schneewind et al. 1992). SPA hat die Eigenschaft, Antikörper am konstanten fragment 

crystallizable (Fc-Fragment) zu binden (Forsgren und Sjöquist 1966). Die so hergestell-

ten SPA-tragenden L. monocytogenes wurden mit Antikörperfragmenten (single chain 

variable fragment-Fc-Fusionsprotein, scFv-Fc-Fusionsprotein) inkubiert, um diese über 

das Fc-Fragment auf der Zellwandoberfläche der Bakterien an SPA zu binden. Die so 

gebundenen scFv-Fc-Fusionsproteine sind mit den variablen scFv-Teilen in der Lage, 

spezifische Antigene zu binden. Die verwendeten scFv-Fc-Fusionsproteine sind gegen 

Antigene gerichtet, die auf Krebszellen überexprimiert werden. Anschließend erfolgte 

die Infektion der Krebszellen mit den scFv-Fc-Fusionsprotein tragenden L. monocyto-

genes, um eine gesteigerte Infektionsrate zu untersuchen. In einem weiteren Schritt 

sollten die so gezielt infizierten Krebszellen mit Hilfe eines von den Bakterien produ-

zierten Toxins eliminiert werden. Um dies zu erreichen, wurde die genetische Informa-

tion für einen Teil des Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA) in L. monocytoge-

nes kloniert. ETA wurde unter die Kontrolle des intrazellulär vermehrt exprimierten Ak-

tin-akkumulierenden Faktor A (actA)-Promotors gestellt, um das Protein produzieren zu 

lassen, wenn sich die Bakterien im Intrazellularraum der infizierten Zelle befinden. ETA 

ist ein Toxin, das den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (eEF2) über eine ADP-

Ribosylierung inaktiviert und somit die Proteinproduktion der eukaryotischen Zelle ver-

hindert. Die Zelle geht daraufhin in die Apoptose über. Die Strategie ist in Abbildung 13 

verdeutlicht.  
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Abbildung 13: Strategie der gezielten Infektion von Krebszellen mit L. monocytogenes (Lm) mit 
Hilfe von S. aureus Protein A (SPA) und einem scFv-Fc-Fusionsprotein (scFv-Fc) sowie der an-
schließenden Eliminierung der Krebszellen mithilfe von P. aeruginosa Exotoxin A (ETA). 1: Zu-
nächst erfolgt die Klonierung der genetischen Information von spa in das Plasmid pIMK2. Die genetische 
Information von eta wird in das Plasmid pERL3 kloniert. Anschließend erfolgt die Transformation der 
Plasmide in Lm. 2: SPA wird in Lm exprimiert und mit dem proteineignen Anker auf der Zellwandoberflä-
che verankert. Danach werden die SPA-tragenden Lm mit einem an ein Krebszellantigen bindenden scFv-
Fc-Fusionsprotein inkubiert. 3: Die Lm binden das scFv-Fc-Fusionsprotein mit Hilfe von SPA auf ihrer 
Oberfläche. 4: Die Krebszellen der Zelllinien KM-H2 und DMS-273 werden in vitro mit den jeweils gegen 
sie gerichteten scFv-Fc-Fusionsproteinen-tragenden Lm infiziert. 5: Mit dem auf der Oberfläche der Lm 
gebundenen scFv-Fc-Fusionsprotein und dem spezifischen Antigen auf KMH2 und DMS-273 kommt es zu 
einer spezifischen Bindung der Lm an die Krebszelloberfläche. 6: Die Bakterien werden gemeinsam mit 
dem über das scFv-Fc gebundenen Antigen internalisiert. 7: Mit Hilfe eines intrazellulär induzierten Lm 
Promotors wird Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA). produziert und sezerniert. 8: ETA bindet an 
den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (eEF-2). eEF-2 wird von ETA durch eine ADP-Ribosylierung inak-
tiviert, wodurch die Proteinbiosynthese inhibiert wird und die Zelle in die Apoptose übergeht. Abbildung 
erstellt mit BioRender.com. 

In dieser Arbeit wurden scFv-Fc-Fusionsproteine verwendet (Abb. 14). An das Fc-

Fragment eines murinen IgG2a-Antikörpers sind an jede der zwei schweren Ketten am 

N-Terminus je ein scFv gebunden. Das Fc-Fragment des Fusionsproteins soll verwen-

det werden, um von SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes gebunden zu wer-

den. Die verwendeten scFv-Fc-Fusionsproteine wurden von HEK-293 Zellen produziert 
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und in den Überstand des Kulturmediums sezerniert (Haaf et al. 2015; Klimka et al. 

1999). 

 

Abbildung 14: Schematische Darstellung eines scFv-Fc-Fusionsproteins. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten scFv-Fc-Fusionsproteine bestehen aus dem Fc-Fragment eines murinen IgG2a-Antikörpers und 
einem scFv. Die beiden schweren Ketten des Fc-Fragments sind an der hinge region über zwei Disulfid-
brücken miteinander verbunden. Die schwere Kette der scFv (VH) wird am N-Terminus des Fc-Fragments 
gebunden. Da an beiden Teilen des Fc-Fragments je eine scFv gebunden wird, entsteht ein bivalentes 
scFv-Fc-Fusionsprotein mit zwei Antigenbindungsstellen. Die Molekülmasse des gesamten Proteins be-
trägt ca. 100 kDa. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

3.2 Klonierung von Staphylococcus aureus Protein A (SPA) in Listeria monocy-
togenes 
Protein A (SPA) ist ein von Staphylococcus aureus produzierter Virulenzfaktor, der auf 

der Zellwandoberfläche der Bakterienzelle verankert wird. Dies geschieht durch ein 

proteineigenes LPXTG-Motiv, eine hydrophobe Region am C-Terminus sowie ein gela-

denes Ende (Schneewind et al. 1992). SPA hat die Eigenschaft Antikörper unspezifisch 

an deren konstanten Fc-Fragment zu binden (Forsgren und Sjöquist 1966). Durch die 

Bindung am konstanten Teil bleibt die Fähigkeit der Antikörper, Antigene mit dem vari-

ablen Teil spezifisch zu binden, erhalten. Diese Eigenschaft von SPA wird sich in die-

ser Arbeit zu Nutze gemacht.  

SPA ist ein Protein, das in L. monocytogenes nicht vorkommt. Um dieses Protein auf 

der Zellwandoberfläche von L. monocytogenes zu exprimieren, musste das für SPA 

kodierende Gen in L. monocytogenes transformiert werden. Hierzu wurde zunächst 

eine PCR mit spezifischen Primern durchgeführt, um spa inklusive der proteineigenen 

Signalsequenz, der Zellwandankersequenz und der Terminatorregion aus der chromo-

somalen DNA von S. aureus „NCTC 8325“ zu amplifizieren. Die Primer „HM-pIMK-Pp1 

for“ und „HM-pIMK-Pp2 rev“ (Tabelle 3, 2.1.4) wurden so gewählt, dass an beiden En-

den des entstehenden PCR-Produktes Überhänge mit Erkennungssequenzen für die 

Restriktionsenzyme BsphI und SalI hergestellt wurden, die anschließend mit Hilfe von 

Restriktionsenzymen geschnitten werden konnten (Tabelle 10, 2.1.9). Das so amplifi-

zierte DNA-Fragment konnte danach mithilfe der eingeführten Schnittstellen in das 
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Plasmid pIMK2 (Abb. 9, 2.1.3) ligiert werden. Das amplifizierte spa-kodierende PCR-

Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen BsphI und SalI geschnitten. Das Plasmid 

pIMK2 wurde mit Enzymen für die Schnittstellen NcoI und SalI geschnitten (2.2.1.6). 

Anschließend wurden das verdaute PCR-Produkt und das verdaute Plasmid ligiert 

(2.2.1.7). BsphI und NcoI bilden nach dem Schneiden identische sticky ends, sodass 

eine Ligation der beiden Schnittstellen möglich ist. Nach der Ligation ist die Basense-

quenz der ehemaligen Schnittstelle 5‘-3‘:CCATGA und kann weder von BsphI noch von 

NcoI geschnitten werden. Als Promotor wurde pHelp (highly expressed Listeria promo-

ter) aus pIMK2 verwendet, der der Schnittstelle NcoI vorgeschaltet ist (Abb. 9, 2.1.3). 

Die ligierte DNA wurde in chemisch kompetente Bakterien der Spezies Escherichia coli 

DH10β transformiert (2.2.2.8). Die Klonierung wurde von Y. Yin (am Institut für med. 

Mikrobiologie der JLU Gießen) durchgeführt. Abbildung 15 zeigt die Plasmidkarte des 

ligierten Plasmides pIMK2 + spa. 

 
Abbildung 15: Plasmidkarte des für spa kodierenden Plasmids pIMK2 + spa. In die Multiple cloning 
site des Plasmids pIMK2 wurde mittels enzymatischem Verdau und Ligation die genetische Information für 
spa ligiert. Hierzu wurde das Plasmid mit den Restriktionsenzymen NcoI und SalI, die amplifizierte DNA 
mit den Enzymen BsphI und SalI verdaut. Die Restriktionsschnittstellen wurden anschließend enzymatisch 
ligiert. Signalsequenz (Sig), Zellankersequenz (X), die proteinbindenden Regionen E, D, A, B und C und 
der Terminator (Term) sind im klonierten Abschnitt des spa-Gens enthalten. spa: kodierender Abschnitt 
von S. aureus Protein A, pHelp: highly expressed Listeria promoter aus pIMK2, Sig: spa eigene Signalse-
quenz, E: Region E, D: Region D, A: Region A, B: Region B, C: Region C. Die Regionen E,D,A,B,C sind 
für die Antikörperbindung verantwortlich. X: Region X zur Zellwandverankerung, Term: proteineigener 
Terminator. KanR: Resistenzgen gegen Kanamycin, p60: Promotor aus pIMK2. Primer: „HM-pIMK-Pp1 
for“ und „HM-pIMK-Pp2 rev“ (Tabelle 3, 2.1.4) (Abb. erstellt mit SnapGene®) 
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Das Plasmid pIMK2 mit der ligierten genetischen Information von spa wurde nach der 

Transformation aus E. coli DH10β isoliert (2.2.1.8). Zur Überprüfung der erfolgreichen 

Klonierung von spa in das Plasmid, wurde zunächst eine PCR mit den oben genannten 

spa-spezifischen Primern durchgeführt. Hierbei zeigt sich eine korrekte Länge des 

amplifizierten PCR-Produktes von 1638 Basenpaaren (bp) (Abb. 16). 

 

Abbildung 16 zeigt eine Länge des spezifisch amplifizierten PCR-Produkts, die der 

Länge des kodierenden Abschnittes von spa inklusive der proteineigenen Terminator-

region (1638 bp) entspricht. Die erfolgreiche Ligation des Plasmides pIMK2 + spa ist 

somit nachgewiesen.  

Um eine korrekte Basenfolge des für spa kodierenden Abschnittes des Plasmids zu 

überprüfen, wurde das Plasmid pIMK2 + spa sequenziert (2.2.1.10). Die Ergebnisse 

der Sequenzierung zeigen, dass der klonierte spa-kodierende Abschnitt der ursprüngli-

chen spa Sequenz von S. aureus „NCTC 8325“ entspricht und eine identische Basen-

abfolge vorweist (Anhang Abb. 1). 

Das Plasmid pIMK2 + spa wurde anschließend durch Elektroporation in elektrokompe-

tente L. monocytogenes EGD-e 1/2a Wildtyp (WT) transformiert (2.2.2.9). Zusätzlich 

wurde das Plasmid in die Internalin AB-Deletionsmutante L. monocytogenes EGD-e 

1/2a ΔinlAB (L. monocytogenes ΔinlAB) transformiert, um eine Internalin-unabhängige 

Infektion der Zielzellen zu untersuchen. 

Mittels PCR wurde der Erfolg der Transformation von pIMK2 + spa in L. monocytoge-

nes nachgewiesen. Hierzu wurden Kolonien der mit pIMK2 + spa transformierten 

L. monocytogenes von Agarplatten gepickt und es wurde eine PCR mit den spa spezi-

fischen Primern „HM-pIMK-Pp1 for“ und „HM-pIMK-Pp2 rev“ (Tabelle 3, 2.1.4) durchge-

führt, um den Erfolg der Transformation nachzuweisen. Die hergestellten spa-DNA 

enthaltenden Stämme werden im Folgenden L. monocytogenes EGD-e_pIMK2 + spa 

(L. monocytogenes + spa) und L. monocytogenes EGD-e ΔinlAB_pIMK2 + spa (L. mo-

nocytogenes ΔinlAB + spa) genannt. 
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Abbildung 16: Nachweis der Amplifikation des spa Inserts im Plasmid pIMK2 + 
spa.  Primer: „HM-pIMK-Pp1 for“ und „HM-pIMK-Pp2 rev“ (2.1.4) Nach Transforma-
tion des für SPA kodierenden Plasmids wurde eine PCR mit für spa spezifischen 
Primern „HM-pIMK-Pp1 for“ und „HM-pIMK-Pp2 rev“ (2.1.4) mit dem isolierten 
Plasmid pIMK2 + spa als template durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden nach 
ihrer Größe in 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Quantifizierung 
wurde ein DNA-Größenstandard eingesetzt. Die Bande zeigt eine Länge des spezi-
fisch amplifizierten PCR-Produkts auf der Höhe der 1650 Basenpaar (bp)-
Markierung des Größenstandards, entsprechend der Länge des kodierenden Ab-
schnittes von spa (1638 bp). 
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3.3 Nachweis der erfolgreichen Expression von SPA in L. monocytogenes + spa 
und L. monocytogenes ΔinlAB + spa 

3.3.1 Nachweis von SPA in L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes 
ΔinlAB + spa mittels Western Blot 
Nach dem Nachweis der Amplifikation der spa-haltigen Plasmide in L. monocytogenes 

+ spa und L. monocytogenes ΔinlAB + spa auf DNA-Ebene erfolgte als nächster Schritt 

der Nachweis von SPA auf Protein-Ebene. Hierzu wurden Proteine aus der Zellwand 

und dem Überstand von L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB + spa 

isoliert. SPA wird mittels eines LPXTG-Motivs, einer hydrophoben Region am C-

Terminus und eines geladenen Endes in der Zellwand verankert (Schneewind, Model 

et al. 1992). Des Weiteren konnte von Becker et al. gezeigt werden, dass SPA zusätz-

lich zur Verankerung in der Zellwand zu einem geringeren Anteil in den Überstand des 

Mediums sezerniert wird (Becker et al. 2014). Aus diesem Grund wurden die Zellwand- 

und die Überstandsproteinfraktion untersucht (2.2.3.2), (2.2.3.3). Die Proteinkonzentra-

tionen wurden mittels Bradford-Methode bestimmt (2.2.3.1). Anschließend wurde eine 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgeführt 

(2.2.3.5), um die Proteine elektrophoretisch nach ihrer Größe aufzutrennen. Das Gel 

wurde mit der Coomassie-Färbung gefärbt (2.2.3.6). Außerdem wurden die Proteine 

mittels Western Blot mit einem monoklonalen Anti-SPA Antikörper (Tabelle 7, 2.5.1) 

mittels Chemilumineszenz untersucht (2.2.3.8). 

 
Abbildung 17: Nachweis von SPA in der Zellwandproteinfraktion und der Überstandsproteinfrakti-
on von L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB + spa mittels Western Blot (WB). A: 
SDS-PAGE der Zellwandproteinfraktion mit Coomassie-Färbung. B: SDS-PAGE der Überstandsprotein-
fraktion mit Coomassie-Färbung. C: SDS-PAGE der Zellwandproteinfraktion und WB mit Anti-SPA Anti-
körper (Tabelle 7). D: SDS-PAGE der Überstandsproteinfraktion und WB mit Anti-SPA Antikörper (Tabelle 
7). In der SDS-PAGE mit Coomassie Färbung ist sowohl in der Zellwandproteinfraktion (A) als der Über-
standsproteinfraktion (B) kein Nachweis einer spezifischen Bande in den Proben, in die zuvor pIMK2 + spa 
transformiert wurde, erfolgt. Der Größenbereich, in dem SPA erwartet wird, ist mit Pfeilspitzen markiert. 
Der WB zeigt in der Zellwandfraktion (C) von Lm + spa und Lm ΔinlAB + spa eine Bande knapp unter der 
55 kDa-Marke. Dies entspricht der erwarteten Größe von SPA (52,8 kDa). Diese Bande zeigt sich nur in 
den Zellwandproteinen der Lm, in die das für spa kodierende Plasmid pIMK2 + spa transformiert wurde. In 
der Kontrolle mit Proteinen aus Wildtyp Lm und Lm ΔinlAB ist keine Bande zu sehen. In der Über-
standsproteinfraktion (D) der Stämme, in die pIMK2 + spa transformiert wurde ist ebenfalls eine Bande 
entsprechender Größe sichtbar, die in den Stämmen ohne erfolgte Transformation von pIMK2 + spa fehlt. 
Des Weiteren stellt sich bei allen Stämmen in der Überstandsproteinfraktion (D) eine unspezifische Bande 
über der 55 kDa-Marke dar. 
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In der SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung ist weder in der Zellwandproteinfraktion 

(Abb. 17 A) noch in der Überstandsproteinfraktion (Abb. 17 B) eine spezifische Bande 

in L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB + spa mit der erwarteten 

Größe von SPA (52,8 kDa) zu erkennen. Der zu erwartende Größenbereich wurde mit 

Pfeilspitzen markiert. 

Der Western Blot zeigt nach Inkubation mit einem monoklonalen, gegen SPA gerichte-

ten Antikörper in der Zellwandproteinfraktion (Abb. 17 C) eine einzelne Bande knapp 

unter der 55 kDa-Marke des Größenstandards bei den Stämmen, in die das Plasmid 

pIMK2 + spa transformiert wurde. Diese Größe entspricht der erwarteten Größe von 

SPA (52,8 kDa). SPA weist eine große Variabilität hinsichtlich der Größe zwischen 

verschiedenen Stämmen auf (Cheung et al. 1987). Die hier verwendete kodierende 

Sequenz besteht aus 1440 Basenpaaren (Anhang Abb. 1), entsprechend einer Pri-

märstruktur von 480 Aminosäuren und einer molekularen Masse von 52,8 kDa. In der 

Überstandsproteinfraktion (Abb. 17 D) ist in den Stämmen, in die pIMK2 + spa trans-

formiert wurde, ebenfalls eine Bande mit SPA-entsprechender Größe zu verzeichnen. 

Die Zellwandproteinfraktion (Abb. 17 C) und Proteine aus dem Überstand (Abb. 17 D) 

von L. monocytogenes Wildtyp und L. monocytogenes ΔinlAB zeigen erwartungsge-

mäß keine Banden, die der Größe von SPA entsprechen. Des Weiteren ist eine 

schwache, unspezifische Bande bei ca. 55 kDa in allen untersuchten Überstandspro-

ben (Abb. 17 D) zu erkennen. Durch den Western Blot erfolgt der Nachweis von SPA in 

der Zellwandproteinfraktion sowie in der Überstandsproteinfraktion der L. monocytoge-

nes, in die pIMK2 + spa transformiert wurde. 

3.3.2 Nachweis von SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes + spa und 
L. monocytogenes ΔinlAB + spa mittels Durchflusszytometrie 
Der im vorigen Abschnitt durchgeführte Proteinnachweis mittels Western Blot ist nicht 

ausreichend, um die Lokalisation von SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes 

nachzuweisen. Für diesen Nachweis wurden lebende Bakterien in der mittleren expo-

nentiellen Wachstumsphase mit dem fluoreszenzmarkierten, polyklonalen Antikörper 

Anti Protein A antibody (Texas Red) (Tabelle 7, 2.1.5) inkubiert. Die Inkubation mit dem 

Antikörper (Verdünnung 1:250) erfolgte für 45 min auf Eis. Die so behandelten Bakte-

rien wurden dann mittels Durchflusszytometrie im Hinblick auf das antikörpermarkierte 

SPA auf ihrer Oberfläche untersucht (2.2.6.2). 
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Abbildung 18: Nachweis von SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes + spa und L. monocy-
togenes ΔinlAB + spa mittels Durchflusszytometrie. Die verschiedenen Lm wurden in der exponentiel-
len Wachstumsphase bei OD600 = 1,0 mit polyklonalen, fluoreszenzmarkierten, gegen SPA gerichteten 
Antikörpern „Anti Protein A antibody (Texas Red) ab7247“ (Tabelle 7, 2.1.5) für 45 min auf Eis inkubiert. 
Nach dem Waschen wurde das Fluoreszenzmuster der verschiedenen Stämme im Durchflusszytometer 
untersucht. A: Die Histogramme zeigen keine unterschiedliche Fluoreszenz von antikörpergefärbten Lm 
WT und ungefärbten Lm + spa. B: Hier lässt sich eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz bei den Stäm-
men, in die pIMK2 + spa transformiert wurde (Lm + spa, Lm ΔinlAB + spa), feststellen. Als Kontrolle diente 
Lm WT. Zwischen den Stämmen Lm + spa und Lm ΔinlAB + spa zeigt sich kein wesentlich unterschiedli-
ches Fluoreszenzmuster. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer Dreifachbestimmung. 

Die Abbildung 18 zeigt in Teil A keinen Unterschied hinsichtlich der Fluoreszenz von 

ungefärbten Bakterien aus dem Stamm L. monocytogenes + spa und mit dem polyklo-

nalen Anti-SPA Antikörper gefärbten L. monocytogenes Wildtyp (Abb. 18 A). Hier er-

folgt kein Nachweis von SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes. In Abbildung 

18 B erkennt man hingegen eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz der mit dem An-

tikörper gefärbten Stämme L. monocytogenes + spa sowie L. monocytogenes ΔinlAB + 

spa im Vergleich zu dem gefärbten Wildtyp Stamm L. monocytogenes WT. Hinsichtlich 

der Fluoreszenzzunahme von L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB 

+ spa zeigen sich keine deutlichen Unterschiede untereinander. Die Zunahme der Flu-

oreszenz der SPA-exprimierenden Stämme im Vergleich zur Kontrolle deutet darauf 

hin, dass SPA von den mit pIMK2 + spa transformierten L. monocytogenes produziert 

und auf der Zellwandoberfläche verankert wird. 

3.3.3 SPA exprimierende L. monocytogenes wachsen extrazellulär ähnlich wie 
Wildtyp L. monocytogenes 
Um das extrazelluläre Wachstum von L. monocytogenes zu untersuchen, wurden 

Wachstumskurven der verschiedenen Stämme in BHI Selektivmedium angefertigt. Die 

Wachstumskurven wurden mit einem Mikroplatten Lesegerät erstellt (2.2.2.10).  
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Abbildung 19: Wachstumskurven von SPA exprimierenden L. monocytogenes und L. monocytoge-
nes Wildtyp. Wachstumskurven von Lm WT und Lm ΔinlAB wurden in BHI Medium erstellt. Zum Ver-
gleich wurden Wachstumskurven von Lm + spa und Lm ΔinlAB + spa in den entsprechenden Selektiv-
medien hergestellt. Lm + spa tritt im Vergleich zu den anderen Stämmen früher in die stationäre Wachs-
tumsphase ein. Sonst zeigen die verschiedenen Stämme kein wesentlich unterschiedliches Wachstums-
verhalten. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer Dreifachbestimmung. 

Abbildung 19 zeigt Wachstumskurven von L. monocytogenes WT und der Deletions-

mutante ΔinlAB sowie die korrespondierenden SPA exprimierenden Stämme L. mono-

cytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB + spa. L. monocytogenes + spa tritt im 

Vergleich zu den anderen Stämmen früher in die stationäre Wachstumsphase ein. 

Sonst zeigt sich zwischen den verschiedenen Stämmen kein wesentlicher Unterschied. 

3.4 Infektionsversuche mit L. monocytogenes in Krebszelllinien 

3.4.1 Nachweis der Bindung von Ki-4-scFv-Fc an der Zelllinie KM-H2 
Für die Infektionsversuche wurden zunächst suspendierte Krebszellen eines Hodgkin-

Lymphoms in Zellkultur untersucht. Es wurde die Zelllinie KM-H2 verwendet, die das 

Oberflächenprotein CD30 überexprimiert (Kamesaki et al. 1986). Um eine gezielte In-

fektion der Krebszellen zu erreichen, wurde mit dem an dieses Oberflächenprotein bin-

denden scFv-Fc-Fusionsprotein Ki-4 (Ki-4-scFv-Fc) gearbeitet. Ki-4 bindet an CD30 

(Klimka et al. 1999), das auf der Oberfläche von KM-H2 überexprimiert wird (Kamesaki 

et al. 1986). Die verwendeten scFv-Fc-Fusionsproteine wurden von HEK-293 Zellen 

produziert und in den Überstand des Kulturmediums sezerniert (Haaf et al. 2015; Klim-

ka et al.). Der Ki-4-scFv-Fc-haltige Überstand wurde für die folgenden Infektionsversu-

che verwendet. Um die Bindung des Ki-4-scFv-Fc an Zellen der Linie KM-H2 zu über-

prüfen, wurde zunächst eine Durchflusszytometrie mit den KM-H2 Zellen, dem Ki-4-

scFv-Fc und einem an das konstante Fc-Fragment des Ki-4-scFv-Fc bindenden 
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fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper Alexa Fluor 448 rabbit anti mouse (Tabelle 

7, 2.5.1) durchgeführt. 

 
Abbildung 20: Nachweis der Bindung des Ki-4-scFv-Fc an Zellen der Linie KM-H2 mittels Durch-
flusszytometrie. Die KM-H2 Zellen wurden mit dem gegen CD30 gerichteten Ki-4-scFv-Fc und einem 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper Alexa Fluor 448 rabbit anti mouse (Tab. 7, 2.5.1) inkubiert. Als 
Kontrolle (rote Kurve) dienten Zellen, die nur mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurden. Nach dem 
Waschen erfolgte die Messung des Fluoreszenzmusters im Durchflusszytometer. Zellen, die sowohl mit 
dem Ki-4-scFv-Fc als auch mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurden, weisen eine deutlich stärkere 
Fluoreszenz auf (blaue Kurve) als die Kontrolle. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer 
Dreifachbestimmung. 

Abbildung 20 zeigt in der roten Kurve KM-H2 Zellen, die nur mit Sekundärantikörper 

inkubiert wurden (Kontrollgruppe). Im Vergleich dazu zeigt sich nach Inkubation mit 

dem Ki-4-scFv-Fc und anschließend mit dem Sekundärantikörper eine deutliche Zu-

nahme des Fluoreszenzsignals FL1-H. Das Ki-4-scFv-Fc bindet an die KM-H2 Zellen, 

und diese Bindung lässt sich durch eine Zunahme der Fluoreszenz nach Inkubation mit 

dem Sekundärantikörper nachweisen. 

3.4.2 Die Internalisierung von L. monocytogenes in KM-H2 und DMS-273 Zellen 
ist Internalin AB abhängig  
Es erfolgte die Infektion mit L. monocytogenes in der Zelllinie KM-H2 sowie in DMS-

273, einer Zelllinie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms. Die Infektion wurde mit 

L. monocytogenes WT und der Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB durchge-

führt. Es wurden 5*105 Zellen mit einer multiplicity of infection (MOI) von 100 über eine 

Dauer von einer Stunde infiziert. Zur Elimination der extrazellulär gebliebenen L. mo-

nocytogenes folgte anschließend eine einstündige Behandlung mit 50 µg/ml Gentami-

cin. Die Zellen wurden danach in PBS gewaschen und durch Behandlung mit kalter 

0,2 % Triton X-100-Lösung in H2O lysiert. Das Zelllysat wurde auf Agarplatten ausplat-

tiert, um die Anzahl der intrazellulären L. monocytogenes zu ermitteln. Die MOI wurde 

durch Ausplattieren einer Inokulum Kontrolle bestätigt. 
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Abbildung 21: L. monocytogenes WT weist höhere Infektionszahlen in eukaryotischen KM-H2 so-
wie DMS-273 Zellen auf als die Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB. Infektionsversuch in 
KM-H2 und DMS-273 Zellen mit Lm WT und der Deletionsmutante Lm ΔinlAB. Lm WT weist in beiden 
Zelllinien eine höhere Invasionsrate auf als die Deletionsmutante Lm ΔinlAB. MOI 100. Gentamicinbe-
handlung 1h. Zellzahl 5*105/Well. (** p < 0,01; *** p < 0,001) 

Abbildung 21 zeigt einen Infektionsversuch in KM-H2 und DMS-273 Zellen mit L. mo-

nocytogenes WT und L. monocytogenes ΔinlAB. Der Wildtyp hat in beiden Zelllinien 

eine höhere Invasionsrate als die Deletionsmutante ΔinlAB. In KM-H2 ist bei L. mono-

cytogenes WT im Vergleich zu L. monocytogenes ΔinlAB eine vierfach erhöhte Anzahl 

der intrazellulären Bakterien festzustellen. In DMS-273 ist bei L. monocytogenes WT 

im Vergleich zu L. monocytogenes ΔinlAB eine dreifach erhöhte Anzahl der intrazellu-

lären Bakterien festzustellen. Internalin AB scheint einen Einfluss auf die Fähigkeit von 

L. monocytogenes zu haben, den Intrazellularraum von KM-H2 und DMS-273 Zellen zu 

erreichen. Die Ergebnisse entsprechen den Erwartungen, da Internalin von L. monocy-

togenes benötigt wird, um eukaryotische Zellen zu infizieren (Mengaud et al. 1996; 

Shen et al. 2000). 

3.4.3 Infektionsversuche in KM-H2 Zellen mit L. monocytogenes + spa und 
L. monocytogenes ΔinlAB + spa  
Um eine gezielte Infektion der KM-H2 Zellen zu erreichen, wurde ein Infektionsversuch 

etabliert, der mit Stämmen von L. monocytogenes durchgeführt wurde, die SPA auf 

ihrer Oberfläche exprimieren (L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes ΔinlAB 

+ spa) (3.3.1, 3.3.2) L. monocytogenes wurde zunächst mit dem gegen das von KM-H2 

Zellen überexprimierte Oberflächenantigen CD30 gerichteten Ki-4-scFv-Fc für 45 min 

bei RT und 300 rpm inkubiert. Anschließend erfolgte die Infektion der KM-H2 Zellen mit 

einer MOI von 100 für eine Stunde. Zur Eliminierung der extrazellulär verbliebenen 

L. monocytogenes erfolgte eine einstündige Inkubation mit 50 µg/ml Gentamicin. Als 

Kontrolle dienten die korrespondierenden Stämme ohne das für SPA kodierende 

Plasmid pIMK2 + spa (L. monocytogenes WT und L. monocytogenes ΔinlAB).  
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3.4.3.1 Nachweis der vermehrten Infektion von L. monocytogenes + spa und L. 
monocytogenes ΔinlAB + spa in Kombination mit Ki-4-scFv-Fc in Zellen der Linie 
KM-H2 
Abbildung 22 zeigt die Auswertung der Infektionsversuche mit verschiedenen L. mono-

cytogenes in Kombination mit Ki-4-scFv-Fc. Die Stämme mit und ohne SPA auf der 

Oberfläche wurden jeweils mit und ohne Ki-4-scFv-Fc inkubiert. Bei L. monocytogenes 

ohne SPA auf der Oberfläche (L. monocytogenes WT) zeigen sich nach Inkubation mit 

und ohne Ki-4-scFv-Fc keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der intrazellulä-

ren Bakterien (413 vs. 405 CFU) Das Ki-4-scFv-Fc scheint hier keinen Einfluss auf die 

Infektionsrate zu haben. Auch L. monocytogenes mit SPA auf der Oberfläche, die nicht 

mit Ki-4-scFv-Fc inkubiert wurden (L. monocytogenes + spa) zeigen eine ähnliche An-

zahl der gezählten intrazellulären Bakterien (287 CFU). Es ist kein signifikanter Unter-

schied zwischen den drei Gruppen, die als Kontrollgruppe gelten, festzustellen. Nur die 

Kombination aus SPA auf der Oberfläche und Inkubation mit Ki-4-scFv-Fc (L. monocy-

togenes + spa + Ki-4) führt zu einem deutlichen Anstieg der Infektionsrate. Im Ver-

gleich zu L. monocytogenes + spa ist ein 22-facher Anstieg der intrazellulären Bakte-

rien zu verzeichnen (6073 CFU). 

 
Abbildung 22: Nachweis der vermehrten Infektion der Kombination von L. monocytogenes + spa 
mit Ki-4-scFv-Fc in eukaryotischen Zellen der Linie KM-H2. Lymphozyten der Zelllinie KM-H2 wurden 
mit Lm Stämmen mit und ohne SPA auf der Oberfläche jeweils mit und ohne gegen CD30 gerichtetes 
Ki-4-scFv-Fc infiziert. MOI: 100. Infektionszeit: 1 h. Gentamicinbehandlung: 1h. Zellzahl: 5*105/Well. Nur 
die Kombination aus SPA auf der Oberfläche und dem Ki-4-scFv-Fc führt zu einem signifikanten Anstieg 
der Infektionsrate. Alle anderen Kombinationen weisen keine signifikant unterschiedlichen Infektionsraten 
auf. Die Infektionsrate bei Kombination aus SPA und Ki-4-scFv-Fc steigt auf das 22-fache. (**p < 0,01; ns 
= nicht signifikant) 

Die Daten zeigen, dass die Kombination Ki-4-scFv-Fc und SPA auf der Oberfläche von 

L. monocytogenes für eine 22-fach erhöhte Infektionsrate verantwortlich ist.  
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Um eine Internalin-unabhängige Infektion in die Zellen zu untersuchen, wurde der In-

fektionsversuch mit der Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB durchgeführt. Hier 

wurden analog zum zuvor beschriebenen Infektionsversuch (Abb. 22) L. monocytoge-

nes ΔinlAB mit und ohne SPA auf der Oberfläche jeweils mit und ohne Ki-4-scFv-Fc 

untersucht.  

In Abbildung 23 zeigen die untersuchten Deletionsmutanten L. monocytogenes ΔinlAB 

untereinander eine ähnliche Invasionsrate wie die nicht mutierten Stämme (Abb. 22). 

Die Zahl der intrazellulär gezählten Bakterien von L. monocytogenes ΔinlAB zeigt im 

Vergleich zu L. monocytogenes ΔinlAB + Ki-4 keine signifikant erhöhte Infektion (93 vs. 

201 CFU). Auch der Stamm mit SPA auf der Oberfläche ohne Inkubation mit dem Ki-4-

scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + spa) präsentiert eine Anzahl intrazellulärer Bak-

terien ohne signifikanten Unterschied zu L. monocytogenes ΔinlAB und 

L. monocytogenes ΔinlAB + Ki-4 (136 CFU). Nur die Kombination aus SPA auf der 

Oberfläche von L. monocytogenes und Ki-4-scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + spa 

+ Ki-4) führt zu einer signifikant höheren Anzahl intrazellulärer Bakterien (7714 CFU), 

ähnlich wie bei der Infektion mit L. monocytogenes + spa + Ki-4 (Abb. 22). Die Anzahl 

intrazellulärer Bakterien steigt bei Kombination von SPA mit Ki-4-scFv-Fc auf das 

56-fache. Im Vergleich zwischen L. monocytogenes WT und der Deletionsmutante 

L. monocytogenes ΔinlAB jeweils mit der Kombination aus SPA auf der Bakterienober-

fläche und Ki-4-scFv-Fc lassen sich eine ähnliche Anzahl an gezählten CFU feststellen 

(6073 vs. 7714 CFU). 

 
Abbildung 23: Nachweis der vermehrten Infektion der Kombination von L. monocytogenes ΔinlAB 
+ spa mit Ki-4-scFv-Fc in eukaryotischen Zellen der Linie KM-H2. Lymphozyten der Zelllinie KM-H2 
wurden mit Lm ΔinlAB Deletionsmutationsstämmen mit und ohne kloniertes SPA auf der Oberfläche je-
weils mit und ohne Ki-4-scFv-Fc infiziert. MOI: 100 Infektionszeit: 1 h. Gentamicinbehandlung: 1h. Zellzahl: 
5*105/Well. Lm ΔinlAB mit und ohne Ki-4-scFv-Fc weisen keinen signifikanten Unterschied bezüglich der 
ermittelten intrazellulären Bakterien auf. Lm ΔinlAB + spa ohne Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc zeigen 
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Die Kombination aus Lm ΔinlAB + spa und Ki-4-scFv-Fc lässt 
die Zahl der CFU auf das 56-fache ansteigen. (**p < 0,01; ns = nicht signifikant) 
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Die Ergebnisse zeigen, dass Internalin keinen positiven Einfluss auf die gesteigerte 

Invasionsrate von L. monocytogenes mit der Kombination aus SPA und Ki-4-scFv-Fc 

hat. Da Internalin zwar einen Einfluss auf die Fähigkeit von L. monocytogenes hat, Zel-

len der Linie KM-H2 zu infizieren (Abb. 21), die gesteigerte Infektionsrate nach der 

Kombination aus SPA und Ki-4-scFv-Fc jedoch unabhängig von Internalin AB ist (Abb. 

22, Abb. 23), wurden die folgenden Infektionsversuche mit der Deletionsmutante 

ΔinlAB durchgeführt. 

3.4.3.2 Unterschiedlich hohe FKS Konzentrationen im Infektionsversuch zeigen 
keinen Einfluss auf die Anzahl der intrazellulären L. monocytogenes 
Die bisher beschriebenen Infektionsversuche wurden in RPMI + 10 % Fetales Kälber-

serum (FKS) im Medium durchgeführt. FKS wird für das Wachstum der eukaryotischen 

Zellen in vitro benötigt. FKS enthält Antikörper, die SPA auf der Oberfläche von L. mo-

nocytogenes binden könnten. Die Bindung dieser Antikörper könnte die Infektionsrate 

der Bakterien in die Krebszellen bei den durchgeführten Infektionsversuchen beeinflus-

sen. Um den Einfluss der FKS Konzentration im Medium auf die Anzahl der intrazellu-

lären L. monocytogenes zu untersuchen, wurden Infektionsversuche in Medien mit 

verschiedenen FKS Konzentrationen (0 %, 5 %, 10 %, 20 %, 40 %) durchgeführt. Der 

sonstige Ablauf der Versuche entspricht den in den vorherigen Abschnitten beschrie-

benen Infektionsversuchen (3.4.3.1). 

 
Abbildung 24: Verschiedene FKS-Konzentrationen im Infektionsversuch zeigen keinen direkten 
Zusammenhang mit der Anzahl der intrazellulären L. monocytogenes. Zellen der Linie KM-H2 wurden 
mit Lm ΔinlAB mit und ohne SPA auf der Oberfläche jeweils mit und ohne Ki-4-scFv-Fc infiziert. Um einen 
Einfluss von verschiedenen FKS-Konzentrationen in den Zellkulturmedien zu untersuchen, wurden in 
diesem Versuch Medien mit verschiedenen FKS Konzentrationen verwendet. MOI: 100. Infektionszeit: 1 h. 
Gentamicinbehandlung: 1h. Zellzahl: 5*105/Well. Lm ΔinlAB, Lm ΔinlAB + Ki-4 und Lm ΔinlAB + spa zei-
gen nur eine geringe Anzahl intrazellulärer CFU. Bezüglich der verschiedenen FKS-Konzentration ist kein 
Unterschied in der Anzahl der CFU festzustellen. Bei Lm ΔinlAB + spa + Ki-4 ist eine deutlich höhere In-
fektionsrate erkennbar. Dies gilt für alle FKS-Konzentrationen außer 0 % FKS. Hier zeigt sich eine mit den 
anderen untersuchten Stämmen vergleichbare Zahl an intrazellulären CFU. Bei den übrigen FKS-
Konzentrationen ist die Zahl der intrazellulären CFU mehr als zehnfach erhöht, ohne signifikante Unter-
schiede untereinander. 
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Abbildung 24 beschreibt den Infektionsversuch in Anwesenheit von unterschiedlichen 

FKS-Konzentrationen in den Zellkulturmedien. Bei den Stämmen L. monocytogenes 

ΔinlAB, L. monocytogenes ΔinlAB + Ki-4 und L. monocytogenes ΔinlAB + spa sind 

ebenso wie in den vorherigen Infektionsversuchen (Abb. 22 und Abb. 23) nur geringe 

Anzahlen intrazellulärer Bakterien zu verzeichnen. Dies gilt für 10 % FKS Konzentrati-

on, wie in den vorherigen Infektionsversuchen verwendet, ebenso wie für alle anderen 

getesteten FKS-Konzentrationen. Wie bereits in Infektionsversuchen (Abb. 22 und 23) 

festgestellt, führt nur die Kombination aus SPA auf der Oberfläche von L. monocytoge-

nes und der Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc zu einem deutlichen Anstieg der intrazel-

lulären Bakterien. Bezüglich der verschiedenen FKS-Konzentrationen bei diesen Pro-

ben zeigt sich bei 0 % FKS nur eine sehr geringe Anzahl intrazellulärer Bakterien. Im 

Verlauf des Versuchs war bei den Proben mit 0 % FKS mikroskopisch eine deutlich 

geringere Zellzahl gegenüber höherer FKS-Konzentrationen feststellbar. Die KM–H2 

Zellen schienen zu lysieren, da ein Großteil der Zellen bereits vor dem Ende des Expe-

rimentes zugrunde gegangen war. Die Probe mit 0 % FKS kann somit nicht als ver-

gleichbar angesehen werden, da ohne Anwesenheit von FKS keine Kultivierung der 

KM-H2 Zellen möglich ist. Bezüglich der höheren FKS Konzentrationen (5 %, 10 %, 20 

%, 40 %) ist eine ähnlich hohe Anzahl an intrazellulären Bakterien zu verzeichnen 

(Abb. 24). Es zeigt sich kein direkter Zusammenhang zwischen FKS-Konzentration und 

der Anzahl der intrazellulären Bakterien. Die Daten zeigen, dass die in den Experimen-

ten standardmäßig eingesetzte FKS-Konzentration (10 %) keinen Einfluss auf das Er-

gebnis der Infektionsversuche hat. 

3.4.4 Infektionsversuche mit L. monocytogenes in der Zelllinie DMS-273  
Um das Konzept der gezielten Infektion von Krebszellen auch in einer anderen Zelllinie 

zu untersuchen, wurden Infektionsversuche in der Zelllinie DMS-273 durchgeführt. 

Diese Zelllinie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCBC) wurde in Kombination 

mit einem gegen ein bisher unbekanntes Zielantigen gerichtetes scFv-Fc-

Fusionsprotein infiziert (Haaf et al. 2015). Dieses scFv-Fc-Fusionsprotein wird der 

Übersicht halber SCBC-scFv-Fc genannt.  

3.4.4.1 Nachweis der vermehrten Infektion von L. monocytogenes ΔinlAB + spa 
mit SCBC-scFv-Fc in Zellen der Linie DMS-273 
Analog zu den in Abschnitt 3.4.3.1 beschriebenen Infektionsversuchen in KM-H2 Zellen 

wurde die Infektion mit L. monocytogenes mit und ohne SPA auf der Oberfläche in 

Kombination mit dem gegen DMS-273 gerichteten SCBC-scFv-Fc durchgeführt. L. mo-

nocytogenes wurde zunächst mit dem gegen das von DMS-273 Zellen überexprimier-

ten Oberflächenantigen gerichteten SCBC-scFv-Fc für 45 min bei RT und 300 rpm 
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inkubiert. Die anschließende Infektion erfolgte wie in KM-H2 Zellen (3.4.3.1) beschrie-

ben (2.2.5.3). In Abbildung 25 zeigt sich in den DMS-273 Zellen ein ähnliches Infekti-

onsverhalten wie in den zuvor untersuchten KM-H2 Zellen (Abb. 22, 23, 24). Bei L. 

monocytogenes ohne SPA auf der Oberfläche (L. monocytogenes ΔinlAB) hat die In-

kubation mit dem SCBC-scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + SCBC) keinen signifi-

kanten Einfluss auf die Anzahl der intrazellulären Bakterien. Diese ist gleichbleibend 

auf einem niedrigen Niveau (403 vs. 1092 CFU). Auch L. monocytogenes mit SPA auf 

der Oberfläche, die nicht mit dem SCBC-scFv-Fc inkubiert wurden (L. monocytogenes 

ΔinlAB + spa) zeigen keine signifikant höhere Infektionsrate als L. monocytogenes 

ΔinlAB (1182 CFU). Nur bei der Kombination aus SPA auf der Oberfläche von L. mo-

nocytogenes mit der Inkubation des SCBC-scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + spa + 

SCBC) lässt sich eine signifikant höhere Anzahl der intrazellulären Bakterien feststel-

len. Es ist ein Anstieg auf das Zehnfache der anderen untersuchten Stämme zu ver-

zeichnen (10681 CFU). Der Anstieg der intrazellulären Bakterien bei dieser Kombinati-

on ist vergleichbar zu den Versuchen mit der Zelllinie KM-H2 bei der entsprechenden 

Kombination aus SPA und scFv-Fc-Fusionsprotein. Bei beiden ist ein hochsignifikanter 

Anstieg auf das 10-fache bzw. 56-fache des Ausgangswertes festzustellen (Abb. 23, 

25). 

 
Abbildung 25: Nachweis der vermehrten Infektion von L. monocytogenes + spa in Kombination mit 
SCBC-scFv-Fc in DMS-273 Zellen. SCBC Zellen der Linie DMS-273 wurden mit Lm ΔinlAB Deletionsmu-
tante mit und ohne SPA auf der Oberfläche jeweils mit und ohne SCBC-scFv-Fc infiziert. MOI: 100 Infekti-
onszeit: 1 h. Gentamicinbehandlung: 1h. Zellzahl: 5*105/Well. Bei Lm ΔinlAB und Lm ΔinlAB + SCBC zei-
gen sich keine signifikanten Unterschiede in den Zahlen der intrazellulär gewachsenen Bakterien. Auch 
bei Lm ΔinlAB + spa ist im Vergleich zu Lm ΔinlAB kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der intra-
zellulären CFU feststellbar. Bei der Kombination von kloniertem SPA auf der Oberfläche von Lm ΔinlAB + 
spa mit dem zu den SCBC Zellen korrespondierenden SCBC-scFv-Fc (Lm ΔinlAB + spa + SCBC) zeigt 
sich ein signifikanter Anstieg der intrazellulären Bakterien auf das Zehnfache der anderen untersuchten 
Proben. (***p < 0,001; ns = nicht signifikant) 
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3.4.5 Nachweis der Spezifität und der gezielten Infektion von Krebszellen mit 
dem jeweils gegen sie gerichteten scFv und SPA auf der Oberfläche von 
L. monocytogenes 
Die oben genannten Infektionsversuche wurden nur mit den jeweils gegen die unter-

suchten Krebszellen gerichteten scFv-Fc-Fusionsproteinen durchgeführt. Um zu unter-

suchen, ob diese scFv-Fc-Fusionsproteine zu einer gezielten Infektion in die gegen sie 

gerichteten Zellen führen, wurde ein gekreuzter Infektionsversuch durchgeführt. Zellen 

der Linie KM-H2 wurden sowohl mit L. monocytogenes und dem gegen sie gerichteten 

Ki-4-scFv-Fc als auch mit dem nicht gegen sie gerichteten SCBC-scFv-Fc untersucht. 

Die DMS-273 Zellen wurden in gleicher Weise mit dem nicht gegen sie gerichteten 

Ki-4-scFv-Fc sowie mit dem gegen sie gerichteten SCBC-scFv-Fc untersucht. Um aus-

zuschließen, dass das Plasmid pIMK2 einen Einfluss auf die Infektiosität hat, wurden 

außerdem L. monocytogenes verwendet, in die das Plasmid ohne spa-insert (leeres 

Plasmid) transformiert wurde (L. monocytogenes ΔinlAB _pIMK2). 

 
Abbildung 26: Nachweis der gezielten Infektion von Krebszellen der Linien KM-H2 und DMS-273 mit 
dem jeweils gegen sie gerichteten scFv-Fc-Fusionsproteinen in Kombination SPA auf der Oberflä-
che von L. monocytogenes. Gekreuzter Infektionsversuch von Zellen der Linien KM-H2 und DMS-237 
mit den jeweils gegen sie gerichteten scFv-Fc und dem gegen die jeweils andere Zelllinie gerichteten 
scFv-Fc als Kontrolle. MOI: 100. Infektionszeit: 1 h. Gentamicinbehandlung: 1h. Zellzahl: 5*105/Well. Die 
Stämme ohne SPA auf der Oberfläche weisen in beiden Zelllinien nach Inkubation mit beiden scFv-Fc 
eine mit den Vorversuchen (Abb.23, 25) vergleichbar niedrige Anzahl intrazellulärer Bakterien auf. Dies gilt 
auch für Lm, in die das Plasmid pIMK2 ohne spa-insert transformiert wurde. KM-H2 Zellen, die mit dem 
nicht gegen sie gerichteten SCBC-scFv-Fc und Lm + spa infiziert wurden weisen eine ähnlich geringe 
Infektiosität auf wie die Kontrollgruppen. Gleiches gilt für DMS-273 Zellen, die mit Lm ΔinlAB + spa + Ki-4 
infiziert wurden. Nur die Kombination aus SPA auf der Oberfläche von Lm und dem jeweils spezifisch 
gegen die Krebszellen gerichteten scFv-Fc zeigen einen deutlichen Anstieg der Infektiosität. Die Infektion 
der Krebszellen erfolgt gezielt durch die Kombination aus Lm mit SPA auf der Oberfläche und dem jeweils 
gegen die Zellen gerichteten scFv-Fc.  

Abbildung 26 zeigt den gekreuzten Infektionsversuch in den Zelllinien KM-H2 und 

DMS-237 mit L. monocytogenes, die jeweils mit dem gegen sie und dem nicht gegen 

sie gerichteten scFv-Fc-Fusionsprotein als Kontrolle inkubiert wurden. Der 
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Infektionsversuch in KM-H2 zeigt eine mit dem vorherigen Infektionsversuch (Abb. 22, 

23) vergleichbare Anzahl der intrazellulären Bakterien. Bei L. monocytogenes ohne 

SPA auf der Oberfläche (L. monocytogenes ΔinlAB + Ki-4, L. monocytogenes ΔinlAB + 

SCBC) und bei L. monocytogenes in die das Plasmid pIMK2 ohne Insert kloniert wurde 

(L. monocytogenes ΔinlAB_pIMK2 + Ki-4, L. monocytogenes ΔinlAB_pIMK2 + SCBC) 

zeigt sich eine vergleichbar niedrige Anzahl intrazellulärer Bakterien. Das Plasmid 

pIMK2 ohne Insert scheint keinen Einfluss auf die Infektiosität zu haben.  

Die in allen Infektionsversuchen verwendeten scFv-Fc-Fusionsproteine wurden von 

HEK-293 Zellen produziert und in den Überstand des Kulturmediums sezerniert. (Haaf 

et al. 2015; Klimka et al.) Diese Überstände wurden anschließend mit L. monocytoge-

nes inkubiert. Der Infektionsversuch zeigt durch die Verwendung des SCBC-scFv-Fc 

als Kontrolle, dass außerdem in den Überstand sezernierte Proteine und Wachstums-

faktoren sowie Antibiotika in den Überständen der scFv-Fc-Lösungen keinen Einfluss 

auf die Anzahl intrazellulärer Bakterien hat. Wie in den anderen Infektionsversuchen 

führt nur die Kombination aus SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes und dem 

scFv-Fc zu einer höheren Invasionsrate. Dies gilt hier allerdings nur für das gegen die 

KM-H2 Zellen gerichtete Ki-4-scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + spa + Ki-4). Hier 

sind 5933 CFU zu beobachten. Das gegen die Zelllinie DMS-273 gerichtete SCBC-

scFv-Fc führt nicht zu einer vermehrten Infektion der KM-H2-Zellen. Die Anzahl der 

intrazellulären Bakterien ist hier mit denen der anderen Kontrollgruppen (L. monocyto-

genes ΔinlAB+ Ki-4, L. monocytogenes ΔinlAB + SCBC) vergleichbar.  

Ein ähnliches Bild zeigt sich bei dem Infektionsversuch in der Zelllinie DMS-273. Auch 

hier zeigen alle Kontrollgruppen (L. monocytogenes ΔinlAB+ Ki-4, L. monocytogenes 

ΔinlAB + SCBC, L. monocytogenes ΔinlAB_pIMK2+Ki-4, L. monocytogenes 

ΔinlAB_pIMK2+SCBC) eine vergleichbar niedrige Anzahl intrazellulärer Bakterien. Nur 

die Kombination aus SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes und dem gegen 

die DMS-273 Zellen gerichteten SCBC-scFv-Fc (L. monocytogenes ΔinlAB + spa + 

SCBC) führt zu deutlich größeren Infektionszahlen von 24788 CFU. Für die Kombinati-

on mit dem nicht gegen die DMS-273 Zellen gerichteten Ki-4scFv-Fc ergibt sich dage-

gen keine nennenswerte Erhöhung der Infektionsrate. Die vermehrte Infektion der 

Krebszellen scheint spezifisch für das jeweils gegen sie gerichtete scFv-Fc in Kombi-

nation mit SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes zu sein. Es erfolgt jeweils 

eine gezielte Infektion der Krebszellen. 

3.5 Klonierung von Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A in L. monocytogenes 
Nach dem Nachweis der gezielten Infektion von L. monocytogenes in verschiedenen 

Krebszelllinien in Abschnitt 3.4 sollte mittels eines in L. monocytogenes produzierten 
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Toxins die Apoptose der infizierten Krebszellen induziert werden. Hierzu wurde ein Teil 

von P. aeruginosa Exotoxin A (ETA) in L. monocytogenes kloniert. 

ETA ist ein von P. aeruginosa produziertes Toxin, das aus drei Domänen besteht: Re-

zeptor bindende Domäne Ia, Translokationsdomäne II und ADP-

Ribosyltransferasedomäne Ib + III (Abb. 27 A). Die Rezeptor-bindende Domäne Ia bin-

det spezifisch an den α2-Makroglobulinrezeptor/Low-Density Lipoproteinrezeptor 

(CD91) und sorgt für die intrazelluläre Aufnahme des Toxins in eukaryotische Zellen. 

Die Domäne Ib + III katalysiert eine ADP-Ribosylierung des eukaryotischen Elongati-

onsfaktors 2 (eEF-2), inaktiviert diesen und sorgt so für einen Abbruch der Proteinbio-

synthese. Die Zelle geht daraufhin in die Apoptose über (Abb. 27 B). Um eine unkon-

trollierte Aufnahme des Toxins in die Zellen zu verhindern, wurde für die Klonierung nur 

die Translokationsdomäne II und die ADP-Ribosyltransferasedomäne Ib + III verwen-

det (Abb. 27 A). ETA soll von L. monocytogenes in der eukaryotischen Zelle produziert 

und sezerniert werden. Wie in nativem ETA sorgt die ADP-Ribosyltransferasedomäne 

Ib+III für die Inaktivierung der Proteinbiosynthese und die infizierte Zelle geht in die 

Apoptose über (Abb. 27 C). 

 
Abbildung 27: Funktionsweise der Klonierung von P. aeruginosa Exotoxin A in L. monocytogenes. 
A: Schematische Darstellung von Exotoxin A. B: Funktionsweise von Exotoxin A, das von P. aeruginosa 
sezerniert wird. C: Funktionsweise von Exotoxin A, das via Klonierung in Lm nach intrazellulär gelangt. A: 
P. aeruginosa Exotoxin A (ETA) besteht aus 3 Domänen, der Rezeptor-bindenden Domäne Ia, der 
Translokationsdomäne II und der ADP-Ribosyltransferasedomäne Ib + III. Für die Klonierung von ETA in 
Lm wurde ein Teil der Translokationsdomäne sowie die ADP- Ribosyltransferasedomäne verwendet. B: 
ETA wird von P. aeruginosa produziert und sezerniert. Über eine Bindung der Rezeptor-bindenden Domä-
ne Ia an CD91 wird es in die eukaryotische Zelle aufgenommen. Dort wird die Rezeptor-bindende Domäne 
und ein Teil der Translokationsdomäne II mittels einer Furinspaltung entfernt. Die ADP Ribosyltransfera-
sedomäne Ib + III sorgt für eine ADP-Ribosylierung des eukaryotischen Elongationsfaktors II (eEF-2). Die 
Proteinbiosynthese wird so inaktiviert und die eukaryotische Zelle geht in die Apoptose über. C: Die gene-
tische Information von ETA wird in das Plasmid pERL3 kloniert und anschließend in Lm transformiert. Um 
eine unkontrollierte Aufnahme des Toxins in eukaryotische Zellen zu verhindern, wurde für die Klonierung 
nur ein Teil der Translokationsdomäne II und die ADP-Ribosyltransferasedomäne Ib + III verwendet. Lm 
wird verwendet, um eukaryotische Zellen zu infizieren. Die intrazellulären Lm produzieren und sezernieren 
den transformierten Teil von ETA. Die ADP-Ribosyltransferasedomäne bindet an eEF-2 und die Protein-
biosynthese wird so inhibiert. Die Zelle geht daraufhin in die Apoptose über. Erstellt mit BioRender.com. 
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In der Klonierung wurde der actA-Promotor aus L. monocytogenes verwendet. Der 

Aktin-akkumulierende Faktor A (ActA) induziert in L. monocytogenes eine Aktinpolyme-

risierung, die für die intrazelluläre Fortbewegung verwendet wird. ActA wird von L. mo-

nocytogenes fast ausschließlich intrazellulär produziert und ist der am stärksten intra-

zellulär induzierte Promotor (Moors et al. 1999). Der intrazellulär stark exprimierte 

actA-Promotor wurde ausgewählt, um eine kontrollierte Expression von ETA zu errei-

chen, die nur bei intrazellulären Bakterien stattfindet. Die Basensequenz des actA-

Promotors wurde mittels PCR mit den Primern „HM_ActA Prom for“ und „HM_ActA 

Prom rev“ (Tab. 5, 2.1.4) amplifiziert (Abb. 28 „1“). Als Template diente chromosomale 

DNA aus L. monocytogenes EGD-e 1/2a. Um für eine Sekretion des produzierten To-

xins zu sorgen, wurde in der Klonierung die hly-Signalsequenz des von L. monocyto-

genes produzierten Toxins Listeriolysin O (LLO) mit PCR amplifiziert, die für eine Se-

zernierung des Proteins sorgt (Abb. 29). Es wurden die Primer „HM_hly Sign for“ und 

„HM_hly ETA rev“ (Tab. 5, 2.1.4) verwendet (Abb. 28 „2“). Als Template diente chro-

mosomale DNA aus L. monocytogenes EGD-e 1/2a. Die verwendete eta-Sequenz 

wurde aus dem Plasmid pMT-scFv-ETA (Abb. 11, 2.1.3) mit den Primern „HM_ETA 

Gen for“ und „LT_ETA-SpeI“ (Tab. 5, 2.1.4) amplifiziert (Abb. 28 „3“). Promotor, Sig-

nalsequenz und eta-Gen wurden mittels PCR fusioniert (Abb. 28 „5+6“) und enzyma-

tisch mit dem Restriktionsenzym SpeI verdaut (2.2.1.6). Als Terminatorsequenz 

(Abb. 29) wurde der hly-Terminator aus L. monocytogenes EGD-e 1/2a mit den Pri-

mern „LT_ETA-SpeI for“ und „Term- rev“ (Tab. 5, 2.1.4) amplifiziert (Abb. 28 „4“) und 

ebenfalls mit SpeI verdaut. Die hly-Terminatorsequenz wurde mit der zuvor verdauten 

Fusionssequenz über die Schnittstelle SpeI ligiert (2.2.1.7). Anschließend wurde das 

gesamte Konstrukt mit den Restriktionsenzymen XmaI und XhoI verdaut. Mithilfe die-

ser Schnittstellen erfolgte die Ligation des gesamten Konstruktes in das Plasmid 

pERL3 (Abb. 10, 2.1.3). Das ligierte Plasmid wurde anschließend in chemisch kompe-

tente E. coli DH10β transformiert (2.2.2.8).  
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Abbildung 28: Plasmidkarte des für eta kodierenden Plasmids pERL3 + eta und Agarosegelelektro-
phorese der zur Klonierung verwendeten PCR-Produkte. A: Plasmidkarte des für eta kodierenden 
Plasmids pERL3 + eta. In die multiple cloning site des Plasmids pERL3 wurde mittels enzymatischer Liga-
tion die genetische Information für eta kloniert. Das Insert, bestehend aus actA-Promotor, hly-
Signalsequenz und eta wurde zunächst enzymatisch mit der Schnittstelle SpeI geschnitten und anschlie-
ßend an den hly-Terminator ligiert. Danach erfolgte der Verdau des Inserts sowie des Plasmids mit den 
Restriktionsenzymen XmaI und XhoI und die Ligation. eta: Translokationsdomäne II und ADP-
Ribosyltransferasedomäne Ib + III aus P. aeruginosa Exotoxin A (ETA). Km-Res: Kanamycin Resistenz-
gen. Em-Res: Erythromycin Resistenzgen. repD: Replication initiation Protein D. repE: Replication initiati-
on protein E. B: Agarosegelelektrophorese der zur Klonierung verwendeten PCR-Produkte 1: Amplifizie-
rung des actA-Promotors aus dem EGD-e 1/2a Chromosom. Verwendete Primer: HM_ActA Prom for, 
HM_ActA Prom rev, Länge des PCR-Produkts: 204 Basenpaare (bp). 2: Amplifizierung der hly-
Signalsequenz. Template: EGD-e 1/2a. Verwendete Primer: HM_hly Sign for, HM_hly ETA rev. Länge des 
PCR Produkts: 85 bp. 3: Amplifizierung des eta-Gens. Template: pMT-scFv-ETA. Verwendete Primer: 
HM_ETA Gen for, LT_ETA-SpeI rev. Länge des PCR-Produkts: 1109 bp. 4: Amplifizierung des hly-
Terminators. Template: EGD-e 1/2a. Verwendete Primer: LT_ETA-SpeI for, Term- rev. Länge des PCR-
Produkts: 192 bp 5: Fusionierung von actA-Promotor und hly-Signalsequenz. Template: Aufgereinigtes 
PCR-Produkt von 1 und 2. Verwendete Primer: HM_ActA Prom for, HM_hly ETA rev. Länge des PCR-
Produkts: 279 bp. 6: Fusion von actA-Promotor, hly-Signalsequenz und eta-Gen. Template: Aufgereinigtes 
PCR-Produkt aus 3 und 5. Primer: HM_ActA Prom for, LT_ETA-SpeI rev. Länge des PCR-Produkts: 1377 
bp 7: Kontrolle auf Vorhandensein des klonierten eta-Inserts. Template: Kolonie PCR nach Transformation 
in E. coli DH10β. Primer: pERL3-5‘, HM_ActA Prom rev. Länge des PCR-Produkts: 326 bp. (Plasmidkarte 
erstellt mit SnapGene ®) 

Das Plasmid pERL3 mit dem klonierten eta Konstrukt wurde aus E. coli DH10β isoliert. 

Um zu überprüfen, ob das Insert gemeinsam mit dem Plasmid amplifiziert wurde, wur-

de zunächst eine PCR mit für das eta Konstrukt spezifischen Primern „pERL3-5‘“ und 

„HM_ActA Prom rev“ (Tab. 5, 2.1.4) durchgeführt. Es war eine Bande mit der von den 

verwendeten Primern abhängige zu erwartenden Länge von 326 Basenpaaren (bp) 

sichtbar (Abb. 28 „7“). Um eine korrekte Basenabfolge des klonierten Konstrukts zu 

gewährleisten, wurde das Plasmid anschließend sequenziert. 
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Abbildung 29: Basensequenz des klonierten eta. Basensequenz des klonierten P. aeruginosa Exoto-
xin A (ETA). Base 1-6 entsprechen der Schnittstelle XhoI. Basen 7 - 204 entsprechen der Intergenregion 
von acta, in der der acta-Promoter enthalten ist. Basen 205 – 279 entsprechen der Listeriolysin O (hly) - 
Signalsequenz. Das erste Codon des endgültigen Proteins beginnt an Base 280 und hat eine Länge von 
1089 Basenpaaren exklusive des Stopcodons. Basen 1372 - 1377 entsprechen der Schnittstelle SpeI, mit 
der der hly-Terminator an das Konstrukt ligiert wurde. Dem hly-Terminator entsprechen Base 1378 – 1557. 
Basen 1558 – 1563 entsprechen der Schnittstelle XmaI. Die Primer sind entsprechend ihrer Ableserich-
tung mit Pfeilspitzen markiert. (Abbildung erstellt mit SnapGene®) 

Abbildung 29 zeigt die Basensequenz des klonierten Genkonstruktes, das die geneti-

sche Information von eta enthält. Die Schnittstelle XmaI entspricht Base Nr. 1-6. Basen 

7-204 entsprechen der Intergenregion von actA, in der der actA-Promotor enthalten ist. 
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Die verwendete hly-Signalsequenz, die für eine Sezernierung des Proteins sorgen soll, 

entspricht den Basen 205-279. Der klonierte Anteil der für ETA kodiert entspricht Base 

280-1371. Exklusive des Stopcodons hat die Sequenz eine Länge von 1089 Basen-

paaren, entsprechend einer Länge von 363 Aminosäuren und einer errechneten mole-

kularen Masse von 39,0 kDa. Die Schnittstelle SpeI wurde verwendet, um die hly-

Terminatorsequenz (Basen 1378 – 1557) mit dem Genkonstrukt zu fusionieren. Die 

Basenfolge 1558–1563 entspricht der Schnittstelle XmaI. Nach der Sequenzierung 

wurde das Plasmid pERL3 + eta in L. monocytogenes transformiert. Die Transformati-

on erfolgte in L. monocytogenes Wildtyp (L. monocytogenes + eta) und in die Interna-

lin-Deletionsmutante ΔinlAB (L. monocytogenes ΔinlAB + eta). Außerdem wurde das 

Plasmid pERL3 + eta in L. monocytogenes + spa transformiert, um sowohl SPA als 

auch ETA von einem Stamm produzieren zu lassen (L. monocytogenes ΔinlAB + spa + 

eta). 

3.6 Nachweis der erfolgreichen Expression von ETA in L. monocytogenes 

3.6.1 Nachweis von ETA mittels Western Blot 
Als nächster Schritt erfolgte der Nachweis von ETA auf Proteinebene. Hierzu wurden 

Proteine aus dem Überstand (2.2.3.3) und dem Zytosol (2.2.3.4) von L. monocytoge-

nes isoliert. Da bei der Klonierung die hly-Signalsequenz verwendet wurde, die für eine 

Sekretion des Proteins sorgt, wurde die Zellwandproteinfraktion nicht untersucht. Die 

Proteine wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.3.5). Die nach 

ihrer Größe aufgetrennten Proteine wurden anschließend mit dem gegen ETA gerichte-

ten Antikörper „TC-1“ (Galloway et al. 1984) (Tab. 7, 2.1.5) mit Chemilumineszenz un-

tersucht (2.2.3.8).  

 
Abbildung 30: Nachweis von ETA in der Überstandsproteinfraktion von L. monocytogenes ΔinlAB 
+ eta mittels Western Blot. Proteine aus dem Zytosol und dem Überstand von Lm ΔinlAB wurden isoliert 
und mittels SDS – PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend erfolgte ein Western Blot mit dem 
gegen ETA gerichteten Antikörper „TC - 1“. Es zeigt sich eine einzelne Bande von ca. 40 kDa Größe, 
entsprechend dem klonierten Teil von ETA (errechnete Größe 39,0 kDa). Die Bande zeigt sich nur in der 
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Überstandsfraktion von Lm ΔinlAB + eta. In der Kontrolle mit den aus Lm ΔinlAB isolierten Proteinen ist 
sowohl in der Zytosol- als auch in der Überstandsfraktion keine Bande nachweisbar. Auch in der Zytosoll-
fraktion von Lm ΔinlAB + eta ist keine Bande zu erkennen. 

Abbildung 30 zeigt im Western Blot eine einzelne Bande mit einer Größe von ca. 40 

kDa in der Überstandsproteinfraktion von L. monocytogenes ΔinlAB + eta. Diese Grö-

ße entspricht der erwarteten Größe der klonierten Anteile von ETA (errechnete Größe 

39,0 kDa). Die Bande ist ausschließlich in dieser Probe nachweisbar. In der als Kon-

trolle verwendeten Zytosol- sowie Überstandsproteinfraktion von L. monocytogenes 

ΔinlAB ist erwartungsgemäß keine Bande nachweisbar. Auch in der Zytosolproteinfrak-

tion von L. monocytogenes ΔinlAB + eta ist keine Bande nachweisbar. Der Nachweis in 

der Überstandsproteinfraktion und der fehlende Nachweis in der Zytosolproteinfraktion 

deutet darauf hin, dass ETA von L. monocytogenes + eta produziert und vorwiegend 

sezerniert wird.  

3.6.2 Extrazelluläres Wachstumsverhalten von ETA produzierenden L. monocy-
togenes 
Um das extrazelluläre Wachstumsverhalten von ETA produzierenden L. monocytoge-

nes zu untersuchen, wurden Wachstumskurven erstellt. Die Wachstumskurven wurden 

mit einem Mikroplatten Lesegerät erstellt (2.2.2.10). 

 
Abbildung 31: Wachstumskurven von ETA produzierenden L. monocytogenes und den jeweilig 
korrespondierenden Wildtyp Stämmen. Lm WT und Lm ΔinlAB zeigen ein sehr ähnliches Wachstums-
verhalten. ETA produzierende Lm + eta weisen im Vergleich zu Lm WT ein langsameres Wachstum auf. 
Auch erreichen sie in der stationären Wachstumsphase eine geringere optische Dichte. In der ETA produ-
zierenden Deletionsmutante Lm ΔinlAB + eta ist im Vergleich zu Lm ΔinlAB ein langsameres Wachstum zu 
beobachten. Im Vergleich zu Lm + eta ist das Wachstum bei Lm ΔinlAB + eta jedoch schneller. Lm, in die 
die genetische Information für SPA und ETA transformiert wurde (Lm ΔinlAB + spa + eta), weisen ein im 
Vergleich zu Lm ΔinlAB + eta sehr ähnliches Wachstumsverhalten auf. OD600nm: Optische Dichte bei einer 
Absorptionswellenlänge von 600nm. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer Dreifach-
bestimmung. 
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Abbildung 31 zeigt Wachstumskurven von ETA produzierenden L. monocytogenes und 

den korrespondierenden Wildtyp-Stämmen. Es ist zu beobachten, dass L. monocyto-

genes Wildtyp (Abb. 31 blaue Kurve) und L. monocytogenes ΔinlAB (Abb. 31 rote Kur-

ve) ein sehr ähnliches Wachstumsverhalten aufweisen. ETA produzierende L. monocy-

togenes + eta (Abbildung 31, gelbe Kurve) zeigen im Vergleich zu L. monocytogenes 

Wildtyp ein langsameres Wachstum. Auch wird von L. monocytogenes + eta in der 

stationären Wachstumsphase nur eine geringere optische Dichte erreicht. In der ETA 

produzierenden Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB + eta (Abb. 31, grüne 

Kurve) zeigt sich im Vergleich zu L. monocytogenes ΔinlAB ein langsameres Wachs-

tum. Im Vergleich zu L. monocytogenes + eta ist das Wachstum der Internalin-

Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB + eta jedoch schneller. L. monocytogenes 

in die die genetische Information für SPA und ETA transformiert wurde (L. monocyto-

genes ΔinlAB + spa + eta, Abb. 31, graue Kurve) weisen ein sehr ähnliches Wachs-

tumsverhalten wie L. monocytogenes ΔinlAB + eta auf. Es kann festgestellt werden, 

dass die Transformation der genetischen Information von ETA in L. monocytogenes zu 

einem langsameren Wachstum führt. Dieser Effekt ist bei L. monocytogenes + eta 

stärker ausgeprägt als bei der Deletionsmutante L. monocytogenes ΔinlAB + eta.  

3.6.3 Wirkung der ETA Produktion von L. monocytogenes in eukaryotischen 
Zellen 

3.6.3.1 Nachweis der erhöhten Toxizität von ETA produzierenden L. monocyto-
genes mittels Lichtmikroskopie 
Um die Wirkung von ETA sezernierenden L. monocytogenes zu untersuchen, wurden 

Makrophagen der Zelllinie P388D1 mit ETA produzierenden L. monocytogenes infiziert. 

Die Makrophagen wurden verwendet, da es sich um phagozytierende, adhärente Zel-

len handelt. So kann sichergestellt werden, dass die L. monocytogenes von den Zellen 

durch Phagozytose aufgenommen werden. Durch die Adhärenz ist es möglich, die Zel-

len durch Mikroskopie hinsichtlich Zellschädigung durch Ablösung oder phänotypische 

Veränderung zu beurteilen. Nach einer Infektionszeit von 45 min mit verschiedenen 

MOI (100, 200 und 500) wurden die P388D1 Zellen über einen Zeitraum von 24 h mit 

50 µg/ml Gentamicin in RPMI + 10 % FKS inkubiert, um die extrazellulär außerhalb der 

Makrophagen verbliebenen L. monocytogenes zu eliminieren. Anschließend erfolgte 

die Auswertung mittels Lichtmikroskopie. Als Kontrolle wurde L. monocytogenes mit 

dem für die Klonierung verwendeten Plasmid pERL3 ohne die ligierte genetische In-

formation für eta (leeres Plasmid) verwendet. Dieser Stamm wird in den folgenden Ab-

schnitten der Übersichtlichkeit halber L. monocytogenes_pERL3 genannt.  
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Abbildung 32: Nachweis der erhöhten Toxizität von ETA produzierenden L. monocytogenes (Lm) 
mittels Lichtmikroskopie. A1: Lm_pERL3 MOI 100 A2: Lm + eta MOI 100. B1: Lm_pERL3 MOI 200. 
B2: Lm + eta MOI 200. C1: Lm_pERL3 MOI 500. C2: Lm + eta MOI 500. D1: Kontrolle ohne Infektion 
ohne Gentamicin. D2: Kontrolle ohne Infektion mit Gentamicin. Makrophagen der Zelllinie P388D1 wurden 
mit Lm mit MOI 100 (A), MOI 200 (B) und MOI 500 (C) infiziert. Die Infektion erfolgte jeweils mit 
Lm_pERL3 (A1, B1, C1) sowie mit Lm + eta (A2, B2, C2) für 45 min. Anschließend erfolgte eine 24-
stündige Behandlung mit 50 µg/ml Gentamicin. Zur Kontrolle wurden außerdem nicht infizierte Zellen in 
gleicher Weise mit Gentamicin behandelt (D1) und Zellen weder infiziert noch mit Gentamicin behandelt 
(D2). Im Vergleich verschiedener MOI von Lm_pERL3 (A1, B1, C1) ist bei MOI 500 (C1) eine verminderte 
Adhärenz der Zellen zu erkennen. Dies deutet auf eine verminderte Viabilität der Zellen hin. Auch bei Lm + 
eta (A2, B2, C2) ist bei höherer MOI von 200 (B2) und MOI 500 (C2) eine verminderte Adhärenz im Ver-
gleich zu MOI 100 feststellbar. Im Vergleich zwischen Lm_pERL3 und Lm + eta haben sich bei jeweils 
gleicher MOI nach Infektion mit Lm + eta im Vergleich zu Lm_pERL3 mehr Zellen abgelöst. Der Effekt ist 
schon bei MOI 100 (A1, A2) sichtbar, wird jedoch bei MOI 200 (B1, B2) und MOI 500 (C1, C2) noch deutli-
cher. In den Kontrollen ohne Infektion (D1, D2) zeigen sich keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich 
der Adhärenz der Zellen untereinander. Vergrößerung 100 x.  

Abbildung 32 zeigt lichtmikroskopische Bilder von Makrophagen der Zelllinie P388D1 

nach Infektion mit L. monocytogenes. Bei Infektion mit L. monocytogenes_pERL3 ist 

bei einer MOI von 500 (Abb. 32 C1) im Vergleich zu geringengen MOI 100 und MOI 

200 (Abb. 32 A1, B1) eine vermehrte Ablösung der Zellen von der Kulturschale festzu-

stellen. Auch bei Infektion mit dem ETA produzierenden Stamm L. monocytogenes + 

eta ist im Vergleich der verschiedenen MOI untereinander bei MOI 500 (Abb. 32 C2) 

die größte Anzahl der abgelösten Zellen festzustellen. Vergleicht man bei gleicher MOI 

L. monocytogenes_pERL3 mit L. monocytogenes + eta, so ist bei dem ETA produzie-

renden Stamm L. monocytogenes + eta eine vermehrte Ablösung der Zellen zu erken-

nen. Dieser Effekt ist schon bei MOI 100 und MOI 200 zu erkennen (Abb. 32 A1, A2 

bzw. B1, B2) und wird bei MOI 500 (Abb. 32 C1, C2) noch deutlicher. Eine vermehrte 

Ablösung der Zellen von der Kulturschale deutet auf eine verminderte Viabilität der 

Zellen hin. Um auszuschließen, dass die Gentamicinbehandlung einen Einfluss auf die 

Ablösung der Zellen hat, wurden außerdem nicht infizierte Zellen in gleicher Weise mit 

Gentamicin behandelt wie die infizierten Zellen (Abb. 32 D1). Des Weiteren erfolgte ein 

Vergleich mit Zellen ohne Infektion und ohne Gentamicinbehandlung (Abb. 32 D2). Es 
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ist lichtmikroskopisch kein wesentlicher Unterschied festzustellen. Die Gentamicinbe-

handlung hat in diesem Versuchsaufbau keinen Einfluss auf die Viabilität der unter-

suchten Makrophagen. Es kann festgestellt werden, dass Zellen, die mit ETA produzie-

renden L. monocytogenes infiziert wurden, im Vergleich zur Infektion mit L. monocyto-

genes_pERL3 eine verminderte Viabilität aufweisen. ETA scheint auf die Zellen eine 

toxische Wirkung zu haben. 

3.6.3.2 Nachweis der verminderten Viabilität von Makrophagen der Zelllinie 
P388D1 nach Infektion mit ETA produzierenden L. monocytogenes mittels MTT- 
Test 
Da das im Abschnitt 3.6.3.1 verwendete Testverfahren der Lichtmikroskopie nicht 

quantifiziert werden kann, wurde die Viabilität der infizierten Zellen mittels 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT-) Test untersucht. Hierzu 

wurden Makrophagen der Zelllinie P388D1 analog zum Infektionsversuch aus Ab-

schnitt 3.6.3.1 infiziert und anschließend für 2 h in 10 % MTT im verwendeten Medium 

RPMI + 10 % FKS inkubiert. Metabolisch aktivere Zellen reduzieren durch vermehrten 

Anfall von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP) mehr MTT zu (E,Z)-5-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-Diphenylformazan. Dieses Formazan kann anschließend mit 

Isopropanol + 5 % Ameisensäure aus den Zellen gelöst und photometrisch bei einer 

Absorption von 562 nm gemessen werden (2.2.5.6).  

 
Abbildung 33: Nachweis der erhöhten Toxizität von ETA produzierenden L. monocytogenes mittels 
MTT-Tests. Makrophagen der Zelllinie P388D1 wurden mit Lm mit unterschiedlicher MOI infiziert. Die 
Infektion erfolgte jeweils mit Lm_pERL3 und ETA produzierenden Lm + eta für 45 min. Anschließend er-
folgte eine 24 h Behandlung mit 50 µg/ml Gentamicin. Die Zellen wurden dann in 10 % MTT - Lösung im 
Zellkulturmedium für 2 h inkubiert. Das reduzierte Formazan wurde mit Isopropanol + 5 % Ameisensäure 
gelöst. Die Messung erfolgte im Photometer bei einer Wellenlänge von 562 nm. Bei einer MOI von 100 
zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem ETA produzierenden Stamm Lm + eta und der 
Kontrolle mit Lm_pERL3. Bei einer MOI von 200 zeigt sich eine signifikante Abnahme der Absorption bei 
Lm + eta, Die Absorption von Lm_pERL3 bleibt unverändert. Bei MOI 500 zeigt sich eine noch stärkere 
Abnahme der Absorption bei Lm + eta auf 57 % des Ausgangswertes. Auch hier ist der Unterschied signi-
fikant. Lm_pERL3 zeigt bei MOI 500 eine zu den anderen MOI vergleichbare Absorption ohne signifikan-
ten Unterschied. Die Absorption dient als Maß für die Viabilität der Zellen. (** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = 
nicht signifikant) 
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Abbildung 33 zeigt die Auswertung des MTT-Tests der mit L. monocytogenes infizier-

ten Makrophagen der Zelllinie P388D1 bei verschiedener MOI. Die Absorption bei 

562 nm korreliert mit der Konzentration des durch NADP reduzierten Formazans. Eine 

stärkere Absorption korreliert mit einer vermehrten Viabilität der untersuchten Zellen. 

Bei MOI 100 lässt sich kein signifikanter Unterschied zwischen ETA produzierenden 

L. monocytogenes + eta und der Kontrolle mit L. monocytogenes_pERL3 feststellen. 

Bei MOI 200 zeigt sich bei L. monocytogenes + eta im Vergleich zur Kontrolle mit 

Lm_pERL3 eine signifikante Abnahme der Absorption um 15%. In der Kontrolle mit 

L. monocytogenes_pERL3 ist bei MOI 200 im Vergleich zu MOI 100 keine signifikante 

Abnahme der Absorption feststellbar. ETA produzierende L. monocytogenes + eta 

scheinen bei MOI 200 zu einer geringeren Viabilität der Zellen zu führen als die Kon-

trolle mit L. monocytogenes_pERL3. Gleichzeitig scheint bei L. monocytoge-

nes_pERL3 eine höhere MOI keinen Einfluss auf die Viabilität der Zellen zu haben. Bei 

MOI 500 zeigt sich bei L. monocytogenes + eta im Vergleich zur Kontrolle mit 

L. monocytogenes_pERL3 eine noch deutlichere Abnahme der Absorption auf 57 % 

des Ausgangswertes. Die Absorption der Kontrolle mit L. monocytogenes_pERL3 ist im 

Vergleich zu den Kontrollen mit L. monocytogenes_pERL3 bei MOI 100 und MOI 200 

unverändert. Der geringere Umsatz von MTT zu dessen Formazan nach Infektion mit 

ETA produzierenden L. monocytogenes deutet auf eine geringere Viabilität dieser Zel-

len hin. Dieser Effekt ist bei MOI 200 und noch deutlicher bei MOI 500 feststellbar. Zel-

len, die mit ETA produzierenden L. monocytogenes infiziert wurden, weisen ab einer 

MOI von 200 und höher eine geringere Viabilität auf als Zellen, die bei jeweils gleicher 

MOI mit L. monocytogenes_pERL3 infiziert wurden. Die Ergebnisse des MTT-Tests 

(Abb. 33) korrelieren mit der zuvor durchgeführten Auswertung mittels Lichtmikroskopie 

(Abb. 32) und zeigen eine verstärkte Toxizität von ETA-produzierenden L. monocyto-

genes. 

3.7.1 Nachweis der vermehrten Apoptose von Makrophagen der Zelllinie P388D1 
nach Infektion mit ETA produzierenden L. monocytogenes mittels Durchflusszy-
tometrie 
In den Abschnitten 3.6.3.1 und 3.6.3.2 wurden infizierte Zellen hinsichtlich ihrer Viabili-

tät untersucht. Um den Mechanismus der verminderten Viabilität zu untersuchen, wur-

den infizierte Zellen im Hinblick auf das Vorhandensein von Marker-Proteinen der 

Apoptose getestet. Hierzu wurden Makrophagen der Zelllinie P388D1 mit L. monocyto-

genes, die ETA produzieren, infiziert und anschließend mit dem CellEvent® Caspase-

3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Thermo Fisher) im Durchflusszytometer unter-

sucht. Der Nachweis von aktivierter Caspase 3/7 stellt ein etabliertes Verfahren zum 

Nachweis von Apoptose dar. 
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Abbildung 34: Vermehrter Nachweis von aktivierter Caspase 3/7 in mit ETA-produzierenden L. mo-
nocytogenes infizierten Makrophagen. A: P388D1 Zellen nach Infektion mit Lm Wildtyp (WT); B: 
P388D1 Zellen nach Infektion mit Lm + eta; C: Histogramm – overlay von A und B. Makrophagen der 
Zelllinie P388D1 wurden mit Lm mit MOI 500 infiziert. Die Infektion erfolgte jeweils mit Lm WT und ETA 
produzierenden Lm + eta für 45 min. Anschließend erfolgte eine 8 h Behandlung mit 50 µg/ml Gentamicin 
und die Messung mit CellEvent® Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Thermo Fisher) am 
Durchflusszytometer. Im Vergleich zur Kontrolle nach Infektion mit Lm WT (A) zeigt sich nach der Infektion 
mit Lm + eta (B) eine Zunahme der Fluoreszenz. Die Histogramme verschieben sich auf der X-Achse nach 
rechts. Nach Infektion mit Lm + eta ist diese Zunahme der Fluoreszenz auf 30,3 % über dem in der Kon-
trolle festgelegten Schwellenwert. C dient zur Veranschaulichung als Darstellung in einem Histogramm-
overlay. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer Dreifachbestimmung. 

Abbildung 34 zeigt die Auswertung der Durchflusszytometrie zum Nachweis der akti-

vierten Caspase 3/7 der mit L. monocytogenes infizierten Makrophagen der Zelllinie 

P388D1. L. monocytogenes Wildtyp (Abb. 34 A) dient als Kontrolle sowie zur Festle-

gung des Schwellenwertes. Die Grenze des Fluoreszenzsignals wurde so gewählt, 

dass sich 2,5 % der Ereignisse der Kontrolle über dem Schwellenwert befinden. Nach 

Infektion mit L. monocytogenes + eta zeigt sich eine Zunahme des Fluoreszenzsignals 

FL1-A, die Histogrammkurve verschiebt sich auf der X-Achse nach rechts (Abb. 34 B). 

Es werden 30,3 % der Einzelsignale über dem festgelegten Schwellenwert registriert. 

Hiermit kann eine im Vergleich zur Kontrolle vermehrte Aktivität von aktivierter Caspa-

se 3/7 als Markerprotein der Apoptose festgestellt werden. Dieser Effekt wird mit einem 

Histogramm- overlay der beiden Histogramme (Abb. 34 C) verdeutlicht. Makrophagen, 

die mit L. monocytogenes + eta infiziert wurden, zeigen im Vergleich zur Kontrolle mit 

L. monocytogenes Wildtyp ein stärkeres Fluoreszenzsignal und eine vermehrte Aktivi-

tät an aktivierter Caspase 3/7 als Markerprotein für die Apoptose. 

 

3.7.2 Nachweis der vermehrten Apoptose von Zellen der Linie KM-H2 nach Infek-
tion mit der Kombination aus SPA- und ETA- produzierenden L. monocytogenes 
und Ki-4 scFv-Fc-Fusionsproteinen 
Nach dem Nachweis der erhöhten Toxizität von ETA produzierenden L. monocytoge-

nes in phagozytierenden Zellen der Linie P388D1 soll die erhöhte Toxizität auch in 

gezielt infizierten Krebszellen nachgewiesen werden. Um Zellen der Zelllinie KM-H2 

gezielt zu infizieren und anschließend die Apoptose zu induzieren, wurden L. monocy-

togenes sowohl mit dem für spa als auch mit dem für eta kodierenden Plasmid trans-

formiert. Der daraus resultierende Stamm L. monocytogenes EGD-e 1/2a 

ΔinlAB_pIMK2 + spa_pERL3 + eta wird im Folgenden L. monocytogenes 
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ΔinlAB + spa + eta genannt. Bakterien dieses Stammes wurden mit dem gegen KM-H2 

Zellen gerichteten Ki-4-scFv-Fc inkubiert. Anschließend wurden die so behandelten 

L. monocytogenes benutzt, um Zellen der Linie KM-H2 zu infizieren. Kontrollen erfolg-

ten mit L. monocytogenes + spa und L. monocytogenes + eta, jeweils mit und ohne 

Behandlung mit dem Ki-4-scFv-Fc. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch 

nach Färbung mit dem CellEvent® Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit 

(Thermo Fisher). 

 
Abbildung 35: Durchflusszytometrie mit Nachweis von Caspase 3/7 in KM-H2 Zellen mit verschie-
denen Stämmen von L. monocytogenes in Kombination mit Ki-4-scFv-Fc. Zellen der Linie KM-H2 
wurden mit verschiedenen Stämmen von Lm infiziert. MOI 200; Infektionszeit 45 min; 8h Behandlung in 50 
µg/ml Gentamicin in RPMI + 10 % FKS. Anschließend Färbung mit CellEvent® Caspase-3/7 Green Flow 
Cytometry Assay Kit (Thermo Fisher) und Messung am Durchflusszytometer. A1: Lm ΔinlAB + spa; A2: 
Lm ΔinlAB + spa + Ki-4; B1: Lm ΔinlAB + eta; B2: Lm ΔinlAB + eta + Ki-4; C1: Lm ΔinlAB + spa + eta; C2: 
Lm ΔinlAB + spa + eta + Ki-4. Der festgelegte Schwellenwert bezieht sich auf die jeweilige Kontrolle ohne 
Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc. Nach Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc zeigt sich bei Lm ΔinlAB + spa + 
Ki-4 ein Anstieg der Fluoreszenz von 6,1 % (A2). A3 stellt ein Histogramm overlay von A1 und A2 dar. 
Nach Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc ist bei Lm ΔinlAB + eta + Ki-4 (B2) ein Anstieg der Fluoreszenz von 
28,2 % über dem festgelegten Schwellenwert zu verzeichnen. B3 stellt ein Histogramm overlay von B1 
und B2 dar. Bei Lm ΔinlAB + spa + eta + Ki-4 (C2) zeigt sich nach Inkubation mit Ki-4-scFv-Fc mit 57,1% 
über dem festgelegten Schwellenwert der größte Anstieg der Fluoreszenz der untersuchten Proben. C3 
zeigt ein Histogramm overlay von C1 und C2. Darstellung eines repräsentativen Experimentes aus einer 
Dreifachbestimmung. 

Abbildung 35 zeigt die Auswertung der Durchflusszytometrie zum Nachweis der akti-

vierten Caspase 3/7 Aktivität der mit L. monocytogenes infizierten Zellen der Linie 
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KM-H2. Die Grenze des Fluoreszenzsignals wurde so gewählt, dass sich 2,5 % der 

Ereignisse der jeweiligen Kontrolle ohne Inkubation mit Ki-4- scFv-Fc über dem 

Schwellenwert befinden. 

Bei Infektion mit L. monocytogenes + spa (Abb. 35 A1) zeigt sich nach Inkubation mit 

dem Ki-4-scFv-Fc (Abb. 35 A2) eine leichte Zunahme der Fluoreszenz FL1-A. Die 

Histogrammkurve verschiebt sich auf der X-Achse nach rechts. Nach Inkubation mit 

dem Ki-4-scFv-Fc werden 6,6 % der Signale über dem festgelegten Schwellenwert 

verzeichnet. Bei L. monocytogenes + eta (Abb. 35 B1) sind nach Inkubation mit dem 

Ki-4-scFv-Fc im Vergleich zur Kontrolle ohne Inkubation mit Ki-4- scFv-Fc 28,2 % der 

Signale über dem festgelegten Schwellenwert festzustellen (Abb. 35 B2). Im Vergleich 

zu den anderen untersuchten Proben zeigt sich nach Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc 

bei L. monocytogenes ΔinlAB + spa + eta + Ki-4 die größte Zunahme der Fluoreszenz 

von 57,1 % über dem festgelegten Schwellenwert (Abb. 35 C2). Zusammenfassend 

kann gesagt werden, dass die gezielte Infektion von Krebszellen mithilfe von SPA auf 

der Oberfläche von L. monocytogenes in Kombination mit dem Ki-4-scFv-Fc bei zu-

sätzlicher Produktion von ETA durch L. monocytogenes zur größten Aktivierung von 

Caspase 3/7 als Markerprotein für die Apoptose in den untersuchten Proben führt. 

  



Diskussion 

96 
 

4 Diskussion 

4.1 Expression von Staphylococcus aureus Protein A in Listeria monocytogenes 
L. monocytogenes ist durch seine Eigenschaften als fakultativ intrazellulares Bakterium 

und als Auslöser einer starken adaptiven Immunantwort ein nützliches Werkzeug in der 

Therapie maligner Erkrankungen. Um eine gezielte Infektion in Krebszellen zu errei-

chen, wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer Antikörper- Antigenreaktion gearbeitet. 

Krebszellen sollen durch ihre auf der Oberfläche überexprimierten Antigene durch 

L. monocytogenes erkannt werden und so spezifisch infiziert werden. Zu diesem 

Zweck wurde Protein A (SPA) aus S. aureus auf der Oberfläche von L. monocytogenes 

exprimiert. SPA ist ein Protein, das Antikörper an deren konstanten Fc-Fragment bin-

det. Auf diese Weise können Antikörper auf der Oberfläche von L. monocytogenes 

gebunden werden und über den freien variablen Teil weiterhin Antigene erkennen. Als 

Antikörperäquivalent wurden in dieser Arbeit rekombinante Antikörperfragmente in 

Form von scFv-Fc-Fusionsproteinen verwendet. ScFv-Fc-Fusionsproteine sind rekom-

binant hergestellte Antikörperfragmente, die aus einem konstanten fragment crystal-

lizable (Fc-Fragment) und jeweils zwei Antigen erkennenden single chain variable 

fragments (scFv) bestehen. 

SPA ist ein Protein, das im Genom von L. monocytogenes nicht vorkommt. Um es von 

L. monocytogenes produzieren zu lassen, wurde das für das Protein kodierende Gen in 

L. monocytogenes kloniert. Für die Klonierung wurde das Plasmid pIMK2 verwendet 

(Abb. 9), das genetische Information in das Chromosom von L. monocytogenes integ-

rieren kann. Es beinhaltet zudem den Promotor pHelp (highly expressed Listeria pro-

moter) (Riedel et al. 2007), der für eine starke konstitutive Überexpression des dahinter 

klonierten Proteins sorgt (Monk et al. 2008). Die korrekte Abfolge der Basensequenz 

von spa wurde mittels Sequenzierung überprüft (Anhang Abb. 1) und mit der Basense-

quenz von spa aus dem für die Klonierung verwendeten S. aureus Stamm „NCTC 

8325“ verglichen (Uhlén et al. 1984). Die erfolgreiche Transformation des Plasmids 

pIMK2 mit der genetischen Information für spa (pIMK2 + spa) konnte in L. monocyto-

genes mittels PCR nachgewiesen werden (Abb. 16).  

S. aureus und L. monocytogenes sind grampositive Bakterien. Beide Spezies exprimie-

ren Oberflächenproteine, die kovalent an die Peptidoglykanschicht der Zellwand ge-

bunden sind. Die Verankerung von SPA in S. aureus erfolgt über ein C-terminales 

LPXTG-Signalmotiv (Aminosäuremotiv aus Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin), eine hyd-

rophobe Region und eine geladene Region (Anhang Abb. 1) (Schneewind et al. 1992; 

Schneewind et al. 1993). Das LPXTG-Signalmotiv wird von dem Protein Sortase A 

gebunden, das die kovalente Bindung an die Pentaglycinstruktur in der Zellwand von 
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S. aureus katalysiert (Navarre und Schneewind 1994; Schneewind et al. 1995; 

Mazmanian et al. 1999). Auch L. monocytogenes exprimiert das Protein Sortase A, um 

Oberflächenproteine kovalent an dessen Zellwand zu binden. Das Protein Internalin A 

wird beispielsweise von L. monocytogenes über ein LPXTG-Signalmotiv Sortase A-

abhängig an dessen Zellwand gebunden. Die kovalente Bindung findet hier an der 

Aminogruppe von Diaminopimelinsäure der Zellwand statt (Dhar et al. 2000; 

Garandeau et al. 2002). L. monocytogenes bietet also die Voraussetzungen, um SPA 

über die proteineigene zellwandbindende Region X (Abb. 3) an der Zellwandoberfläche 

zu binden. Die erfolgreiche Expression von SPA in L. monocytogenes konnte in dieser 

Arbeit mittels eines SPA-spezifischen Antikörpers (Monoclonal Anti Protein A, Tab. 7) 

in der Zellwandproteinfraktion nachgewiesen werden, außerdem erfolgte auch der 

Nachweis von SPA in der Überstandsproteinfraktion (Abb. 17). In S. aureus liegt SPA 

sowohl auf der Zellwandoberfläche gebunden als auch in sezernierter Form im umge-

benden Medium vor (Becker et al. 2014). Das Vorkommen von SPA auf der Oberfläche 

von lebenden L. monocytogenes wurde durch das Verfahren der Durchflusszytometrie 

nachgewiesen. L. monocytogenes wurde mit einem gegen SPA gerichteten, fluores-

zenzmarkierten Antikörper (Anti Protein A antibody Texas Red, Tab. 7) inkubiert. Hier-

bei konnte in den Stämmen, in die spa exprimiert wurde, eine vermehrte Fluoreszenz 

nachgewiesen werden (Abb. 18). 

4.2 Die Produktion von SPA auf der Zellwandoberfläche von L. monocytogenes 
ermöglicht eine gezielte, Internalin-unabhängige Infektion in KM-H2 und DMS-273 
Zellen 
L. monocytogenes ist in der Lage, das Zytosol von eukaryotischen Zellen zu infizieren. 

Die Infektion in verschiedene Arten von Zellen wird hauptsächlich von den Oberflä-

chenproteinen Internalin A und Internalin B vermittelt. Internalin A ist für die Infektion 

von epithelialen Zellen verantwortlich (Gaillard et al. 1991). Es bindet an E-Cadherin 

auf epithelialen Zellen (Mengaud et al. 1996). Internalin B bindet an den hepatocyte 

growth factor receptor (c-Met) (Shen et al. 2000) und vermittelt so die Infektion ver-

schiedener nicht epithelialer Zellen (Dramsi et al. 1995; Lingnau et al. 1995; Gaillard et 

al. 1996). Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Internalin A als auch Interna-

lin B ausreichend ist, um eine Internalisierung in entsprechende nicht phagozytierende 

Zellen zu erzeugen. Dies galt, selbst wenn aufgereinigte Internaline an Latexkugeln 

gebunden waren (Lecuit et al. 1997; Braun et al. 1998). 

Infektionsexperimente in den Zelllinien KM-H2 (Morbus Hodgkin) und DMS-273 (klein-

zelliges Bronchialkarzinom, SCBC) mit der L. monocytogenes Deletionsmutante 

ΔinlAB, die Internalin A und B nicht produziert, zeigten eine starke Abnahme der An-

zahl an intrazellulären Bakterien im Vergleich zum Wildtyp. Ohne das Vorhandensein 
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von Internalin A und B ist die Invasionsrate in der Zelllinie KM-H2 auf ca. 25 % und in 

der Zelllinie DMS-273 auf 33 % reduziert (Abb. 21). In Hepatozyten der Zelllinie HepG2 

ist die Anzahl intrazellulärer L. monocytogenes in Abwesenheit von Internalin A und B 

ebenfalls auf ca. 25 % reduziert (Vadia et al. 2011). 

Die reduzierte Infektionsrate von L. monocytogenes in die Zelllinien KM-H2 und DMS-

273 war angesichts der entscheidenden Rolle von Internalin A und B im Infektionsme-

chanismus von L. monocytogenes zu erwarten. In der Literatur sind bisher keine ver-

gleichbaren Infektionsversuche mit L. monocytogenes in den verwendeten Zelllinien 

KM-H2 und DMS-273 durchgeführt worden. In dieser Arbeit war trotz geringerer Anzahl 

intrazellulärer Bakterien auch bei der ΔinlAB Deletionsmutante eine gewisse Infektiosi-

tät nachzuweisen. Es scheint in diesen Infektionsversuchen einen Internalin-

unabhängigen Infektionsmechanismus zu geben. Dies deckt sich mit Forschungser-

gebnissen, in denen gezeigt werden konnte, dass verschiedene andere Virulenzfakto-

ren von L. monocytogenes in der Infektion eukaryotischer Zellen eine Rolle spielen. 

L. innocua ist eine Listeria Spezies, in dessen Genom im Vergleich zu L. monocytoge-

nes die Virulenzgene fehlen. Dies betrifft unter anderem die Virulenzfaktoren Interna-

lin A, Internalin B, Listeriolysin O (LLO) und den Aktin-akkumulierenden Faktor A 

(ActA) (Glaser et al. 2001). Suarez et al. wiesen nach, dass L. innocua, die nach 

Transformation der genetischen Information ActA produzieren konnten, in der Lage 

waren, eukaryotische epitheliale Zellen zu infizieren (Suárez et al. 2001). Weiterhin 

wurde festgestellt, dass LLO einen Einfluss auf die Infektionszahlen von L. monocyto-

genes in Hepatozyten hat. So konnte in Infektionsversuchen mit Mutanten und Kom-

plementanten nachgewiesen werden, dass L. monocytogenes die LLO produzieren 

erhöhte Infektionsraten aufweisen, auch wenn kein Internalin A und B vorhanden ist. 

Selbst Polystyrol Kugeln, die LLO auf der Oberfläche trugen, waren nach Inkubation 

mit Hepatozyten intrazellulär nachweisbar. (Vadia et al. 2011). Die in dieser Arbeit er-

hobenen Ergebnisse (Abb. 21) decken sich mit der Annahme, dass Internalin A und B 

zwar eine vermehrte Infektion in eukaryotischen Zellen vermitteln, jedoch nicht aus-

schließlich für die Infektion verantwortlich sind. Die Reduktion der Invasionsrate in Ab-

wesenheit von Internalin A und B ist mit den in dieser Arbeit durchgeführten Infektions-

versuchen in den Zelllinien KM-H2 und DMS-273 vergleichbar. 

Zur gezielten Infektion von KM-H2 Zellen wurden L. monocytogenes, die SPA auf der 

Oberfläche exprimieren, mit gegen CD30 gerichteten Ki-4-scFv-Fc-Fusionsproteinen 

inkubiert. Die Bindung von Ki-4-scFv-Fc-Fusionsproteinen an SPA ist über die im Ki-4-

scFv-Fc-Fusionsprotein enthaltene IgG2a möglich. Wir konnten nachweisen, dass das 

Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein an CD30 auf der Zelllinie KM-H2 bindet (Abb. 20). L. mo-

nocytogenes mit der Kombination von SPA auf der Oberfläche und dem 
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Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein wiesen eine deutlich erhöhte Invasionsrate auf als die 

Kontrollen. Es konnte eine 22-fach höhere Anzahl intrazellulärer L. monocytogenes in 

KM-H2 Zellen festgestellt werden (Abb. 22). CD30, auch Ki-1 genannt, wird unter an-

derem von Zellen des Hodgkin Lymphoms exprimiert (Schwab et al. 1982). Von der in 

dieser Arbeit verwendeten Zelllinie KM-H2 wird CD30 ebenso exprimiert (Kamesaki et 

al. 1986). Es ist ein Protein aus der Tumornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie und weist 

Homologien zu TNF-α auf (Smith et al. 1993). Nach der Bindung von Ki-4-scFv an 

CD30 kommt es zu einer Internalisierung des Proteinkomplexes. Es konnte gezeigt 

werden, dass die Affinität und die Internalisierung von Ki-4-scFv ähnlich zu einem mo-

noklonalen Ki-4 IgG-Antikörper ist (Klimka et al. 1999). Auch andere gegen CD30 ge-

richtete monoklonale Antikörper werden nach der Bindung an CD30 internalisiert. Dies 

konnte beispielsweise für den monoklonalen Anti CD30-Antikörper cAC10 in der Zellli-

nie L540cy nachgewiesen werden (Sutherland et al. 2006). Es ist denkbar, dass die 

spezifische Infektion von L. monocytogenes mit den auf der Oberfläche gebundenen 

Ki-4-scFv-Fc-Fusionsproteinen über die Internalisierung von CD30 beispielsweise 

durch eine Clathrin-vermittelte Endozytose stattfindet. Eine weitere Möglichkeit wäre 

eine Internalin-vermittelte Infektion der Zellen, die durch eine Bindung an CD30 verur-

sachte räumliche Nähe von L. monocytogenes verstärkt wird. Gegen die letztere Hypo-

these spricht die Tatsache, dass die KM-H2 Zellen nicht epithelialen Ursprunges sind 

und somit kein E-Cadherin als Rezeptor für Internalin A exprimieren. Weiterhin konnte 

gezeigt werden, dass KM-H2 Zellen nur eine minimale Expression von c-met zeigen, 

der als Rezeptor für Internalin B fungiert (Xu et al. 2012).  

Um eine Internalin-unabhängige Infektion von L. monocytogenes in KM-H2 und DMS-

273 Zellen zu überprüfen, wurden die Infektionsversuche mit der Internalin Deletions-

mutante ΔinlAB durchgeführt. Es zeigte sich, dass L. monocytogenes ΔinlAB + spa 

nach der Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein eine im Vergleich zu dem 

Wildtyp-Pendant ähnlich hohe Anzahl intrazellulärer Bakterien aufweist, und damit die 

oben beschriebene starke Abnahme der Anzahl an intrazellulären Bakterien (ΔinlAB) 

im Vergleich zum Wildtyp durch SPA in ΔinlAB aufgehoben werden konnte (Abb. 22, 

23). Der relative Anstieg der Invasionsrate bei der Internalin Deletionsmutante L. mo-

nocytogenes ΔinlAB + spa war sogar höher als bei L. monocytogenes + spa. Während 

bei L. monocytogenes + spa nach Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein ein 

Anstieg der Invasionsrate um das 22-fache zu beobachten war (Abb. 22), zeigte sich 

bei L. monocytogenes ΔinlAB + spa nach Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc-

Fusionsprotein ein Anstieg um das 56-fache (Abb. 23). Wenn davon ausgegangen 

wird, dass die spezifische Infektion unabhängig von Internalin ist, ist die höhere Invasi-

onsrate bei der Internalin Deletionsmutante auf den geringeren Ausgangswert 
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intrazellulärer Bakterien im Vergleich zum Wildtyp zurückzuführen. Der genaue Me-

chanismus der gezielten Infektion von L. monocytogenes + spa nach Inkubation mit 

dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein ist aus den erhobenen Daten nicht abzuleiten und 

bedarf weiterer Forschung.  

Die gezielte Infektion von Krebszellen mit L. monocytogenes wurde in dieser Arbeit 

auch für die Zelllinie DMS-273 untersucht. DMS-273 ist eine Zelllinie eines kleinzelligen 

Bronchialkarzinoms (SCBC). Diese Zellen sind epithelialen Ursprunges, während die 

zuvor untersuchte Zelllinie KM-H2 lymphozytären Ursprunges ist. Das gegen DMS-273 

gerichtete scFv-Fc-Fusionsprotein mit der Phage Display Technologie hergestellt. Im 

Gegensatz zum Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein, das gegen CD30 gerichtet ist, ist das 

Zielantigen des gegen DMS-273 gerichteten scFv-Fc-Fusionsproteins unbekannt (Haaf 

et al. 2015). 

Auch in den Infektionsversuchen in der Zelllinie DMS-273 konnten in dieser Arbeit bei 

den verwendeten Kontrollgruppen ähnliche Invasionsraten festgestellt werden. So zeig-

te L. monocytogenes ΔinlAB mit und ohne Inkubation mit dem gegen die DMS-273 

Zellen gerichteten SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein keine signifikant unterschiedliche 

Invasionsrate (Abb. 25). Auch L. monocytogenes ΔinlAB + spa ohne Inkubation mit 

dem SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein zeigte eine ähnlich niedrige Invasionsrate ohne 

signifikanten Unterschied. Nur L. monocytogenes ΔinlAB + spa in Kombination mit dem 

SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein führte zu einer signifikant höheren Invasionsrate mit 

einer 10-fach erhöhten Anzahl intrazellulärer Bakterien (Abb. 25). Der relative Anstieg 

der Invasionsrate im Vergleich zur Kontrolle ohne Inkubation mit dem scFv-Fc-

Fusionsprotein fällt in DMS-273 geringer aus als in KM-H2 (10-fach vs. 56-fach) (Abb. 

23, Abb. 25). Eine Internalisierung der verwendeten SCBC-scFv-Fc-Fusionsproteine in 

DMS-273 konnte von Haaf et al. nachgewiesen werden (Haaf et al. 2015). Die SCBC-

scFv-Fc-Fusionsproteine verhalten sich diesbezüglich also ähnlich wie die Ki-4-scFv-

Fc-Fusionsproteine. Da das Zielantigen des gegen DMS-273 gerichteten SCBC-scFv-

Fc-Fusionsproteins unbekannt ist, wäre es denkbar, dass die Expression des Zielanti-

gens auf der Oberfläche der DMS-273 Zellen geringer ist als die Expression von CD30 

auf der Oberfläche von KM-H2. 

Die in den Infektionsversuchen verwendeten scFv-Fc-Fusionsprotein Lösungen wurden 

rekombinant hergestellt. Nach der Identifizierung der entsprechenden Basensequenz 

wurden die kodierende Basensequenz in den Vektor pMS2 kloniert, der anschließend 

in HEK293T Zellen transfiziert wurde. Die scFv-Fc-Fusionsproteine wurden dann von 

den Zellen produziert und in das umgegebene Medium sezerniert. Das Medium mit den 

enthaltenen scFv-Fc Fusionsproteinen wurde mittels Durchflusszytometrie hinsichtlich 
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der Bindungsfähigkeit an deren Zielzellen überprüft (Haaf et al. 2015). Das Medium mit 

den enthaltenen scFv-Fc-Fusionsproteinen wurde anschließend für die Infektionsver-

suche verwendet. Diese Methode zur Herstellung der scFv-Fc-Fusionsproteine mit der 

Verwendung des Mediums birgt hinsichtlich der in dieser Arbeit durchgeführten Infekti-

onsversuche einige Herausforderungen. Um die Möglichkeit auszuschließen, dass das 

verwendete scFv-Fc-Fusionsprotein-haltige Medium selbst eine vermehrte Infektion in 

eukaryotischen Zellen auslöst, wurden weitere Infektionsversuche durchgeführt. Eine 

durch das Medium vermittelte vermehrte Infektion wäre beispielsweise durch Wachs-

tumsfaktoren oder weitere unbekannte Komponenten in der verwendeten Lösung 

denkbar. Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurden Infektionsversuche in KM-H2 

Zellen und DMS-273 Zellen sowohl mit den gegen die jeweiligen Zellen gerichteten 

scFv-Fc-Fusionsproteinen als auch mit den nicht gegen die jeweiligen Zellen gerichte-

ten scFv-Fc-Fusionsproteinen als Kontrolle durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass eine 

größere Invasionsrate nur bei dem spezifisch gegen die jeweiligen Zellen gerichteten 

scFv-Fc-Fusionsprotein zu beobachten war. Es konnte kein Unterschied zu den Kon-

trollgruppen mit L. monocytogenes ohne SPA auf der Oberfläche und L. monocytoge-

nes ΔinlAB + spa nach Inkubation mit dem nicht gegen die jeweiligen Zellen gerichte-

ten scFv-Fc-Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 26). Es kann festgestellt wer-

den, dass nur die Kombination aus der verwendeten Zelllinie mit dem jeweils gegen sie 

gerichteten spezifischen scFv-Fc-Fusionsprotein zu einer vermehrten Infektionsrate 

führt (Abb. 36). Somit können andere Komponenten des scFv-Fc-Fusionsprotein ent-

haltenden Mediums als Ursache für eine vermehrte Infektion ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 36. Nur die Kombination aus der verwendeten Zelllinie mit dem jeweiligen spezifischen 
scFv-Fc-Fusionsprotein führt zu einer gezielten Infektion von L. monocytogenes ΔinlAB + spa in 
KM-H2 und DMS-273 Zellen. L. monocytogenes ΔinlAB + spa wurde mit verschiedenen scFv-Fc-
Fusionsproteinen inkubiert. Anschließend erfolgte die Infektion der Zelllinien KM-H2 und DMS-273. Nach 
der Inkubation mit dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein konnte nur in der Zelllinie KM-H2, gegen die das Ki-4-
scFv-Fc-Fusionsprotein gerichtet ist, eine vermehrte Infektion festgestellt werden. Nach der Inkubation mit 
dem SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein konnte in KM-H2 keine vermehrte Infektion beobachtet werden. Nach 
der Inkubation mit dem SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein konnte in der Zelllinie DMS-273, gegen die das 
SCBC-scFv-Fc-Fusionsprotein gerichtet ist, eine vermehrte Infektion nachgewiesen werden. In der Zelllinie 
KM-H2 war dagegen keine vermehrte Infektion feststellbar. Die gezielte Infektion in KM-H2 und DMS-273 
erfolgte nur in Kombination mit den jeweils gegen sie gerichteten scFv-Fc-Fusionsproteinen. Abbildung 
erstellt mit BioRender.com. 

In den verschiedenen Infektionsversuchen wurden teilweise unterschiedlich hohe An-

zahlen an intrazellulären Bakterien nach der Infektion mit L. monocytogenes + spa in 

Kombination mit dem scFv-Fc-Fusionsprotein beobachtet (Abb. 25, Abb. 26). In der 

Infektion von DMS-273 Zellen konnte in Abbildung 25 ein 10-facher Anstieg, in Abbil-

dung 26 ein 38-facher Anstieg der Invasionsrate festgestellt werden. Dies könnte ver-

schiedene Ursachen haben. Die Infektionsversuche wurden zu verschiedenen Zeit-

punkten und mit unterschiedlichen Chargen der scFv-Fc-Fusionsprotein enthaltenden 

Überstandslösungen durchgeführt. Die genaue Konzentration der scFv-Fc-

Fusionsproteine in der verwendeten Überstandslösung ist nicht bekannt. Es ist anzu-

nehmen, dass die Konzentrationen der unterschiedlichen Chargen sich unterschieden, 

und somit für die unterschiedlich hohen Infektionsraten verantwortlich waren. Dennoch 

bleibt festzustellen, dass sich auch bei den unterschiedlichen Chargen zwar ein quanti-

tativer, jedoch kein qualitativer Unterschied zeigte. Die signifikant höhere Infektiosität 
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bei der Kombination aus L. monocytogenes und dem spezifisch gegen die infizierten 

Zellen gerichteten scFv-Fc-Fusionsprotein war in allen durchgeführten Versuchen zu 

beobachten. Diese Arbeit kann somit als proof of principle angesehen werden. Für zu-

künftige Untersuchungen könnten die scFv-Fc-Fusionsproteine beispielsweise mit SPA 

haltigen Säulen aufgereinigt werden, um anschließend eine genauere quantitative Un-

tersuchung durchzuführen. Eine weitere Möglichkeit wäre beispielsweise die genaue 

Quantifizierung der scFv-Fc- Fusionsproteine mit enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). 

In den durchgeführten Infektionsversuchen wurde fetales Kälberserum (FKS) als Zu-

satz verwendet. FKS enthält im Gegensatz zu adulten Seren einen geringeren Anteil 

an Immunglobulinen (Gstraunthaler und Lindl 2021). Laut Herstellerangaben beträgt 

die Konzentration von bovinem Immunglobulin G (IgG) weniger als 1 mg/ml, das Se-

rum ist jedoch nicht frei von Antikörpern. Die im Zellkulturmedium enthaltenen IgG-

Antikörper könnten in den Infektionsversuchen an SPA auf der Oberfläche von L. mo-

nocytogenes binden. Um auszuschließen, dass diese Antikörper zu einer vermehrten 

Infektion in den eukaryotischen Zellen beitragen könnten, wurde ein Infektionsversuch 

mit verschiedenen Konzentrationen von FKS im verwendeten Medium durchgeführt. 

Hierbei konnte kein FKS-dosisabhängiger Anstieg an intrazellulären Bakterien festge-

stellt werden. Auch bei 40% FKS Konzentration konnte bei L. monocytogenes + spa 

ohne Inkubation mit dem scFv-Fc-Fusionsprotein keine vermehrte Infektiosität nach-

gewiesen werden (Abb. 24). Immunglobuline im verwendeten Medium scheinen dem-

nach keinen Einfluss auf die gezielte Infektion zu haben. Zu erwähnen sei hier, dass 

die eukaryotischen Zellen in Abwesenheit von FKS kein Wachstum zeigten und lysier-

ten, und somit keine Infektionsversuche in serum- und somit antikörperfreiem Medium 

durchgeführt werden konnten. 

In der Literatur sind bisher keine Infektionsversuche mit L. monocytogenes in Kombina-

tion mit SPA und scFv-Fc-Fusionsproteinen beschrieben. Auch wurden bisher keine 

Infektionsversuche in den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien KM-H2 und DMS-273 

durchgeführt, ein direkter Vergleich mit der Literatur gestaltet sich also schwierig. Die 

einzigen Ergebnisse einer spezifischen Infektion von Tumorzellen mit L. monocytoge-

nes und mit einer Antikörper-Antigen Reaktion wurden von Heisig et al. im Jahr 2011 

publiziert. In der Arbeit wurden SPA in L. monocytogenes kloniert und eine erfolgreiche 

SPA Produktion bestätigt. Anschließend wurden Zelllinien des Mammakarzinoms un-

tersucht. Die Zelllinie 4T1-HER2, die das Oberflächenprotein human epidermal growth 

factor receptor 2 (HER2) überexprimiert, wurde mit L. monocytogenes + spa infiziert. 

Dafür wurde unter anderem der monoklonale Antikörper Trastuzumab verwendet, der 

gegen HER2 gerichtet ist. Es konnte gezeigt werden, dass L. monocytogenes + spa 
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nach der Inkubation mit Trastuzumab in der Lage war, Zellen 4T1-HER2 spezifisch zu 

infizieren. (Heisig et al. 2011). Diese Ergebnisse decken sich mit den in dieser Arbeit 

erhobenen Ergebnissen, in denen auch nur die Kombination aus dem spezifisch gegen 

eine Zelllinie gerichteten scFv-Fc-Fusionsprotein und L. monocytogenes + spa zu einer 

signifikant größeren Infektionsrate führt.  

4.3 Produktion von Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A in L. monocytogenes 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine gezielte Infektion von L. monocytogenes in 

Krebszellen möglich ist, sollten die infizierten Zellen in einem weiteren Schritt vermehrt 

geschädigt werden. Zu diesem Zweck sollte ein Teil von Exotoxin A (ETA) aus 

P. aeruginosa in L. monocytogenes produziert werden. Hierzu wurde die genetische 

Information für P. aeruginosa ETA in L. monocytogenes kloniert. ETA ist ein bakteriel-

les Toxin, das den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (eEF2) inhibiert und eine 

Apoptose der Wirtszellen auslöst (Abb. 7). ETA stellt im Forschungsfeld der Therapie 

maligner Erkrankungen ein etabliertes Immunotoxin dar und wurde bereits in diversen 

präklinischen und klinischen Studien eingesetzt (Wolf und Elsässer-Beile 2009).  

Für die Produktion von ETA in L. monocytogenes wurde eine zweigeteilte Strategie 

verfolgt. Zum einen wurde die für ETA kodierende Sequenz mit einer Signalsequenz 

fusioniert, die nach der Expression für die Sekretion von ETA aus den Bakterienzellen 

sorgt. Zum anderen wurde die Expression von ETA unter die Kontrolle eines intrazellu-

lär stark induzierten Promotors gestellt. Damit ETA von L. monocytogenes vorwiegend 

während der Infektion, also intrazellulär in der Wirtszelle, produziert wird, wurde es in 

dieser Arbeit in der Klonierung unter die Kontrolle des Promotors des Aktin-

akkumulierenden Faktors A (ActA) gestellt. Der actA-Promotor ist der von L. monocy-

togenes am stärksten intrazellulär induzierten Promotor. Im Vergleich zum extrazellulä-

ren Milieu erfolgt intrazellulär eine 226-fach verstärkte Induktion des actA-Promotors 

(Moors et al. 1999). Die vorwiegend intrazelluläre Expression des Proteins wurde an-

gestrebt, um ETA von L. monocytogenes erst produzieren zu lassen, nachdem die 

Bakterien gezielt die Krebszelle infiziert haben. Um für eine Sezernierung des Proteins 

zu sorgen, wurde für die Klonierung die hly-Signalsequenz verwendet (Abb. 29). Liste-

riolysin O (LLO), das von dem Gen hly kodiert wird, ist ein von L. monocytogenes se-

zerniertes porenbildendes Toxin. Es sorgt als Virulenzfaktor während der Infektion von 

L. monocytogenes für einen Ausbruch aus dem Phagolysosom, damit die Bakterien 

das Zytosol der infizierten Zelle erreichen, wo sie sich vermehren und fortbewegen 

können (Kingdon und Sword 1970; Gedde et al. 2000). ETA besteht aus verschiede-

nen Domänen, die unterschiedliche Aufgaben übernehmen (für eine Übersicht über die 

Domänen vgl. 1.6.1, Abb. 6, Abb. 7). Die Rezeptor-bindende Domäne Ia bindet an den 
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α2-Makroglobulinrezeptor/Low-Density Lipoproteinrezeptor (CD91) an eukaryotischen 

Zellen. Das Toxin wird anschließend gemeinsam mit dem Rezeptor internalisiert 

(Kounnas et al. 1992). Nach der Aufnahme wird das Toxin innerhalb der Translokati-

onsdomäne II gespaltet. So entsteht am C-Terminus ein Fragment mit einer Größe von 

37 kDa, das aus einem Teil der Translokationsdomäne II sowie aus der ADP-

Ribosyltransferasedomäne Ib + III besteht (Ogata et al. 1990). Für die Klonierung in 

L. monocytogenes wurde ausschließlich das 37 kDa große C-terminale Fragment und 

nicht die rezeptorbindende Domäne Ia verwendet. So konnte sichergestellt werden, 

dass das extrazellulär von L. monocytogenes produziertes ETA keine Möglichkeit hat, 

nach intrazellulär zu gelangen und so seine Toxizität unabhängig von der Infektion zu 

entfalten. Zum Nachweis des Proteins wurde der ETA etablierte monoklonale Antikör-

per „TC-1“ verwendet (Galloway et al. 1984). Mittels elektrophoretischer Auftrennung, 

Western Blot und Chemilumineszenz konnte gezeigt werden, dass ETA von L. mono-

cytogenes produziert und vorwiegend sezerniert wird (Abb. 30). In der Literatur sind 

bislang keine Arbeiten beschrieben, in der ETA in L. monocytogenes kloniert und se-

zerniert wurde.  

Nach der Produktion von ETA in L. monocytogenes folgte im nächsten Schritt die Un-

tersuchung der Funktionalität des Proteins. Um die Toxizität von L. monocytogenes 

produziertem ETA zu untersuchen, wurden zunächst Infektionsversuche in P388D1 

Makrophagen durchgeführt. Die Viabilität der infizierten Zellen wurde mittels 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT-) Test untersucht (2.2.5.6). 

Der MTT-Test stellt ein etabliertes Verfahren zur Untersuchung der Viabilität von Zell-

population in vitro dar (Stepanenko und Dmitrenko 2015). In dieser Arbeit konnte ge-

zeigt werden, dass die Viabilität der P388D1 Zellen (Makrophagen) nach der Infektion 

mit L. monocytogenes + eta vermindert wird. Eine Erhöhung der MOI (multiplicity of 

infection / Zahl der Bakterien pro infizierter Zelle) von 100 auf 200 bzw. 500 führte zur 

deutlichen Abnahme der Makrophagenviabilität um 15 % bzw. 43 % während bei der 

Infektion mit L. monocytogenes ohne genetische Information für ETA bei höher MOI 

keine Abnahme der Viabilität festgestellt wurde. Dies konnte sowohl mikroskopisch als 

auch mittels MTT-Tests gezeigt werden (Abb. 32, 33). Ähnliche Ergebnisse konnten in 

der Zelllinie A431 (EGFR überexprimierendes Plattenepithelkarzinom) mit einem ETA 

basierten Toxin von Falahatgar et al. erhoben werden (Falahatgar et al. 2018). Auch 

Rezaie et al. stellten eine konzentrationsabhängige verminderte Viabilität von 

MDA-MB-231 Zellen (Mammakarzinom) fest, die mit einem gegen sie gerichteten ETA-

basierten Immunotoxin behandelt wurden (Rezaie et al. 2020).  

Im Zytosol entfaltet ETA seine Toxizität über die ADP-Ribosylierung des eukaryoti-

schen Elongationsfaktors 2 (eEF2) (Iglewski et al. 1977; Li et al. 1996). eEF2 ist für die 
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GTP-abhängige Translokation der Polypeptidkette von der A-Stelle zur P-Stelle am 

Ribosom während der Translation essenziell. Nach der Inaktivierung von eEF2 durch 

ETA kommt die Proteinbiosynthese der Zelle zum Erliegen. Zusätzlich werden durch 

ETA Zytokine freigesetzt, die zur Apoptose der Zelle führen (Morimoto und Bonavida 

1992; Komatsu et al. 1998). Es kommt unter anderem zu einer Aktivierung von Caspa-

se 3 und Caspase 8 (Jenkins et al. 2004). Um den Mechanismus der Toxizität nach der 

Infektion von L. monocytogenes genauer zu charakterisieren, wurde die Aktivität von 

Caspase 3 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die 

Infektion mit L. monocytogenes + eta im Vergleich zu L. monocytogenes WT zu einer 

erhöhten Caspase 3-Aktivität in P388D1 Makrophagen führte (Abb. 34). Es kann also 

angenommen werden, dass nach der Infektion der Zellen eine ETA-vermittelte Apopto-

se induziert wurde (Abb. 34). Diese Ergebnisse decken sich mit der im MTT-Test erho-

benen verminderten Viabilität der P388D1 Makrophagen, die mit L. monocytogenes + 

eta infiziert wurden (Abb. 33).  

Um zu überprüfen, ob die Kombination aus zielgerichteter Infektion von Tumorzellen 

und anschließend von den verwendeten Bakterien produziertes ETA zu einer vermehr-

ten Apoptose führt, wurden weitere Infektionsversuche durchgeführt. Die genetische 

Information für die ETA-Produktion wurde zunächst in L. monocytogenes ΔinlAB + spa 

transformiert, um SPA und ETA in einem einzelnen Stamm von L. monocytogenes 

ΔinlAB zu exprimieren. L. monocytogenes ΔinlAB + spa + eta wurde anschließend mit 

dem zuvor in den Infektionsversuchen verwendeten Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein inku-

biert. Danach erfolgte die Infektion von KM-H2 Zellen mit L. monocytogenes ΔinlAB + 

spa + eta. Um die Aktivität von Caspase 3 als Markerprotein der Apoptose zu untersu-

chen, wurde analog zu den oben erwähnten Infektionsversuchen in P388D1 Zellen die 

Durchflusszytometrie verwendet.  

Die Kombination aus L. monocytogenes ΔinlAB + spa + eta mit dem Ki-4-scFv-Fc-

Fusionsprotein führte in den durchgeführten Experimenten zum größten Anstieg der 

Apoptoseaktivität. Es lagen 57,1 % der Ereignisse über dem festgelegten Schwellen-

wert (Abb. 35 C). Es konnte festgestellt werden, dass nach gezielter Infektion mit der 

Kombination aus L. monocytogenes ΔinlAB + spa + eta und dem Ki-4-scFv-Fc-

Fusionsprotein die größte Apoptoseaktivität zu verzeichnen war, die über den Effekt 

von L. monocytogenes ΔinlAB + eta (ohne SPA) in Kombination mit dem Ki-4-scFv-Fc- 

Fusionsprotein hinausging (57,1% vs. 28,2 %) (Abb. 35 B und C). Die Kombination aus 

L. monocytogenes ΔinlAB + spa + eta und dem Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein könnte 

also ein vielversprechender Kandidat für eine Untersuchung in vivo sein. 
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Da die Ki-4-scFv-Fc-Fusionsproteine auf der Oberfläche von L. monocytogenes ΔinlAB 

+ spa + eta nicht kovalent gebunden sind, besteht die Möglichkeit, dass sie bei einer 

Infektion in vivo durch Antikörper im Serum des infizierten Organismus verdrängt wer-

den. Heisig et al. konnten zeigen, dass der Effekt der gezielten Infektion von Krebszel-

len mittels dem monoklonalen Antikörper Trastuzumab und L. monocytogenes + spa 

durch die vorherige Behandlung mit murinem Serum sowohl in vivo als auch in vitro 

deutlich eingeschränkt war. Nach Behandlung mit Dimethyl-Pimelindiimidat-

Dihydrochlorid (DMP), das verwendet wird, um Antikörper kovalent an SPA zu binden, 

konnte der negative Effekt von murinem Serum in vitro und in vivo minimiert werden 

(Heisig et al. 2011). Eine vorherige Behandlung mit DMP zur Stabilisierung der Verbin-

dung von scFv-Fc-Fusionsprotein wäre für zukünftige Untersuchungen in vivo wahr-

scheinlich ebenfalls notwendig. 

ETA ist Bestandteil von vielen in der Tumortherapie etablierten Immunotoxinen. Es gibt 

Forschungsergebnisse mit gegen diverse Tumorantigene gerichteten Antikörperfrag-

menten, an die ETA kovalent gebunden ist. Als Beispiele seien hier das hepatozellulä-

re Karzinom mit dem Zielantigen Glypican-3 (Wang et al. 2017), das Pankreaskarzi-

nom mit dem Zielantigen Mesothelin (Hollevoet et al. 2014) und das Hodgkin Lymphom 

mit dem Zielantigen CD30 (Klimka et al. 1999) genannt. In der Therapie der therapiere-

fraktären Haarzellleukämie ist mit Moxetumumab Pasudotox ein Fusionsprotein aus 

einem gegen CD22 gerichteten monoklonalen Antikörper, der mit ETA fusioniert wurde, 

zur Therapie zugelassen worden (Dhillon 2018).  

Die Verwendung von Immunotoxinen auf der Basis monoklonaler Antikörper beinhaltet 

in vivo einige Herausforderungen. Bei der Verwendung von murinen Antikörpern 

kommt es zur Bildung von Antikörpern durch das Immunsystem, so genannten human 

anti mouse antibodies (HAMA) (Tjandra et al. 1990). Auch die Verwendung chimerisier-

ter Antikörper führt zur Ausbildung von human anti chimeric antibodies (HACA). Glei-

ches gilt bei der Verwendung humanisierter Antikörper, bei der durch das Immunsys-

tem so genannte human anti human antibodies (HAHA) ausgebildet werden (Hwang 

und Foote 2005). Auch scFv-basierte Immunotoxine, die auf Basis von ETA hergestellt 

wurden, führten zur Bildung von neutralisierenden Antikörpern. Bei Tumorerkrankun-

gen, die das Immunsystem kompromittieren, wurden nur in seltenen Fällen neutralisie-

rende Antikörper nachgewiesen (Kreitman et al. 2000). Bei der Therapie solider Tumo-

ren, die Mesothelin auf der Oberfläche exprimieren, wie dem Mesotheliom, Ovarialkar-

zinom und Pankreaskarzinom konnten bei der Verwendung von einem ETA-basierten 

scFv-Immunotoxin bereits nach dem ersten Therapiezyklus bei 88% der untersuchten 

Patienten neutralisierende Antikörper festgestellt werden (Hassan et al. 2007). Der in 

dieser Arbeit verwendete Ansatz, ETA von L. monocytogenes erst produzieren zu 
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lassen, nachdem die Bakterien das Zytosol von Tumorzellen infiziert haben, könnte 

eine Immunreaktion gegen das Toxin verhindern. Ob die in dieser Arbeit verwendeten 

scFv-Fc-Fusionsproteine, die an SPA auf der Oberfläche von L. monocytogenes ge-

bunden sind, in vivo zu einer Immunreaktion mit der Bildung von HAMA oder anderen 

neutralisierenden Antikörpern führen, muss in zukünftigen Arbeiten erforscht werden. 

4.4 L. monocytogenes in der Therapie maligner Erkrankungen 
Bereits seit Jahren ist die L. monocytogenes-vermittelte Therapie maligner Erkrankun-

gen Gegenstand der Forschung. Grundsätzlich werden dabei verschiedene Ansätze 

verfolgt. Ein Ansatz umfasst eine von L. monocytogenes vermittelte Immunantwort ge-

gen maligne Zellen. Hierbei werden tumorspezifische Antigene rekombinant in L. mo-

nocytogenes exprimiert. Nach der Infektion mit L. monocytogenes wird eine Immunan-

twort des infizierten Organismus ausgelöst. Gemeinsam mit den Antigenen von L. mo-

nocytogenes wird auch das tumorspezifische Antigen, das zuvor in L. monocytogenes 

kloniert wurde, von Makrophagen und dendritischen Zellen präsentiert. So kommt es 

zu einer Aktivierung von CD8+ T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen, die gegen die Tu-

morzellantigene gerichtet sind (Ikonomidis et al. 1994; Pan et al. 1995a; Pan et al. 

1995b). Es gibt verschiedene Studien mit unterschiedlichen Tumorentitäten und Anti-

genen, gegen die eine L. monocytogenes- vermittelte Immuntherapie entwickelt wurde. 

Beispiele für Zielantigene sind HER2 auf Mammakarzinomen und anderen Tumoren 

(Seavey et al. 2009), das Melanom assoziierte Antigen (Mage) (Kim et al. 2009), Me-

sothelin auf Pleuramesotheliomen, Pankreaskarzinomen und verschiedenen gastroin-

testinalen Tumoren (Le et al. 2012), das prostataspezifische Antigen (PSA) (Shahabi et 

al. 2008) und das humane Papilloma Virus Antigen (HPV-16 E7) (Gunn et al. 2001). 

Mehrere dieser Immuntherapien befinden sich aktuell in unterschiedlichen Phasen der 

klinischen Erprobung (Oladejo et al. 2021). 

Ein weiterer Ansatz besteht in der direkten, unspezifischen Infektion von malignen Zel-

len durch L. monocytogenes. Nachweislich hält sich L. monocytogenes vermehrt im 

Mikroenvironment von Tumoren auf, ohne dass es gleichzeitig zu einer systemischen 

Infektion kommt (Yu et al. 2004; Kim et al. 2009). Die Infektion mit L. monocytogenes 

bei Mäusen mit Ovarialkarzinom sorgt für eine Rekrutierung Tumor assoziierter Makro-

phagen im Umfeld des Tumors. Es konnte eine Schädigung der Tumorzellen durch 

Stickstoffmonoxid (NO) nachgewiesen werden (Lizotte et al. 2014). 

Der in dieser Arbeit untersuchte Ansatz der gezielten Infektion könnte synergistische 

Effekte dieser beiden Ansätze aufweisen. Nach der gezielten Infektion der Tumorzellen 

kommt es einerseits durch intrazellulär produziertes ETA zu einer direkten Schädigung 

der Tumorzellen. Weiterhin kommt es durch die Rekrutierung von Tumor assoziierte 
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Makrophagen über die Bildung von NO zu einer weiteren Schädigung. In mit L. mono-

cytogenes infizierten Zellen kommt es zudem zu einer Antigenpräsentation von Be-

standteilen von L. monocytogenes durch den major histocompatibility complex I (MHC 

I) (Finelli et al. 1999). Diese Antigenpräsentation sorgt für eine Immunantwort durch 

CD8+ zytotoxische T-Zellen. Durch die Aktivierung von CD4+ T-Zellen durch L. monocy-

togenes, denen Antigene von dendritischen Zellen und Makrophagen über major histo-

compatibility complex II (MHC II) präsentiert werden, wird diese Wirkung noch ver-

stärkt. Es konnte gezeigt werden, dass L. monocytogenes bei direkter Infektion von 

dendritischen Zellen und Makrophagen nur zu einer geringen Aktivierung von CD4+ T-

Zellen führt. Bei einer Präsentation von phagozytierten L. monocytogenes-Antigenen 

durch Makrophagen und dendritische Zellen, die nicht direkt infiziert waren kommt es 

jedoch zu einer starken Aktivierung von CD4+ T-Zellen (Skoberne et al. 2002). Bei di-

rekter Infektion der Tumorzellen mit anschließender durch ETA vermittelter Apoptose 

könnte es also durch die Aktivierung von Makrophagen mit anschließender Antigen-

präsentation zu einer CD4+ T-Zell-vermittelten Verstärkung der Immunreaktion durch 

CD8+ T-Zellen gegen L. monocytogenes Antigene führen, die durch infizierte Tumorzel-

len an MHC I präsentiert werden. Der Ansatz der gezielten Infektion mit anschließen-

der durch ETA vermittelter Toxizität vereint also die Vorteile der direkten Schädigung 

der Tumorzellen und die Schädigung der Tumorzellen durch eine spezifische Immun-

reaktion.  
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Abbildung 37 Mechanismen einer direkten Schädigung durch Toxizität und einer Schädigung 
durch eine Immunreaktion in spezifisch mit L. monocytogenes infizierten Tumorzellen. 1: Lm + spa 
+ eta wird mit gegen Tumorzellen gerichtete scFv-Fc-Fusionsproteine inkubiert und bindet an die Tumor-
zellen. 2: Nach der gezielten Infektion kommt es zur Produktion von ETA durch Lm + spa + eta. Zusätzlich 
führt die Bildung von ActA zu einem cell to cell spread 3: Die Produktion von ETA induziert die Apoptose 
der infizierten Zelle. 4: Die Apoptosekörperchen mit den enthaltenen Antigenen von Lm + spa + eta wer-
den durch Makrophagen und dendritische Zellen phagozytiert. Antigene von Lm + spa + eta werden von 
Makrophagen und dendritische Zellen an MHC II präsentiert. 5: CD4+ T-Zellen werden durch den MHC II 
Komplex aktiviert und schütten Zytokine aus, die für eine vermehrte Aktivierung zytotoxischer T-Zellen 
sorgen. 6: Durch Lm + spa + eta infizierte Tumorzellen präsentieren Lm + spa + eta-Antigene an MHC I 
auf ihrer Oberfläche. 7: Die an MHC I präsentierten Antigene werden durch zytotoxische T-Zellen mittels 
MHC I Komplex erkannt und eine Apoptose der Tumorzelle wird induziert. Die Aktivierung der zytotoxi-
schen T-Zellen wird durch aktivierte CD4+-Zellen zusätzlich verstärkt (5). Abbildung erstellt mit 
BioRender.com. 

Die Verwendung von L. monocytogenes in der Tumortherapie, in der Patienten mit 

lebenden L. monocytogenes infiziert werden, birgt die Gefahr des Krankheitsbildes der 

invasiven Listeriose. Patienten mit malignen Erkrankungen, bei denen das Immunsys-

tem geschwächt ist, sind für die invasive Listeriose anfälliger (Nieman und Lorber 

1980). In der Literatur zur Tumortherapie wurden daher einige der folgenden attenuier-

ten Stämme von L. monocytogenes benutzt, um die Gefahr der invasiven Listeriose zu 

minimieren: Es wurde unter anderem der Stamm L. monocytogenes XFL-7 verwendet, 

der den positiven Regulationsfaktor A (PrfA) nicht exprimiert, um eine Immunotherapie 

gegen das Zervixkarzinom zu entwickeln. Hierbei wurde das Protein E7 des Humanen 

Papilloma Virus 16 (HPV-16-E7) mit Listeriolysin O fusioniert (Gunn et al. 2001). Gunn 

et al. haben für die Herstellung von Lm-LLO-E7 ein Plasmid in L. monocytogenes 
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XFL-7 kloniert, das ebenfalls für eine abgeschwächte Variante von PrfA kodiert und 

einen attenuierten Stamm hergestellt (Gunn et al. 2001). PrfA sorgt für eine Expression 

der wichtigsten Virulenzgene in L. monocytogenes, die die Invasion, intrazelluläre 

Vermehrung und Verbreitung des Bakteriums ermöglichen (Leimeister-Wächter et al. 

1990; Leimeister-Wächter et al. 1991; Chakraborty et al. 1992). In einer Phase II Studie 

mit Lm-LLO-E7 konnten bei 98% der untersuchten Patienten mindestens eine uner-

wünschte Nebenwirkung beobachtet werden. Die häufigsten Nebenwirkungen waren 

Schüttelfrost (58%), Müdigkeit (54%), Fieber (36%), Kopfschmerzen (36%), und Übel-

keit (32%). Bei 19 Patientinnen (38%) waren diese Nebenwirkungen dritten Grades 

und bei zwei Patientinnen (4%) vierten Grades nach der Common Terminology Criteria 

for Adverse Events, Version 3.0 (CTCAE v3.0) (Huh et al. 2020).  

Eine weitere Möglichkeit der Attenuierung von L. monocytogenes zur Verwendung in 

der Tumortherapie ist die Deletion von actA. Es konnte gezeigt werden, dass die ΔactA 

Mutante eine unverminderte Immunität auslöste (Starks et al. 2004). Zusätzlich zur 

ΔactA Deletionsmutante zeigte auch eine Deletion von Internalin B eine unverminderte 

Immunreaktion, bei gleichzeitig verminderter Infektion von Hepatozyten (Brockstedt et 

al. 2004). Dieser ΔactA ΔinlB Stamm wurde in einer Phase I Studie in der Behandlung 

von Mesothelin exprimierenden Tumoren verwendet. Es konnte eine Immunisierung 

ohne schwerwiegende Nebenwirkungen erreicht werden (Le et al. 2012).  

Die in dieser Arbeit verwendete Attenuierung mit der Deletion von inlAB wurde bezüg-

lich schwerwiegender Nebenwirkungen, die durch eine invasive systemische Infektion 

bedingt sind, bisher nicht untersucht. Hinsichtlich ActA wäre eine Produktion aufgrund 

des durch das Protein vermittelten cell to cell spread mit der Infektion von benachbar-

ten Tumorzellen (Tilney und Portnoy 1989; Mounier et al. 1990) durchaus wünschens-

wert. Auch im Hinblick auf die in dieser Arbeit in L. monocytogenes zusätzlich einge-

brachten Virulenzfaktoren SPA und ETA muss in zukünftigen Untersuchungen in vivo 

eine genaue Beobachtung möglicher infektionsbedingter Nebenwirkungen erfolgen und 

gegebenenfalls eine zusätzliche Attenuierung der Bakterienstämme durchgeführt wer-

den. 
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5 Zusammenfassung 
Die Therapie maligner Erkrankungen ist aufgrund der klinischen Relevanz Gegenstand 

der Forschung. Ein Therapieansatz ist die Verwendung von Bakterien in der Krebsthe-

rapie. Listeria monocytogenes ist aufgrund seiner Fähigkeiten viele Zellarten zu infizie-

ren und eine starke adaptive Immunantwort zu erzeugen gut für diese Art von Therapie 

geeignet. In dieser Arbeit wurde der Therapieansatz verfolgt, Krebszellen gezielt mit 

L. monocytogenes zu infizieren. Hierzu wurde das Protein A (SPA) aus Staphylococcus 

aureus auf der Zellwandoberfläche von L. monocytogenes produziert. SPA ist ein 

Oberflächenprotein, das Antikörper an deren konstanten Fc-Fragment bindet. So bleibt 

der variable Teil des Antikörpers in der Lage, Antigene zu binden. Anschließend wur-

den als Antikörperäquivalente rekombinante scFv-Fc-Fusionsproteine verwendet, die 

aus einem konstanten Fc-Fragment sowie zwei single chain variable fragments (scFv) 

bestehen. Diese gegen auf Krebszellen überexprimierte Oberflächenantigene gerichte-

ten scFv-Fc-Fusionsproteine wurden über SPA auf der Zellwandoberfläche von L. mo-

nocytogenes gebunden. Anschließend erfolgte die Infektion von zwei verschiedenen 

Krebszelllinien. CD30 exprimierende Zellen eines Hodgkin Lymphoms (KM-H2) wurden 

gezielt und unabhängig von Internalin A und B mit L. monocytogenes in Kombination 

mit dem gegen CD30 gerichteten Ki-4-scFv-Fc-Fusionsprotein, das über SPA gebun-

den wurde, infiziert. Weiterhin erfolgte der Nachweis einer spezifischen, Internalin un-

abhängigen Infektion von L. monocytogenes in einer Zelllinie eines kleinzelligen Bron-

chialkarzinoms (DMS-273) in Kombination mit SPA und einem gegen ein unbekanntes 

Zielantigen gerichteten scFv-Fc-Fusionsprotein. Um die spezifisch infizierten Krebszel-

len zu schädigen, wurde Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas aeruginosa in L. mono-

cytogenes unter der Kontrolle des intrazellulär stark exprimierten actA Promotors pro-

duziert. ETA bindet an den eukaryotischen Elongationsfaktor 2, inhibiert so die Pro-

teinbiosynthese und sorgt für eine Apoptose der eukaryotischen Zelle. Der Nachweis 

einer erhöhten Toxizität der Toxin-produzierenden Bakterien erfolgte in Makrophagen 

der Zelllinie P388D1. Zudem wurden KM-H2 Zellen mit gezielt mit L. monocytogenes 

infiziert, die sowohl SPA auf ihrer Oberfläche exprimieren als auch ETA sezernieren. 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Kombination dieser Bakterien mit dem spe-

zifisch gegen die zu infizierenden Krebszellen gerichteten scFv-Fc-Fusionsprotein zu 

einer deutlichen Steigerung der Apoptoseaktivität der untersuchten Zellen führt.  
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6 Summary 
The therapy of malignant diseases is subject of research due to its clinical relevance. 

One therapeutic approach is the use of bacteria in cancer therapy. Listeria monocyto-

genes is well suited for this type of therapy due to its ability to infect many cell types 

and generate a strong adaptive immune response. In this work, the therapeutic ap-

proach was to specifically infect cancer cells with L. monocytogenes. For this purpose, 

protein A (SPA) from Staphylococcus aureus was produced on the cell wall surface of 

L. monocytogenes. SPA is a surface protein that binds antibodies to their constant Fc-

fragment. Thus, the variable part of the antibody remains able to bind antigens. Subse-

quently, recombinant scFv-Fc fusion proteins consisting of a constant Fc-fragment and 

two single chain variable fragments (scFv) were used as antibody equivalents. These 

scFv-Fc fusion proteins directed against surface antigens overexpressed on cancer 

cells were bound on the cell wall surface of L. monocytogenes via SPA. Subsequently, 

two different cancer cell lines were infected. CD30-expressing cells of a Hodgkin's lym-

phoma (KM-H2) were infected specifically and independently of internalin A and B with 

L. monocytogenes in combination with the Ki-4 scFv-Fc fusion protein directed against 

CD30, which was bound via SPA. Furthermore, a specific, internalin-independent infec-

tion of L. monocytogenes was detected in a cell line of a small cell lung carcinoma 

(DMS-273) in combination with SPA and a scFv-Fc fusion protein directed against an 

unknown target antigen on the cells. To damage the specifically infected cancer cells, 

exotoxin A (ETA) from Pseudomonas aeruginosa was produced in L. monocytogenes 

under the control of the intracellularly highly expressed actA-promoter. ETA binds to 

eukaryotic elongation factor 2, thus inhibiting protein biosynthesis and causing apopto-

sis of the eukaryotic cell. Evidence of increased toxicity of toxin-producing bacteria was 

obtained in macrophages of the cell line P388D1. In addition, KM-H2 cells were specif-

ically infected with L. monocytogenes, which both express SPA on their surface and 

secrete ETA. It could be demonstrated that the combination of these bacteria with the 

scFv-Fc fusion protein specifically directed against the cancer cells to be infected, 

leads to a considerable increase in the apoptosis activity of the cells examined. 
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9 Abkürzungsverzeichnis 
4T1-HER2 Zelllinie eines Mammakarzinoms mit Expression von HER-2 
A549 Zelllinie eines Adenokarzinoms der Lunge 
ActA Aktin-akkumulierender Faktor A 
actA Für ActA kodierendes Gen 
actA-Promotor Promotorsequenz von ActA 
ADP Adenosindiphosphat 
APS Ammoniumperoxiddisulfat 
ARP2/3 actin related protein 2/3 Komplex  
BHI Medium Brain Heart Infusion Medium 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serumalbumin 
CACO-2 Zelllinie eines Kolonkarzinoms 
CD cluster of differentiation 
CD30 Ki-1, auf KM-H2 überexprimiertes Antigen 
CD4+ T-Zellen  CD4 positive T-Lymphozyten 
CD8+ T-Zellen  CD8-positive T-Lymphozyten 
CD91 α2-Makroglobulinrezeptor/Low-Density Lipoproteinrezeptor 
c-di-AMP zyklisches Di-Adenosinmonophosphat 
CFU colony forming unit 
CH constant heavy chain, konstante Region der schweren Kette 
CL constant light chain, konstanter Teil der leichten Kette 
c-Met hepatocyte growth factor receptor 
CMV Cytomegalievirus 
DMP Dimethyl-Pimelindiimidat-Dihydrochlorid 
DMS-273 Zelllinie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs Desoxyribonukleotidtriphosphate 
Domäne Ia Rezeptor-bindende Domäne von ETA 
Domäne Ib + III ADP-Ribosyltransferasedomäne von ETA 
Domäne II Translokationsdomäne von ETA 
E. coli Escherichia coli 
ECL enhanced chemiluminescence, verbesserte Chemilumineszenz 
eEF2 Eukaryotischer Elongationsfaktor 2 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ER endoplasmatisches Retikulum 
ERAD endoplasmatic reticulum associated degradation 
ETA Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A 
eta Für ETA kodierendes Gen 
Fab antigene-binding fragment  
Fc fragment crystallizable 
FKS fetales Kälberserum 
FSC forward scatter 
Fv variable fragment 
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GTP Guanosintriphosphat 
GzmB Granzym B 
H2O Wasser 
HACA human anti chimeric antibodies 
HAHA human anti human antibodies  
HAMA human anti mouse antibodies 
HEp-2  Zelllinie eines Larynxkarzinoms 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HER2 human epidermal growth factor receptor 2  
hly-Signalsequenz Signalsequenz von LLO 
hly-Terminator Terminatorsequenz von LLO 
HPV-16 E7 humanes Papilloma Virus 16 Antigen E7  
HRP horse radish peroxidase 
IFN-γ Typ II Interferon-γ 
IgA Immunglobulin A 
IgD Immunglobulin D 
IgE Immunglobulin E 
IgG (1-4) Immunglobulin G (1-4) 
IgM Immunglobulin M 
INF-β Typ I Interferon-β 
inlA Internalin A 
inlB Internalin B 
kDa Kilodalton 
KDEL-Signalmotiv Aminosäuremotiv aus Lysin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Leucin 
Ki-1 CD30, auf KM-H2 überexprimiertes Antigen 
Ki-4-scFv-Fc An CD 30 bindendes scFv-Fc-Fusionsprotein 
KM-H2 Zelllinie eines Hodgkin-Lymphoms 
LB Medium Luria Bertani Medium 
LIPI-1 (-4) Listeria pathogenicity island 1 (-4) 
LLO Listeriolysin O 
Lm Listeria monocytogenes 
LPTTG-Signalmotiv Aminosäuremotiv aus Leucin-Prolin-Threonin-Threonin-Glycin 
LPXTG-Motiv  Aminosäuremotiv aus Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin. 
Mage Melanom assoziiertes Antigen 
Mbp Megabasenpaare 
MCF-7  Zelllinie eines Mammakarzinoms 
MHC I major histocompatibility complex I  
MHC II major histocompatibility complex II 
MOI multiplicity of infection 
MPL Metalloprotease 
MQ-H2O Reinstwasser 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NK-Zellen natürliche Killerzellen 
NO Stickstoffmonoxid 
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NP Influenza-Nukleoprotein  
OD optische Dichte 
P388D1 Zelllinie von Makrophagen 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PFN Perforine 
pHelp highly expressed Listeria promoter 
PI-PLC Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C 
PrfA Positiver Regulationsfaktor A 
PSA prostataspezifisches Antigen 
PVDF Polyvinyldenfluorid 
Rab6 Ras-related in brain 6 
Rab9 Ras-related in brain 9 
rcf relative centrifugal force, relative Zentrifugalbeschleunigung, g 
RDEL-Signalmotiv Aminosäuremotiv Arginin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Leucin 
Region E, D, A, B, C Antikörper bindende Domänen von SPA 
Region X  Zellwand bindende Domäne von SPA 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
SCBC kleinzelliges Bronchialkarzinom 
SCBC-scFv-Fc An DMS-273 bindendes scFv-Fc-Fusionsprotein 
scFv single chain variable fragment  
scFv-Fc-Fusionsprotein Fusionsprotein aus Fc-Fragment und single chain variable fragment 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  
SecA Sekretorisches Protein A 
SecDF Sekretorisches Protein D/F 
Sec-Transportweg sekretorischer Transportweg 
SOB Medium Super optimal broth 
SOC Medium Super optimal broth + 20 mM Glucose 
SPA Staphylococcus aureus Protein A 
spa SPA kodierendes Gen 
sRNA kleine, nicht kodierende RNA 
SSC side scatter 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus-Polymerase 
TBS Tris-buffered saline 
TCA Trichloressigsäure 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNFR1 Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1  
TNF-α Tumornekrosefaktor-α 
T-Zellen T-Lymphozyten 
ÜNK Übernachtkultur 
UV-Licht ultraviolettes Licht 
VE-H2O Vollentsalztes Wasser 



Abkürzungsverzeichnis 

120 
 

VH schwere Kette des variablen Teils, variable heavy chain 
VL Leichte Kette des variablen Teils, variable light chain 
WB Western Blot 
WT Wildtyp 
Xc C-terminaler Part von Region X 
Xr  repititiver Part von Region X 
ΔInlAB Internalin A B-Deletionsmutante 
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11 Anhang 

Anhang Abbildung 1: Basensequenz des klonierten Proteins SPA. Basenabfolge des klonierten und 
sequenzierten S. aureus Protein A (spa) aus dem klonierten Plasmid pIMK2 + spa. Base 1 – 203 ent-
spricht dem Promoter pHelp aus dem Plasmid pIMK2. Base 204 - 311 entspricht der Signalsequenz, die 
für die Verankerung des Proteins in der Zellwand sorgt. Das erste Codon des endgültigen Proteins beginnt 
an Base 312. Regionen E, D, A, B und C sind für die Bindung der Antikörper verantwortlich. Region X, 
beginnend ab Base 1185 sorgt für die Verankerung in der Zellwand. Die kodierende Sequenz endet mit 
dem Stopcodon TAA an Base 1752. Es ergibt sich eine Gesamtlänge des Proteins von 480 Aminosäuren 
mit einer errechneten Masse von 52,8 kDa. (Abbildung erstellt mit SnapGene®) 
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