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1. ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Leucin-reiche Repeat (LRR) Proteine des
humanpathogenen Bakteriums Listeria monocytogenes identifiziet und unter Anwendung
molekularbiologischer, zdlbiologischer und infektiologischer Methoden néher charakterisiert
(Tell 1). Weterhin wurde die Transkriptionsregulation des an der Invason beteligten
Interndin-Operons, bestehend aus den LRR-Proteinen InlA und InlB, durch die Hergtdlung
gezidter chromosomaer Deletionsmutanten molekularbiologisch genauer andysiert (Tell 11).

Die neu idatifizieten LRR-Proteine InlF, InNID und InlE bedtzen jewels ene Lange von
1473 bp (490aa), 1647 bp (548aa) und 1500 bp (499aa) und sind physkalisch auf dem
ligeridlen Genom mitenander verbunden. Nach jedem der dreé Gene i en
Transkriptionserminator zu finden, sodal? die Gene monocistronisch transkribiert  werden.
Flankiert werden die Gene inlFDE von den sogenannten Haushdtsgenen 6-Phospho-[3-
Glukosdase (ascB) und ene Succinyl-Diaminopimda-Desuccinylase (dapE). Ein  welteres
LRR-Protein, InlG, wurde, angdehnt an die Sequenz des Genes aus enem anderen L.
monocytogenes-Stamm, ebenfals kloniert. Es konnten keine Sequenzunterschiede zu dem in
dieser Arbeit verwendeten Stamm EGD-e gefunden werden.

L. innocua ig mit L. monocytogenes sehr eng verwandt und unterscheidet sich vor dlem durch
das Fehlen der bekannten Pathogenitétsfektoren Hly, PICA/B, Mpl, ActA, InlA/B, IrpA und
deren Transkriptionsregulator PrfA. Durch ene spezifische PCR mit Oligonukleotiden, die in
den flankierenden Genen ascB und dapE binden, konnte gezeigt werden, dass das inlFDE-
Gencdluger in L. innocua nicht vorhanden ist. Somit handelt es Sch be diessm Gencluster um
eine weitere, neu entdeckte L. monocytogenes- spezifische Determinante.

Durch Andyse der Aminosiuresequenzen der Genprodukte INIFDE konnte gezeigt werden,
dass die drei Proteine der Familie der LRR-Proteine von L. monocytogenes zuzuordnen sind.
Se bedtzen ebenfdls ein N-termindes Signapeptid, eine ca. 50 bp grol}e Spacer-Region, eine
unterschiedliche Anzehl Leucin-reicher Repeats (InlF = 6; InID und InlE = 8Yyavon in der
Regd jewels 22 Aminosduren Lange, eine zwete Repeat-Region und enen C-terminden
Membrananker.

Die transkriptiondle Regulaion der Gene inlFDE und InNIG  wurde mittds
Transkriptionsstudien untersucht. In Northernblot-Andysen konnte gezeigt werden, dass nur
be InID eine monocistronische mMRNA vorhanden is. Die Gene inlFE und InIG wurden unter
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den angewandten experimentdlen Bedingungen nicht transkribiet. Es konnte auch gezeigt
werden, dass die Regulation des InID-Gens Temperatur-unabhéngig efolgt: Ein Transkript
wurde be 4°C, 20°C und 37°C in gleicher Menge nachgewiesen.

Die durch diese Andysen ezidten Ergebnisse konnten durch Reportergenandysen bestétigt
werden. Hierzu wurden die 5'-Sequenzen mit den putativen Promotoren der Gene inlFDE und
inlG in enen Vektor mit dem Beta-Glukosdasegen aus Bacillus stearothermophilus as eine
Transkriptionsfuson kloniert und in rekombinanten L. monocytogenes untersucht. In der Tat
konnte auch hier nur be dem Kongrukt mit dem inlD-Promotor eine Beta-Glukosidase-
Aktivité nachgewiesen werden.

Um enen moglichen Betrag der Genprodukte InNIFDE zur Pathogenitdt und/oder Virulenz von
L. monocytogenes zu zeigen, wurden sabile chromosomde Deetionsmutanten ohne polare
Effekte in L. monocytogenes EGD-e hergestelt. Es wurden sowohl die enzenen Gene inlF,
inID, inlE ads auch das gesamte Gencluser InlFDE ddetiet und die isogenen
Ddetionsmutanten  in  Zdlkulturversuchen und  im  Maugnfektionsmoddl untersucht.  Es
konnte gezeigt werden, dass die Gene inIFDE nicht an der Invason von Caco-2 und HelLa
Zdlen betaligt and. Der Infektionszyklus in diesen Wirtszdlen unterscheidet Sch auch nicht
zum Wildtyp, was durch Immunfluoreszenzférbungen gezeigt werden konnte.  Allerdings
konnte eine Auswirkung der Deetion des inID-Gens in Mausen gezeigt werden. Nach
intravendser Applikation der inlD-Mutanten wurden diese Bakterien in Leber und Milz der
infizieten Maéuse in dggnifikat geringeren Mengen im Verglech zum Wildtyp gefunden.
Dies bedeutet, dass zumindest dem InID-Genprodukt ene Rolle in der Pathogenitét von L.
monocytogenes (in vivo) zuzuordnen ig.

Fir Proteinandysen wurden die Gene InlF/D/E im Gluthaion S-Transferase System
rekombinant gereinigt. Mit den gereinigten Proteinen wurden Kanincheseren hergestellt und
fir immunbiochemische Nachweise von Ubegandss und Zdlwandproteinen aus L.
monocytogenes EGD-e eingesetzt.

Im Rahmen des Genomprojektes zur Sequenzierung und Kartierung des Genoms von L.
monocytogenes EGD-e am Inditut fir Medizinische Mikrobiologie in Gielien wurden in
bekannten  Pathogenitétsfaktoren auf dem Genom Deetionen mit  ener  Notl-
Redriktionsschnittstelle  hergestellt. Diese  Mutanten  wurden  zur  Notl-Kartierung von L.
monocytogenes EGD-e verwendet und ermdglichten ene Sequenz-unabhdngige Lokdisation
der Pathogenitétsfaktoren auf dem Genom des Bakteriums.
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Im zweiten Tel der vorliegenden Arbeit sollte die Regulaion des inlAB-Operons, die PfA-
abhdngig und PrfA-unabhéngig erfolgt, genauer untersucht werden. Hierzu wurde die prfA-
Box vor den Genen inlAB zum enen chromosomd ddetiet und zum anderen durch ene
gech lange, nicht identische Sequenz chromosomd subdituiert. Durch immunbiochemische
Andysen und Northernblot-Studien konnte gezeigt werden, dass die Gene inlAB bem
Wildtyp EGD-e und bel der Deeionsnutante DprfA2 in glechem Mae transkribiet und
trandatiert werden, wahrend bel den Mutanten mit der prfA-Box-Ddetion und -Subditution
nur sehr geringe Mengen an Transkript und Protein vorhanden waren. Diese Ergebnisse
deuten eindeutig darauf hin, dass es einen von PrfA unabhdngigen Transkriptionsregulator des
inlAB-Operons geben muss. In Zdlkulturversuchen mit Caco-2 und HelLa Zdlen konnte
gezeigt werden, dass Stamme, die in ihrer vor dem inlAB-Operon liegenden PrfA-Box mutiert
sind, genau wie St@mme mit einer Deetion im inl AB-Operon, nicht invadieren.
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2.1 Listeriaallgemein

2.1.1 Taxonomie und Char akteristika von Listeria op.

Ligerien wurden ersmals im Jahre 1926 durch Murray et d. ds Erreger einer ausgeprégten
Mononukleose bei Kaninchen und Meerschweinchen beschrieben. Im Jahre 1929 konnte
Listeria monocytogenes (damas noch Bakterium monocytogenes) aus Blut eines Petienten,
der eine Mononukleose-ghnliche Erkrankung zeigte, isoliert werden. Erst im Jahre 1953
wurde der Zusammenhang zwischen der fehlverlaufenden Schwangerscheft einer Mutter mit
Zwillingen und ener Liderien bedingten Madiitis be einer Kuh (Konsum von Rohmilch)
erkannt und auf ene Infektion mit L. monocytogenes zurtickgefhrt. In den folgenden Jahren
waren Liderien ofters Ursache lokd gehaufter Erkrankungen bem Menschen, was sich
schliedich in entsprechenden  Verordnungen im  Lebenamittdbereich manifestierte,. Obwohl
Ligterien ubiquitér vorkommen, ist die Anzahl der gemedeten Ligeriosfdle bem Menschen
Uber die Jahre gesehen ausgesprochen gering. Wird ene Listeriose aber im entscheidenden
Moment nicht ds Differentiadiagnose in Betracht gezogen, so ddlen sch oft faide Folgen
en. Ligerien gehdren zu den Gram-postiven (in dteren Kulturen auch Gramlabilen),
beweglichen, aerob bis fakultativ anaeroben, sowie nicht sporenbildenden Bakterien. Aus
pathophysiologischer Scht zeichnen de dch insbesondere durch  enige  ungewohnliche
Eigenschaften aus. So bestzen de die Fahigkeit - welche bel pathogenen Mikroorganismen
sten beobachtet wird - bea tifen Temperaturen (circa 4°C) zu wachsen und hohe
Sdzkonzentrationen sowie enen weiten pH-Bereich zu tolerieren. Schliefdich handdt es sch
um einen Erreger, der auch in der Lage i, intrazdluldr zu Gberleben.

Zur Gatung Listeria werden heute die Arten L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
sedligeri, L. welshimeri und L. grayi gerechnet.

L. monocytogenes is human und tierpathogen, wahrend L. ivanovii nur tierpathogen ist und
vor dlem be Schafen auftritt. Aufgrund von taxonomischen und chemischen Untersuchungen
gnd Ligerien in die Lactobacillus und Bacillus Untergruppe einzuordnen. Die am néchsen
verwandte Bakteriengattung ist Brochotrix (Seeliger et Jones, 1936).

L. grayi-Stanme unterscheiden sch von den anderen Arten dadurch, dass de zur
Fermentation von Mannitol, Gluconat und zu Nitratreduktion beféhigt snd (Rocourt et
Catimel, 1985).

L. monocytogenes ig b-hdmolytisch auf Blutagar und formt relaiv kleine Hamolyse-Zonen
um die Kolonien. L. ivanovii erzeugt wegen einer Phospholipase-Aktivitét doppelt bis drema
0 grole Hofe auf Pferde- oder Schafblutagar, andere Lidterienarten sind nicht hdmolytisch
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(Schuchat, 1991). Liderien differenzieren sch u. a durch CAMP (Chrigtie-Aktins-Munch
Peterson)-Aktivitdt und durch die Fdhigket, verschiedene Zucker zu verwerten (Rocourt,
1983).

Eine wetere Unterscheidung der Liderien efolgt durch Fentypiserung: Die einzdnen
Stdmme konnen noch durch Serotypiserung und durch molekularbiologische (RAPD; PCR)
Methoden individudl typiset werden. Die Bestimmung des Serovars delt ene erganzende
Methode zur Identifizierung der einzelnen Spezies dar und basert auf Agglutinationstests mit
,O" (Somaischen) und ,H* (Flagdla) Antigenen (Sediger et Jones, 1991). So sind die
Serotypen 1/2a, 1/2b und 4b bei humanen Ligterieninfektionen am haufigsten beteligt (Faber
et Peterkin, 1991).

Tab. 1. Serologische Typisierung der Listerienarten (nach BILLE (J.), ROCOURT (J.) e¢ SWAMINATHAN
(B.) : Listeria, Erysipelothrix, and Kurthia. In: PR. MURRAY, E.J. BARON, M.A. PFALLER, F.C. TENOVER
et R.H. YOLKEN (ed.) : Manual of Clinical Microbiology, 7th edition, ASM Press, Washington, D.C., 1999, pp.
346-356. SEELIGER (H.PR) & JONES (D.) : Genus Listeria Pirie 1940, 383AL. In : P.H.A. SNEATH, N.S.
MAIR, M.E. SHARPE and J.G. HOLT (ed.) Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, vol. 2, The Williams
& Wilkins Co., Batimore, 1986, pp. 1235-1245,

Serovar | AntigenO  Antigen H

L. monocytogenes, L. seeligeri 1/2a AB FHQny*

L. monocytogenes, L. seeligeri, L. welshimeri. 1/2b ABC RN

L. monocytogenes, L. seeligeri. 1/2¢ BD IR

L. monocytogenes 3a AB namiv

L. monocytogenes 3b ABC [T 1V (X (X

L. monocytogenes 3c BD I 1V (I (X

L. monocytogenes 4a ABC (v viix

L. innocua, L. monocytogenes. 4ab ABC (MmvVvIVIHIX X

L. monocytogenes, L. seeligeri. 4p** ABC (UDNAY

L. monocytogenes, L. welshimeri. Ac*** ABC (nvvi

L. monocytogenes, L. seeligeri. 4d ABC () vi vl

L. monocytogenes 4e ABC (1 V VI (VI (IX)

L. ivanovii. 5 ABC (1 (V) VI (VI X

L. monocytogenes 7 ABC (1) X1 X1l

L.innocua, L. welshimeri 6a ABC (1) V (VI (VI (IX) XV
L.innocua, L. seeligeri, L. welshimeri. 6b ABC (V) (vVH (VID IX X XI
L. grayi E (1) X1 XIV

* () : Antigen kann abwesend sein; ** :  Einige Stdmme des Serovars 4b besitzen das | X-Antigen.

1987 hat McLauchlin einen auffergewdhnlichen Stamm des Serovars 4b isoliert, dessen antigenische Formel wie
folgt dargestellt: (111) V VI VII A B C; *** : nach Seeliger et Jones 1991, einige Stémme von L. seeligeri
gehdren zum Serovar 4c.
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Mit Ausnahme der Serovar 5-Stdmme (L. ivanovii) bestent jedoch kein Zusammenhang
zwischen dem Serovar und der Spezies (Jones et Sedliger, 1992)

2.1.2 Eigenschaften des fakultativ intrazellularen ErregersL. monocytogenes

Infektionen des Menschen mit Listeria monocytogenes werden eindeutig auf den Verzehr
kontaminierter  Lebenamittd  zurlickgefihrt. Ein  breites  Spektrum an  Lebenamitteln,
Uberwiegend tierischer, aber auch pflanzlicher Herkunft, wurde as Ursache fir Einzdfdle
oder Ausbriiche von Erkrarkungen ermittelt. So wurde einer der ersten erfassten grolieren
Ligterioseausbriiche in Kanada durch Krautsalat verursacht (1981 mit 41 Fdlen). In jingster
Zat dnd innerhdb der Europdischen Union Erkrankungsfdle u. a in Zusammenhang mit
dem Verzehr verschiedener Weichkésesorten aus Rohmilch bekannt geworden. Presseberichte
dartiber haben zur Beunruhigung in der Bevolkerung gefiihrt (bgvv, 1999).

Be L. monocytogenes handdt es sch um zarte, peritrich begeil3dte, be 20°C gut bewegliche,
grampostive Stébochen, die aerob auf Blutagar kultiviert werden konnen. Nach Bebritung
Uber Nacht entsehen kleine, graue Kolonien, die von ener leichten Hamolysezone,
hervorgerufen durch das Ligeriolysn O, umgeben snd. Ligterien kdnnen sich auch noch be
5-10°C vermehren (Kayser, 1993).

De Keim ig nicht nur an Mensch oder Tier adaptiert, sondern auch an die Umwelt (Weber,
1991)

/ Kot (Boden)
Gemiise (Bio-Gemiise)———— —p>  Darminfektion
Futter mit langerer Lage(Slage) ——— Rinc N _
Grasund Heu generalisiertesFieber
—»  Keimeim Fleisch
M astitis
Schaf  ———F> Fleisch Keimein der Milch
Encephalitis sauruhg i
““Circling Disease™”
v %ein K ase
Mensch
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Ligerien missen ds fir den Menschen fakultativ pathogene Erreger (Opportunisten)
angesehen werden. Infektionen entstehen, wenn eine grofe Zahl dieser Erreger (106-109) mit
Nahrungsmitteln in den Gastrointestinatrakt gelangen (Kayser, 1993).

Be Immunkompetenten verlauft eine Infektion mit L. monocytogenes oft nur ds summe
Infektion (Weber, 1991), bei Immungeschwéchten (Personen mit  T-Zdl-Defekten und
Madignomen, Alkoholiker, Diabetiker, bei Cortisonthergpie, in der Schwangerschaft, im
hohen Alter oder be Sduglingen) aber manifestiert sch ene Lideriose ds primére Septikamie
und/oder Meningoenzephadlitis. Selten ist die Listerienendokarditis (Kayser, 1993).

Die konnade Ligeriose ig durch eine Septikémie mit multiplen Abszessen und Granulomen
in den verschiedensen Organen des Neugeborenen charekterisert (= Granulomatoss
infantiseptica) (Kayser, 1993).

Diese Erkrankung bestzt eine Mortditdsate von hbis zu 70% (Sediger, 1961). Die
Inkubationszeit kann tark variieren, von 1-3 Tagen bis zu Wochen (Kayser, 1993).

Zur  Thergoie dnd Aminopeniclline (Ampicllin) die Mittd der Wahl. Auch die
Uredopenicilline snd wirksam. In schweren Fdlen sollte bei Thergpie ein Aminopenicillin
mit e@nem  Aminoglycosd kombiniet  werden. Be  Penidllindlergie  kann  mit
Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMZ) behandelt werden. Die Dauer der Behandiung
richtet sch nach dem Krankheitshild. Sie sollte be Enzephditis sechs Wochen betragen
(Hahn et d., 2000)

2.1.3 Aufbau und Regulation des Virulenzgencluster svon L. monocytogenes

Die Faktoren, die hauptsichlich an der Virulenz von L. monocytogenes beteligt sind, snd auf
dem Genom in einem Cluster aus 5 Genen angeordnet, plcA (Phosphatidylinostol-spezifische
Phospholipase  C-Gen), hly (H&molysn-Gen), mpl (Metalloprotease-Gen), actA
(Aktinfilament akkumulierendes-Gen) und plcB (Phosphatidyl cholin-spezifische
Phospholipase C-Gen) (Abb.1).

Dieses Gencluser dartet mit einem Gen, das fir den Transkriptionsaktivator PrfA (podtive
regulatory factor) kodiert, der die Expresson dieser Gene postiv reguliert und zur CAP/IFNR-
Familie gehtrt. Eine Mutation innerhadb enes diessr 5 Gene kann die Virulenz des
Bakteriums in unterschiedlichem Ausmalie reduzieren (Goebd et d., 1993).
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Abb. 1: Chromosomales Virulenzgencluster von L. monocytogenes sowie inlAB-Operon und irpA-Gen von
L. monocytogenes. Das Virulenzgencluster enthélt das Gen fir den positiven Regulator PrfA, von dem
die Expressionen der Genefur Listeriolysin. (hly), die beiden Phospholipasen (plcA und plcB),
die Metalloprotease (mpl) und actA kontrolliert werden. Das Gencluster unterteilt sichin zwei
unterschiedliche Operons: (1) plcA—prfA und (2) mpl-actA—plcB (nach Portnoy et al., 1992).
inlAB-Operon ist teilweise PrfA reguliert, irpA ist PrfA reguliert!
[_|PrfA-abhéngige Transkription

Von den bisher 8 bekannten, durch PrfA regulierten Virulenzgene plcA, hly, mpl, actA, plcB,
inlA, inIB, irpA), liegen die erden finf in enem Gencluster, wahrend die redlichen dreé an
anderen Stellen des ligeridlen Genoms lokdiset snd und e kirzlich durch die
Zusammenarbeit mit Ulrich von Both auf dem Chromosom kartiert wurden (Von Both e 4.,
1999).

Verschiedene Hinweise deuten auf die Bedeutung von PrfA ds ein DNA-bindendes Protein
hin. Vide DNA-bindende Proteine erkennen spezifische DNA-Sequenzen durch genau
definierte Funktionsbereiche, der sog. DNA-Bindungsdoméane. Die DNA-bindenden Proteine
fdten sch dabe s0, dass bestimmte Strukturen aus dem Molekil herausragen, oder se
enthdten flexible Oberfléchenstrukturen, die mit den Basen der DNA in Kontakt treten
koénnen.

Die Aminosauresequenz des PifA weis im Bereich der Aminosduren 133-152 en Hdix-
TurmHdix-Motiv auf (Freitag et d., 1992), was auf ein DNA-bindendes Protein hinwed.
Das Hdix-Turn-Hdix-Motiv. wurde sowohl in prokaryotischen ads auch in eukaryotischen
DNA-Bindungsproteinen  beschrieben. Beispide fir prokaryotische DNA-Bindungsproteine,
welche e@n Hdix-Tun-Hdix-Motiv aufweisen, sind das ,catabolite gene activator protein®
(CAP) (Mc Kay et Steitz, 1981), der Lambda Repressor (Pabo et Lewis, 1982) und das Cro-
Protein des Lambda Phagen (Anderson et d., 1981). Waeiterhin it eine Paindromsegquenz in
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den Promotorbereichen der jewelligen Virulenzgene ds potentidle DNA-Bindungsstdle des
PrfA - Polypeptides zu finden (Freitag et d., 1992).

actA
plcA
hly
mpl
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irpA (inlC)
ivanovii-actA
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Abb. 2: Palindromsegquenzen aus den Promotorbereichen der PrfA regulierten Genein (L. monocytogenes
und L. ivanovii), [_]konservierte Bereiche.

Freitag und Kollegen (Fretag et d., 1992) konnten das PrfA-Regulationssysem von L.
monocytogenes in Bacillus subtillus etablieren. Zu diesem Zweck wurde das prfA-Gen und
das PrfA-abhdngige Hamolysngen (hly) kloniert und eine PrfA abhdngige Transkription des
hly-Genes wurde induziert. Durch EinfUhren von Punktmutationen in die Pdindromsequenz
vor dem hly-Gen wurde die aktivierende Wirkung von PfA auf die Transkription des hly-
Genes vallsténdig unterbunden.

Die PfA-Transkription it Temperaur- (Leimeister et al., 1990; Mengaud et a., 1991b;
Lemeader et d., 1992) und wahrscheinlich Dissaccharid-abhangig (Park et Kroll, 1993). Das
prfA-Gen wird bei 37°C und vermutlich in ,Abwesenheit von Dissachariden® transkribiert
und aktiviert Sch selbst und die waiteren Virulenzfaktoren (Park et Kroll, 1993).

Neben den Genen dieses Cludters reguliert PrfA noch weitere Gene, wie z.B. inlA, inlB und
irpA (inlC). Die Intendine gehtren in die Gruppe der Leucin-rechen Repest (LRR)
Proteine, die an spezifischen Protein-Protein Interaktionen beteiligt snd. Fir die Internadine A
und B (InlA, InIB) konnte bereits gezeigt werden, dass diese Membran-assoziierten Proteine
fur die Aufnéhme der Liderien in normaewese nicht-phagocytische Wirtszellen notwendig
snd (Gallard et d., 1991).

Die Gene fur InlA und InlB dnd in enem Operon physkaisch verbunden (Gallad & 4.,
1991; Portnoy et d., 1992), das jedoch nur teillweise von PrfA reguliert wird (Lingnau et d.,
1995). Dagegen ig die Expresson des neu gefundenen irpA (inlC)-Gens PrfA reguliert und
findet, im Gegensaiz zu inlA,B bevorzugt im Cytosol von phagocytischen Wirtszellen dait
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(Engelbrecht et d., 1996). Das IrpA (InlIC) Protein wird anders ads die membranstdndigen und
wesentlich grof¥eren InlA und InIB Proteine von L. monocytogenes sekretiert.

Neben den PrfA-regulierten Virulenzgenen konnten aus L. monocytogenes wetere PrfA-
unabhéngige Gene charakterisert werden, deren Produkte ebenfals an der Virulenz dieser
Bakterien betelligt snd. Von diesen Genen kodiert iap fir ein sekretiertes Protein (p60), das
sowohl Murenhydrolase-Aktivitét bedtzt, ds auch fir die Adhé&enz und die Invason in
nicht-phagozytische Wirtszdllen, insbesondere Fibroblasten, notwendig ist (Kuhn et Goebd,
1989).

Die Gene sod und kat kodieren fir die Superoxid-Dismutase und Katalase, die am Uberleben
der Liderien in aktivieten Makrophagen und anderen Wirtszellen beteiligt sind. Dabel
scheint Katdase dlerdings kaum ene Rolle zu spiden da be enigen Fdlen festgestdlt
wurde, dass Katalase-negaive L. monocytogenes eine Sepss und Meningitis be Ligteriose
erkrankten Menschen verursachten (Bubert et a., 1997; Elsner et d., 1996).

Neueste Untersuchungen zeigen, dass PrfA-reguliete Gene sowohl in vitro ds auch in den
infizieten Wirtszdlen differentidl exprimiert werden. Auch in verschiedenen St@mmen von
L. monocytogenes konnten Unterschiede in bezug auf die Expresson dieser Gene
nachgewiesen werden (Sokolovic et d. 1996). Aul¥erdem scheinen neben der Konzentration
an PfA wetere ligeridle Faktoren eine Rolle zu spiden. Einer dieser Faktoren, der die
Bindung von PfA an Promotoren verschiedener PrfA-abhdngiger Gene des oben
beschriebenen  Virulenzgen-Clusters ~ aktiviert, konnte kirzlich tellweise charakterisert
werden und wurde ds Paf (PrfA -activating factor) bezeichnet (Dickneite et ., 1998)

2.1.4 Dasintrazellulare L eben von L. monocytogenes

Das Virulenzgencluster (rgc) mit den Genen prfA, plcA, hly, mpl, actA und plcB kommt in L.
monocytogenes vor. Die gleichen Gene in der gleichen physikdischen Organisation sind auch
im tierpathogenen L. ivanovii zu finden. Die Gene/Genprodukte weisen aber dgnifikante
Homologieunterschiede auf. Das vgc ig auch im gpathogenen L. sedligeri zu finden, dort snd
die Virulenzgene dlerdings durch inseriete Sequenzen, die auch Proteine kodieren,
unterbrochen und sogar teilweise dupliziert (Chakraborty et a., 2000).

Fankiet wird wvgc von den Genen Idh (Lactat-Dehydrogenase) und  prs
(Phosphoribosylsynthetase). Die Haushdtsgene prs und Idh kommen in dlen Ligerien vor
(Chakraborty et al., 2000). Ligerien konnen sowohl in professonelen Phagocyten (z.B.
Makrophagen, Monozyten) ds auch in nicht professondlen Phagozyten (z.B. Epithd-,
Endothe zdlen usw.) eindringen.

Nachdem die Bakterien in die erden Zidzdlen der Darmgewebes (M-Zdlen) eingedrungen
and (Darm-loop-Sysem), induzieren de ihre Endocytose sowohl in nicht professondlen
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Phagocyten (Parenchym-, Epithe- und Endothd-Zelen) as auch in Makrophagen (Farber et
Peterkin, 1991, Gdlin & Broome, 1989). Dies ermdglicht ihnen eine im Wirtsorganismus
schndlle Ausbreitung Uber die Blut- und Lymphgefde.

Da eade Schritt be der Infektion besteht in der Anheftung an die Zidzellen. Wichtiger
bakterieller Faktoren bel diesem Schritt snd die Interndine A §nlA) und B (nIB) (Gaillard et
a., 1991; 1996; Dramg et a., 1995). Die Gene inlA und iniB liegen gemensam in enem
Operon, das nicht mit dem Virulenz-Gencluster assoziiert it (Galillard et d., 1991; Portnoy et
a., 1992) und werden prfA-abhdngig und -unabhdngig reguliert. Interndin A und B
Ubernehmen Funktionen bei der Adhésion an Wirtszellen bzw. bei deren Invason. Der zweite
Schritt umfasst die aktive, durch die Ligterien induzierte Aufnahme mittels Endocytose.

Abb. 3: Schematische Darstellung der einzelnen Phasen wahrend der Infektion eukaryotischer Zellen durch
L. monocytogenes. (1) Invasion/Aufnahme, (2) Bakterium in der Vakuole, (3) Lyse der Vakuole
(Phagolysosom), (4) Frei im Zytoplasma, Aktinakkumulation, Vermehrung und intrazellul&re
Ausbreitung, (5) Pseudopodienbildung und interzellulére Ausbreitung, (6) Bakterien in Vakuole
mit Doppelmembran, (7) Lyse der Doppel membranen, (8) Bakterium frei im Cytoplasma.
InlA-Rezeptor: E-Cadherin (Mengaud et al., 1996); InlB-Rezeptor: (Shen et ., 2000);

BEIR (Braun et al., 2000)
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Interndin A interagiert goezifisch mit dem E-Cadherin von Caco-2-Zdlen (Colon

Epithdzdlinie, E-Cadherin vermittelt eine Ca*-abhangige Zel-Zdl-Adhasion durch enen
homophilen Mechaniamus). Vor kurzem wurde gezeigt, dass InNlA nur mit Human bzw.
Meerschweinchen-E-Cadherin interagieren kann, wahrend die Interaktion mit dem murinen
E-Cadherin nicht datfindet (Lecuit et d., 2001). Das Mausmoddl ist aso nicht geeignet, um
die Funktion des Interndin A in vivo zu untersuchen. InIB vermittet Kontakt zu
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verschiedenen Zdltypen, insbesondere auch Endothelzdlen und ds Rezeptor wurde met-RTK
identifiziert. Die Anheftung der Bakterien an die Wirtszdloberflache Uber InlA und/oder IniB
induziert die Interndiserung der Liderien Uber enen sogenannten Zipper-Mechanismus. Der
Kontakt zwischen InIB und senem Zdlrezeptor fihrt (wahrscheinlich andog zur Interaktion
von Inv mit b-Integrinen bel Yersinien) zur Aktivierung von Phosphatidylinostidkinase (PI3-
K) und den kleinen GTPasen Rac und Rho mit nachfolgender Phagocytose.

Zur Abtétung phagozytierter Listerien stehen den Zdlen nicht nur die in den Phagosomen
gespeicherten  Enzyme, sondern auch Wasserdtoffperoxyd (H,0,) und andere oxidierende

Saverdoffradikde (O,7) zur  Vefligung. Den toxischen Sauerdtoffmolekilen  des

Phagolysosoms  widerstent L. monocytogenes mit Enzymen wie Superoxiddismutase und
Katalase. Anschlielend wird diese Vakuole durch das Zusammenwirken der beiden Proteine
Hly (Hamolysn) und PlcA (Phosphatidylinostol-spezifische Phospholipase C)(Lemeigter-
Weéchter et d., 1991; Camilli et d., 1993) lysert. Hly (LLO) ist ein 58 kDa Protein, welches
Zu der Gruppe der SH-aktivierbaren porenbildenden Toxine gehtrt (Geoffroy et d., 1987).
Dieses Toxin gdlt den wichtiggen Virulenzfaktor des Bakteriums dar. Mutanten, die ken
LLO mehr exprimieren, sind im Wirt nur kurze Zeit Uberlebensfahig und avirulent. Neben der
porenbildenden Féhigkeit bedtzt Ligeriolysn zusdzliche Funktionen, z. B. Induktion von
Zytokinen (Xiong et d., 1994; Darji et d., 1995), Leukotrienen (Scheffer et a., 1988; Sibelius
et a. 1999), MAP-Kinasen (Tang et da., 1996) oder Apoptose (Guzman et d., 1996) in
betimmten Zidzdlen. Das Vedéandnis der Wirkungswvese von Ligeriolysn wird daher
eénen entscheidenden Betrag zum Vedéndnis der Pathogenitdt von L. monocytogenes
legen.

Bisherige Daten zeigen, dass, nachdem LLO Poren in der Wirtszele gebildet hat, mit Hilfe
der PI-PIcA (phosphatidylinositolspezifische Phospholipase C) der Phosphoinosito-Phosphat
(PIP)-Metabolisnus und die Bildung von Inodtol-Triphosphat (1Ps) bzw. Diazyglyzerol
(DAG) induziert werden. Als ,second messenger” aktiviet DAG die membrangténdige
Proteinkinase C, welche Ca*-abhangig ist. Die Fresstzung von C&#* aus dem Cacium-
Speicherkompartimenten  wird durch  das IP;  gewdrledet, was letztendlich zur
Depolymeriserung der  Aktinfilamente fuhrt. Be  Maus-Makrophagen J774 wurde auch
festgestdlt, dass PlcB neben LLO und PIcA ene wichtige Funktion in der Regulation des
Cdciumionen-Haushdts bzw. in der Kingik der Interndisation von L. monocytogenes und
ihre Befreiung aus der Phagosom, spidt (Wadsworth et Goldfine, 1999).

Die Funktion der beiden Phospholipasen in der intrazdluléren Signdtransduktion wurde
inzwischen an J774 Maus-Makrophagen getestet. Es wurde festgestellt, dass die beiden
Phospholipasen (PICA und PIcB) neben LLO ene wichtige Funktion in der Regulation des
Cdcumionen-Haushdts in  den Makrophagen spiden.  [Ca’*]-Signatransduktionswege
scheinen daher sehr wichtig zu sein. Eine andere Eigenschaft von PI-PLC und PC-PLC liegt
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darin, dass de in da Lage snd, Ceamide in Endothdzelen zu induzieren, (,second
messengers’ fur die Steuerung der Wirtszell-Signatransduktion), NFkappa B zu aktivieren
bzw. die E-sdectin-Expresson und PMN-(polymorphonuclear leukocyte)-, ralling*/Adhésion
(Schwarzer et d., 1998) zu erhdhen und IL-12 in Knochenmarkmakrophagen zu induzieren
(Rudnicka et d., 1997).

AnschlielZend werden die Ligerien werden freigesetzt und vermehren sch nun im Cytoplasma
(Kayser, 1993).

Aufgrund eines Mechanismus, bei dem G-Aktin der Wirtszdle polymeriset wird und zu
ener schwefahnlichen Struktur an einem pol der Bakterien umgdaget wird, wandern die
Ligerien an die Peripherie der infizieten Zdle und induzieren die Aushbildung von langlichen
Ausstilpungen der Membran. Fir die intrac und interzdluldre Ausbretung spidt ActA, ein
zdlwandgandiges Protein, ene wichtige Rolle da es fir die Akkumulation der
Aktinfilamente auf der Bakterienoberfléche verantwortlich ist. Es handdt sch hierbei um den
enzigen bakteridlen Faktor, der fir die Aktinakkumulation notwendig it (Kocks et a., 1992,
Domann & d., 1992). Verschiedene Zytoskdettproteine sind inzwischen in der Aktinstruktur
des Schwanzes nachgewiesen worden, wie Villin, Fmbrin, Ezrin, Profilin und das
eukaryotische Protein Actinin, das die Aktinfilamente kreuzvernetizt und dabilisert. Der ds
VASP (Vasodilator-Stimulated  Phosphoprotein)  beschriebene  Faktor i der  erde
eukaryotische Faktor dessen direkte Bindung an ActA gezeigt werden konnte (Chakraborty et
d., 1995). Die interne Prolin-reiche Region des ActA-Proteins ist wegen der Ahnlichkeit mit
dem des Aktin-assoziieten eukaryotischen Protein Vinculin an  diessm  Prozess der
bakteriellen Aktinanlagerung betelligt (Domann et d., 1992; Niebuhr et d., 1997). Neben
dem Phosphoprotein VASP interagiert ActA auch mit dem Arp2/3-Komplex (Welch e d.,
1997). VASP hindet an den zentrden prolinreichen Bereich von ActA und beschleunigt durch
die Rekrutierung von Profilin den Prozess der Aktinpolymerisation. Der Arp2/3-Komplex
interagiert mit dem N-terminden Bereich von ActA und initiet die egentliche Aktin-
Polymerisstion. Der Arp2/3 Komplex dgelt enen essentidlen Wirtszdlfektor fir die
aktinbaserende Bewegung von Listeria monocytogenes dar (Welch et al., 1997). Der Arp2/3
Komplex interagiet auch mit Mitgliedern der Wiskott-Aldrich Syndrom Proteinen (WASP):
den Scar-Proteinen und dem WASP sdbst (Machesky et Insal, 1998). Weitere eukaryotische
mit AcCtA interagierende Proteine (AIPs) wurden Mittels des "Yeast Two-Hybrid™Tedts
(Maus) identifiziert, es handdt sch um drel verschiedene AIPSs, von denen enes identisch mit
dem humanen Protein LaXpl80 (auch "CC1" genannt) ist. LaXpl80 ist ein 180 kDa Protein
mit Uber 50 theoretischen Phosphorylierungsstellen in der N-terminden Hdafte, wéhrend die
C-terminde Hdfte "coiled-coil"-Strukturen aushilden kann. Dariiber hinaus enthdt LaXpl80
eine Kern-Lokdisations-Sequenz und en Leucin-Zipper-Motiv (Pfeuffer et d., 2000). Die
Aktinfilamente werden akkumuliert, indem der eukaryotische Faktor VASP die Verbindung

10
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der vir Prolin-reichen Repests des ActA-Proteines mit dem  eukaryotischen
Zytoskeettprotein Profilin vermittelt (Niebuhr et d., 1997). Die Bakterien werden zusammen
mit den Ausstlipungen durch benachbarte Zdlen aufgenommen, es hbildet sch en neues
Endosom, das nun durch zwei Membranen gebildet wird. Zur neuerlichen Freisetzung der
Ligerien i nun die Lyse der Doppemembran notwendig, bel der wiederum das Ligeriolysn
(Hly) sowie maljgeblich eine Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C (PC-PLC oder
PlcB) wirksam werden (Vazquez-Boland et al., 1992).

Mutanten in diesem Genlocus zeigen Defekte in der interzdlulden Ausbreitung und snd im
Mausinfektionsmodell avirulent (Raveneau et da., 1992). Deetiert man aber die beiden Gene
actA-plcB, konnten die Bakterien weder Aktin akkumulieren noch dch von Zdle zu Zdle
ausbreiten (Niebuhr et d., 1997).

2.1.5 Immunantworten des Wirtes auf eine Listerieninfektion

Intrazellulére Bakterien dedlen ene Gruppe von Krankheitserregern dar, die durch die
Féhigkeit ausgezeichnet sind, innerthdb von Wirtszdlen zu Uberleben. Hierzu gehdren die
Erreger der Tuberkulose und Lepra, Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae,
die Erreger des Typhus, Salmonella typhi/S. paratyphi, sowie die Erreger der Ligteriose und
Legionarskrankheit, Listeria monocytogenes und Legionella pneumophila. Schutz gegen diese
Krankheitserreger wird durch T-Lymphozyten vermittelt.

Das Gram-podtive, fakultativ intrazdlulére Bakterium L. monocytogenes wurde schon vor
Jahrzehnten engesatzt, um die T-Zdl vemittdte Immunité zu andyseren. Wird L.
monocytogenes intravends in Méuse injiziet, gelangen bereits innerhdb der ergen 10
Minuten ca. 90% der Erreger Uber das Blut in die Leber. Se werden dort von den Phagozyten
der Leber, den Kupfferschen Sternzellen, aufgenommen und wéhrend der folgenden Stunden
zerdtort (Mackaness, 1962). Eine kleine Anzahl an Bakterien Uberlebt dennoch, adaptiert sich
an das Wirtamilieu und vermehrt dch wédrend der folgenden 3-4 Tage innerhadb der
Wirtszellen (Conlan et North, 1994).

Die Immunantwort auf ene Liderien-Infektion verlauft in zwe Phasen (Faber, 1991). Die
erste Phase wird as T-Zdl unabhangige Immunitét bezeichnet und i nach 24 Stunden durch
die Rekrutierung von natrlichen Killerzdlen (NK) zum Infektionsort gekennzeichnet, wo se
INF-g (InterferonrGamma) produzieren. Die Induktion von INF-g velauft mit Hilfe enes
Makrophagenabhangigen Prozesses und nicht durch direkte Wechsdwirkung zwischen
Bakterium und NK-Zdlen. Weitere Faktoren wie TNF-a (Tumornekrosefaktor- a) und
verschiedene Interleukine (1-2) snd auch in der frihen antiligeridlen Abwehr von
Bedeutung (Dunn et North, 1991; Metcaf et Campbell, 1994; Bancroft et Kely, 1994). Die
Aktivierung von Makrophagen durch die Interleukin-INF-g-Achse fihrt zur Produktion eines

11
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goezidlen Enzyms, das ds NO-Synthase bezeichnet i, welche die Bildung von NO
(Stickoxid) aus der Aminosdure Arginin veranlasst. NO it hochresktiv und kann auch mit
Enzymen des Atemzyklus und der Zdlzyklus-Maschinerie reagieren und so das Wachstum
intrazellulérer Erreger einschranken. Ob auch in aktivierten Makrophagen des Menschen en
solches Enzym exprimiert i, ist bis heute umdritten (Jungi e d., 1999). Weitere Faktoren
wie gb-T-Zdlen und gd-T-Zdlen (Vorlauferzdlen im Refungsprozess zu CD4- und CD8-
Zdlen), snd von grol¥er Bedeutung in der frihen Phase der Infektionsabwehr gegen die freien
Ligerien und die von ihnen befdlenen Zelen (Mombaerts et d., 1993). Die zwete Phase
wird ds T-Zel abhangige Immunité bezeichnet und setzt erst am dritten Tag der Infektion
en. Antigene (Ligeriolysn, p60 oder andere) der intrazdluléren Liderien werden in einem
MHC (mgor histocompatibility complex) Klasse I-Komplex prasentiert (Brunt et al., 1990),
was zu dner Stimulation der CD8*-T-Zdl-Antwort und zur Zerstérung der veranderten
Zidzdlen fihrt. Lideridle Antigene konnen auch in e@nem MHC-II-Komplex as Epitope
durch Makrophagen oder dendritische Zdlen auf der Oberflache présentiert werden (Guzman
et d., 1995). Eine T-Hdfeazdle erkennt spezifisch das Epitop auf dem MHC-1I-Molekil.
Diesr  Erkennungsvorgang  aktiviert die  Antigenprasentierende  Zelle (APZ)  (zB.
Makrophagen), die daraufhin Interleukine produzieren. Diese regen ihrerseits die CD4+-T-
Zdlen zur Proliferation an (Il-1) und fordern die Sekretion welterer Botenstoffe (11-2, g-IFN
usw.). Eine B-Zdle, die mit ihrem Oberfléchenlg das andere Epitop auf dem intakten
Antigen erkannt und aufgenommen hat, présentiert genau wie die APZ- ebenfdls das Epitop
(das sdbe Epitop, das von APZ présentiert wird) auf ihrem MHC-I1I. Dadurch kommt eine
direkte Interaktion zwischen CD4*+-T-Zdlen und <spezifischen B-Zdlen zudande, die
wiederum zu Proliferation, Differenzierung und Umschdten der B-Zdle von IgM zu anderen
lgKlassen fihrt. Den CD8*-T-Zdl-Vorlaufern kommt dabel i.d.R. keine kontaktvermittelte
CD4*-T-ZdI-Hilfe zutell, sondern se werden Uber Botendoffe wie 11-2 oder ¢ IFN
unterstiitzt.

Die Transkription von MHC-I- und MHC-1I-Genen wird mit unterschiedlicher Kinetik nach
der Infektion von Makrophagen mit L. monocytogenes unterdriickt. Mit Hilfe einer auf einer
PCR baserenden Methode zur Dargelung differentidl  exprimierter Saugergene wurden
Gene identifiziet, die nach ener L. monocytogenes-Infektion von Makrophagen
unterschiedlich transkribiert werden. Von den auf diese Weise identifizierten Genen, deren
Expresson verdndet idt, kodiert enes fir eine Protein-Tyrosnspezifische Phosphatase
(MKP-1), die am Abschdten von eukaryotischen Signatransduktionswegen beteiligt it.

Eine LiderienInfektion von Hela-Zdlen induziet die Phosphorylierung der Ra-MEK-MAP
Kinase Kaskade. Diese durch L. monocytogenes induziete Aktivierung ener wichtigen
eukaryotischen  Signdtransduktionskaskade  verlauft  trangent und  wird durch  das
porenbildende Ligeriolysn O ausgeddst. Diese Kaskade scheint daher an  der
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Sgndibertragung bel ener LiderienInfektion betelligt zu sein. Die vorher beschriebene
Induktion von MKP-1 durch ene L. monocytogenes-Infektion konnte damit fir ene
Unterbrechung der oben erwdhnten Signalbertragungskaskade sorgen (Schwan, 1996,
Weigleinet d., 1997).

Von mehreren untersuchten Transkriptionsfaktoren komte nur die Aktivierung von NFKB
durch ene LigerienInfektion nachgewiesen werden. Der Effekt einer L. monocytogenes
Infektion auf den zdluldren Levd des wichtigen Transkriptionsfaktors NF-kappaB wurde in
der humanen Epithdzdllinie Caco-2 und in der murinen Makrophagen-éhnlichen Zdllinie
P388D1 untersucht. Die Infektion mit L. monocytogenes oder die Behandlung der Zdlen mit
ligeridler Lipoteichonsdure induziet die Bildung unterschiedlicher NFkappaB-ahnlicher
DNA-Protein Komplexe in beiden Zdltypen (Hauf et a., 1997 und 1999). Die NF-kappaB
Aktivierung in mit L. monocytogenes infizierten P388D1 Makrophagen zeigt eine biphasische
Kinetik: Eine schndle und transente erde Phase, die auch durch die Behandlung mit
Lipoteichonsaure ausgeldst werden kann und ene zwete, langanhdtende Phase, die der
Expresson der ligerielen Phospholipasen PI-PLC und PC-PLC bedarf. Der NF-kappaB
Aktivierung in P388D1 Macrophagen geht eine Degradation der inhibitorischen Proteine |-
kappaB-dpha (transente Phase) und I-kappaB-beta (persstente Phase) voraus (Hauf, 1997).
Die NF-kgppaB Aktivierung in mit L. monocytogenes infizierten Caco-2 Zdlen unterscheidet
sch von der NF-kgppaB Aktivierung in infizieten P388D1 Macrophagen bezliglich der Art
der induzierten NF-kappaB Komplexe wie auch der Kinetik der Bildung der Komplexe (Hauf
eta., 1999).

2.2 Bekannte Adhasions- und Invasons-M echanismen bel Bakterien

2.2.1 Adhasne

Pahogene Bakterien adhé@rieren Uber verschiedene  Oberflachendrukturen  (Haftpili,
Haftfimbrien, Haftproteine der &uleren Membran der gramnegativen Bakterien; Zdlwand-
asziierte Proteine der grampodtiven Bakterien) an Rezeptoren auf der Oberflache der
Zidzdlen. Die Adhdenz ig vor dlem wichtig bem Kontekt mit Oberflachengeweben, die
von Hissgkeiten umspillt werden (zB. der Mukosd). Fur intrazelulére Bakterien it die
Adh&renz eine Voraussetzung fur ihre Invadon, fir nicht invesve Bakterien der erste Schritt
zur Freisstizung von bakteridlen Toxinen. Diessr Prozess ist spezifisch, d.h. die Haftstruktur
und der Rezeptor missen dhnlich zusammenpassen wie ein Schliissd zum Schlief3zylinder
(Domann, 1998).
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Adhé&sne Typische Beispiele
Lektine Glykanbindungs-L ektine von Streptococcus sobrinus
Fimbrien (Fili) Filamenttse P-, S-, Typl, K88, K99 und CFA 1-Fimbrien (Fili)

pathogener E. coli; Typ4-Fimbrien (Fili) von Neisseria gonorrhoeae
Nicht-Fimbrien Adhésine Tcp-Fimbrien (PFili) von Vibrio cholerae

Pertactin von Bordetella pertussis,

Fibronektin-Bindungsprotein von Treponema Pallidum

Lipide Lipoteichonsduren von Streptococcus pyogenes

Glykosaminglykane Heparansulfat-ahnliches Glykosaminglykan
von Chlamydia trachomatis

Tab. 2 Adhasine (nach Domann, 1998)

Bakterien konnen passv Uber Mikro- oder Makrotraumen der Haut und der Schleimhaute in
den Wirt eindringen. Oft and die Uber eine intakte Mukosa eindringenden Bakterien in der
Lage, nach ihrer Adhd&renz aktiv diese anatomische Barriere zu Uberwinden. Hier sind je nach
Bakterienart unterschiedliche Prozesse verantwortlich.

Unter den Bakterien gibt es Vertreter, die Uber Pathogenitétsfaktoren verfiigen, die ihnen die
Uberwindung von Schutzbarrieren des Korpars emoglichen und die  professiondle
Phagozyten (Makrophagen, Monozyten) und nicht-professondle Phagozyten (Epithd-,
Endothelzellen) invadieren und dort Uberleben kénnen. Unter diesen Vertretern wird zwischen
obligat und fakultativ intrazelluldren Bakterien unterschieden (Domann, 1998).

Obligat intrazellulére Bakterien Fakultativ intrazelluléare Bakterien
Chlamydia spp., Coxiella burnetii, Brucella spp., Legionella spp., Listeria spp.,
Ehrlichia spp., Erwinia spp., Rickettsia spp. Mycobacteriumspp., Neisseria spp., Salmonella spp.,

Shigella spp., Yersinia spp.

Tab. 3: Intrazellulére Bakterien (nach Domann, 1998)

Obligat intrazdlulare Bakterien snd nicht in der Lage, sch aulerhdb von Wirtszdlen zu
vamehren. Diese Abhédngigket von Wirtszdlen berunt unter anderem darauf, dass diese
Bakterien nicht mehr imstande snd, besimmte essentidle Molekille sdbst zu synthetiSeren
(, Stoffwechselparadtismus’). Im  Gegensaiz dazu snd die  professondl-fakultativ
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inrazdlul&ren Bakteien zum Wachdum sowohl aulerhdb ds auch innerhab  von
Wirtszdlen fahig.

2.2.2 Invasine

Uber die Invasionsfaktoren und -mechanismen von Bakterien wurden in den vergangenen
Jahren intensive molekulare Studien durchgeftihrt.

Adhdson an Wirtszdlen oder extrazelulére Marix gdlt einen wichtigen ergen Schritt bel
der Etablierung ener Infektion durch Pathogene dar. Allerdings snd adhérierende Bakterien
dem Angriff des Immunsysems des Wirtes, der Wirkung von Antibiotika und nattrlich
mechanischen  Abwehrmechanismen wie Cilienschlag in den Bronchien, der Ausspllung in
den Harnwegen oder der Perigtatik des Darmes ausgesetzt. Fur Pathogene kann es daher von
Vortel san, sch in Wirtszdlen einzunigen. Die intrazeluldre Lokdiserung bietet nicht nur
Schutz, sondern kann auch der Beginn der Ausbreitung in tieferes Wirtsgewebe oder sogar
zur sysemischen Dissemination sein. Tasdchlich ig diese Féhigket zum Eindringen und
Uberleben in phagocytische und/oder nichtphagocytische Wirtszellen schon langer fur die
obligat intrazelluléren und die professond|-fakultativ intrazelluldren Bakterien bekannt.

Die Andyse der Invasongorozesse pahogener Mikroorganismen hat eine Disziplin  der
molekularen Infektionshiologie in Gang gebracht, die ds zdluldre Mikrobiologie bezeichnet
wird. Ausgdés vom Studium der bekteridlen Invadon befast dch die zdlulae
Mikrobiologie heute generdl mit dem Einfluss mikrobidler Faktoren auf Stoffwechsd und
Signdtransduktion der eukaryotischen Zelle.

2.2.2.1 Trigger- und Zipper-M echanismus

Uber die Invasionsfaktoren und -mechanismen von Bakterien wurden in den vergangenen
Jahren intensive molekulare Studien durchgeftihrt.

De Aufnahmeprozess pathogener Mikroorganismen in eukaryotische Zdlen beginnt mit der
Interaktion enes bakteridlen Liganden, dem Invasonsprotein, mit senem komplementéren
Rezeptor auf der Wirtszdle. Diese Wechsdwirkung induziert eine Signadtransduktion in der
/in die Wirtszelle, die zu ener lokaen Umdrukturierung des Zytoskdettes fuhrt, die dann fr
die folgende Aufnahme der Bakterien in die Wirtszele notwendig is. Es lassen sch zwel
prinzipidle Internadiserungsmechanismen dabel  unterscheiden: Der  Aud6se-(Trigger-) und
der Reil3verschluss-(Zipper-) Mechanismus.

Bem Relverschlussmechanismus ~ werden Obeflachemolekile  ausgenutzt,  die
offendchtlich be der zdlulde Adhéson involviet snd. Zum Bespid vermittdten Cadherine
(Rezeptor fur InlA von Listeria) und Integrine (Rezeptor fir Invasn von Yersinia) die
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Anheftung der eukaryontischen Zelen an  Nachbarzellen oder die darunterliegende
extrazdlulde Matrix. Durch die normaeweise vorgesshene Wechsdwirkung  zwischen
Rezeptor und Ligand kommt es zu ener ,Clusterung‘. Hierdurch werden Signalkaskaden
induziert, die zu einer Vedakung der Zdl-Zdl und Zdl-Matrix Kontakt, aber auch zu
Zdldifferenzierung  flhren. Binden Bakterien mit ihren Ligandenmolekilen an solche
Rezeptormolekiile, wird die Bakterienzelle von der Wirtszellplasmamenbran umstlipt, bis das
Bakterium vollig eingeschlossen und aufgenommen i<

Bem AudoOsemechaniamus, représentiet durch die Interndiserung von  Shigella  spp.,
enteroinvasven E. coli und Salmonella, muss die Bakterienzdle nicht unbedingt in engem
physkdischem Kontakt mit der Wirtszdle gehen. Es werden vidmehr  bakteridle
Induktoren, die eine rasche, ausgedehnte Antwort des Zytoskeetts verursachen, produziert,
wobe explosonsatig unter der Plasmamembran Aktinfilamente polymerisert werden, die
wiederum zur Bildung von grof¥léchigen Ausstiilpungen, sogenannten ,,Membrane Ruffles’,
flhren. Die sch ausdtllpenden Membranteile verwerfen sch, fusonieren wieder mit der
Wirtszelloberfliche und bilden gro3e Taschen mit extrazdluld@dem Medium in der Zdle
Dieser Prozess wird auch ads Makropinozytose bezeichnet. Das Bakterium, welches in der
Néhe der Wirtszdloberflache lokdidert ist, wird in enem von einer Membran umgebenden
Kompatiment aufgenommen, enschliefdich  intrazdlulé&r in - ener Vakuole (Pasot e
Sansonetti, 1996).
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Zipper-Mechanismus Trigger-Mechanismus

/MEE_—_!F

- ® Aktin L L ]
| Z *
irtszelle

Abb. 4: Schematische Darstellung der zwei prinzipiellen Internalisierungsmechanismen. Beispielhaft fir die
Internalisierung nach dem Zipper-Mechanismus ist die Aufnahme von Yersinia spp. und nach dem
Trigger-Mechanismus ist die Aufnahme von Shigella spp. dargestellt.
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2.2.2.2 Bekannte bakteridlle | nvasionsmechanismen

Spezies Internaliserungs- Invasions- Internaliserungs-
-modus -protein -rezeptor
EPEC Trigger und Zipper Intimin (EaeA) Tir (Hp9O0)
Klebsiella pneumonia  Trigger und Zipper ? GIcNAc von
N-glykosyliertem
Protein
Listeria monocytogenes Zipper Internalin A E-Cadherin
Internalin B met-RTK ; gClg-R/32

Mycobacterium
tuberculosis

Trigger und Zipper

Neisseria gonorrhoeae  Trigger und Zipper

Porphyromonas
gingivalis

Trigger und Zipper

Salmonella typhimurium Zipper

Salmonella typhi Zipper
Shigella flexnerie Zipper
UPEC Trigger
Yersinia-Spezies Zipper

Bacteroidesforsythus ~ ?

Fibronectin an
55-kDa-Omp

Opa30
Opab2
Vitronectin
an Opc

Pilus

Sp

Sip

|paB-D

Dr-Fimbrien

Invasin (inv)

Y adA

BspA

asb; -Integrine

syndecanahnliches
Proteoglycan
CD66

ay bz —oder asb,
Integrine

48-kDa-Proteine auf
Zahnfleischpithel
-zellen

Rezeptoren fir
Wachstumsfaktoren

CFTR cystic fibrosis-
transmembrane
conductance regulator

asb;Integrin?

SCR-3 desdeca
Accelarting factors

[3,-Integrine
[3,-Integrine

ECM (Extracelular
Matrix)

Tab. 4: Bekannte bakterielle Invasionsmechanismen, die korrespondierenden | nternalisierungsrezeptoren
und die beteiligte(n) Cytoskel ettkomponente(n) (nach Hacker, J. und Heesemann, J., 2000)
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2.3 Adhasion bzw. Invasion des fakultativintrazellularen Bakteriums L. monocytogenes

Es ig bekannt, dass das grampodtive, fakultativ intrazdluldre Bakterium L. monocytogenes
durch Aufnahme kontaminierter Lebensmitteln in den Menschen gelangt und besonders bei
schwangeren, immungeschwéchten oder  dteren  Peienten ene Lideriose mit  hoher
Mortditéisrate erzeugen kann. Es ig in der Lage, die intestinde und die plazentde Barriere
und die Blut-HirnSchranke zu Uberschreiten. Frilhe eektronenmikroskopische Studien haben
gezeigt, dass dieses pathogene Bakterium in der Lage i, Epithdzelen der Hornhaut und des
Darms zu invadieren (Racz et d., 1972).

Die Bakterien induzieren ihre eigene Phagocytose in nicht-professonelle Phagocyten (z.B.
Epithdzdlen, Endothelzelen, Fibroblasten) und werden aktiv. von  Makrophagen
aufgenommen.

Durch das konjugative Transposon Tnl545 konnten Mutanten des L. monocytogenes-
Stammes EGD-e-SMR isoliert werden, die in die Dickdarmtumor-Zdlinie Caco-2 um den
Faktor 100-200 schlechter eindrangen ds der Wildtyp (Gaillard et al., 1991). Der Insertionsort
des Trangposons in dieser nicht invasven Mutante lag stromaufwarts von zwel  homologen
Genen, die ds inlA (Interndin A) und inIB (Interndin B) bezeichnet wurden. Die Stimulation
der Phagocytose von L. monocytogenes seht im Zusammenhang mit den Genprodukten von
inlA und inlB.

P4 | P2P1 iniAa P iniB
P3 = prfA-Box

Abb.5: Genetische Organisation desinl AB-Operons. P: Promotor; ?Termi nator,  PRNA

Die Gene fur inlA (2442 bp) und inlB (1890 bp) sind in enem Operon organisert. RNA-
Transkriptionsstudien  zeigten, dass die inlA- und inIB-Gene sowohl poly- ds auch
monocigronisch transkribiert werden konnen (Lingnau et d., 1995). Durch Kartierung der
Promotoren wurden fir inlA vier Promotoren und ein Promotor fir inlB gefunden. Von den 5
beschriebenen inlAB-Promotoren scheint nur ein einziger Promotor PrfA  (Positiv Regulator
Protein)-abhdngig zu sain (Lingnau e d. 1995). Diesr PrfA-abhdngige Promotorbereich
liegt 431 bp sromaufwérts von inlA, und enthdt ene 14 bp groe PprfA-Box. Die
polycigronische Transkription von inlAB (4.800 Nukleotiden) ist PrfA-abhdngig. Die
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Transkription der Gene it be 37°C deutlich héher ds ba 25°C und damit
temperaturabhangig und seist wahrend der exponentiellen Wachstumsphase am stérksten.

Das inlA-Gen kodiert fir ein Protein von 800 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von
88 kDa, welches aus zwe ,repeat”-Regionen (I und 11) besteht. Die erste Region | ist
zwischen den As. 85 und 415 lokdiset und bestent aus acht aufeinanderfolgenden Leucin-
reichen Repeats (LRR) von jeweils 22 Aminosduren. Die zweite Region Il reicht von den As.
517 bis 707 und besteht aus 3 sich wiederholenden ,repeat” Abschnitten. Die ersten beiden
Abschnitte haben eine Lange von 70 As, der dritte Abschnitt besteht aus 49 As.

INA  bestzt am N-Terminus ene Signdsequenz zum Trangport des Proteins durch die
Zdlmembran und am C-Terminus enen Zdlwandanker mit dem Motiv LPTTG, gefolgt von
ene Rehe von 22 hydrophobischen Aminoséuren und endet mit einem Rest aus postiv
geladenen As.

INB besteht aus 630 Aminoséuren mit einem Molekulargewicht von 65 kDa Es verfigt am
N-Terminus ebenfals Uber en Sgndpeptid Die folgenden 7 Repeats snd mit ener
jeweligen Lange von 22 As und zahireichen Leucinen homolog zu den Leucin-reichen
Repeats von Interndin A und begrinden die nahe Verwandtschaft dieser Molekile. Der Rest
des Moleklls begsteht bis zum C-Terminus aus einer Aminoséuresequenz ohne erkennbare
besondere Merkmade, die auf ihre Funktion hindeuten konnten.

InlA 15+3/4 LRR
N — R —+ [+ T+ —}-
135 i 423 M7 705 800
B Signa peptide
IniB 7+1/2 LRR 1 iR
N_I__ C J Interrepeat region
0
Th 2l & B cell wall anchor

Abb. 6: Darstellung der Internaline InlA und InlB. Die Leucin-reichen Repeats, die in allen zwei Molekillen
vorhanden sind, sind als Repeats | und die zusdtzlichen Repeats in Internalin A als Repeats |l
gekennzeichnet. Die schwarze Box am N-terminalen Ende der Molekile représentiert die Signal peptide,
die blaue Box am C-terminalen Ende von InlA den putativen Membrananker.

Durch chromosomde Deetionsmutationen im inlAB-Genlocus konnte gezeigt werden, dass
InIB fur die Invason von Listeria monocytogenes in humane Hepatocyten, aber nicht fur die
Invasion von Darmepithel zellen benttigt wird (Drams et d., 1995).

Eine Wirtszdlspezifitdt der  Interndine fir  unterschiedliche  eukaryotischen  Zdlkulturen
wurde for InlA mit Caco-2-Zdlen (Galllard et d., 1991) gezeigt, wéhrend InIB entscheidend
be der Invason in U-373, Henled07, Hela (Ireton et a., 1996), L-929, HUVEC (Parida et
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d., 1998) und VERO igd. Allerdings wirkt InterndinB bel der Invason in Caco-2-Zdlen ds
Invasonsverstérker. Be Hep-G2 (Drams et a., 1995), PtK2 und HT-29 snd beide
Interndine in der Lage, die Invasion der Bakterien zu vermitteln (Torsten Hain, 1999). Die N-
teminde-Doménen der beiden Proteine InlA und InlIB bestehen aus mehreren Leucin-
reichenRepeats (LRR), die ene wichtige Funktion bel der Interndiserung des Bakteriums
haben (Braun et d,. 1999; Cossart et Lecuit, 1998). Bis auf die hydrophoben Aminoséurereste
wie Leucine, Isoleucine oder sdtener auch Vdine, die das sogenannte Rickgrat der LRR
bilden und hoch konserviert sind, unterscheiden sch die reslichen Aminosduren der LRR
erheblich, was dazu fihrt, dass die beiden Interndine A und B ene unterschiedliche Spezifitét
fUr Sdugerzdlen vermitteln.

InIA-vern'! ittelte InIB -verm ittelte
Invasion Invasion

InlB

E-Cadherin aClq-R

Pl-2 Kinase

;

Umstrukturierung des Zytoskelettes
und L jsteria-Internalisation

Abb. 7: Darstellung der verschiedenen Internalisationswege von L. monocytogenes.
De eukaryotische Rezeptor fir InlA wurde 1996 von Mengaud e d. as E-Cadherin

(epithdides Cadherin) identifiziet. E-Cadherin gehdrt zu ener Familie membrangtandiger
Adhdsonsmolekille, die an der Bildung von Geweben und Organen (Morphogenese) betelligt
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snd und daher zu den morphoregulatorischen Proteinen gezéhlt werden (Takeichi, 1991).
Cadherine lassen gch ihrer Struktur nach in drel Bereiche untertellen. In ene extrazdluldre
Doméne die mit enem gezifischen Bindungsmotiv die homophile Wechsdwirkung
zwichen  Zdlen  vermittdt (C&*-abhéngige  Zdl-Zdl-Adhasionsmolekille). Eine
Trangmembranregion und ene cytoplasmatische Doméne, die Komplexe mit dre
cytoplasmatischen Proteinen, den Cateninen bildet. Von den Cadherin/Catenin-Komplexen
wird vermutet, dass Se ene Verbindung zu Elementen des Zytoskeettes herstelen, so z. B.
zum Adin-Micdfilament-Sysem der Wirtszelle (Abb.7). Die Wechsdwirkung der zwel
Moleklle fuhrt zur Bindung und Aufnéhme des pahogenen Bakteriums (Zipper-
Mechanismus), wobei Differenzierungsschritte und Funktionsdnderungen der  angesprochenen
Zdle (Signdtransduktionsresktionen) ausgedost werden. Wie die genauen Vorgange der
Signdtransduktionskaskade in der Wirtszelle durch Interaktion von InlA/E-Cadherin in der
Interndiserung  von  Listeria monocytogenes ablaufen, it Gegendand derzeitiger
Untersuchungen.

Im Fal von InIB wurden zum Teil enige Signatransduktionsvorgange charakterigert.

1999 wurde durch die Arbeit von Ireton et d. an mit gereinigtem InNB-Protein behanddten
Vero-Zdlen fedgestdlt, dass die Wirtszdl-Phosphoinositid (P1) 3-Kinase p85-pl10 aktiviert
wird. Die Aktivieeung von Pl 3-Kinase dimmt mit der Tyrosn-Phosphorylierung der
Adapterproteine Gablund Cbl und der Entsehung des Gabl.p85 Uberein.

P85-p110 ig ene heterodimerische Lipid-Kinase, die eine wichtige Rolle in der Regulaion
des Zdlwachstums, Apoptose, und/oder die Aktinzytoskelettantwort durch verschiedene
Faktoren spidt (Fruman et d., 1998). Die ,Met* Receptor Tyrosin Kinase (RTK) ist en
bekannter Rezeptor, der eine Verbindung zu p85-p110 und den Adapterproteinen Gabl and
Cbl besitzt (Birchmeier et Gherhardi, 1998; Trusolino et a., 1998).

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Behandlung von Sdugerzdlen mit
geranigtem IniB-Protein schndl die Tyrosnphosphorylierung von ,Met* verursacht, fir das
der Hepatocyten-Wachsumsfaktor (HGF) der einzige bisher bekannte Ligand ist. Wie HGF
bindet InlB offenschtlich an die extrazdlul&re Doméne von ,Me* und induziet “das
Zadreuen' der Epithdzelen ("Scatter” Fektor). Experimente mit Met-postiven und Met-
Oefizienten Zdllinien zeigen, dass ,Met* wichtig fir die InlB-abhdngige Invason von L.
monocytogenes ig. InlB i¢ en neuer Met-Ligand, der die Invason von Listeria
monocytogenes durch Ausnutzung des RTK -Weges verursacht (Shen et al., 2000).

Mit Affinitétschromatographie und ,,Enzym-linked Immunosorbent assay”, wurde ene direkte
Interaktion zwischen InIB und dem zdluldren Rezeptor gClgR demondriert. Lodiches Clq
oder anti-gClgR-Antikorper verhindern die IniB-vermittdte Invasion. Trandfektion der Zelen
GPC16 (nicht suszeptibe fir ene IniB-vermittdte Invason) mit eénem Plasmid, das humanes
gClgR exprimiert, fordet die Invason von mit InIB- gekoppeten Partikdn (InIB-coated
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beads). Aul¥rdem zeigten enige Experimente, dass die MembranRekrutierung und
Aktivierung von Pl 3-Kinase ene InIB-gClgR Interaktion miteinbeziehen und dass die
Simulation von Vero-Zdlen mit InIB enen gClgR-Gabl-Komplex hervorruft. gClgR gelt
madglicherweise enen zdluldren Rezeptor fur InIB vor, dessen Aktivierung ene Pl 3-Kinase
und eine Tyrosinphosphorylierung des Adapterproteins Gabl veranlasst (Braun et d., 2000).

Die Adhdson und Invason von L. monocytogenes in die eukaryotischen Zdlen kann auch
durch die dektrogtatische Interaktion des postiven geladenen N-Terminus von ActA (auch
wichtige Region an der Aktinakkumulation) und dem ,Heparan Sulfate Proteoglycan”
(HSPG)-ZdIrezeptor vermittelt werden (AlvarezDominguez e al., 1997). Ahnliche positive
geladene Motiven wurden auch be der Heparin-bindenden-Doméne von HS (Heparan
Sulfat)-bindenden-Proteinen beobachtet (Jackson et a., 1991, Sobel et a., 1992). An der
Interaktion von L monocytogenes mit der Zidzdlmembran, baw. Adhé&sion und Invason,
konnte auch das PC-PLC-Enzym enen wichtigen Berag legten, well es offendchtlich in der
Lage is, Glykosylphosphatidylinostol-Anker zu spdten (Goldfine et d., 1992, Mengaud et
d. Knob, 1991).

Durch Ddetion der LRR von InterndinA und InterndinB, sowie durch den Austausch der
LRR von InterndinA und InterndinB untereinander wurde die zentrde Rolle diessr Doméne
sowohl fir den Invesongprozess ds auch fur die Wirtszdlspezifitét der Listerien zum
ersenmal gezeigt (Torsten Hain, 1999).

InterndinA (INlA) igt andog zu Staphylokokken und Streptokokken durch das Motiv LPTTG
in der Zelwand verankert und wird nach aul¥en présentiert und ist daher nur in geringen
Mengen im Uberstand zu finden. Jedoch it InIB ohne einen solchen Zdlwandanker an
sainem C-Terminus auch in der Lage, sich an die Zelwand zu heften. 1997 wurde dieser neue
Mechanismus ener Zelwandasozigtion durch die Arbeit von Braun beschrieben. Hierbe war
die C-Teminde Region von InIB durch dre sch wiederholende Motive von Bedeutung, die
ene Lange von ungefdhr 80 As bedtzen und jewels mit dem Dipeptid GW (Glycin und
Tryptophan) darten, charakterisert. Durch die Arbeit von Torsten Hain (1999) konnte gezeigt
werden, dass Interndin B nicht ausschlieldich durch die GW-Motive des C-Terminus auf der
Oberfléche der Ligterien verankert wird. Die C-termind flankierenden 82 As. der LRR von
InIB, die diese Mative nicht besitzen, sind bel der Reassoziation ausreichend.

Fur die Adhésion und Invason der Interndine ist die korrekte Faltung der LRR durch die N
temind (50 As) und C-termind (82 As) flankierenden Aminosiuren der LRR von
Bedeutung (Torsten Hain, 1999).
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Abb. 8: Darstellung der Internalin-Funktionsbereiche (nach Torsten Hain, 1999)

InlA 16+3/14 LRR
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135
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2.4. Internalin-Familiein L. monocytogenes EGD

Neben den bereits beschriebenen InlA- und InIB-Proteinen wurde en drittes Mitglied der
Interndine identifiziert und charakterisert (Lingnau, 1996; Engebrecht, 1996, Domann et d.
1997). Es handdt sch um en 297 Aminosuren langes Molekil mit enem kakulierten
Molekulargewicht von 33.104 kDa. Obwohl es dch be diessm Molekil um en kleines
Polypeptid handdt, weis es dgnifikante Homologien und konserviete Strukturen zu den
groleren Molekilen der Interndine A und B auf. Es bestzt wie InA und InIB en
Sgndpeptid und Leucin-reiche Repeats, dlerdings nur in verminderter Anzahl. Den LRR's
ig ein Spacer von 50 As. vorgeagert. Aufgrund seiner Homologien zu InlA und InIB wurde
das Molekil aslIrpA (, Inerndin-related protein®) bezeichnet (Domann et ., 1997).

Abb. 9: Darstellung von InlC (IrpA).

InIC (Irpa) 6+112 LRR B Signal peptide

N-— I —C |3 -
B Interrepeat region
1 35 FF

216 297

Die Funktion des nur in pahogenen Ligerien vorhandenen und unter PrfA-Regulation
gehenden Interndin-verwandten Proteins IrpA (Lingnau et d., 1996; Domann et a., 1997),
auch as InlC bezeichnet (Engelbrecht et d., 1996), ist bis jetzt nicht bekannt.

Internainproteine gehdren zu der LRR-Supefamilie Die Leucin-reichen Repeats (LRR) sind
kurze Sequenzmotive (20 bis 29 Aminosduren), die in Uber 60 verschiedenen Proteinen,
megens eukaryotischen, vorkommen. Die meden von diesen snd in  Protein-Protein-
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Interaktionen involviert, wie Signdtransduktion, Transkription und RNA-Prozesserung,
DNA-Reparatur, Zdladhéson, Rekombination, Embryondentwicklung usw. Das ege
Beigid enes LRR-Proteins, dessen Krigdlstruktur aufgeklart wurde, ist der Ribonuklease
Inhibitor (RI). RI i en 456 As. grol3es Protein, das in mehreren Geweben vorhanden ist, es
bestent aus 15 LRR und verhindert durch seine Bindung an die Ribonuklease den Verdau der
RNS und reguliet s0 de die Proteinsynthese in der Zele. Die einzenen Wiederholungen
(Repeats) korrespondieren zu den b-a-Struktur-Einheten, bilden en hufeisenférmiges
Molekll aus einem Innenkreis mit kurzen b-Fdtbldttern und enem dazu pardleverlaufenden
Aul¥enkreis mit a -Helices (Kobe et Deisenhofer, 1993; 1995).

Inzwichen konnte auch die 3D- Struktur der ersten 242 As. von InlB aufgeklart werden.

Abb. 10:  Struktur der Leucin-Reichen-Repeats (position 77-242 As.)
des InternalinB-Proteins aus L. monocytogenes. (nach Marino, 1999)

=

b-Strang 310-Heix

Die 22 As da LRR der Interndine snd regeméldg angeordnet. Die LRRs werden ,in
tandem* von 75 md wiederholt. Die 7,5 LRRs von InB ddlen eine gebogene "Komma'-
Struktur dar (Abb. 10). Die LRR-Wiederholungen dhnedn dem o.g. Ribonuclease-Inhibitor
(RI) (Kobe, 1993; 1995), dem U2LRR-Fragment des kleinen Kernribonucleoproteins U2 und
dem rnalp aktivierenden Protein der Ran GTPase (Hillig et d., 1999).
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[3-Faltblatt 310-Hdlix

SI DQ | ANNSDI KSVQA QYLP
NVTKLFLNGNKLTDI KPLTNLK
NL GALFLDENKI KDLSSLKDLK

KLKSLSLEHNG SDI NGLVHLP
QLESLYLGNNKI TDI TVLSRLT
KLDTLSLEDNQ SDI VPLAGLT
KLCQNLYLSKNH SDLRALAGLK
NLDVLELFS

Concav Convex

Abb. 11: Alignmentsequenz der InternalinB-LRR (77 bis 242 As.) aus L. monocytogenes
[] =b-Fatblétter und []= 310-Helices (nach Marino, 1999).

Wie in diesser Abbildung dargestdlt, besteht jeder LRR von InlB aus einem kurzen b-Faltblatt
und einem entgegengesetzten antipardlden Segment einer 310-Hdix. Die b-Fatbléter und
die 310-Hdices snd durch spulatige Strukturen miteinander angeschlossen. Die b-Fatblétter
bilden die ,Conkav‘-Seite des Molekils und die 330-Hdix die ,Convex*-Seite und
beherbergen die meigen Aminosauren (14-17 Reste) der 22As. der LRR, die wahrscheinlich
eine hohes Regulationssegment innerhab des Molekils bilden (Marino et d. 2000).

Wetere Mitglieder der Interndinfamilie wurden be dem Tierpathogen Listeria ivanovii
identifiziert und charakterisert, es handdt sch um kleine sekretierte LRR-Proteine, die as
INIC, i-InD, i-InlF und i-INIE bezeichnet wurden und deren Transkription PrfA-abhéngig it.
Bis jetzt konnte nur be i-InlF und i-INlE eine Virdlenz im Mausmodell beobachtet werden,
aber deren genaue Funktion ist zur Zeit noch nicht bekannt (Engelbrecht et a., 1997; 1998).

Weitere LRR-Proteine konnten bei anderen pathogenen Bakterien gefunden werden, wie das
YopM von Yersinia pestis und IpaH von Shigella flexneri (Leung et a., 1989; 1990), das
TpLRR aus Treponema pallidum (Shevchenko et d., 1997), das filamentbse Hamaglutinin
von Bordetella pertussis und das 98-kDa BspA-Protein von Bacteroides forsythus (BspA
besteht aus 14 Wiederholungen ,repeats’ von 23 As. Lange), das partidl Homologien zu
Leucin-reichen Wiederholungen zeigt (Shama e d., 1998). Shigella flexneri, dessen
intrazdluldrer Lebensgil eng mit Listeria monocytogenes verwandt i, verflgt Uber mehrere
Kopien von ipaH sowohl auf dem Chromosom ds auch auf dem Virulenzplasmid (Buysse et
al., 1987).
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Es gbt enige wenige Besiide von Multigenfamilien in der prokaryotischen Wdt. Die
pathogenen Neisseria-Arten (Neisseria gonorrhoeae und N. meningitidis) liefern en gutes
Beigoied von Mikroorganismen, die Uber Genfamilien verfigen. In N. gonorrhoeae MS11
wurden 11 verschiedene opa-Gene charakterisert, jedes Gen kann unabhdngig von dem
anderen an oder ausgeschaltet werden (Bhat et d., 1991 und 1992). Diese veranderlichen
Proteine snd an Adhé&enzfunktionen, wie in der Wechsdwirkung mit humanen Leukozyten
und Epithelzellen und der intergonococcaden Adhésion, betelligt.
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PROBLEMSTELLUNG UND ZIEL DIESER ARBEIT ig die Identifizierung neuer LRR-
Proteine und Untersuchungen zu deren Rolle in dx Pathogenitét von L. monocytogenes EGD-
e. Weterhin soll die Regulaion neuer Interndinproteine und dem Interndinoperon (INlAB)
und die Rolle des PrfA - Faktors hierbel untersucht werden.

Zid desersten Tellsdieser Arbeit

Der inlFDE-Locus mit neuen LRR-Genen soll vollsténdig kloniert und sequenziert werden,
damit ene Andyse da Gene und deen Genprodukte hingchtlich Genanordnung,
Genomlokdisation, Regulationsdementen und konsarvierter  /homologer  MolekUlabschnitte
durchgefiihrt werden kann. Weiterhin soll mittels Homologieandyse festgestdllt werden, ob
die Genprodukte INIFDE der Familie der LRR-Proteine von L. monocytogenes zuzuordnen
snd, das held, ob se aul¥er den Leucin-reichen Repeats noch Uber weitere Merkmae wie en
N-termindes Signdpeptid, eine Spacer-Region und /oder enen C-terminden Membrananker
verfligen.

Man hat durch ene Subtraktionshybridiserung zwischen pathogenen und nicht pathogenen
Ligerien L. monocytogenes-spezifiscche DNA-Sequenzen identifiziet (Buske, Chen & 4d.,
1993). Ein Zid diese Arbet i der Vergleich dieses Locus mit gpathogenen Ligterien (L.
innocua), ob es sch be diesem Gencluster um eine weitere, neu entdeckte L. monocytogenes-
soezifische Determinante handet und ob es Hinweise auf mogliche Transfermechanismen
gibt.

Um zu untesuchen, ob es sch um Pahogenitéfaktoren handdt, sollten dabile
chromosomae Deetionsmutanten ohne polare Effekte in L. monocytogenes EGD-e in den
enzdnen Genen und den gesamten Opeon hegestdlt und in  Zdlkulturen und im
Maugnfektionsmodd!l getestet werden. Waelterhin - sollten  gezidte Notl-Schnittstelen  in
bekannten Pathogenitdtsfektoren auf dem Chromosom engefigt werden, damit ene
Kartierung des Genoms mittels PFGE im Rahmen des Genomprojektes von L. monocytogenes
EGD-e am Inditut fir Medizinische Mikrobiologie in Gief?en verwirklicht werden konnte
(Zusammenarbeit mit VVon Both).

Die transkriptiondle Regulation der Gene inlFDE sollte sowohl mittels Northern-Blots unter

verschiedene Temperaturen ads auch durch Reportergenstudier (b-Galaktosidase aus B.
stear other mophilus) untersucht werden.
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Zur Untersuchung der enzenen Molekile InlF, D, E sollte unter Verwendung enes
rekombinanten Expressonssysems die Proteine in E. coli gereinigt werden. Diese gereinigten
Protene <ollten zur Hergdlung von Antikbrpern  dienen, um die Molekile in L.
monocytogenes zu detektieren. Waeiterhin kdnnen die derart gereinigten Molekile auch zur
Aufklarung der 3D-Struktur dienen  (Funktionsanalysen).  Waelterhin - ermoglichen  diese
Fusonsmolekile die Hesdlung von  Affinitdschromaiographiestulen,  um  mogliche
Wechsdwirkung zwischen InlF, D, E und Wirtsmolekiilen zu sudieren.

Zid des zweiten Teilsdieser Arbeit

Im zweiten Tell der vorliegenden Arbeit sollte die Regulation des inlAB-Operons, die PrfA-
abhéngig und PrfA -unabhédngig erfolgt, genauer untersucht werden.

Frage ig die PfA- bzw. die PfA-Box-abhéngige Regulation fur die Inveson von L.
monocytogenes EGD-e notwendig?

Hierzu sollte die Expresson des inlAB-Operons anhand von Deetionsmutanten untersucht
werden, denen der Regulator PrfA fehlt, oder denen die prfA-Box vor dem inlAB-Operon
fehlt bzw. subgtituiet wurde. Die Expresson sollte durch mRNA-Sudien efolgen und die
Genprodukte mittels Immunoblot  detektiert werden. Waelterhin  sollte die Mutanten im
Zdlkulturinvasionsversuch hingchtlich ihrer Fahigkeit zur Invasion untersucht werden.
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3. MATERIAL

3.1 Bakteriensgamme

1. Listerien

Listeria monocytogenes (EGD-€): Serotyp 1/2a
Listeriainnocua NCTC 11288: Serotyp 6a
Listera monocytogenes EGD-e-Deletionsmutanten:

DinlF diese Arbeit

DinlD diese Arbeit

DinlE diese Arbeit

DinlFDE diese Arbeit

DinlFDE in DinlABDirpA diese Arbeit

DinlF in DinlABDirpADVGC diese Arbeit

DinlD inDinlABDirpADVGC diese Arbeit Hergestellt fiir die
DinlE inDinlABDirpADVGC diese Arbeit Kartierung des
DinlFDE in Dinl ABDirpADVGC diese Arbeit Chromosoms von
DPprfA-Box in DactA plcB diese Arbeit Listeria monocytogenes
DPprfA-Box in Dinl FDE diese Arbeit (siehe'Von Both, 1999)
DactAplcB in DinlFDE diese Arbeit

DdapE diese Arbeit

DPprfA-Box voninlAB diese Arbeit

Substitution PprfA-Box voninlAB diese Arbeit

DprfA2 Domann/Zechel

DinlAB2 M. Hudel

2. E.coli Genotyp

INVaF (Invitrogen):

BL 21 (Amersham Pharmacia Biotech):

end, rec, hsdR17(r",mi*k), supE44,| -, thi-1, gyrA, relA1, F 80,
lacZa D(lacZYA -argF), deoR", F-

F, ompT, hsdS (rB™, rB"), ga

DH10R (Life Technologies): F~, mcrA D-(mrr hsdRMSmerBC),F 80diacZDM15,  DlacX 74, deoR,
recAl, araD139, D(araleu)7697, gaU, gakK, | -, rpsL, endA1, nupG

3.2. Zdllinien

Caco-2 Epithel Dickdarm Mensch DSM ACC 169

Hela Epithel Gebarmutter Mensch DSM ACC 57
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3.3. Oligonukleotide

adBgl - BanH GCTACAAAGCAAGCAGGAT CCAGCGCAACAAAA

adBgl - Ndel TCCTGTATTTGTATGCATATGAAAAACTCCTTTTCT

adD- BarHI GAT GCAAAAACGGGT GGAACT GAAT GGGAT CCCGCAACTAGCAAAAT GCCAACTAGTG
adD- Ndel CTGAATTCCACCGTTTTTTCATATGCCCTCTCCTTTTATTTA
adE- BanHI GGTACAAGT AACCCAAGGGAT CCAGGAGGCAATACCAC

adE- Ndel TGCTGTTTTGTTTCTTTTCATATGACTATCTCCTTTAT

adF- BarHI GAACATTAGAAGGATCCCGCAAAGATTCATT

adF- Ndel TTTTTCTCTGTTTCATATGATCGTCTCCTTATAATTTG

adG- BanHI CGTCCATTTGATGATTTTGGGATCCTTATTTTACTA

adG Ndel ATTATTTTTAGATTTCATATGAGTCTTTCCTTTCATT
adP60- BanH TCGATCATCATAATTCTGGATCCTTATATAACATCCTCCAT
adp60- Ndel GTTGCTTTTTTCATATTCATATGACTCCTCTCTTTTTTCAGA
adLacZ’ GTGTGGAATTGTGAGCGG

Bgl BanHI GST GCTGCTGCTGGATCCCAATTCGAAGGCGCT

Bgl Munl GST TCAAAAGCCAATTGAGAGCCAGTGAG

BOXA+ TGAACATAAAGGGT AGAGGACGCGGCCGCGGGATTCTTTTTTTTGGAAAAATAGT T
BOXB+ AACTATTTTTCCAAAAAAAAGAAT CCCGCGGCCGCGT CCTCTACCCTTTATGTTCA
dapE A TTGTTTGGGACATTTTCTCGGTAAC

dapE Notl A GTCTAGGTCGTATTGTACCTTTGCGGCCGCAATACCATGTTCAGCTA
DapE Notl B TTTCCGGAACAACCGAT GCGGCCGCATTTACCAAAGCTAAGAA
G1 CAGCCCAGATCAAGTAGGCGTC

G2 ACGGTCTTCCCGCTGTAGTGG

GSTBgl I'I D1 GAGAGGGATTAGATCTAAACGGT GGAATTCAGT

GSTBgl || D2 GGTTCGGGCAAGATCTATCACGCAGCCAACCGC

GSTBgl I'I E1 AGATAGTTTAAGATCTAGAAACAAAACAGCATTAAG
GSTBgl || E2 AGTATTGGCAAGATCTTTTTGGGTAGGGATGAGCTC

GSTBgl I'I F1 AGACGATAAAAGAT CTCAGAGAAAAACCT CAGT

GSTBgl I'I F2 TATCTTGGGAAGATCTTTATGGGTAAATGCAAGTC
GSTMunl F GTATCTGTTACAATTGATTTTCCAGCCGCTATTTT
GSTMunl D CGTAACTTCGTCAATTGCATCCGCTTTTCCGAGC

GSTMunl E AATAGCAGCAATTGATCAATCGCATTC

in DBglITA AAAGTAGATTACCAAGATCTGCTACAAGA

iniDBgl Il B CGTAACTTCGTCTGTTAGATCTGCTTTTCCGAGC

InlDNot I A AAAATCACATTAATTGGCGGCCGCTGCGTGATGCTCTCTG
InlDNot| B ACTTATCAAAGCT TGCGGCCGCAACCAGTAGCGCCAACGAAGG
inlDE BglI'11 CTGACGGCGTAGATCTAATGGGTTAC

inlDE Bgl 12 AATAGCAGCAAGATCTCAATCGCATTC

i nl DE1 GAGAATTGTCTGAGCTAGG

i nl D1 AAGATAAACTAACAAT TAAAGCTAACGAC

i nl D2 GACGACAAGATTATTTTGATAAAAC

i nl D5 GCGGAGAATTAGCGTCGCTGTTCCT

i nl E1 GGAATAACAACAATAGAAGGATTGCAGT

inl E2 ATCAACTACATCCATATGCCCTGA

i nl E2 CAATACGACCTAGACAGAGCT

i nl E3 GTTACGCAGATGATTTAAATGG

i nl ED2 GTAATTCACGGGCGCTTCT

i nl ED3 CGCTAATGCTGGATCCGTGA

i nl ED4 TGGGAT GAAAGCT CAGGCAGAGAGT

i nl ED4” CCTCAGTACTACATGTTTTACTTGTAGTGAC

i nl E4 AACAGCATTAAGAATCTTAGTC

i nl E5 GATAAGAACTGCTCCTACA
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inlE Bglll A AAAATTGCCAGCAGAGGAGATCTCATTATACGCGC
inlE Notl A AGTAAAATTTCCGT TAATAGCGGCCGCGT GTTCAATCACCGCTGC
inlE Notl B GTCCAATTAATGCGGCCGCAAATGACAATAATTC
inlF Bglll GTACTGTTACATTAGATCTTCCAGCCGCTATTTT
inl F Notl A AACTAATTCCCAAGATAGCGGCCGCTACAAGTAAAACATGT
inlF Notl B TCCGACGAAAGCGGCCGCCACATTTGTAGGATGGT
inl Gl+ AAATGTGCATATAGAGTGAC

inl G+ TATAGAGT GACATCATTCGCGGGC

inl G3 CGGTTGTGTTATGAAGCCACT

i nl G3 REV TAGTGGCTTCATAACACAACCGTT

i nl G4A CGCGACCTGTGGCGCTGCTTT

i nl G SP- ECORI GTTATAAAAGAT GGT CAGCGAATTCGCATCAATGGT
MLOO GTAAACGACGGCCAGT

MLO1 CAGAAACAGCTATGAC

prfA box 2 AAGGAAAAAAGCGGCCGCACCCTTTATGT TCAAAAT
prfA box 1 AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTTTTTGGAAAAAATA
TH6 ATTCCCAGCTTCCACTTCTTTG

TH22 GAGACTATCACCGT GTCAACG

1323 CCCTAATCTATCCGCCTGAAGCGTTG

1317 GGAATGACGAGCTCATACAAACAATATGG

6516 ACGAACCAACT GCTCCAGCCAAGGAAGGT T

3.4. Vektoren

PCRII (Invitrogen):

acZ Gen, Sp6 Promotor, Multiple Klonierungstelle, T7

Promotor, F1 Origin, Kanamycin Resistenz, Ampicillin

Resistenz, ColE1 Origin

PAUL-A: (Diplomarbeit Maria Hartl) lacZa, ori pMBS, oriRTs, EmF

PGEX-6P-1: (Amersham Pharmacia Biotech):
pSOG13: (Doktorarbeit S. Otten)
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3.5. Plasmide
pAD14 pCRII inlFDE diese Arbeit
pAD15 pCRII inlF diese Arbeit
pAD16 pCRII inlD diese Arbeit
pAD17 pCRII inlE diese Arbeit
pAD18 pCRII inlG diese Arbeit
L. innocua
pAD19 pCRII (intergenische Bereich | diese Arbeit
ascB-dapE)
pAD21 pCRII Dinl FDE EGD-e diese Arbeit
pAD22 pCRI| DinlF EGD-e diese Arbeit
pAD23 pCRI| DinlD EGD-e diese Arbeit
pAD24 pCRII DinlEEGD-e diese Arbeit
pAD25 pAUL-A DinlFDEEGD-e diese Arbeit
pAD26 pAUL-A DinlF EGD-e diese Arbeit
pAD27 pAUL-A DinlD EGD-e diese Arbeit
pAD28 pAUL-A DinlE EGD-e diese Arbeit
DPprfA-Box voninl A . .
PAD29 | pAUL-A P oo diese Arbeit
pAD30 pAUL-A DdapE EGD-e-Chr diese Arbeit
pAD31 pAUL-A Subst.PprfA voninlA diese Arbeit
pAD32 pAUL-A Dasd EGD-e diese Arbeit
pAD33 pAUL-A DdapG EGD-e diese Arbeit
pAD34 pAUL-A DdapA EGD-e diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor voninlF diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor voninlD diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor voninlE diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor voninlG diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor von bglA diese Arbeit
pAD34 pSOG13 Promotor von p60 diese Arbeit
PAD34 | pGEX-2TK ohne Isr.“;'):e otide diese Arbeit
inlD ) .
pAD34 PGEX-2TK ohne S. peptide diese Arbeit
pAD34 | pGEX-2TK ohne 'Sr_“pEe otide diese Arbeit
PAD34 | pGEX-6P1 e 'S”'fe Jide diese Arbeit
3.6. Chemikalien

Die vewendeten Chemikdien wurden von den Firmen: Roche Difco, Life Technologies,
Merck, Amersham Pharmacia Biotech, Roth und Sigma bezogen.
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3.7. Enzyme

Die Enzyme, die fUr diese Arbeit verwendet wurden, sammen von den Firmen: Amersham
Pharmacia Biotech, Biolabs, Biozym, Life Technologies, Merck, New England Biolabs,
Roche.

3.8. Antikor per

Anti-Kaninchen-InlF-Serum (polyklonal): diese Arbeit
Anti-Kaninchen-InlD-Serum (polyklonal): diese Arbeit
Anti-Kaninchen-InlE-Serum (polyklonal): diese Arbeit
Anti-Kaninchen-InIB-Serum (polyklonal): S. Miller
Anti-InlA L244 (monoklonal): S. Miller
Alkalische Phosphatase-konjugierte Anti-Kaninchen-1gG: Dianova
Alkalische Phosphatase-konjugierte Anti-M aus-1gG: Dianova
M108 B11 (Listeria monocytogenes, spezifisch): GBF
Cy3-Anti-Maus 1gG: Dianova
Cy3-Anti-Kaninchen IgG: Dianova
FITC-Phdloidin: Dianova

3.9. Antibiotika und andere Zusitze:

Ampicillin 100ug/m 100mg/ml

. Sug/ml fr Listerien
Erythromycin 300ug/ml fur E. coli Somg/mi
X-Gd 40pg/ml 20mg/ml in 50%

Dimethylformamid

IPTG 0.5ul/ml 100 mM
3.10 Medien und Agar platten
3.10.1. Listerien
M edien:
BHI (Brain Heart Infusion) (Life Technologies): 38g BHI auf 1 L Aquadest.
BHI (Brain Heart Infusion) (BD Biosciences) : 379 BHI auf 1 L Aquadest.
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Agarplatten
BHI-Platten:

DM 3-Platten:

3.10.2. E.coli

M edien:

L B (LuriaBertani):

Agar-Platten:

3.10.3 Zdlkultur medium:

-MEM (Minimal Essential Medium):

- FKS:

- L-Glutamin:

- Hanks Salt Solution (1x) :

- Trypsn/EDTA
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379 BHI

10g Agar
auf 1L Aquadest.

20m 5% Agar
500ml 1M Na-Succinat (Bernsteinsaure)
100m 5% Caseinhydrolysat(Pepton 140 )
60m  10% Hefe-Extrakt
100ml  [KoHPO4(Wiv3,5%) + KH,PO4(w/vl,5%)]
10m 50% Glucose
20m 1M MgCl,
10m  5%BSA
Allesgetrennt autoklavieren: 12°'bei 121°C,
vor Gebrauch auf 50°C abkuhlen lassen und
mischen.

10g Trypton

5g Hefe-Extakt
10g NaCl
auf 1L Aquadest.

Zu 1L LB-Medium werden 10g Agar gegeben.

Mit Earle’s Salts, with L-Glutamin
(Life Technologies)

100% Foetal Bovine Serum (Sigma)

100x; 29,3 mg/ml in Norma Sdine (PAA
Laboratories), Arbeitskonzentration: 200 mM

1X; enthdlt Cacium und Magnesium (Life
Technologies)

1X; 0,59 Trypsin (1:250)/1; 0,2 g EDTA/l in
1X PBS (PAA Laboratories)



3.MATERIAL

3.11. GroRenmarker:

3.11.1. DNA-Marker: (1 kb-Leiter von Life Technologies)

1 Kb DA Ladder
03 parlans
0.9% agaross gel

stainad with athidium

3.11.2.DIG-RNA-Marker (Life Technologies):
9 Fragmente: 310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 bp.

3.11.3. Protein-Marker: (10 kDavon Life Technologies)
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3.MATERIAL

3.12. Gerate

ALFexpress Pharmacia

Autoklav Wolf

Brutschranke Heraeus

CO»-Brutschranke L abotect

Eismaschine Icematic F90 Compact Elektronic
Elektrophoresekammern Eigenbau der Institutswerkstatt
Feinwaage Mettler

FHlme Fuji-100 Rontgenfilme; Cronex 10S
Filmentwickler Agfa

Fluoreszenzmikroskop Zeiss

French Press SLM AMINCO
Geiger-Mller-Zahler FAG

Gelfotographie und Cybertech Haiser und Mitsubishi
Gene-Quant Pharmacia

Geltrockner Eigenbau der Institutswerkstatt
Hybridisierungsofen Biometra

Kuhlschréanke Bosch

Kamera Nikon F 601 Vibro
Magnetriher Janke und Kunkel

Mikroskope Zeiss

Mikrowelle Moulinex

pH-Meter WTW

Photometer Pharmacia

Plattiergerat BioSys, Autoplate 3000

Protein-Gekammern
Sequenzier-Gelkammern
Sterilbank
Spannungsgeréate
Speedvac-Konzentrator
Thermocycler

Thermobl cke
Tischzentrifugen

Biometra und Phase
ALFexpressvon Pharmacia
Karl Bleymehl Reinraumtechnik
Consort

Bachhofer

Perkin Elmer, Biomed

Eigenbau der Institutswerkstat
Heraeus

Ultraschallgerét Branson Sonic Power Company
Ultrazentrifugen Sorval

Wasserbader Infors AG und GFL

3.13 Computer programm

ALFwin, CASBA 1V, Cord Draw, DNASs, DNAgar, Excel, FreeHand 8, Husar, Word,
Power Point, Win- und Mac OS, Internet, data base searching usw.
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4. METHODEN

4, METHODEN

4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Losungen: 10X TAC-Puffer = 330mM Tris-Acetat
660mM Kaiumecetat
100mM Magnes umacetat

5mM DTT
Img/ml Casain

Im dlgemeinen werden 0,2-1,0 pg Plasmid-DNA bzw. 510 pg chromosomae DNA fir einen
Verdau eingesstzt. Weiterhin and im Verdauungsansatz /10 Volumen 10X TAC-Puffer,
Redtriktionsenzyme (max. 1/10 Gesamtvolumen) und Wasser (Restvolumen) enthalten.

Der Resktionsansatz wird 1-2 h bei Plasmid-DNA bzw. 1-18 h bei chromosomaer-DNA bel einer
optimaen Temperatur von 37°C ( Temperatur ist Enzym-abhangig z.B.: Smal 25°C, BssHI 58°C)
inkubiert und durch Zugabe von Probenpuffer (siehe 4.3) oder Phenolisieren abgestoppt.

4.2 Féllung von DNA mit Ethanal
Die DNA-Lo6sung wird in 1/10 Vol 3M Natriumacetat pH 4.9 und 2 Vol EtOH versetzt, gut
gemischt und 30 min bel -70°C oder 2 Std bel -20°C ausgefdlt. Durch 15 min Zentrifugation wird

die DNA pdletiert, mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 1X TE aufgenommen.

4.3 Auftrennen von DNA-Fragmenten durch Agar osegelelektrophorese

L Osungen:

10X TBE: 10X TPE:

108g Tris 108g Tris

559 Borsdure 155 ml 85% Phosphorséure (1.679 g/ml)
20ml 0.5M EDTA pH 8.3 40 ml 0.5 EDTA pH 8.3

ad 1l Wasser ad 1l Wasser

Probenpuffer:

40% Saccharose

Bromphenolblau
Das Auftrennen von DNA-Fragmenten erfolgt mittels Elektrophorese in Agarosegelen.
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4. METHODEN

Die Agarose-Konzentration ist abhéngig von der Lange der zur untersuchenden Fragmente. Durch
Verwendung eines DNA-Markers bekannter Grof3e it es maglich, die Lange von lineariserten
DNA-Fragmenten zu bestimmen.

Fur Plaamid-DNA werden 0.7-1.25%ige Agarosegele mit TBE-Puffer (Tris, Borate, EDTA)
eingesetzt. FUr chromosomale DNA werden 0.4-0.7%ige Agarosegele mit TPE (Tris, Phosphat,
EDTA)-Puffer eingesetzt (das TPE-Gd wird zur besserer Auftrennung von grofReren DNA-
Fragmenten bendtigt).

Die Agarose wird durch Kochen in TBE oder TPE-Puffer in Lésung gebracht, nach Abkihlen auf
ca. 50°C mit EtBr (Endkonzentration: 0.5ug/ml) versetzt und auf ene abgedichtete Glasplatte mit
eingesetzten Kammen gegossen. Als Gdpuffer werden 1x TBE und auch 1x TPE ds Laufpuffer
verwendet. Die mit 1/10 Vol Stop-Puffer vermischten DNA-Proben werden in die Geltaschen
geladen. Die Elektophorese erfolgt bei TBE-Gden 1-2 h bei 200V, bei TPE-Gelen UN bei 40V.
Anschlief?end wird das Gel unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.

Zusammensetzung eines 0.8%igen TBE-GelsZusammensetzung eines 0.8%igen TPE-Gels

10X TBE 10ml 10X TPE 10ml
Agarose 0.8g Agarose 0.8g
Ethidiumbromidiésung 1% 5ul Ethidiumbromidiésung 1% 5ul

Wasser 90ml Wasser 90ml

4.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

Diese Methode dient der Reinigung von bestimmten DNA-Fragmenten, die fir eine Klonierung
eingesetzt werden sollen.

Nach der Elektrophorese wird das gewiinschte DNA-Fragment aus dem Agarosege unter UV-
Licht herausgeschnitten und in ein Eppendorf- Cap gegeben. Es wurde eine Methode von QIAGEN
verwandt, die auf einem Kit basert. Die verwendeten Puffer und Waschldsungen liegen den
Reaktionskits bei. Die DNA-Bande wird mit einem Skapel herausgeschnitten und in einem
Eppendorfcap gewogen. Zu 100 mg Gel werden 300ul QX 1-Puffer gegeben und fir 10 min bel
50°C inkubiert. Die Probe wird dann Uber eine Saule geladen und fir 60 sec kel 15000 rpm
zentrifugiert. Fir den Wachvorgang werden 0.75 ml PE-Puffer hinzugegeben und wieder fir 1 min
zentrifugiert. Danach wird fir ene wetere Minute zentrifugiert, um den redtlichen Puffer zu
entfernen. Dann wird die Saule in ein neues Cap gesteckt, 50Ul 1x TE-Puffer zugegeben und 1 min
zentrifugiert. Das Eluat kann sofort weiter verwendet oder bel -20°C aufgehoben werden.
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4. METHODEN

4.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Lésungen:  5X Ligationspuffer: 50mM Tris-HCI pH 7.6
25mM MgChb
25mM Dithiothreitol (DTT)
25mM ATP
200pg/ml Rinderserumabumin (BSA)

Das Zid dieser Methode igt die Verknipfung von DNA-Fragmenten. Diese VerknUpfung wird mit
Hilfe von DNA-Ligasen vermittdt, die die Bildung von Phosphodiester- Bindungen zwischen ener
freien 5"- Phosphatgruppe und einer freien 3'-Hydroxylgruppe katayseren.

Der Ligaionsansatiz enthdlt den lineariserten Vektor und die DNA-Fragmente im Verhdtnis 1.3
oder 1.4. Fir ein Gesamtvolumen von 20ul werden 4ul 5X Ligationspuffer (Life Technologies) und
1U/ul T4 DNA-Ligaese (Life Technologies) zum Resktionsansatz gegeben. Die Ligationsansaz
erfolgt bei 14°C Uber Nacht im Wasserbad.

4.5.1 Direkte Klonierung von PCR-Produkten

Der TA-doning™ Kit von Invitrogen it fur die direkte Klonierung von PCR-Produkten in einen
speziell dafir kongtruierten Vektor (pCRII) vorgesehen.

Da der pCRII-Vektor 3-T-Uberhdange an der Insartionsstelle enthdlt, brauchen die bei einer PCR
entstehenden 3'-A-Uberhédnge (Template-unabhangige Aktivitat der Tag-DNA-Polymersase) nicht
zu blunt- Enden modifiziert werden.

Die TA Cloning™ Ligetion erfolgt in einem molaren Verhdtnis von 1:3 (Vektor 3.9 kb : PCR-Insert
x kb.

Zu 25 ng pCRII-Vektor werden: X il PCR-Produkt
1ul T4 DNA Ligase
1ul 10X Ligationspuffer
ad. 11ul Aqua bidest.
Die Ligationsansatz erfolgt bei 14°C Uber Nacht.
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4.6 Dephosphorylierung des Klonierungsvektor s mit alkalischer Phosphatase

Diese Methode dient der Klonierung von DNA-Fragmenten in Klonierungsvektoren, die nur mit
enem enzigen Enzym geschnitten snd. Durch die dkdische Phosphatase werden die 5'-
Phosphatenden des lineariserten Vektors entfernt und die Rezirkulariserung des Vektors wird so
verhindert.

Der lineariserte Vektor wird nach der Aufreinigung des Redtriktionsverdaus (4.2-4.4) in 20ul
Wasser aufgenommen.

+1/10 Volumen 10X CIP-Puffer (Boeringer Mannheim)

+1U/ul CIP (akalische- Phosphatase) (Boehringer Mannheim).

Der Ansatz wird fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Resktion wird gestoppt durch Zugabe von
1710 Volumen (200mmol) EGTA und Erhitzen auf 65°C fir 10 min. Das Aufrenigen der
Dephosphorylierungsresktion erfolgt durch Phenoliserung. Das prézipierte, gewaschene und
getrocknete Pdllet wird in 20l Wasser aufgenommen.

4.7 Phosphorylierung von PCR-Produkten (durch das Sure™ Clone Kit/Pharmacia)

Diese Methode hat as Zie die Verknipfung von PCR-Produkten, die auf Grund der unspezifischen
Reaktion der Tag-DNA-Polymerase 3'A-Uberhdnge besitzen. Mit Hilfe der 3-5-
Exonukleaseaktivitdt des Klenowfragmentes werden die 3-Uberhdnge entfernt. Die T4-
Polynukleotidkinase phosphoryliert die 5 - Enden des so modifizierten PCR- Produktes.

1-15ul des PCR-Produktes werden mit:

1l Klenow-Fragment

2ul 10X Blunting Kinasing Buffer

1ul T4 PNK (Polynukleotidkinase)

ad Aqua. bides. (Gesamtvolumen betragt 20ul).

Der Ansatz wird fir 30 min bel 37°C inkubiert. Danach enmd phendlisiert, kurz abzentrifugiert und
die wéssrige Phase in ein frisches Cap gegeben. 500 Sephacryl® S200-Resin werden auf eine
Micro-Spin-Saule (in einem 1.5 ml Cgp) gegeben. Nach einer Zentrifugation von 30 sek bel
maximaer Geschwindigkeit wird der Durchfluss verworfen und die Saule in en frisches Cap
Uberfihrt. Die wassrige Phase, die das behandelte PCR-Produkt enthdt, wird auf die Séule
pipettiert und be maximaer Geschwindigkeit fir 30 sek. zentrifugiert. Der Durchfluss enthdlt das
phosphorylierte und gereinigte PCR-Produkt, das nun flir eine Ligationsreaktion mit einem anderen
phosphorylierten und gereinigten PCR-Produkt oder Vektor eingesetzt werden kann.
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4.8 Her stellung kompetenter E. coli-Zellen (nach Hanahan et ., 1991)

Losungen:  SOB Medium (ohne M g?*): CCMB 80:
209 Bacto- Tryptone 80mM CaCl,
59 Bacto- Y east- Extrakt 20mM MnCl
0.58g NaCl 10mM MgCly
0.19g KCI 10mM Kdiumacetat, pH 7
10% Glycerin

50ml SOB-Medium (ohne Mg?*) werden mit 1ml einer bei 37°C gewachsenen UN-Kultur beimpft
(2:100 Verdiinnung) und bis zu einer optischen Dichte = 550 nm von 0.3 be einer Temperatur von
37°C angezogen.

Die Kultur wird in ein Greiner-Réhrchen Uberfihrt, 10 min auf Eis abgekihlt und 10-15 min be
4°C und 2000-3000 rpm. abzentrifugiert. Das Pdlet wird in /3 Vol (ca. 17ml) CCMB 80
vorsichtig aufgenommen und fir weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
nimmt man die Zellen in /12 Val (ca 4.2ml) CCMB 80 auf. Die nun kompetenten Zellen miissen
sofort aufgebraucht oder in 200l Aliquots in fllissgem Stickstoff eingefroren werden. Die Lagerung
erfolgt be -70°C.

4.9 Transformation von Plasmiden in E. coli

Losungen:  SOC-Medium: 20g  Bacto Tryptone (2%)
59 Bacto Yeast Extract (0.5%)
0.58g NaCl (10mM)
0.19g KCI (25mM)
2.03g MgCly-6H20 (10mM)
2.46g MgSO4-7H50 (10mM)
3.96g Glucose (20mM)
add. 1L H,O

Fur die Untersuchung eines DNA-Abschnittes reicht das Ausgangsmaterid nicht aus. Esist deshab
erforderlich, den gesuchten DNA-Abschnitt zu vervidfdtigen. Dadie Bakterien (E. coli ) sehr rasch
wachsen, kann das erwiinschte DNA-Fragment in reativ kurzer Zeit in Bakterien (E. coli) vermehrt
werden. 200pl kompetente Zellen werden mit dem Ligationsansatz (+ 8ul 0.5 M b-Mercapto-
Ethanol fir TA-Cloning" Transformation) gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert (Plasmide
lagern sch an die Zdlwand der Bakterien). Anschlief3end erfolgt ein Hitzeschock von 90 sec bei
42°C (Plasmide werden durch die Zdlle aufgenommen) und sofort wieder fir 2 min auf Eis. Zu dem
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Transformationsansatz wird 800l SOC-Medium gegeben (Stabiliseren der Zdlen) und 1h bzw. 4h
(bel EmResstenz) unter leichtem Schitteln bel 30°C inkubiert. Anschlief¥end werden 100-200ul
des Trandormationsansatzes auf den entsprechenden Sdektionsplatten (fur TA-Cloni ngTM
Transformation, auf LB+50ug/ml Ampicillin + X-Gal; ohne IPTG) ausplattiert und Gber Nacht bel
37°C im Brutschrank inkubiert.

4.10 I solierung von Plasmid-DNA ausE. coli

4.10.1 Minipraparation (Wizard ™ Minipreps von Promega)

L Osungen:

Zdl-Resuspensionspuffer:  Zdl-Lysispuffer: Wasch-L 6sung:

50mM Tris-HCI, pH 7.5 0.2M NaOH 200mM NaCl

10mM EDTA 1% SDS 20mM Tris-HCI, pH 7.5
100ug/ml RNase A 5mM EDTA
Neutralisationspuffer: TE-Puffer: verdiinnen mit 95% Ethanol
1.32M Kaiumacetat 10mM Tris-HCI, PH 7.5 Ethanol- Endkonzentration liegt
pH 4.8 1ImM EDTA ungefahr bei 55%

Diese Methode it gegignet um kleinere Mengen Plasmid-DNA zu gewinnen, zum Beispid fir das
Redtriktionsscreening und fir die Transformation von Bakterien.

3ml ener Ubernachtkultur wird abzentifugiert (5 min, 13000 rpm). Das Pdlet wird in 200ul
Resuspensionspuffer resuspendiert. Dann wird 200ul Zdl-Lysispuffer zugegeben und ,, Uberkopf*
gemischt und 2 min stehengelassen. Anschlief3end wird 200l Neutradisationspuffer dazu pipettiert
und , Uberkopf“ gemischt. Nach Zertrifugation (5 min, 15000 rpm) wird der Uberstand in ein
neues Cap gegeben (Uberstand enthdlt das Plasmid), mit 1ml Resin gemischt und Gber eine Siule,
die auf dem Vakuman (Saugsystem, das mittels Vakuum arbeitet und bel der Reinigung von Plamid-
DNA von Proteinen, RNA, chromosomaen DNA usw. verwendet wird) angebracht worden i<,
gereinigt. Die an das Resin gebundene DNA wird einmd mit 2ml Waschlésung gewaschen.
Nachdem die Saule in en frisches Cgp Uberfihrt und durch einen Zentrifugationsschritt bei 15000
rpm, 20 sec getrocknet worden i, erfolgt die Elution der Plasmid-DNA durch Zugabe von 50ul
1X TE-Puffer und Zentrifugation bei 15000rpm, 20 sec lang. Die Plasmid-DNA kann be -20°C
gelagert werden.
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4.10.2 M axiprapar ation (WizardTM Maxipreps von Promega)

Die verwendeten Puffer und Waschlsungen: sehe 4.10.1
Diese Methode wird angewandt um groRe Mengen von Plasmid-DNA zu gewinnen, das
Versuchsprotokoll umfalt fast die selben Schritte wie bei der Minipréparation.

Von einer Ubernachtkultur werden 1 b in 100 ml LB-Medium angeimpft und bebrittet bis die
optische Dichte (= 600 nm) ca. 0.6-0.8 betrégt. Die 100 ml Zelkultur wird dann auf zwei 50 ml
Greiner-Rohrchen verteilt und fir 10 min bet 6000 rpm und Raumtemperatur in der Heraeus-
Zentrifuge adbozentrifugiert. Das Pdlet wird in insgesamt 15 ml Resuspensionspuffer aufgenommen.
Darauf wird 15 ml Lysspuffer dazu pipettiert und geschwenkt bis die Loésung klar und viskas wird.
Danach wird 15 ml Neutralisationspuffer dazugegeben und gemischt. Anschliel?end wird fir 20 min
be 6000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Zum Ubersand werden 0.5 Volumen
|sopropanol gegeben und fir 15 min bei 6000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Pdlet in 2 ml 1x TE-Puffer aufgenommen. Danach wird 10 ml Resn
dazugegeben und gut gemischt. Das Res/DNA-Gemisch wird in eine Elutionssdule gegeben und in
einem Vakuum abgezogen. Anschliel?end werden 13 ml Waschl6sung zugesetzt und wieder durch
Vakuum abgezogen. Weitere 12 ml Waschlésung werden dazu gegeben und durch Vakuum
abgesaugt. Danach werden 5 ml 80%iger Ethanol fir das Abwaschen des Rest- Resins verwendet.
Nach erneutem Vakuum wird die Elutionsséule in ein 50 ml Greiner-Réhrchen gesteckt und 5 min
bel 2500 rpm zentrifugiert. Das Rohrchen wird dann verworfen und das Resin noch ma 5 min durch
Vakuum getrocknet. Anschlief3end wird die Elutionsséule in ein neues Réhrchen gesteckt und 1.5 mi
vorgeheizten (65-70°C) TE-Puffer dazugegeben und 1 min stehengelassen. Danach wird 5 min bel
2500 rpm zentrifugiert. Das Eluat enthdlt das Plasmid und wird bei 4°C oder -20°C aufbewahrt.

4.11 I solierung von genomischer DNA ausListerien

GES-Reagenz: 5M Guanidiumthiocyanat/GDTC (Sigma)
100 mM EDTA (Stock: 0.5 M in ddWasser, pH 8.0)
0.5% (v/v) Sarcosyl (Fluka, StocklGsung: 10%)

Zur EDTA-Stocklsung wird das abgewogene GDTC gegeben und durch Erwarmen bel 65°C
gel6gt. Hiernach wird zu der abgekihlten Lésung das Sarcosyl zugeflgt, mit ddWasser aufgefullt
und bei RT lichtgeschiitzt gelagert.

20 ml einer UN-Kultur (ODggonm = 2.0, 37°C) werden zu 1.5 ml-Aliquots aufgeteilt und bei 4000
rpm, 5 min bel RT zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Bakterienpdlet in 0.5 ml
0.85% NaCl-Losung resuspendiert. Die Bakterien werden bei 1200 rpm, RT fir 5 min pelletiert,
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der Uberstand verworfen und in je 100 pl Lysozym (50 mg/ml in 1X TE-Puffer) aufgenommen.
Nach der Inkubation bei 37°c fur 30 min. und bel RT fir wetere 5 min werden je 1ul RNase-
DNase fre ( 10 U/l Boehringer Mannheim) hinzugegeben und wieder 5 min bel RT inkubiert. Die
Lyse der Bakterien erfolgt durch Zugabe von je 0.5 ml GES-Reagenz, finfmdigem vorschtigen
Invertieren und Inkubieren bel RT fur 5 min. Die Proben werden dann 2 min auf Eis gestdlt, je
250pl kaltes 7.5 M Na Acetat hinzugegeben, gemischt durch viermadiges Invertieren und wiederum
fir 10 min asf Es geddlt. Zur Extraktion weden anschlieRend je 05 mi
Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (25:24:1) dazugegeben und die Proben 15 min invertiert. Die
obere, wassrige Phase wird nach der Zentrifugation (14000 rpm, 4°C, 15 min) mit abgeschnittenen
Pipetten Spitzen (um eine Scherung der chromosomaen DNA zu vermeiden) in jeweils ein neues
Reaktionsggefdd (1.5 ml) Uberfihrt. Zur Prézipitation wird zu jeder Probe 0.5 ml Isopropanol
gegeben, das Reaktionsgefdl? in horizontae Lage gebracht und 1-2 min vorsichtig gedreht, wobel
die audfdlende DNA ds Schlieren schtbar wird. Dann wird vorsichtig invertiert bis Luftblasen in
der Lésung aufsteigen. Anschlief3end wird das Resktionsgefa fir ca 5 sec kréftig geschittelt. Die
ausgefdlene DNA wird as Knaud schtbar. Die Proben werden bel 14000 rpm, 4°C fir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNA-Pdlets vorsichtig 5X mit 1 ml kaltem 70%
Ethanol gewaschen. Das Pdlet wird im Speed-Vac-Konzentrator getrocknet und in je 100 pl 1X
TE-Puffer UN bei RT gelog.

4.12 RNA-Isolierung ausListerienmit RNeasy Midikit von Qiagen

Die Isolierung der Gesamt-RNA wird mit den Komponenten des Kits der Firma Qiagen
entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Bendtigte Losungen (keine néheren Angaben des Hergtelers):

-RLT-Puffer,

-RW1-Puffer,

- RPE-Puffer,

Es wird auschliedich mit DEPC-behandeltem Aquabidest. gearbeitet, um den Abbau der
isolierten RNA zu verhindern.

0.1% DEPC-Wasser: 1 ml DEPC zu 1l Aqua bidest. pipettieren, UN unter dem Abzug riihren,
autoklavieren.
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Set-Puffer: 50 mM NaCl Lysepuffer: 50 mM TrigHCl, pH 6.5
30 mM TrigHCI
5mM EDTA, pH 8.0

Eine UN-Kultur von Listerien wird 1:100 in 20 ml BHI verdiinnt (bzw. 1:50 fir Anzucht bei 20°C)
und bis zu einer ODgonm = 0.8-1.0 bei der entsprechenden Wachstumstemperatur inkubiert (OD
wird je nach Transkriptmenge ermittelt).

Nach Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, 10 min) wird das Zelpdlet mit 10 ml SET-Puffer gewaschen
und anschliefRend in 10 ml eiskaltem Aceton resuspendiert. Im Anschluss an eine Inkubation fur 10
min auf Eis wird der Ansatiz erneut zentrifugiert und das Pellet unter der Sterilbank getrocknet,

bevor esin 1 ml Lysepuffer aufgenommen wird. 114 ul Proteinase K/Merck (20 mg/ml in DEPC
derilfiltrieren) und 56 I Mutarmlysin (5U/ul; Sigma), sowie 1-2 pl RNase-Inhibitor (40U/ul;
RNasn/Promega) werden sofort hinzupipettiert. Die Suspension wird im Schittelwasserbad (200
rpm) fur ca. 15-20 min bel 37°C inkubiert, bis die Losung Klar ist.

Die folgenden Schritte erfolgen bel RT: Zur klaren Lésung werden zunéchst 3.8 ml RLT-Lysepuffer
(dem RLT-Puffer muf3 Mercaptoethanol zugesetzt werden) zugegeben und fir 10 sec gevortext und
anchlieRend werden 2.8 ml absoluter Ethenol hinzu pipettiert. Der Ansatz wird gemischt
(Schwenken) und die Probe auf die Séule aufgetragen. Nach einer Zentrifugeation von 5 min bel

5000 rpm wird der Durchfluss verworfen und 3.8 ml RWI auf die Séule gegeben.

Nach einer erneuten Zentrifugation werden 2.5 ml RPE- Puffer dazugegeben. Im Anschluss an eine
Zentrifugation (2 min be 5000 rpm) wird der Durchfluss verworfen und der letzte Schritt
wiederholt, die Zentrifugation erfolgt dabel jedoch fur 5 min bei 5000 rpm.

Nachdem die Saule nun in ein frisches Reaktionsgefdl UberfUhrt worden i, erfolgt die Elution der
RNA durch Zugabe von 250 yul DEPC-Wasser (1 min stehen lassen; Zentrifugation: 3 min, 5000
rpm). Die Elution kann ein zweites Ma mit 30 pl DEPC-Wasser wiederholt werden.

4.13 Alkalischer Northern-Transfer von RNA-Fragmenten auf Nylonmenbranen
4.13.1 Vorbereitung des Gelsund der Membran
Formaldehydgd: 3.9 g Agarose + 353 ml DEPC-Wasser

3-5minin der Mikrowelle 16sen

+ 30 ml 10X MOPS
+ 16.5 ml Formadehyd 37%
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L Osungen:

10 X MOPS:

200 mM M orpholinopropansulfonat
50 mM NaAcetat

10 mM EDTA

pH 7.0 ; autoklavieren

Deionisiertes For mamid:

50 g AG 501- X8 Redin (Biorad)
500 ml Formamid

30 min langsam rihren lassen
Filtrieren und bel -20 °C lagern

Probenmix;
5yl RNA (mit 5ug)

+ 10 pl Premix
10 min bel 65°C

Premix:

250 pl deionigertes Formamid

83 ul Formaldehyd 37%

50 ul 10 x MOPS-Puffer

0.01% (v/v) Bromphenolblau

50 pl Glycerin

auf 500 pl mit DEPC-Wasser auffillen

RNA-Marker-DIG I:

5 ul RNA-Marker
20 pl Premix
10 min bei 65°C

Die Proben werden auf das Formadehydgel aufgetragen. Als Laufpuffer dient 1X MOPS-Puffer.
Die Elektrophorese erfolgt bei 40 V UN. Das Agarosegd wird fotografiert und mit einem Lineal fir
den RNA-Transfer zurechtgeschnitten.

4.13.2 Transfer der RNA-Fragmente auf Nitrozellulosefilter (M onodirektionaler Blot)

Lésungen: 20X SSC (Blott- Puffer): 3M NaCl
300 mM Na-Citrat, pH 7.0
ad 1| DEPC-Wasser

Die im Ge enthdtenen RNA-Fragmente werden auf eine Membran aus Nitrocellulose oder Nylon
Ubertragen. Diese Methode ist nach E. M. Southern (1975) aus Edinburgh (Southern-Blot)
benannt.

Das Agarosegd wird zuerst 2X in 20X SSC equilibriert, und dann auf Whatmanpapier (in 20X
SSC getrankt) gelegt, das mit beiden Enden in die 20X SSC-L 6sung taucht und mit einer in DEPC-
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Wasser angefeuchteten pogtiv gdadenen Nylonmembran (auf GelgréfRe zurechtgeschnitten)
bedeckt. Auf die Membran werden 3 bis 4 in DEPC-Wasser getrénkte zurechtgeschnittene
Whatmanpapiere gelegt (das Blot- Sandwich muss luftblasenfrel sein), die ihrersaits von einer ca
5cm dicken Schicht Papierhandtlicher Uberschichtet wird. Darauf wird eine Glasplatte gelegt und
mit eénem 1-2 kg schweren Gewicht beschwert. Der Puffer wird durch das Ge in die
Papierhandtiicher gesogen, und auf diese Weise werden die im Gd enthatenen RNA-Fragmente
auf die Membran Ubertragen. Der Trandfer ist nach cal6 h beendet. Beim Abbau des Blots
werden die Geltaschen auf der Membran markiert. Die Membran wird getrocknet und durch UV
(320 nm) (2min von jeder Saite) die RNA fixiert.

4.13.3 Hybridiserung der RNA mit nicht-radioaktiv markierten Sonden

4.13.3.1 Hybridiserung mit DIG-markierten Sonden und immunologischer Nachweis

L Osungen:
DIG-Easy-Hybridiserungel ésung: M al einsaur epuffer:
Granulat in DEPC-Wasser |6sen 100mM Maensaure
(Beschreibung im Begleitzette des Kits) 150mM NaCl

pH 7.5 mit NaOH eingtellen
Waschldsung I Waschlosung 11
2X SSC 0.5X SSC
0.1% SDS 0.1SDS

10% Blockierungspuffer:

10g  Blockingreagenz

100ml Maensdurepuffer pH 7.5
autoklavieren

Vorschrift fir Hybridiserung mit DIG-markierter Sonde:

Hybridiserung:

- Diedurch UV fixierte RNA auf der Membran wird in eine verschliel3are Glasréhre gegeben
und 20 ml/100 cm? DI G- Easy- Hybridis erungspuffer luftblasenfrei hinzugegeben.
Mindestens 30 min (besser 1 Std.) bel 50°C vorhybridisieren.

- Préhybridiserungd 6sung entfernen.
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- 3.5ml/100 cm? DIG- Easy- Hyhridisierungspuffer zur Membran geben, plus 25 ng/ml
denaturierter DIG-Sonde (Sonde bei 95°C fur 10min denaturieren, anschlief3end sofort auf
Eis).

- Hybridiseren bel 50°C Uber Nacht.

Waschen:
- 2X 15 min bei Raumtemperatur mit Lésung | waschen.
- 2X 15 min bei Raumtemperatur mit Lésung |1 waschen.

I mmunologischer Nachwaeis :

Anti-Digoxigenin-AP (alkalische-Phosphatase): 1:5000 = 150 mU/ml verdinnen (ausreichend

fur 50 Blots, 10X 10 cr¥).

Das Reagenz it ein Anti- Digoxigenin-Antikorper vom Schaf, konjugiert mit akalischer Phosphatase

IAP).

Das Konjugat dient zum Nachweis Digoxigenin-markierter Verbindungen.

AMPPD® :  1:50in 1% Blockierungd ésung verdiinnen, bei 4°C lagern
(Mehrfachverwendungsmaglichkeit)

AMPPD® ig ein Chemilumineszenz-Substrat fiir alkalische Phosphatase. Durch enzymatische

Dephosphorylierung akkumuliert das médig stabile Intermediérprodukt AMP-D. Dies resultiert in

ener kinetischen Verzogerung, die dem Gleichgewichtszustand der Lichtemission vorausgeht.

Eine kongante Lichtemisson wird nach 15 min bei pH 9.5 und 37°C erreicht. AMP-D zefdlt in

Adamantanon und das ,,charge transfer* -angeregte Methymetaoxybenzoat- Anion, welches Licht

emittiert. Die Lichtemisson erfolgt mit konganter Rete bei 477 nm in Form eines , Leuchtens'

(Bronstein, 1989).

CSPD®(C18H20CIO7PNa2): ig en Chemilumineszenz-Substrat fir die akalischePhosphatase
(genaue Bechreibung in Begleitzettd desKits)

Vorschrift fur dieimmunologische Detektionsr eaktion:

Schale wechsdln!!!

Membran 1-5 min in Waschpuffer ( Maenséurepuffer + 0.3% Tween 20 ) equilibrieren.

- 30 min in 1% Blockierungddsung (10% ige Blockierungsstocklosung 1:10 mit
Maensaurepuffer verdinnen) inkubieren.

Verdinnen des Anti-DIG-Ap 1:10 000 in 1% Blockierungd 6sung.

Inkubation der Membran fr 30 min. in der Antikorperlésung.
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- Membran 2X 15 min mit Waschpuffer ( Mdeinsaurepuffer + 0.3% Tween 20) waschen.

- Membran 2-5 min in Detektionspuffer equilibrieren.

- Membran 5 minin 1:100 verdiinnter CSPD®-Lsung (in Detektionspuffer) inkubieren.

- Membran aus Lésung hehmen, abtropfen lassen (nicht trocknen lassen) und zwischen
Klargchtfolie legen.

- 30 min bei RT in geschlossener Filmkassette inkubieren, anschlieRend Rontgenfilm auflegen.
Abhadngig von der gebundenen Sonde und Menge an DNA auf Blot i nach 1 min bis zu
mehreren Stunden der Flm zu bdichten und anschlief3end zu entwickeln.

4.13.4 RNA Dot-Blot

Eine auf passende Grole zurechtgeschnittene posgtiv geladene Nylonmembran wird in DEPC-
Wasser angefeuchtet und anschlief?end in eine Dot-Blot Apparatur eingeegt. Die RNA-Proben
werden 10 min bel 65°C gekocht und sofort auf Eis gestellt. Die RNA-Proben werden in DEPC-
Wasser verdiinnt, um die vorhanden Mengen abschétzen zu konnen.

An die Blot-Apparatur wird Vakuum angelegt und die Proben werden in die “Né&pfe’ pipettiert und
durchgesaugt, wobei die Nukleinsturen an der Membran héngen bleiben. Die Membran wird
getrocknet und die RNA durch UV (310 nm, 2 min von jeder Seite) fixiert. Die Hybriserung der
RNA mit nicht-radioaktiv markierten DNA- Sonden sowie der immunologische Nachweis sind unter
4.14.3. beschrieben.

414 Herstellung von Listerien-Protoplasten (Winscher et a., 1990)

2X SSM: 4X Bacto-Penassay Broth (PAB):
1 M Saccharose 16g  Nutrien broth
20mM Tris 14g  Bactopepton (Pepton 140)
10mM MgCh 12.4g Hefe Extrakt
40mM Maeinsiure adllHXO pH6.8
pH 6.8 mit NaOH
12min autoklavieren 1X SMMP:
40ml  4X PAB
5% BSA: 55ml  2X SMM
5g BSA/100ml H,O 5m 5% BSA
pH 7.5 mit NaOH eingtellen Seil filtrieren

Eine 37°C Ubernacht-Kultur von Listerien in BHI-0.2% Glycin wird 1/100 verdiinnt (insgesammt
28 ml) und bis zu einer ODgponm= 0.7 weiter inkubiert. Nach der Zentrifugation (10 min bei 5000
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rpm) werden die Zdlen eénma mit Aqua. dest. gewaschen und anschliel?end in 1/10 Vol 1X
SMMP mit 10mg/ml Lysozym (aus 100 mg Lysozym/ml 2X SMM ds Stockldsung) aufgenommen.
Die Zd|I-Suspension wird UN bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag werden die Protoplasten unter
dem Mikroskop beobachtet und, nach erneuter Zentrifugation, wird das Pellet mit 1X SMMP
gewaschen und dann in /10 Vol 1X SMMP gel¢ég. Die Protoplasten werden sofort eingesetzt
oder portionsweise (300ul) bel -70°C gelagert.

4.15 Transformation von Listerien-Protoplasten

DM 3 Regener ationsplatten: L ésungen:

5%  Aga 200ml Fusogen:

1M  NaSuccinat 500ml 40g PEG 6000

5%  Casainhydrolysat (Pepton 140)  100ml 50ml  2X SMM, pH 6.8

10% Yeast Extrakt 60ml ad 100ml H,O, 12 min

K 5HO4(3.5%)/KHoPO4(1.5%) 100ml autoklavieren

50% Glucose 10ml 1M Na-Succinat:

1M  MgCh 20m 135.05g Bernsteinséure-Na-Sdz
5%  BSA (kurz erwarmen) 10ml ad 500ml Aqua. bidest. pH 7.3

Alle Einzelkomponenten getrennt autoklavieren und vor Gebrauch auf 50°C abkihlen und
zusammenpipettieren. Anschlief3end wird vor dem Gielsen der Platten Erythromycin (Endkonz.5
pug/mi) hinzugegeben. Zu 300ul Ligterien -Protoplasten werden zwischen 0.5 pg und 1.0 pg
Plasmid-DNA gegeben. Nach Zugabe von 2ml Fusogen wird der Ansatz fir genau 32 sec leicht
geschwenkt und 1 min stehengelassen. Dazu werden 7mil frisches 1X SMMP (Sehe Kapitel 4.13.)
gegeben, der Ansatz wird wieder leicht geschwenkt und bei 5000 rpm fir 20 min be RT
abzentrifugiert. Das Pdllet wird erneut in Iml 12X SMMP gelést und zur phénotypischen Expression
3-5 h bei 30°C inkubiert. Je 200l werden auf DM3-PLatten ausplattiert. Die Platten werden
zwischen 4-8 Tage im Brutschrank bel 30°C inkubiert.

4.16 Polymerase-K etten-Reaktion (Polymer ase Chain Reaction, PCR)

Mittels eines Systems aufeinander folgender DNA-Synthesen kann ein DNA-Abschnitt vermehrt
(amplifiziert) werden, ohne lebende Zdlen wie Bakterien verwenden zu miissen. Daes sich um eine
Serie von DNA-Polymerase-Reaktionen handelt, wird diese Technik Polymerase-K ettenreaktion
genannt (Polymerase Chain Reaktion, PCR). Mit dieser 1985 eingefiihrten Methode kann ein
DNA-Abschnitt, der urspriinglich nur in einer Kopie vorliegt, exponentiell angereichert werden, um
in geniigender Menge fir Untersuchungen zur Verfligung zu stehen.
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4.16.1 PCR

Zunéchgt wird der zu amplifizierende DNA-Abschnitt durch Erhitzen in Einzesrang-DNA Uberfihrt
(denaturiert). Diese dienen ds Vorlage zur Synthese neuer DNA. Als Primer fir die DNA-Synthese
verwendet man synthetische Oligonukleotide. Jeder Verdopplungszyklus bestent aus drei zeitlich
genau aufeinander abgestimmten Reektionen, fir die verschiedene Temperaturen erforderlich sind.
Zunéchgt efolgt die Denaturierung des zu vermehrenden DNA-Abschnitts (in Einzestrang-DNA
bringen), dann Abkihlung und Hybridiserung mit den Oligonukleotiden (Anheften der Primer),
dann Inkubation mit DNA-Polymerase und den vier Desoxyribonukleotid-Triphosphaten
(Auffillreaktion), so dass neue DNA gebildet werden kann. Bel jedem Zyklus dient die DNA ds
Vorlage. Dadurch wird bel jedem Zyklus die DNA verdoppet. Der néchgte Zyklus beginnt mit
erneutem Erhitzen, um DNA-Einze strange zu bilden, Abkihlung zur Anheftung des Primers, gefolgt
von neuer DNA-Synthese. Durch Automatiserung ist es méglich, in kurzer Zeit (1-3 Stunden) Gber
30 Zyklen ablaufen zu lassen, so dass die Ausgangs-DNA in exponentidler Anzahl vervidfatigt
wird.

L 6sugen: Puffer A (10X): dNTP-Mix (1.25 mM/dNTP):
200mM Tris-HCl, pH 8.3 12.5ul dTTP (100mM)
20mM MgCb 12.5ul dGTP (200mM)
250mM KCI 12.5ul dATP (200mM)
0.5% Tween 20 12.5ul dCTP (100mM)
Img/ml Gddine 950ul Aqua bidest.

Bel einem PCR-Ansatz wird wiefolgt zusammenpipettiert:

Template: Als Template konnen Einzelkolonien, chromosomae DNA, cDNA
oder Plasmid-DNA dienen.

Primer: Jewells 1ul (20 pmoal) eines " Sense”"- und " Antisense”-
Primers werden zu dem Ansatz pipettiert.

dNTP-Mix: 4ul dNTP's.

PCR-Puffer: 10ul 10X PCR-Puffer.

Tag-Polymer ase: 0.3ul entspechen 1.5 U Enzym.

Aqua. bidest: ad 100ul.
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Zdtrahmen fur die PCR-Reaktionsschritte:

Firs Dlay 0-5 Minuten (94°C)

Denaturierung 20-40 Sekunden (94°C)

Hybridiserung 30-40 Sekunden (35°C-65°C) 25-30X
Auffihlreaktion 30 Sekunden bis einige Minuten (72°C)

Last Delay 1-5  Sekunden biseinige Minuten 72°C)

4.16.2 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Expand PCR-System High Fiddlity
(Roche)

Das Expand PCR-Sysem zeichnet sch durch seine hohe Kopiergenauigkeit bel der DNA-
Amplifikation von PCR-Produkten bis zu 10 kb aus. Dafir it ein Enzymmix aus Tag-Polymerase
(hohe Amplifikationsrate) und Pwo-Polymerase ("Proofreading™-Aktivitét) verantwortlich. Die
DNA-Amplifikation wird, wie in der Anleitung des Herstdlers beschrieben, durchgefihrt.

4.16.3 PCR mit DI G-Einbau (Roche)

DIG-PCR-Mix: 12.5ul dGTP (100mmol/l))
12.5ul dATP (100mmol/l)
12.5ul dCTP (200mmol/l)
11.0ul dTTP (200mmoal/l)
156ul DIG-dUTP (1200mmol/l)
795.5u1 HyO.

Lagerung: -20° C

Be diesar Methode wird zusétzlich zu den verwendeten vier Desoxynukleotiden ein Digoxigenin
markiertes Desoxy-Uridin-TriPhosphat (DIG-dUTP) mit Tag-Polymerase wahrend der PCR in
den neu synthetiserten DNA-Strang eingebaut. Das auf diese Weise DIG-markierte PCR-Produkt
kann anschlief?end mit DIG Luminescent Detection Kit fir Nukleinsduren auf Nylonmembranen
nachgewiesen werden.
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Vorschrift:

- Auf @ne Nylonmembranen wird 1ul, 1ul(1:10) und 1ul(1:100) gereinigter PCR-Sonde
aufgetragen

- Membran jewells fur 2 min. unter UV-Licht fixieren

- Membran 1-5 min in Waschpuffer ( Mdeinsturepuffer + 0.3% Tween 20 ) &quilibrieren.

- 30 mn in 1% Blockierungdésung (10%ige Blockierungsstocklésung 110 mit
Maensaurepuffer verdinnen) inkubieren.

- Verdinnen der Anti-Dig-Ap 1:10 000 in 1% Blockierungd ésung.

- Inkubation der Membran in der Antikorperldsung fur 30 min..

- Membran 2X 15 min mit Waschpuffer ( Mdeinsaurepuffer+ 0.3% Tween 20) waschen.

- Membran 2-5 min in Detektionspuffer equilibrieren.

- Membran 5 minin 1:100 verdiinnter CSPD®-L6sung (in Detektionspuffer) inkubieren.

- Membran aus Ldsung nehmen, abtropfen lassen (nicht trocknen lassen) und zwischen
Klargchtfolie legen.

- 30 min bel RT in geschlossener Filmkassette inkubieren, anschliel?end Rontgenfilm  auflegen. Je
nach Sonde und Menge an DNA auf Blat, ist nach 1 min bis zu mehreren Stunden der FHim zu
entwickeln.

4.16.4 Inverse PCR

Die inverse PCR ig eine Methode die das gleiche Zid wie en “ chromosome waking” (S.
Schéferkordt & T. Chakraborty) verfolgt, namlich die unbekannte DNA-Sequenz, die Sich an einer
bekannten DNA-Sequernz anschlield, in einen Plasmidvektor zu klonieren und zu sequenzieren. Die
chromosomae DNA von Listeria monocytogenes wird mit einer Restiktionsendonuklease z. B.
Hindlll geschnitten. Dabel entstehen vide unterschiedliche Hindlll-Fragmente. In der bekannten
Sequenz  befindet sch ene Hindlll-Redtriktionsschnittstelle, wird aber in unterschiedlischen
Entfernungen von HindllI-Restriktionsschnittstellen im Bereich der unbekannten DNA-Sequenz
flankiert. Dieses geschnittene DNA-Fragment wird religiert und anschlief¥end eine PCR mit den
entsprechenden Oligos aus der bekannten Sequenz heraus durchgefihrt. Es entsteht ein lineares
PCR-Fragment einer spezifischen Grofie, dessen Enden bekannte DNA- Sequenzen aufweisen. Die
Sequenz der dazwischenliegenden DNA ist unbekannt und sollte sequenziert werden.
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4.17 Spektrophotometrische Bestimmung von Nukleinsaure mit GeneQuant (Pharmacia)

Die Qualitét der isolierten Nukleinsaure wird durch spektrophotometrische Messung bei 260 und
280 nm bestimmt. Der gemessene Wert bei 260 nm erlaubt die Kakulation der Konzentration der
Nukleinsdure in der Probe. Eine OD von 1 entspricht ungeféhr 50 pg/ml doppelstréngiger DNA
bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger RNA. Das Verhdtnis der gemessenen Werte OD,,/OD,, lésst
Rickschliisse auf die Reinheit der Nukleinsdure zu. Optimde Werte ergeben fir DNA en
Verhdtnis von 1.8 und fir RNA ein Verhdtnis von 2.0. Die Nukleinsaure wird je 1:10 verdinnt
und gegen den Referenzwert gemessen.

4.18 Automatische DNA-Sequenzanalyse (ALFexpress von Pharmacia)

Das automatische Sequenziergerdt ALFexpress von Pharmacia dient zur Bestimmung der
Basensegquenzabfolge von DNA-Molekilen. Das Detektionssystem beruht auf einem Helium-
NeorntLaser (633 nm). Der Laser regt DNA-Molekile zur Fluoreszenz an, die mit dem
Carbocyaninfarbstoff Cy5 markiert snd. Diese markierten Molekile werden mit einem 6% PAA-
Sequenziergel  dektrophoretisch aufgetrennt. Das Fuoreszenzsignd wird von einer Photodiode
aufgenommen und von einer Analysesoftware ausgewertet.

4.18.1 Sequenziergel und Laufparameter

Fur die Sequenzierung der DNA-Molekile wurde ein 6% Sequenzierge (FMC, Hydrolink-
LongRanger) hergestd |t und die Elektrophorese mit 0.5%X TBE-Laufpuffer bel 1500 V, 60 mA,
25 W, sampling interval von 2 bel 55°C fir 800 min durchgefrt.

4.18.1.1, Cycle Sequencing“ mit Cy5-fluoreszenz-markierten Oligonuklectiden:

Die Sequenzierung von Plasmiden und DNA-Fragmenten mit markierten Primern wurde mit
"Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit" mit 7-deaza-dGTP von
Amersham durchgefihrt. Diese zyklische Sequenziermethode hat den Vortel, dass mit ener
hitzestabilen DNA-Polymerase eine lineare Vermehrung der Zid-DNA daitfindet. Dazu sind as
Vortelle der Methode der Einsatz von geringen Mengen an Plasmid, Cosmid oder PCR-Produkten
durch Amplifikation der Zid-DNA und die gute Auflésung von GC-reichen und AT-reichent
Kompressonen durch die zyklische Denaturierung, Anlagerung und Vermehrung bel  hohen
Temperaturen zu nennen.
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Reaktionsbedingungen:

1- 5min 95°C (first delay)

2- 30 sec 98°C (Denaturierung)

3 40sec60°C (Hybridisierung) 25X

4- 5min 60°C (last delay)

Im Anshluss an die Sequenzierresktion werden zu jedem enzednen Ansatz 5
Sequenzierauftragspuffer gemischt und be -20°C eingefroren. Die Sequenzierung wird, wie in der
Anleitung des Hergtd lers beschrieben, durchgefihrt.

4.18.1.2 Sequenzierung von Plasmiden mit unmarkierten Primern

Fur die Sequenzierung von Plasmiden mit unmarkierten Primern wurde der AutoRead Sequencing
Kit in Kombination mit dem dATP Labdling Mix von Pharmacia verwendet. Bel der isothermen
Reaktion bei 37°C wird der Sequenzierprimer am 3' - Ende verlangert und zufdlig durch Cy5-dATP
markiert und das Plasmid mit T7 DNA-Polymerase hach der K ettenabbruch- Methode sequenziert.
Bel der Sequenzreaktion wurden 40-100 pmol Primer und durchschnittlich 5 ug DNA engesetzt.
Die Sequenzierung wird, wie in der Anleitung des Herstdllers beschrieben, durchgeftinrt.

4.19 Her stellung chromosomaler Deletionsmutanten in L. monocytogenes

Zur Herstdlung einer chromosomalen Deletionsmutante wurden in einer PCR zwel DNA-Fragmente
s0 amplifiziert, dass die zusammengesetzten PCR-Produkte eine ,,in-frame* Deetion beinhaten.
Zwei DNA-Fragmente wurden fir diese PCR mit entsprechenden Oligonuklectidpaaren amplifiziert
und UN ligiet. Am néchsten Tag wurden die ligierten Fragmente sdlektiv amplifiziet und in den
pPCRII-Vektor kloniet. Das Insat des neuen rekombinanten Plasmids wurde mit den
entsprechenden  Enzymen in dem Suizid-Vektor pAUL-A, dessen Replikation aufgrund enes
Temperatur-sendtiven Origins nur be niedrigen Temperaturen erfolgt, umkloniert. Das entstandene
rekombinante Plasmid wurde in L. monocytogenes EGD- e- Protoplasten transformiert.

Die Transdformanten werden einem Temperatursprung von 30°C auf 42°C ausgesetzt. Bel dieser
erhdhten Temperarur kann sich das Plasmid aufgrund des ts-Replikons nicht mehr replizieren und
versucht sich dadurch zu ,retten”, dass es in das Chromosom durch homologe Rekombination
integriert. Die resultierende Deletionsmutante beinhaltet sowohl das intakte as auch das deletierte
Alle. Das Rausspringen des Plasmids (Alld-Austausch oder Excision) vom Chromosom erfolgte
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durch eine zweite homologe Rekombination, wobel entweder der wiederhergestellte Wildtyp oder
die Deletionsmutante entstanden. Die Excison des Plasmids (Alld- Austausch) aus dem Chromosom
efolgte folgendermal3en: Eine Kultur wird bel permissven Bedingungen (30°C) ohne
Sdektionsdruck (ohne Em) in 20 ml BHI UN inkubiert. Am néchsten Tag wird die Kultur 1 : 1000
in BHI verdinnt und bis zu einer ODgoonm = 0.3-0.5 bei 30°C wachsengelassen. Danach wird die
Kultur 1 : 20 in BHI/SEm Medium verdinnt und fir 2 h be 30°C geschiittdt. Es wird Ampicillin
(200ug/ml) dazupipettiert und UN bei 30°C inkubiert. Nach der UN-Inkubation wird die Kultur in
Stufen zu 10°, 10° in BHI verdiinnt und jeweils 100 pl auf BHI-Platte ausplattiert. Die gewachsenen
Kolonien werden jewells auf eine BHI-Platen und ene BHI-Pate mit Sug/ml Erythromycin
Ubertragen und die erhaltenen Erythromycin-sendtiven Ligterien werden in einer PCR auf die
Déeletion hin Uberpriift (Sehe Abb. 12).
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i ori-Ts pAUL-A + Agen

L. monocylogenes EGD
Chromosom

Intergration bei 42°C
Selekfion von Em-resistenten

Transformanten
Agen En‘F ori-Ts gen
A —&—-H—-—-:-
gern Em' ori-Ts hgen
B

I I ori-Ts

Selektion von Em-sensitiven

1 Wae hstum bel 285C

Transformanten
Em’
—
I I I ori-Ts
gern
L. monocyfogenss EGD ﬁ‘nﬁ
Chromaosom

Abb.12: Schematische Darstellung der Konstruktion einer Deletionsmutante in L. monocytogenes EGD.
Inl: ist die aus der homologen Rekombination des Plasmids pAULA+Dgen in das Chromosom von
L. monocytogenes hervorgegangene I nsertionsmutante dargestellt, die sowohl das intakte als auch das
deletierte Gen enthdlt. 11: zeigt die homologe Rekombination bei der permissivenTemperatur von 28°C die
zur Excision des Plasmids fuhrt (111).
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4.20 Aufbereiten von Listerien-Kulturen
4.20.1 Pr&paration von Uber standspr oteinen

Eine 20 ml UN-Kultur von Listerien wird fir 15 min bei 6000 rpm, 4°C abzentrifugiert. Der
Kulturiiberstand wird mit 10% TCA 2 h oder UN bei 4°C in Eiswasser gefdlt. Die gefdlten
Proteine werden durch Zentrifugation bel 4°C, 6000 rpm, 20 min pelletiert und das Pellet 23 md
mit 10 ml Aceton gewaschen. Nach dem Waschen wird das Pellet getrocknet, in 1/100 des
Ausgangsvolums an IM TrigHCI, pH 9.0 g6t und mit 1 Vol 2X Probenpuffer aufgekocht.
Davon werden 20ul der Probe auf das Gel aufgetragen.

4.20.2 Herstellung von SDS-Extrakten

Eine 20 ml UN-Kultur von Listerien wird fir 15 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird
in 2/100 des Ausgangsvolums an 2% SDS resuspendiert und fur 30 min bei 37°C im Schiittelbad
inkubiert. Dann wird 5 min bei 15000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in 50ul 8X Probenpuffer

aufgenommen.
4.21 Aufbereiten von E. coli -Zdlkulturen
4.21.1 Herstellung von Zytoplasma-Extrakten

500ul Probe werden fir 5 min bei 10000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird einma mit 1X PBS
gewaschen und in 50 pl 2X Probenpuffer aufgenommen und bel 95°C, 5 min aufgekocht. Dann
wird 5 min bei 15000 rpm zentrifugiert und vom Uberstand 5-10ul aufgetragen.

4.22 Auftrennen von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Proteine lassen sch leicht durch SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese auftrennen. Bel dieser
Technik 16& man die zu untersuchende Struktur zunéchgt in einer 1%igen Lésung des Detergens
Natrium-Dodecylsulfat (englisch: Sodium dodecylsulfate, SDS), welches die meisten Protein-
Protein- und Lipid- Protein-Wechsdwirkungen unterbindet. Anschlief3end wird das Gemisch auf en
SDS-enthdtendes Polyacrylamidge aufgetragen und darin einige Stunden einem eektrischen Feld
ausgesetzt. In solchen Gelen héngt die dektrophoretische Beweglichkelt vider Proteine von ihrem
Molekulargewicht und nicht, - wie in Abwesenheit von SDS -, von ihrer Nettoladung ab, da die
wesentlich stérkere Ladung von SDS die des Proteins, an das es gebunden wird, nicht mehr
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wirksam werden |&8sst. Férbt man nach dem Lauf das Gd mit enem Farbstoff, wie z. B. Coomassie
Blue an, wird eine Reihe von Banden sichtbar.

L Osungen:
4X Trennge puffer: 1.5M TrigHCI, pH 8.8
4X Sammelgepuffer: 0.5M TrigHCI, pH 6.8
10X SDS-Laufpuffer: Coomassie R250:
30.3g Tris 0.2% Coomassie R250
144g Glyan 45% Methanol
20g SDS 10% Eisessg
ad 1l Aqua. bidest. lange ruhren lassen, filtrieren.
2X Probenpuffer: Blitzentfarber:
0.5M TrigHCI, pH 6.5 400ml Methanol
10% SDS 100ml Eisessig
22% Glycerin ad 1l Aqua. bidest.
10% R-Mercaptoethanol
8M  Harndoff UN-Entfarber:
0.25%Bromphenolblau 100ml Methanol
150ml Eisessig
ad 2| Aqua. bidest

Zusammensetzung eines Polyacr ylamidgels:

Trenngd:
(fur 2 Gele)

7.5% | 10% 12% 15%

H>0 74ml | 61ml | 51ml 4.7ml
15M Tris,pH 88 | 3.8ml | 3.8ml | 3.8ml 3.8ml
Acrylamid (30%) | 3.8ml 5ml oml 10mi

10% SDS 150pl | 150pl | 2150ul | 0.2ml
TEMED 20pl 20pl 20ul 15ul
25% APS 20ul | 20ul 20ul 20pl
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Sammelgd:
(fir 2 Gele)
H-0 2.9ml
0.5M Tris, pH 6.8 1.26ml
Acrylamid (30%) 0.85ml
10% SDS 50ul
TEMED 10pl
25% APS 10pl

Die Trenngd-Ldsung wird zwischen zwe gut gerenigte Glasplatten, die mit 1 mm Spacer
auseinandergehdten snd, bis auf 3 cm unter den Rand gegossen. Die Trenngd-Lésung wird
vorgchtig mit Wasser Uberschichtet. Nach vollstndiger Polymerisation wird das Wasser entfernt
und das Trenngd mit der Sammelgel-L 6sung Uberschichtet und anschliessend der Kamm zwischen
die Glasplatten eingefiihrt. Vor dem Auftragen werden die Proteinproben in 2X Probenpuffer fir 5-
7min bei 95°C gekocht und auf Eis abgekuhlt. Die Elektrophorese erfolgt mit 1X SDS-Laufpuffer
bel 150Vv/200 mA fir ca 1.5 h. Nach der Elektrophorese wird das Gd auf eine Membran
Ubertragen oder fur ca 20 min in der Coomassie-L 6sung geférbt (schwenken). Das Entférben des
Gds efolgt entweder innerhdb von 1-2 h oder Uber Nacht.

4.23 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosefilter (Western-Blot):

L dsungen: 10X Blotpuffer: 1X Blotpuffer:
58g Tris 50ml 10X Blotpuffer
29g Glyadn 150ml  Methanol
379 SDS 300ml  Aqua. bidest.
ad 1l Aqua. bidest.

Der Trander von Proteinen aus dem SDS-GEL auf Blotmembran erfolgt nach dem halb-trockenen
Vefahren (Kyhe-Anderson, 1984). Whatmanpapier und Nitrocelulosefilter werden auf
Trenngelgrofée zurechtgeschnitten. Die Blotmembran wurde 5 min mit Methanol benetzt und die
Whamanpapiere kurz in Blotpuffer aquilibriert. Die einzenen Lagen missen |uftblasenfre
gechichtet werden: Anodel2 Lagen Whatman-Papier  3mnvImmobilon-Membran/SDS-Gel/2
Lagen Whatmanpapier /Kathode. Der Transfer erfolgt fir 2 h bei 30 V, 300 mA.
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4.24 Farbung des Nitr ocellulosefilter s mit Ponceau-S

L Osungen: 29 PonceauS
30g TCA
30g Sulfosdicylsure
ad 100ml Aqua. bidest.
PonceauS; 1:10 verdinnt in Wasser.

Zur Uberprifung, ob der Transfer der Proteine erfolgreich war, wird die Membran 1 min bel RT in
Ponceau-Losung zur Farbung geschwenkt. Der Farbstoff bindet reversibel an die Proteinbanden
und wird anschlief¥end durch Schwenken in Wasser entfernt.

4.25 Entwicklung des Wester nblot-Nitr ocellulosefilter s mit Antikorpern

L Osungen:
10X TBS: Glycinpuffer 1X TBSTween:
10mM  Tris 0.1M Glydn Zugabe von 0.1% Tween 20
0.9% NaCl ImM ZnCl zu1X TBS.
pH 7.5 mit HCI ImM  MgCh
mit dist. Wasser
auf 1 flllen
pH 10

Zunéchgt wird die Membran mindestens 2 h bei RT mit 3% BSA in TBS Tween abgesdittigt. Die
Inkubation mit dem ergen Antikorper erfolgt fir 2 h bel RT. Alkalische Phosphatase-gekoppelte
Sekundérantikérper (Anti-Kaninchen: 1gG) werden 1:1000 verdinnt und ebenfals 2 h bet RT
inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt wird die Membran 3X mit TBS/Tween gewaschen.

Die Membran wird in Glycinpuffer &quilibriert und die Detektion erfolgt durch Zugabe von 1 mg/ml
BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat). Die Umsetzung des Substrats BCIP durch die
akaische Phosphatase lasst die Banden gut sichtbar werden. Die Reaktion wird durch Spilung mit
Wasser abgestoppt.
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4.26 Expresson und Aufreinigung von Proteinen durch “ Glutathion-S-Transferase
(GST) GentFusionssystem” (Amersham Pharmacia Biotech)

Zur Untersuchung eines Proteins sollte dieses in ausreichendem Mal3e und rein vorhanden sein. Mit
Hilfe von Expressonsvektoren wie z.B. pGEX-2TK oder pGEX-6P1 von Amersham Pharmacia
Biotech sollte die rekombinante Uberproduktion des Proteins durchgefiihit werden. Das
“Glutathion S-Transferase (GST) Gen -Fusonssysem” von Amersham Pharmacia Biotech dient
der Expresson und der Aufreinigung von Fusonsproteinen in E. coli. Exprimierte GST-
Fusonsproteine konnen Uber  Affinitéts-Chromatographie mit Glutathion Sepharose 4B ds
pezifisches Subgirat aufgereinigt werden. Die Spaltung des fusionierten Proteins des an Glutathion
Sepharose gekoppeltes GST-Antells ist Uber eine spezifische Protease moglich. Im Fal von
Thrombin, dessen Erkennungsmotiv zwischen Epitop und Zielprotein vorliegt, bezahlt man das
Abspdten des Tags leider mit einer Kontamination der Proteinpréparation mit der Protease, die
dan wiedeum entfernt werden muss. Das Problem wurde besonders elegant mit der
PreScisson™ Protease gel0st: Das igt eine ihrersaits mit GST fusionierte hochspezifische Protease,
die somit ebenfdls an der Saule bindet, warend das Target-Protein “abgeschnitten” und duiert
wird.

4.26.1 Induktion und Uber expression

Zunéchgt kloniert man sein Gen ds Fusion mit Epitopsegquenzen (GST) in den Expressionsvektor
pGEX. AnschlielRend wird das Kongtrukt in E. coli BL21 transformiert. Fiir die Uberexpression
werden 10 ml LB + 100pug/ml Ampicllin mit dem E. coli-Stamm BL21, der das rekombinante
Plasmid enthalt, beimpft und UN bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wird die Kultur /100 in 1 |
LB + 100ug/ml Ampicillin verdinnt und bis zu einer ODggonm = 0.6-0.9 inkubiert. Anschlief3end
efolgt die Induktion mit 1 mM IPTG (Endkonzentration) fur 3-5 h. 1 ml der induzierten Kultur mit
rekombinantem Plasmid bzw. mit Vektor ohne Insat as Kontrolle werden entnommen,
abzentrifugiert (10000rpm, 5 mn) und in 100ul 2 x Probenpuffer + 8 M Harngtoff aufgenommen
(sehe Kapitd 4.20.1). Die zwei Proben werden auf ein SDS-Gdl aufgetragen, um zu Uberprifen,
ob die Protein-Induktion erfolgreich war.

4.26.2 Cytoplasmaextraktion bzw. Reinigung des GST-Fusionsproteins

Zur Reinigung des Fusonsproteins wird die induzierte Kultur (1000 ml) fir 10 min ba 6000rpm
4°C, pelletiert.
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ZdIpdlet wird mit 1 X PBS gewaschen.

Das Pdlet wird in 20 ml 1 X PBS aufgenommen.

Der Aufschlul? der Bakterien erfolgt in der French Press bel einem Druck von 17000psi.

Das Lysat wird fir 10 min bei 15000 rpm, 4°C, abzentrifugiert, der Uberstand in einen neuen
Behdter Uberfihrt.

Zum Uberstand wird 1 ml 50% G Sepharose 4B zugegeben und bei RT fir 30 min sanft
gemischt.

Fur 5 min bel 1700 rpm abzentrifugieren.

Vom Uberstand werden 10 pl in ein frisches Cap tberfuihrt (Proteine, die nicht gebunden
haben)

Das Pdlet wird 3-5 X mit 1 X PBS gewaschen.

Zum gewaschenen Pdlet wird eine bestimmte Menge an Protease im dazugehtrigen Puffer
(Sehe Beschreibungsbegl eitzettel) zugegeben und UN bei 4°C sanft gemischt (Abspaten des
Tags).

Fir 5 min bel 1700 rpm, 4°C, zentrifugiert und der Uberstand in einen frischen Behdter
Uberfuhrt.

Vom Uberstand “gereinigtes Protein” werden 20 pl entnommen und in 5ul 5X Probenpuffer
aufgenommen (ebenfals zu den nicht gebundenen Proteinen).

Fr 7 min kochen.

Andyse mittds SDS-PAGE.

4.27 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay von Pierce

Reagenz A:  Natriumcarbonat Reagenz B: 4%ige Kupferaulfa-

Natriumbicarbonat -L6sung in ddHO
BCA- Entwicklungsreagenz
Natriumtartrat in 0.1 N NaOH

Zur Proteinbestimmung dient das “BCA Protein Assay Reagent” (Pierce, Illinois). Das Prinzip der
Methode (nach Biuret) berunt auf der quantitativen Reduktion von cu” zuCu” durch das Protei n,
und anschlief¥ender Resktion der einwertigen Kupferionen mit jewells zwel Bicinchoninicsiure
(BCA)-Molekilen zu einem wasserlédichen Komplex, welches ein Absorptionsmaximum bel 562
nm hat.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird ds Eichreihe eine Verdinnungsreihe von
Proteinkonzentration zwischen 1200ug/ml bis 200pug/ml erstelt. Als Referenzwert dient Wasser.

50 Antele Lésung A werden mit einem Antel Lésung B gemischt. Jeweils 200 pl der
Reagenzl6sung werden in die Aussparungen einer 96 Well Mikrotiterplatte pipettiert und 10 pl der
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Zu bestimmenden Proteinlsung dazugegeben. Die Lésungen werden gut gemischt und 30 Minuten
be 37°C (bzw. 60°C) inkubiert. Die Absorption wird anschlieRend bel 562 nm gegen den
Referenzwert in ELISA-Reader gemessen. Anhand der Standardeichkurve kann der Proteingehalt
ermittelt werden.

4.28 Enzymaktivitatsnachweisin L. monocytogenes ([3-Galactosidase- Aktivitét)

Phosphatpuffer: 0.1 M NaPhosphat (pH 7.0) Stop-Puffer: 1 M NaCO3
Z-Puffer: 0.1 M NaPhosphat, pH 7.0
10 mM KClI
1 mM MgSOy4
50 mM Mercaptoethanol

ONPG-L 6sung: 4 mg ONPG/1ml Phophatpuffer

3-Galaktosidase
(B. stearothermophilus)

Aktivitat: ONPG > 0-Nitrophenol + Galaktose
(o-Nitrophenyl-3-D (420 nm)
-Gal actopyranoside)

Zur Andyse von Promotoraktivitéten sollte ds Reportergen eine hitzestabile (3 Galaktosidase aus
Bacillus stearothermophilus verwendet werden. Die Aktivitd wird durch standardiserte
Hydrolyse eines Galaktos dase- gpezifischen Subgtrates bestimmt, das nach Spaltung einen gelben
Farbumschlag aufweist. Es handdlt sich um das farblose o-Nitrophenyl- 3-D-glycopyranosid, dessen
Hydrolyseprodukt o-Nitrophenol gebist.

Die Detektion der (3 Galaktosidase-Aktivitdt erfolgte nach Lyse der rekombinanten Ligterien Die
Lyse der Bakterien efolgt nach der Methode von Martin Loessner mit einem spezifischen
Phagenlysin gegen L. monocytogenes.

Lyse-Puffer: 20 mM  TrissHCl Lysin HPL 118 (4U/ul)
25 mM  MgCl
0.05-0.1%  TritonX-100
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1 ml einer Ligterienkultur (ca. 1-3 x 10® Zelen) mit dem rekombinanten Plasmid wird fir 5 min bei
6000 rpm abzentrifugiert. Das Pdlet wird 1 X mit ddWasser gewaschen und nochma
abzentrifugiert. Das Pellet wird in fliissgen Stickstoff eingefroren. Die Lyse erfolgt indem man

25 ul HPL 118 (1 : 10) zu 225 Lyse-Puffer gibt. Die Lyse der Bakterien it nach ca. 30 min
abgeschlossen.

R-Galaktosidase-Aktivitatsver such

- Ein Greiner-Rohrchen (12 X 75mm) mit 0.9 ml Z-Puffer beftillen.

- Zugabevon 0.1 ml Bakterienlysat.

- Erhitzen auf 60°C.

- Zugabe von 0.2 ml ONPG-LOsung, gut mischen (Endvolum 1.2 ml), fur 30 min. bei 60°C
(Hitzestabile - Galaktosidase aus B. stearothermophilus) im Wasserbad erhitzen.

- Resktionsstop durch Zugabe von 0.5 ml 1 M NgCO3 um die [>-Galaktosidase zu inaktivieren.

- DieMessung der Aktivitét erfolgt bei OD420nm

4.29 I nfektionsver such von eukaryotischen Zelinien mit Listerien

L 6sungen: 10x PBS: 80 g NaCl
2 g KCI
76 ¢ NapHPO4 X 2H20

2 g KHoPO4
ad 11 ddH0, pH 7.4 mit NaOH

Eine UN-Kultur von Ligterien wird 1 : 50 in 10 ml BHI verdinnt und bei 37°C bis zu ener
ODgoonm = 0.8-1.0 weiter inkubiert. 1 ml Kultur ( aus der logarithmischen Phase) wird fir 2 min
bei 8000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vollstandig entfernt. Das Pellet wird 1X mit 1 ml

MEM-Medium gewaschen. Das gewaschene Pdlet wird in Iml MEM-Medium gelGst. 8ul des
Inokulums werden auf die Zelen gegeben und vorsichtig gemischt. Die Zdllen werden 1 h bel 37°C
in 5% CO,-Schrank inkubiert und anschlief?end das Medium abgezogen und durch frisches
Medium mit 50 pg/ml Gentamycin ersetzt. Gentamycin totet extrazellulére Listerien, so dald nur die
intrazelluléren Bakterien Uberleben konnen. Je nach Fragestdllung werden die infizierten Zdlen fir
bestimmte Zetrdume, in der Regd 3 h, weiter inkubiert. Das Medium wird entfernt und 3X mit 1X
PBS gewaschen. Um die Infektion der Zelen zu quantifizieren, werden diese fur 20 Minuten bel

Raumtemperatur mit Iml einer 0.2% Triton X-100 Losung inkubiert. Nach dieser Permegbiliserung
wird die Suspension aus Bakterien und eukaryotischen Zelen zehnma mit einer Pipette durchmischt
und je nach Stamm in 1 X PBS verdinnt. Sowohl Bakterienkultur (Inokulum) as auch die
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Suspension (invadierte Ligterien) werden auf BHI-Platten mit dem Autoplate 3000 ausplattiert und
UN bei 37°C inkubiert. Die Anzahl der erhadtenen Kolonien konnen entweder entsprechend der
Hergdleranleitung manuell oder mit der Software des CASBA |V ausgewertet werden.

Um die Infektion mikroskopisch zu beurteilen, werden die Zdlen, die auf Deckglaschen
gewachsenen and fixiert, indem se fir 15 min mit 3,7% (v/iv) Formadehyd in PBS inkubiert
werden. Anschliel¥end wird zu den Zdlen 0,2%ige Triton X-100-L6sung pipettiert und fir 1 min
bel RT inkubiert (Permegbiliserung der Zdlen).

4.30 Immunofluor eszenzfér bung
Moviol mit Aushleichschutz: 0.1 g DABCO (Sigma)/ml Movial

Pardld zum Infektionsversuch wird ein mit Zellen beschichietes Deckgléschen infiziert. Sttt einer
Tritonbehandlung werden diese Zdlen mit 500m 3.7% Formadehyd (in 1X PBS verdinnt) 5 min
bel RT fixiert. Die so vorbereiteten Zellen werden mit 1x PBS gewaschen und zum Permesbiliseren
der Zdlmembran der Zdlen 2 min mit 500 m 0.2% Triton X-100 (in 1x PBS verdinnt) behandelt.
Es folgt ein Waschschritt mit 1ml 1x PBS. Dazu werden 15 pl Primérantikorper "M 108 B11"
gegeben und fir 30 min bei 37°C in ener feuchten Kammer inkubiert. Die Antikorperlésung wird
dreimd mit 1X PBS abgespilt und mit dem HTC-markierten Sekundéarantikorpern Cy3-Anti-
Maus 1gG (1:100 verdinnt; 15ul pro Deckglaschen) geféarbt. Nach einer 30 minltigen Inkubation
bel 37°C wird der Objekttréger erneut 3X kurz mit 1X PBS abgespiilt. Die Deckglaschen werden
nach dem Férben mit 4m Moviol eingebettet und nach 15-30 min mit Nagellack verseget. Die
Immunfluorezenz wird im Huoreszenzmikroskop ausgewertet.

4.31 Mausinfektion

Die Maudnfektionsversuche mit Ligterient S&mmen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ayub Darji
von der GBF in Braunschwelg durchgefihrt. Weibliche Bal/C-Mause im Alter zwischen 4-6
Wochen wurden intravends (Schwanzvene) mit 6 x 10° Bakterien infiziert. Dazu wurden 3 Méuse
pro Gruppe verwendet. Drel Tage spéter wurden die Méause geopfert und die Zahl der Bakterienim
Leber und Milz aus jeder Maus gezéhit.
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4.32 Her stellung polyklonaler Antikor per

Fur die Herstdlung polyklonaler Antikérper wurden 26 Monate dte Kaninchen verwendet. Zur
Grund-Immuniserung wurden 160ug gereinigte Proteine in 0.8%ige NaCkLésung zu enem
Endvolum von 400 pl aufgenommen und mit 400 pl komplettem Freudschen Adjuvant
homogenisert und dem Kaninchen subkutan an 6 verschiedenen Stdlen injiziert. Im Abstand von
jewells 2 Wochen nach der Grundimmunisierung erfolgen 4 wetere Immunisierungen, versetzt mit
inkomplettem Freudschen Adjuvant. Zur Kontrolle des Antikorpertiters wird jeweils 710 Tage
nach den Injektionen Blut aus der Ohrvene mit Hilfe von Xylol abgenommen, as Serum aufbereitet
und auf enem Westernblot getestet. It der Antikorpertiter in Ordnung werden die Kaninchen
ausgeblutet (Kehlschnitt). Das Serum wurde mit NaN3 versetzt, aiquotiert und bel -20°C oder -
70°C gelagert.

4.33 Bestimmung der optischen Dichte einer Bakterienkultur

Zur Bestimmung der optischen Dichte einer Bakterienkultur wird 1 ml der angewachsenen
Bakterienkultur in eine Kivette gegeben und im Photometer bel 600 nm gemessen (=ODg). Als
Leerwert dient das Medium, in welchem die Bakterien angeziichtet werden.

4.34 Anlegen von Glycerinkonserven

Von ene exponentidl gewachsenen Bakterienkultur werden 1 ml in ein deriles Einfriergefal3

pipettiert. Nach Zugabe von 0.9ml 50% Glycerin werden die Glycerinkonserven durchmischt und
bel -20°C bzw. -80°C gdagert.
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5. ERGEBNISSE

TEIL I:

Identifizierung und Charakteriserung neuer LRR-Proteine aus
L. monocytogenes EGD-e:

Der inlFDE-Locus und dasinlG-Gen

5.1 Klonierung und Sequenzierung desinlFDE-L ocus und dessen flankier ender
Bereiche

Durch ene Subtraktionshybridiserung zwischen pathogenen und nicht pathogenen Liderien
wurden L. monocytogenes-pezifische DNA-Sequenzen identifiziert (Chen et d., 1993). Eine
diesr Sequenzen besal? dgnifikante Homologien zu den Leucin-reichen Repeats (LRR) von
InlA/B.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese kurzen, bekannten DNA-Sequenzen herangezogen,
um das komplette korrespondierende Gen inklusve flankierender Sequenzen mittels inverser
PCR und ,chromosome waking* von L. monocytogenes EGD-e zu klonieren. Durch diese
Arbeit konnte der inlFDE-Locus vollsténdig kloniert und sequenziert werden.

Die gewonnene Aminosauresequenz wurde mit den Aminosiuren von in Datenbanken
deponierten Proteinen verglichen und es konnte gezeigt werden, dass es sich hiertbe um en
neue Leudn-reichen Repeats (LRR) Proteinfamilie aus L. monocytogenes EGD-e handdlte,
Datenbankanaysen ergaben, dass der inlFDE-Locus drel Leseraster enthdt, die fir 490, 548
und 499 Aminosduren grol¥e Proteine kodierten, die dgnifikante Homologien zu den
Zdlwand-gebundenen Interndinen INIA/B und dem sekretierten IrpA  besal3en. Derartige
Interndine mit den Leucin-reichen Repeets (LRR) bedtzen die Fahigket, wie z.B. im Fdl
von inlA und inlB, die Invason in nicht-professonele eukaryotische Zdlkulturen zu
vermitteln.

Der inlFDE-Locus wird von den beiden Haushdtsgenen 6 Phospho-3-Glukosdase und
Succinyl-Diaminopimelas Desuccinylase,  flankiet.  Alle  in diessm  Genomabschnitt
vorhandenen Gene werden in einer Richtung transkribiert.
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Abb.13: Schematische Darstellung der inlFDE-Operon von Listeria monocytogenes EGD-e
ascB und dapE = Haushaltsgene. , =Terminator

5.1.1 Sequenzanalyse desinlFDE-L ocus und der korrespondierenden Genprodukte

Die folgenden Daen wurden mit Hilfe des Programms HUSAR (Heideberg Unix Sequence

Andyss Reources) gewonnen und gnd audfihrlich im  Anhang dargestdlt.
Transkriptionsainheit bedtzt mindestens folgende charakterisische Merkmde, die fir
erfolgreiche Transkription und Trandation erforderlich and:

Eine
ane

Eine Promotor Region, die aus einer —35 Box (Sehe Map) und einer —10 Box (dehe

Anhang) besteht. Diese Boxen liegen 35 bzw. 10 Nukleotidbasenpaare stromauf

warts

(in 5’Richtung) des Beginns des Trandationstartes, charakterisert durch ein ATG-
Kodon. Diese beiden Boxen werden auch ds “CAT-Box* (nach den beteligten
Sequenzen CAT benannt) und ds “TATA-Box“ bzw. Pribnow-Box (Pribnow, 1975)

bezeichnet.

Eine Ribosomenbindungstelle (s RBS auf der Sequenz gekennzeichnet), die zur
Initiation der Proteinbiosynthes wichtig is. Das Ribosom bindet an die mRNA
aufgrund einer Basenpaarung zwischen enem dreng konservierten Bereich nahe des
3" Endes der 16-rRNA und einem komplementdren Bereich der mRNA, der etwa 7
Basen vor dem Startcodon AUG liegt. Dieser entsprechende Bereich auf der mRNA
besent aus enem Hexamer und i ds Shine-Dagano-Sequenz bekannt (Lewin,

1991; Shine et Dagarno, 1975).
Ein Startcodon fur die Transkription (as ATG auf der Sequenz gekennzeichnet)
Eine Terminator-Sequenz, die die Transkription zum Stillstand bringt.

Die Funktion der Temingion und Antiterminaion emoglicht den Bakterien,

Transkriptionsainheiten  monocidronisch und/oder  polycigronisch  abzulesen.

Eine

computergestiitzte Anadyse von Genen, die physkdisch auf dem Gemom angeordnet sind,

gibt wichtige Hinwelse auf die mogliche Regulation/Transkription dieses DNA- Abschnittes.
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Die Bakterien bedtzen kurz nach dem Stopcodon enes ORFs zwe invertierte
Sequenzwiederholungen (Repedts), die durch ene kurze Sequenz getrennt snd. Kommt es
zur Basenpaarung innerhab der invertierten ,,Repeats’ der mRNA, so entstehen Haarnadeln,
die aus Stamm und Schleife bestehen (Adhya et Gottesman, 1978; Platt, 1986).
Man unterscheidet dlgemein zwischen zwe verschiedenen Terminatoren:

Rho-unabhédngige Terminatoren

Rho-abhéangige Terminatoren
An Rho-unabhéngigen Terminatoren oder einfachen Terminatoren kann das Enzym RNA-
Polymerase ohne zusdtzlichen Faktor terminieren. Diese Terminatoren besitzen die Form
ene Haanadd und eine Folge mehrerer Uracils (ca. 6-8). Der Stamm der Haarnadd kann
langer (ca. 20bp) oder kirzer (ca. 5bp) sein und besitzt GC-reiche Regionen.
Rho-abhangige Terminatoren bendtigen bestimmte Faktoren wie das Protein Rho, um die
RNA-Polymerase zu doppen. Se bestehten ebenfdls aus Stamm und Schlefe, snd nicht
unbedingt GC-reich und ihnen folgt keine Serie an Uracils.

Abb. 14:  Sequenz des putativen Terminators (1965bp-1999bp, in gelb dargestellt im Anhang) der inl F-mRNA
bei L. monocytogenes EGD-e

AGAUUUGGUUUCUCAUU
[ 1L Ferrr
UUUAAACCAGAGAGUGA
U

U

U rho-unabhéngig

U

Abb.15: Sequenz des putativen Terminators (3746bp-3790bp, in gelb dargestellt im Anhang) der inID-
mRNA bei L. monocytogenes EGD-e

AAAAAAGCUGAGGUCUAUAGU
LI i
UUUUUUCGACUUCGGAUAUCU
A

U

U rho-unabhéngig

A
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Abb. 16: Sequenz des putativen Terminators (5455bp-5495bp, in gelb dargestellt im Anhang) der inlE
mRNA bei L. monocytogenes EGD-e

AAUGGCUUGGCUUCUGUAA
Pl el |
UUACCGAAUCAGAGACGUA
U

U

U rho-unabhéngig

U

Charakteriserung der Proteinsegmentein der Primar sequenz von InlF, D und E

Zur |dentifizierung moglicher Transmembranssgmente innerhab der Interndine F, D, E und
G, bzw. ob die Interndine mdglicherweise in der Zellwand verankert Sind oder gar in den
Uberstand sezerniert werden, wurde die Primdrsequenz der neuen Interndine mittds des
Computerprogramms TMHMM? (v. 2,0) vom CBS (Centre of Biological Sequence Anaysis)
andysert.

TMHMM posterior probabilities for Sequence
1.2 :

ge r

06

probability

04 r

g2 r

&0 100 150 200 280 300 380 400 450

transmembrane inside outside

Abb. 17: Analyse der Proteinsegmente in der Primérsequenz von InlF !

! Verfiigbar unter: www.cbs.dtu.dk/services/
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TMHMM posterior probabilities for Sequence
1.2 .
-
-| E
-]
Py
E
o 067}
o
a
04 ¢
02
U I L L I I
) 100 200 300 400 s0a
transmembrane inside outside

Abb. 18: Analyse der Proteinsegmente in der Priméarsequenz von InlD*

Abb. 19: Analyse der Proteinsegmente in der Primarsequenz von InlF*

TMHMM posterior probabilities for Sequence

probability

=0 100 180 200 250 200 350 400 480

transmembrane

ingide outside

! Computerprogramm verfiigbar unter: www.cbs.dtu.dk/services/
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5.2 Klonierung und Sequenzierung desinlG-Genes

Aus e@nem L. monocytogenes Stamm, der ebenfdls ds EGD bezeichnet wird, wurde en
weteres Interndin, benannt ds inlF, beschricben (Drams et d., 1997). Da in den
Arbetsgruppen, die mit Liderien arbeiten, verschiedene EGD-Stéamme kurseren, wurde
Uberprift, ob dieses Gen auch in dem EGD-e Stamm vorhanden idt, der in dieser Arbet
verwendet wurde. Es wurde daher mithilfe der beiden Oligonukleotide inlG1 und inlG2, die
in den kodierenden Randbereichen des Gens hinden, eine spezifische PCR durchgeftihrt und
das PCR Produkt kloniert und sequenziert. Das korrespondierende Gen des Stammes EGD-e
ehidt die Bezeichnung inlG, in Anlehnung an die fortlaufende Nomenklatur fir Interndine
in der Arbetsgruppe. Die Sequenzierungsergebnisse zeigten, dass inlF (Drams et d., 1997)
und inlG (dieser Arbeit) zu 99.3 % identisch sind.

S

2484 bp

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
I I I I | | I

Abb.20: Schematische Darstellung desinl G-Genesvon Listeria monocytogenes EGD-e
Terminator

Abb.21: Sequenz des putativen Terminators (3096bp-3136bp, in gelb dargestellt im Anhang) der inlG
mMRNA bei L. monocytogenes EGD-e

CCCAGCATTT
P

A TCTA
I 1]
U AGGT

C—>
C—>
Cm>

GGGUCGTGAG

rho-unabhéngig

crrCcccoaOoc=—2>x
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Charakteriserung der Proteinsegmentein der Primarseguenz von InlG

Abb. 22: Analyse der Proteinsegmente in der Primarsequenz von InlG!

TMHMM posterior probabilities for Sequence

1.2
LI
i k;
08 <
iy
E
_ﬂoﬂ 0B
g
o
04
02 m
U i 1 I 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 g00 700 200
transmembrane inside outside

5.3 Homologieanalyse der GeneinlF,inlID, inlE und inlG und deren Genprodukte

Mittels Datenbankanalysen und der Hilfe des Computerprogramms BLASTP aus Husar 4.0
oder von GenBank wurde die Vewandtschaft der Genprodukte INIFDEG zu anderen
Proteinen untersucht, um so auch Rickschlisse auf deren Funktion ziehen zu kdnnen. Unter
Eukaryontenproteinen  konnte durch diese  verglechenden Andysen zum Besoid
Homologien zu den LRR des sds22-Genproduktes gefunden werden. Sds is ein Regulator
des Phosphatase 1-Proteins von Saccharomyces pombe (Ohkura et Yanagida, 1991). Da es
gch be den LRR-Protenen von L. monocytogenes um ene sogenannte Multigenfamilie
handdt, sollten die Homologien der Molekile innerhdb diesser Familie untersucht werden.
Es wurde daher en “Alignment” mit Hilfe des Computerprogramms MegAlign aus
DNASTAR mit den folgenden Interndinen aus Listeria monocytogenes EGD-e durchgefihrt
(EGD-e und EGD snd unterschiedliche L. monocytogenes Stamme!):

INA, InIB (Torsten Hain, 1999) aus EGD-e

Internain ahnlichen Protein IrpA (InIC) (Domann et d., 1997) aus EGD-e
InIF, INID, InlE und InlG (dieser Arbeit) aus EGD-e

INIC2, INID und InlE (Drams et d., 1997) aus EGD

InlF (Drams et d., 1997) aus EGD

! Computerprogramm verfiigbar unter: www.cbs.dtu.dk/services/
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Diese Homologien werden ds konsarvierte Bereiche bezeichnet und sind in der Homologie-
Sequenz mittels einer gelben Farbe gekennzeichnet (Sehe Anhang).

TR WRWAWGAOA  WWWRGN  WWWARAIN WAL AT

InlA InlE InlC InlC2 InlD InlD InlF InlE InlE InlG

«xx 319 397 511 511 506 518 445 449 409 |Inlps
«+%x 384 332 334 307 335 329 335 276 |mIB
«+x 360 360 374 337 354 360 32.7 |InCamm
#%%x 971 620 545 613 619 445 |InlC2-Drams
«+x 641 537 617 623 453 |InlD
*%% 492 48.7 493 43.6 |InID-Dremd
Identitsit 00 xxx 398 400 44.1 |InlF
wxx 986 39.7 |mIE
*** 0 39.9 | InlE Dramsi
cor | mig

Tab5: Homologievergleich der bekannten Internalin-Proteine aus L. monocytogenes Stdmmen.
*** =100% identisch
Inl-L. m EGD-e = Internalin aus L. monocytogenes EGD-e (dieser Arbeit)
Inl-L. m EGD (Dramsi) = InternalinX aus L. monocytogenes EGD (Arbeit von Dramsi et a., 1997)

5.4 Phylogenetischer Baum der ver schiedenen I nternaline von L. monocytogenes

Mit Hilfe des Computerprogramms MegAlign des Software-Paketes Dnastar wurde en
phylogenetischer Baum der verschiedenen Interndine von L. monocytogenes hergestdlt. Es
konnte gezeigt werden, dass INIG dem ,urspringlichen Interndin® am néchgten ist und dass
die redlichen Proteine der Interndin-Familie davon abgezeigt snd und dSch auch
untereinander weiter verzweigt haben. InlB und InIC (IrpA) snd laut diesr Andyse
offenschtlich die jingden Mitglieder diesr Familie InlB gehdrt zu den wichtigsen
Fektoren, die die Interndisation von L. monocytogenes in nicht phagozytierende Zdlen
vermittdt, da dieses Molekil das breteste Wirtszdlspektrum erméglicht. Die Funktion von
INIC (IrpA) ist bis jetzt unklar.

4E InIC2-Dramsi
InID
r Inle
InIE-Dramsi
InID-Dramsi
I IniB
InIC (IrpA)
7] r{ InlA
InlF
125.0 IniG
. T T 1 T T 1 1
120 100 80 60 40 20 0

Nucleotide Substitutions (x100)

Abb.23: Phylogenetischer Baum der verschiedenen Internaline von L. monocytogenes
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5.5 Darstellung der Internalin-Familiein Listeria monocytogenes EGD-e

Die primé&re Aminosiuresequenz der neu gefundenen inl-Gene aus L. monocytogenes EGD-e
wurde auf charakteristische Merkmade hin untersucht und zur besseren Erkennung graphisch
dagesdlt und mit den bekannten Interndinen InlA, InlB und IrpA/INIC  verglichen.
Charakteristische  Mekmde snd: Sgndpeptidsequenz, Spacer, LRR-Region, Spacer,
Repeat-Region |1, Zelwandanker.

InlA 15+3/4 LRR

_I‘C

135 77

706 800

135

7

i+1/2 LRR

N — e

240

InlC (ipa) 6+1/2 LRR

C

630

Signal peptide
LRR
Interrep eat region

InlF

135

IniD

135

135

InlG

135

i

i

i3

i

6 LRR

N A |

2M

8+3/4 LRR

266

8+3/4 LRR

Nl—_— | njw

264

13+3/4 LRR

N [ [

N LI — ¢

385

B

cell wall anchor

Abb.24:Schematische Darstellung der Proteine InlA, IniB, IrpA/InIC, InlF, InID, InlE und InIG in L.
monocytogenes EGD-e (Grundlage dieser Abbildung ist eine Sequenzanalyse: siehe Anhang).
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Das inlF-Gen it 1.470 bp grofd und kodiert fir ein Protein von 490 Aminoséuren mit eénem
Molekulargewicht von 53.321 Da, welches aus zwel Repeat-Regionen (I, 1) besteht. Die
ese Region | ig zwischen der 77 As. und der 204 As. lokdisert und besteht aus 6
aufeinanderfolgenden Leucin-reichen Repeats (LRR) von jewels 22 Aminoséuren Lange.
Die zweite Region |l ergtreckt sich von der 302 As. bis zur 421As. und besteht aus 2 Repeats
von jeweils 71 bzw. 50 As.

INIF bestzt am N-Teminus eine Signdsequenz zum Trangport des Proteins durch die
Zdlmembran und am C-Teminus enen putaiven Zdlwandanker mit dem Motiv LPKTS,
gefolgt von ener Rehe von 22 hydrophoben Aminosiuren und endet mit einem Rest aus
postiv geladenen As. Dieses Motiv unterscheidet sch von dem Prototypmotiv. LPXTG nur
durch den Audausch des Glycins mit enem Sein. Das InlF-Protein zeigt 47,8 %
Ahnlichkeit zu InlA. Dennoch igt InIF vid klener ds InlA (490As vs. 800As). Dieser
Grolenunterschied beruht hauptséchlich auf einer verkirzten Anzahl von 10 LRR-Einhdten
in der ersten Region | und einem fehlenden Repeat von 70 As. in der Region Il. Dieser
Befund erlaubt die Hypothese, dass die Funktionen der verschiedenen Interndine durch die
Anzahl der LRR und darin enthatene Aminosduresequenzunterschiede determiniert werden
Weitere Veranderungen, wie z. B. fehlende oder zusétzliche Abschnitte (s. Repeat 11) tragen
sicherlich ebenfdls dazu bei.

Das inID-Gen it 1.644 bp grof3 und kodiert fir ein Protein von 548 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 58.680 Da, welches aus 8%LRR-Einhdten in der Region | und, wie
InIF, aus zwel Repeats von 71 bzw. 71 As. in der Region I, besteht. Die erse Region | ist
zwischen der 77 As. und der 266 As. lokdisert und die zweite Region Il erdreckt sich von
der 383 As. bis zur 502 As. Das InID-Protein dhnelt zu 98% InIC2 (Dramg et a., 1997),
sowohl an der As-Komposition ads auch in der Gesamtgrofie. Interessanterweise it der C-
Terminus dieses InID (Dramd, 1997) aul3er 2 As. (Reste 415 und 487) auch sehr identisch
z2um InD-Protein (dieser Arbeit), obwohl die beiden InID insgesamt nur zu 535 % identisch
gnd. Die dreé Protene INIC2, InNID (Darmdg) und InID (diese Arbeit) verfiigen Uber das
gleiche Zdlwandankermoativ, némlich LPTAG.
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Das in dieser Arbet charekteriserte inlE-Gen is zu 98% identisch zum inlE Gen in der
Arbeit von Drams et d. (1997). Die zwel Gene unterscheiden sich untereinander nur in 7
As., namlich E durch G (Pogition 44), | durch N (Postion 45), K durch T (Pogtion 115), T
durch A (Position 210), A durch V (Position 329), | durch N (Position 440) und E durch K
(Pogition 472). Das InlE-Protein besteht aus 499As. mit einem Molekulargewicht von 53.940
Da und bestzt in der FRegion 8%LRR-Einheiten (As. 75-264) und in der Repeat 11 Region
zwel Repeats (As. 362-449). InlE ig wahrschenlich ebenfdls in der Zdlwand durch das
LPITG-Motiv verankert.

Das inlG-Gen i identisch zu InlF (Dramg et d., 1997), ist 2.466 bp grofl3 und kodiert fir ein
Protein von 821 As. mit einem Molekulargewicht von 90.553 Da. Das Molekil besteht auch
aus zwel Repeat-Regionen (I, 11). Die erste Region | ist zwischen der 77 As. und der 385 As.
lokdiset und besteht aus 13% aufeinanderfolgenden Leucin-reichen Repeets (LRR) von
jewells 22 Aminosauren. Die zweite Region |l erstreckt sich von der 479 As. bis zur 735 As.
und besteht aus 4 Repedats. InNlG bestzt an C-Terminus einen putativen Zelwandanker,
dhnlich zu dem Moativ von InlA mit LPKTG, gefolgt von ener Reihe von hydrophoben
Aminosiuren sowie von enem Schwanz aus postiven gdadenen Redsten. Dieses Motiv
gimmt mit dem Prototyp-Motiv LPXTG Uberein. Das abletende InIG-Protein zeigt 40,1 %
Ahnlichkeit zu InlA.

Durch die im Anhang dargestdlten Ergebnisse der durchgefihrten Homologieandyse der
verschiedenen Interndine it folgendes festzuste len:
Alle diee Intendine verfigen im N-Terminus Uber en gpezifisches bakterieles
Signapeptid von 35 As (Pugdey, 1990)
Die Zahl da LRR-Einheiten schwankt erheblich zwischen 5 und 15 in der Repest-
Region | und zwischen 2 und 4 in der Repeat-Region 1.
Die Interrepeatregionen sind hoch konserviert (siehe 5.3)
Die isodektrischen Punkte (pl) liegen mit Ausnahme von IrpA/INiIC(6.4) und InlB(9.8)
sehr dicht beieinander: InlF(4.7), INID(4.6), InIE(4.7) und INIG(4.5)
Mit Ausnahme von InlB und IrpA/INIC verfiigen dle anderen Interndine am C-Terminus
Uber 29 hydrophobische As (INIG nur 26), denen ein pentapeptisches LPXTG-Motiv und
ein kurzer pogtiv geladener As- Schwanz folgt.

Diese C-terminde Region dient ds Motiv fir die Verankerung grampostiver Oberfléchen
Proteine, wie es zB. im Fal von Protein A von Saphylococcus aureus beschrieben wurde
(Schneewind et d., 1995). Protein A ist im Peptidoglykan Uber eine kovaente Verbindung
zwischen dem carboxylischen Ende des Threoninrestes des LPXTG-Motivs und der freien

80



5. ERGEBNISSE

Aminogruppe des Peptidoglykans gebunden (Schneewind et d., 1993). Be InID konnte in
Pogstion 4 des LPXTG-Mativs en Aminosdureaustausch (Alanin gttt Threonin)  gefunden
werden, was sch moglicheewese auf die Verankerung des Molekils in der Zelwand
auswirken kénnte

GYOHFHGDHSHIOQOSL
HLEELHLSHHQISDL
KLEELSYHRHRLENL
-LSRLFLDHHELREDT
HLEILSIREHHELESI
ELEYLDLHGHEITHT
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e e
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Abb.26:  Sequenzalignment der Leucin reichen Repeatsder Internaline A -, B-, C-(IrpA), D-, E- und G von
L. monocytogenes EGD-e (Serotyp 1/2a) auf der Basis der Kristallstruktur von InIB (Marino, 2000).
* = Konservierte LRR-Reste; Schwarze Linien = b-Faltblatt und 3;0-Helix basierend auf der IniB-
Struktur.  [Z]= Reste bilden die Concave-Seite; [l Reste bilden die Convexe-Seite.
Alle LRR sind 22 As. lang, mit Ausnahme von Repeat Nr. 4 von IrpA/InlC, Repeat Nr. 6 von InlA
und Repeat Nr. 5von InlF
g 310 Y 310
* * L L L B L * a * & L. L LB L
77 SIDUITAHNSDIKSY 15 SYTHLSAKSAGITTI
99 HYTKLFLHGHNKLTDI 97 HLSELELIDHOVTDL
121 HLGWLELDENKIKDL 119 KITELRLS GHFLEDY
113 KLESLSLEHNGISDI 141 HLETHDLIYTDITDV
165 QLESLY¥LGHHKITDI E 163 nLovLHLD INOITDI
187 KLDTLSLEDHOQISDI 195 HLOFLSFGSTOVSDL
209 ELOHLYLSEHNHISDL 217 KELT ALHAMHSKVSDYV
231 HLDYLELESQ 239 HLTEYY¥LEENQISDYV
_ 261 HLSI¥TLTHOTITH
77 QVITLOADRLGIKST YLH -
99 HLTOIHFSHHQLTDI DLT 77 GITTLSAFGTGVTTI
121 KL¥DILMHHANQIADT HLT 99 HLIGLELKDHQITDL
143 NLTGLTLEHNQITDI HLT 121 KITELELSGHPLEHY
165 HLHRLELSSHTISDI GLT 143 SIKTLDBLTSTQITDY
187 HLOOLSFG-NQVTDL HLT D 165 NLOVLY¥LDLNQITHI
208 TLERLDISSHEVSDI KLT 187 HLO¥LSIGHAOVSDL
230 HLESLIATHNQISDI ILT 209 KLITLEADDHEKISDI
252 NLDELSLHGHNQLEDI SLT 231 HLIEVHLEHNQISDY
274 NLTDLDLANNQISHL GLT 253 HLEIVTLTHOQTITH
?96 KLTELELGANQISHI GLT '
318 ALTHLELHENQLEDI HLEK 77 SISOLSY¥YAKKIAST
340 HLTY¥LTLYFHNHISDI SLT 99 HLKFLHLHGHOITDL
362 KLORLFFYHNHNEVSDY HLT 21 KLTEI¥IGDHEISDI
334 HINWLS AGHNQISDL HLT 43 HVTDLYLVDHDISDL
406 RITOLGLHDQAWTHR gg OMYSLRL GGHsvI SDL
039
31
53
15
97
19
11
63

Concave Cohvex
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InIF-LRR.PRO
InIG-LRR.PRO
InlIA-LRR.PRO

InIB-LRR.P
1 [ InID-LRR.PRO
InlE-LRR.PRO
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97.0 I I I I I I I I I 1
an 80 70 60 50 40 20 20 10 0

Abb.27: Schematische Darstellung des phylogenetischen Baums der LRR innerhalb L. monocytogenes EGD-e
(Serotyp 1/2a)

InlA ImlE InlC InlF InlD InlkE Inli

*** 296 175 284 285 275 377 | ImlA
**x 5341 4833 545 349 314 | InlE

*** 5521 488 491 228 | InlC

**= 405 414 362 | InlF

Tdentitiit %o x+x 853 226 | InID
x+% 234 | InlE
J e de %

Tab 6: Homologievergleich der Leucin-reichen Repeats (LRR) von L. monocytogenes EGD-e (Sereotyp 1/24).
(*** =100% identisch).

5.6 Nachweisder inlF-, D-, E- und G-Transkripte durch RNA-DNA-Hybridiserung
(Northern Blot)

Zum Nachwels der inl-Transkripte wurden RNA-DNA-Hybridiserungsstudien durchgeftihrt.
5 pg Gesamt-RNA wurden dazu auf enem Formadehydgd aufgetrennt. Die Andyse
efolgte durch Northern Blot und Hybridiserung mit Sonden gegen die enzenen inl-Gene.
Die Andyse der Transkripte der inlF-, D-, E und G Gene im Northern Blot zeigte unter den
angewandten Anzuchtbedingungen nur en enziges Transkript fUr inID. Weder fur inlF, E
noch G konnte eine Transkript detektiert werden. Die erhatene Lange des InlD-Transkriptes
gimmt mit der kakulierten Transkriptldnge von mindestens 1647 Nukleotiden Uberein, wenn
én monocisronisches Transkript vorausgesetzt wird. Dieses Ergebnis ist Temperatur-
unabhdngig und das monocistronische Transkript wird sowohl bel einer  Anzuchttemperatur
von 4°C und 20°C, as auch be 37°C gefunden. Eine schwache Hybridiserung der
verwendeten Sonden mit der rRNA konnte bel den Transkriptionsstudien nicht verhindert
werden. Die fehlenden Transkripte, d. h., keine Expresson, von inlF, E, und G konnten auf
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verschiedene Ursachen zurlckzufihren sain:  O,-Gehdt, pH-Wert, Medlionen (z. B.
Eisengehdt) oder bakteridle und/oder eukaryontische  Regulationsfaktoren — oder
Signamolekile.

&

M K1 K2 I':il- Mo 4° IE" ar mMmo4° ZIZI‘ are M40 200370 M 4° 20°37°

28 ’ - - ' - - | ff— 2T PRI
- _.‘_153rHNF
1.0 &

iniF inlD inlE

Abb. 28:  Ergebnisse der RNA -Hybridisierung der TranskripteinlF, D, Eund G bel 4°C, 20°C und 37°C mit
Dig markierten DNA-Sonden.
Die Pfeile zeigen die erhaltenen Transkripte voninlD.
M: RNA-Marker; K1: Flagellin as positive Kontrolle bei 4°C; K2: Hamolysin als positive
Kontrolle bel 20°C; K3: Hamolysin als positve Kontrolle bei 37°C

Anmerkung: Die Ddetionsmutante DinlFDE wurde as Negativkontrolle eingesetzt, um die
Spezifitét der eingesatzten Sonden zu zeigen.

5.7 Herstellung chromosomaler “in frame” Deletionsmutanten im inlFDE-L ocus

Zur Hegedlung von Ddetionsmutanten im inlFDE-locus wurden in PCR-Regktionen zwel
DNA-Fragmente so amplifiziert, dass die zusammengesetzten PCR-Produkte eine Deletion
“in frame& von ca 80% des Gens beinhdten. Die genaue Beschreibung des Verfahrens zur
Hergelung von Listerien Deletionsmutanten ist unter 4.19 beschrieben.

In der folgenden Tabelle (Tab. 7) snd dle hergestdlten Ddetionamutanten im inlFDE-Locus
dargestelt.
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Tab. 7: Isogene, chromosomal e Del etionsmutanten im inl FDE-L ocus

inldebgllll  inlF NotlA _
DinlFinEGD-e und P AULA < pADSG 1104 b
inFNotiB inIFbglll P =P P
N iniD ngIIAundinID NOA | . CoCRI = pAD23
inNDNotlB D bgllB auspAULA = pAD27 1185bp
SrlEin B inlE bglllA undmIENotIA auspCRIl = pAD24
inENotiB  inidebginiz | SPAULA= pAD28 1149bp
inldebgllll  inlF NotlA _
DinlFDEInEGD-e und o piEIiA - pi%2215 4686 b
inENotIB  inlde bgl12 P = P P
o IEDE In DN AR mldebgllllund inlF NotlA auspCRII = pAD21
inNENotIB inidebgll2 auspAULA = pAD25 4686 bp

o 1000 2000 3000 4000 5000 6000
l I I | l
Transkription R
1473 bp
o - N

A=1104bp

Abb.29:

Darstellung der Konstruktion der verschiedenen Deletionsmutanten im inlFDE-L ocus.

A =Deletion
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Die verschiedenen Mutationen wurden mittds PCR und Sequenzierung Uberprift und
bestétigt (Daten nicht gezeigt).

5.8 Infektionsver suche und I mmunfluor eszenzfér bungen mit Listerien-Stammen
5.8.1 Zdlinfektion

Um festzugelen, ob die dre Interndine F, D und E am Infektionszyklus bzw. an der
Interndiserung von  Wirtszdlen  beteligt snd, wurden  Infektionsversuche  am
Zdlinfektionsmodedl durchgefiihrt. Die Infektionsversuche wurden mit den St@mmen EGD-e
Wildtyp, DinlF, DinlD, DinlE, DinlFDE und DinlAB2 durchgeftihrt. Alle Kulturen befanden
sch zum Zetpunkt der Infektion in der logarithmischen Wachsumsphase (ODgoonm Ca. 0.8).
Jeder Stamm wurde bel 37°C auf Infektionsféhigkeit getestet. Infiziet wurden Caco-2 und
Hea-Zdlen.

Die Andyse der Infektion der inlF, D, E und inlFDE-Ddetionsmutanten in Caco-2- und
Hea-Zdlen ergab keinen Unterschied zur Infektion mit dem Wildtypsamm. Die inlF, D, E
und inlFDE-Deetionsmutanten verhidten sch im Invesonsassay wie der Wildtyp EGD-e.
Diese Ergebnisse wurden von einer anderen Arbeitsgruppe bestétigt, von der aber nur die
Caco- 2-Zdllinie getestet wurde (Raffelsbauer et d., 1998).

Zdlinie Caco-2 Hela
Stamm Relative Invasion (%) £ Std. Abweichung Relativelnvasion (%) £ Std. Abweichung
EGD-e 100 100
DinlAB 2.6+ 2428 0.42 + 0.024
DinlF 106.61 + 40.73 132.34 + 17.05
DinID 94.04 = 20.73 107.58 + 1.46
DinlE 89.43 + 29.24 82.95+ 8.93
DinlFDE 112.54 + 22.615 80.56 + 2.83

Tab. 8: Invasionsverhalten der Internalin-Deletionsmutanten mit Caco-2- und HelL a-Z€llen

5.8.2 Immunfluor eszenzfarbung
Die Immunfluoreszenzfarbungen  infizieter Caco-2 und Hela Zdlen mit  den

Ddetionsmutanten inlF, D, E und FDE in Caco-2- und Hela-Zdlen wurde wie unter 4.30
beschrieben durchgeflhrt.
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Die Ddetionamutanten waren, wie oben gezeigt, wie der Wildtyp in der Lage in die
Wirtszdlen enzudringen. Es konnte auch ken Unterschied im intrazdlul&ren Verhdten
gefunden werden. D. h., die Mutanten konnten sch aus dem Phagolysosom befreien, im
Cytoplasma Aktin akkumulieren und Aktinschweife bilden, waren intrazelul& motil und
infizierten ebenfals benachbarte Wirtszellen.

Abb.30: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme

5.8.3 Mausinfektion

Die Mausinfektionen wurden von Herrn Dr. Ayub Darji (GBF, Braunschweig) durchgefiihrt.

Dazu wurden die S@mme DinlF, DinlD, Dinlg, DinlFDE und der Wildtyp EGD-e in BHI-
Medium bel 37°C angeziichtet und 6 x 10° Bakterien intravends in die Schwanzvene der
Mause (Bab/c) injiziert. Hierzu wurden drei Méuse pro Gruppe verwendet. Drel Tage spéter
wurden die Méuse geopfert und die Zahl der Bakterien im Leber und Milz aus jeder Maus
begtimmt.

Interessanterweise  konnte nur bei der DinlD-Deetionsmutante bzw. bel der DinlFDE-
Deetionsmutante ein sgnifikanter Unterschied zum Wildtyp in Leber und Milz beobachtet
werden. Somit konnte gezeigt werden, dass InID offengchtlich en Molekll i, das in vivo
wirkt und zum Uberleben der eingedrungenen Bakterien beitragt. Dies bedeutet, dass InID in
der Tat ein Pathogenitétsfaktor von L. monocytogenes EGD-e i, was in dieser Arbeit zum

s ma gezeigt werden konnte und nicht aus den in vitro Zelkulturversuchen abzulesen
war.
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200"+ [ Leber

1510 L

1,0.10° -

0510 L

Bakterienzahl in den Organen

e i e e e e
EGD-ed AlniDA AinlD2 AinlD3 AINIFDE1  AinlFDEZ  AinIFDE3

EGD-e1  EGD-2

Abb. 31: Infektion von Mausen mit 6000 Bakterien von L. monocytogenes-Stammen (M &use geopfert am
dritten Tag)

5.9 Promotor aktivitdtsnachweis von inlF, D, E und G in L. monocytogenes EGD-e

Um die Daen des Northen Blots bzw. des Infektionsversuchs zu bestétigen wurde ene
Promotoraktivitdtisstudie der verschiedenen Interndin-Gene durchgefiihrt. Dafir wurde en
Schaukel-Vektor mit der Bezeichnung pSOG13 (Sonia Otten, Inst. Med. Mikrobiologie,
Giessen) benutzt. Es handdt dch um enen spezidl fir Transkriptionsstudien hergestellten
Vektor mit einem Reportergen (3-Galaktosdase) aus Bacillus stearothermophylus. Der
pSOG13-Vektor it im Anhang dargestellt. Nach der Klonierung der zu untersuchenden
DNA-Fragmente aus dem Promotorbereich und anschlielender Transformation  der
rekombinanten Plasmide in L. monocytogenes EGD-e Wildtyp sollte be Vorhandensain
elnes aktiven Promotors 3 Ga aktos dase nachzuwe sen sein.

5.9.1Klonierung der putativen regulatorischen Regionen der inlF, inlD, inlE und inlG
Zur Amplifizierung der putativen PromotorenrRegionen von inlF, inID, inlE und inlG
wurden PCR mit spezifischen Oligonukleotidpaaren (dehe Tabele 9) durchgefihrt. Die

PCR-Produkte wurden mittels BamHI/Ndel vor das bgaB Gen in den lineariserten Vektor
pSOG13 eingebaut, so dass eine gerichtete Klonierung moglich war.
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Promotor Oligonukleotidbezeichnung GroiRe
inlF adF-BamHI & adF-Ndel 369 bp
inlD adD-BamHI & adD-Ndel 448 bp
inlE adE-BamHI & adE-Ndel 372bp
inlG adG-BamHI & adG-Ndel 641 bp
bglA adbgl-BamHI & adbgl-Ndel 550 bp
hly siehe Arbeit von Sonia Otten

(Inst. Med. Mikraobiologie, Giessen)

Tab. 9: Klonierung der verschiedenen Promotoren in das Plasmid pSOG13

pSOG13

7090 bps

Abb. 32: Schematische Darstellung des pSOG13-Plasmides
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5.9.2 Nachweis einer Beta-Galactosidase-Aktivitat ausListerien

In diesem Versuch sollte die Aktivitét der putativen Promotoren von inlF, inID, inlE und
inlG in enem Reportergensystem festgestellt werden, wofir der Promotor des Hamolysin-
Gens (hly) (dehe Einleitung) ds podtive Kontrolle und der summe Promotor des 3
Glukosdase-Gens (bglA) von L. monocytogenes EGD-e (Darbouche, 1996) ads negative
Kontrolle verwendet wurde. Die Aktivitdtsmessung erfolgte nach Lyse der rekombinanten L.
monocytogenes-Zdlen mit Hilfe enes Phagenlysns nach der Methode von Dr. Matin
Loessner (Sehe 4.28; Loessner e ad. 1995b) durch dsandardiserte Hydrolyse eines
Gaaktosdase-pezifischen  Subdrates, das nach Spdtung enen geben Farbumschlag
ausfwes. Es handdt dch um das farblose o-Nitrophenyl-3-D-glycopyranosid, dessen
Hydrolyseprodukt o-Nitrophenol gelb ist. Die genaue Beschrebung der Methode ist unter
4.28 dargestellt.

De Erfolg dieses Versuches lag im wesentlichen an der Art und Weise, wie die Listerien
angeziichtet wurden. So konnte eine Promotoraktivitdét von inlD nur dann nachgewiesen
werden, wenn der Stamm  unter mikroaerophilen Bedingungen (Kulturrbhrchen  dicht
verschlossen) angeziichtet wurde. Offendichtlich wirkt sch Sauerdtoff inhibitorisch auf die
Promotoraktivitét aus.

Abb. 33: Graphische Darstellung der Promotoraktivitét voninlF, inlD, inlE undinlG, gemessen bei einer
optischen Dichte von 420 nm.
Als positive Kontrolle (hly-Promotor) und als negative Kontrolle (bgl A-Promotor).

OD yrimm

0 ]
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2 e
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P-kedy P-bgid P-inlF P-inlD P-inlE P-inly

Die hier gewonnenen Daten korrdieren sehr gut mit den Daten, die aus den Northern-Blots
und den Mausnfektionsversuchen gewonnen wurden. Das inlD-Gen ig das enzige Gen aus
diessm chromosomden Abschnitt, das Transkription und Aktivitét zeigt. Die Gene inlF, E
und G schenen unter den in diesr Arbeit getesteten Bedingungen nicht abgelesen zu
werden.
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5.10 Reinigung von InlF, D und E mit Hilfe einesin vitro Proteinexpr essionssystems

Um eine ausreichende Menge von hoher Reinheit der Proteine InlF, D und E zu gewinnnen,
wurden die korrespondierenden Gene ohne Signal-Peptide in den Expressonsvektor pGEX
kloniert.

5.10.1 Klonierung von Internaline (ohne Signal-Peptid) in den Vektor pGEX

Die Voraussetzung fir die Herstdlung rekombinanter Inl-Proteine ohne Signa-Peptide war
die Fuson mit GlutahionS-Transferase (GST) im Expressonsvektor pGEX. Mittedls PCR
und spezifischer Oligonukleotide (Sehe Tabelle) wurden die 3 verschiedenen inl-Gene ohne
Sgnd-Peptide aus chromosomaler DNA amplifiziet. Die PCR-Produkte besalen die
kakulierten GroRen (dehe Tabele), wobe durch den Redriktionsverdau mit Bglll/Munl
ihre Enden verandet worden waren, damit ene Klonierung in den mit EcoRI/BamHI
gechnittenen  pGEX-Expressonsvektor moglich war, d. h. der Leserahmen durch die
Insertion unbeainflusst blieb. Die Transformation efolgte in kompetente E. coli  BL21-
Zéellen (Sehe Tabdle).

InF GST Bgl Il F2 & GST Munl F pGEX-6P1 1739 bp
InD GST Bgl Il D2 & GST Munl D pGEX-6P1 1854 bp
InE GST Bdl Il E2 & GST Munl E pGEX-6P1 2192 bp

Das Plasmid pGEX-2TK zeichnet sich durch folgende M erkmale aus;

einen tac- Promotor

einelacl 9 -Gen, verwendbar in jedem E. coli-Samm

Sehr milde Elutionsbedingungen fir die Freigabe des Fudongproteins aus dem
Matrix

einen sogenannten Glutathione S-Transferase (GST)-Tag zwischen der pGEX-
Sequenz und der Polylinkerregion (ermdglicht  die Aufreinigung des
rekombinanten Proteins Gber eine Bindung des GST an Sephar ose 4B)

ene Enterokinase-Erkennungsstelle  (,PreScisson  Protease®  fur pGEX-6P1  zur
Abspatung des nativen rekombinanten Proteins)

ene Palylinkerregion (MCS = multiple cloning Site)

Als PCR-Universa- und Reversorimer fir die Sequenzierung wurden 5'pGEX und
3'pGEX ausgewahit.
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5.10.2 Expression der klonierteninl-Genprodukte

Die klonierten inl-Gene ohne Signd-Peptide wurden durch die Zugabe von IPTG exprimiert.
Die Induktionsreaktionen wurden mit den in E. coli BL21 enthdtenen Plasmiden pADX
(algemein Begriff) und pGEX durchgefiihrt (Sehe Kapited 4.26). Nach 3 h Induktion waren
die verschiedenen Interndine ohne Signd-Peptide im Coomasse gefabten SDS-Gd
deutlich dchtbar. Negative war dar Stamim mit dem Klonierungsvektor dleine ohne

inseriertes inl-Gen.

5.10.3 Aufreinigung der GST-Internalin-Fusionsproteine

Aufgrund der efolgreichen Protein-Expresson konnte eine Aufreinigung der rekombinanten
Proteine wie unter 4.26 beschrieben, durchgefiihrt werden. Die gereinigten Proteine wurden

mittels ener SDS-PAGE Uberpriift (Abb. 35).

Abb. 34:
Coomassie geférbtes SDS-Gel elnes Gesamtproteinextraktes der
klonierten inl-Gene ohne Signalpeptide inE. coli BL21

M: 10 kDaMarker

1: Negativ Kontrol (pGEX -6P1)

2: InlF (ohne S.Peptid) + GST: MW= 51.132 kDA + 29 kDA (GST) =
80.132 kDA

3: InID (ohne S.Peptid) + GST: MW= 54.759 KDA+ 29 kDA (GST) =
83.759 kDA

4: InlE (ohne S.Peptid) + GST: MW= 51.847 kDA + 29 kDA (GST) =
80.847 kDA

Die Fusionsproteine sind durch weif3e Striche gekennzeichnet

Abb. 35:

Coomassie gefarbtes SDS-Gel der gereinigten Proteine InlF,

InID und InlE.

M: 10 kDa Marker

1: Aufgereinigtes Protein InlF (ohne S.Peptid): MW= 51.132 kDA
2: Aufgereinigtes Protein InlD (ohne S.Peptid): MW=54.759 kDA
3: Aufgereinigtes Protein InlE (ohne S.Peptid): MW=51.847 kDA

SUKDA -

GST
ca 2% Kia

Die Molekulargewichte der gereinigten Fusonsproteine im SDS-PAGE (Abb.34 und 35)
entsprachen nur im Fdle des InID-Proteins exakt den kakulierten Molekulargewichten. Dies
ist ein Phénomen, das auch schon bel anderen Ligterien-Proteinen beobachtet wurde.
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5.10.4 Immunobiochemischer Nachweisvon InlF, D und E mit Polyklonalantikér pern

Die durch Immuniserung von  Kaninchen aus deen Seum  gewonnenen
Polyklondantikorper (sehe 4.32) gegen InlF, InID und INIE wurden fir die Detektion in
ginem Immunoblot mit Zdlwand- und Uberstand-Extrakten von L. monocytogenes EGD-e
Wildtyp, DinlF, DinID, DinlE, DinlFDE und DinlFDEABC eingesetzt.

Unabhangig von den verwendeten Kaninchenseren, ob die Immuniserung nun mit InlF, D
oder E efolgte, waren be den Zelwand- und Uberstandsproteinen der Stamme EGD-e,
DinlF, DinlID, DIinlE und DINIFDE immer die glechen Bandenmugter zu sehen. Typisch
waren diese Bandenmugter dlerdings fur das jewelige Serum. Eine direkte Identifizierung
der Proteine InlF, D oder E war weder bel den Zelwandextrakten noch be den
Ubergandsfraktionen maglich.  Interessanterweise  konnten  aber  Unterschiede bel  der
Deetionsmutante DinlFDEABC  festgestdllt werden: Sowohl beim  Immunoblot mit  Anti-
IND Antisrum ds auch beim Immunoblot mit Anti-InlE Antissrum waren auf der Hohe der
Proteine InlA und/oder InIB keine Banden zu sehen. Dies zeigt klar, dass die gewonnenen
Kaninchenseren LRR-Proteine von L. monocytogenes EGD-e ungpezifisch binden. Da von
InlF, D und E die Gesamtproteine (ohne Signdpeptid) zur Immuniserung eingesetzt wurden,
ig in diesen Fdlen von Kreuzresktionen mit Mitgliedern aus der LRR-Familie von L.
monocytogenes EGD-e auszugehen. Auf der Bass der Daen von RNA-Andysen,
Mausnfektionsversuchen und Reportergenstudien wurde in diesem dargestelten Experiment
keine soezifischen Banden fir InlF und INIE ewartet. Alle Kaninchenseren erkannten die
korrespondierenden, gereinigten Proteine (Daten nicht gezeigt).
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Abb.36:

Immunobiochemische Untersuchung der gewonnen polyklonalen Antikérper gegen InlF, gegen InlD

und gegen InlE.
A: Zellwandproteine
B: Uberstandsproteine

Zur Orientierung sind die Molekulergewichte von InlA und InIB mit Pfeilen markiert.
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5.11 Der inlFDE-L ocus und flankierende Bereichein L. monocytogenes EGD-e und
L. innocua

Der inlFDE-Locus ig eine wetere Pathogenitétsinsd von L. monocytogenes EGD-e und ist
von zwe Haushdtsgenen, dem ascB- und dem dapE-Gen, umgeben. Beide Haushdtsgene
goiden wahrscheinlich eine wichtige Rolle im Uberleben des Bakteriums. So versorgt z.B.
das ascB-Genprodukt (Beta-Glucosdase) das Bakterium mit wichtigen Kohlenhydratquellen
und dapE kodiert fir eine Succinyl-Diaminopimda Desuccinylase, die die Hydrolyse der N
succinyl-L-diaminopimdinsaure  zu  L-diaminopimeinsdure (L-DAP)  und  Succinate
katalysert. L-DAP ist der Vorlaufer der meso-DAP und en sehr wichtiger Bedtandtell fast
dler Bakterienzdlwéande.

5.11.1 Der inlFDE-L ocus und flankierende GeneascB und dapE in L. innocua

Um zu Uberprifen, ob der inlFDE-Locus bzw. die beiden Haushdtsgene ascB und dapE
auch im apathogenen Stamm L. innocua vorhanden sind, wurden die beiden Oligonuklectide
inldebgllll  und inldebglll2 ausgewdhlt, die in den kodierenden Regionen dieser
Haushdtsgene von Listeria monocytogenes EGD-e binden. In der Tat war es mit Hilfe deser
beiden Oligonukleotide madglich, en spezifisches PCR-Produkt aus der chromosomaen
DNA von L. innocua zu amplifizieren. Allerdings hatte dieses Amplifikat nur eine Grole
von ca. 1 kbp und war damit ca. 6 kbp kiirzer as es der Grole des DNA-Abschnittes auf dem
L. monocytogenes EGD-e- Genom entspricht (Sehe Anhang).

Die Sequenzierung dieses PCR-Produktes zeigte dann auch, dass die beiden Haushatsgene
ascB und dapE in L. innocua enthalten sind, aber der gesamte inlFDE-Locus fehlt (Abb. 37).
Die beiden Haushdtsgene von L. innocua snd fagt zu 100% identisch mit den beiden
Haushdtsgenen von L. monocytogenes EGD-e. Das DNA-Fragment zwischen den beiden
Haushdtsgenen von L. innocua betrégt 161 bp und ist zu ca 51% identisch zu der
intergenischen ascB-inlF-Region und zu ca 80% identisch zu der intergenischen inlE-dapE-
Region von L. monocytogenes EGD-e. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die beiden
Haushdtsgene ascB und dapE bel beiden Listeren-Arten hoch konsarviet und auf den
beiden Genomen auch gleich angeordnet snd. Aus diesen Daten kann nicht abgeleitet
werden, ob se auch an der gleichen Stdle in den Genomen lokdisert snd. Welterhin ist das
inlFDE-DNA-Fragment spezifisch fir L. monocytogenes EGD-e und kann somit ds ene
wetere Pathogenitéisnse von L. monocytogenes EGD-e bezeichnet werden (sehe auch
oben).
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
| I I l I l I
Transkription 5
iniF ' iniD inlE
1473 bp 1647 bp 1500 bp
Listeria monoctogenas
EGD-e

e
apE

o

Listeria innocua

211bp TAGAAAGI TAGCAGICCCGCTTTGGECGEEECTGTI TTTTTATTTTTATATCAATTAATGGGATGAGAGCTAAGA

TAACCCCCGGGATATATAGTG 304bp

305bp ATGTAGACGT TTGCCTTTTTCCATAACCGGAAAACATAGGAT GGAATTCAAAGAAAGAGBECGTAAAC 372 bp
3

Abb.37:  Schematische Darstellung der beiden Loci inL. monocytogenes EGD-e und inL. in nocua

mittels PCR mit den beiden Oligonukleotiden inldebgl 11 und inldebgl112 die an die beiden
Haushaltgene ascB und dapE bi nden.’ =Terminator

Abb.38:  Nukleotidsequenzvergleich der intergenischen Regionen zwischen ascB und dapE von L. innocua

und L. monocytogenes EGD-e mit Hilfe des Programms HUSAR (Heidelberg Unix Sequence
Analysis Resources).

B L innocua
B L. nonocytogenes

211 TAGAAAGTITAGCAGICCCGCTTTGGCGGGEGCTGITTTTTATTTTTATATCAATTAATGGGATGAGAGC

214 TAGGTAGAGTACAGCCCCGCTTTGGCGEEECTGITTTTTTTACGCTACT TCCCACAAGAAACCAATTC

TAAGATAACCCCCGGGATATATAGIG 304

| [ [ T } Tei |l ascB: Percent |dentity: 51,06
TGTAATCGCTGAACGAAAAAGTTCAA 304

305 ATGTAGACGITTGCCTTTTTCCATAACCGGAAAACATAGGATGGAATTCAAAGAAAGAGGGECGT. AAA

5512 AAGAAGGAGTI TTGCCTTTATAGAGAACGGGAAAACATAGAGT GGAATTCATAGAAAGAGGGCGT GAAA

C
} Teil dapE Percent Identity: 80,88
T
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5.11.2 Herstellung einer dapE-Deletionsmutante

Wie berdts in der Literatur beschrieben, kodiert dapE fir ene Succinyl-Diaminopimeat
Desuccinylase, die die Hydrolyse der  N-sucdnyl-L-diaminopimdinsure zu L-
diaminopimdinsdure (L-DAP) und Succinate katdydert. L-DAP it der Vorldufer der meso-
DAP und ein sehr wichtiger Bestandtell fast dler Bakterienze lwande.

Durch die Entdeckung enes dapE-Gens in L. monocytogenes EGD-e in der vorliegenden
Arbet war es moglich geworden, ene dtenuiete dapE-Mutante ds biologischen
Scherhetssamm von L. monocytogenes EGD-e herzustdlen. Das Zid war, eine auxotrophe
Mutante herzugelen, die nur in Anwesenhet von L-Diaminopimdinsure (L-DAP) wachsen
kann. Sollte dieser Stamm aus dem Labor ,entkommen®, wirde ihm en essentidler Baustein
zur Heagdlung der Zdlwand fehlen und er wirde absterben. Solche StAmme eignen sich
besonders ds Empféngerorganismen fir Expressonsplasmide und konnten z. B. in der
Genthergpie und zur Herstdlung von Vakzingdmmen verwendet werden. Ahnliche dapE-
Mutanten wurden bereits bel anderen Bakterien, wie z.B. be Helicobacter pylori ds
Vakzinsamm (Karita et d., 1997), kongtruiert.

Zur Hegdlung der ,in frame'-Ddetionsmutante im dapE-Gen wurden in ener PCR zwe
DNA-Fragmente mit den Primern 6516/dapE-NotlA und dapE-NotlB/depE so amplifizient,
dass die zusammengesetzten PCR-Produkte eine Deletion “in frame’ von ca 80% des Gens
benhdteten. Die genaue Beschrebung des weteren Vefarens zur Hergelung von
Deetionsmutanten innerhab Ligterien ist unter 4.19 beschrieben. Die Mutante wurde mittels
PCR und Seguenzierung Uberprift. Leider zeigte sch be der Anzucht dieses dapE-
defizienten Stammes kein Unterschied im Wachsum in Anwesenheit oder in Abwesenhelt
von L-DAP ds Zusatz zum Medium. Dies bedeutet, dass das hier gefundene dapE-Gen
offengchtlich nicht das enzige dapE-Gen in L. monocytogenes EGD-e sein kann, so dass die
Mutation von den Bakterien kompenset wurde. Die hergedelte Ddetionsmutante ist
phanotypisch nicht vom Wildtyp zu unterscheiden, auch im Mausnfektionsmodd war ken
Unterschied zum Wildtyp zu beobachten.

' infE dapE = 1137bp iy
7 A * -/

dapE = 8719bp

Abb. 39: Schematische Darstellung der Herstellung der dapE-Del etionsmutante
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5.12 Her stellung von Notl-Deletionsmutanten zur Kartierung desListerienEGD-e
Genoms

Das Chromosom von L. monocytogenes EGD-e Serotyp 1/2a wurde im Ingtitut fur Med.
Mikrobiologie, Giessen, durch Redriktionsandyse kartiet und kann in  verschiedene
Fragmente eingeteilt werden (Von Both et a., 1999). Da das ligeridle Chromosom sehr AT-
reich is, egnen dch Redriktionsendonuklessen mit einer GC-reichen Erkennungssequenz,
wie z. B. Notl und Ascl besonders gut zur Redtriktionskartierung, da hierbel nur wenige,
groRe DNA-Fragmente eingehen, die in einem gepulsten Elektrophoresesysem getrennt
werden konnen (Schwarz et Cantor, 1984).

Bis jetzt wurden drei verschiedene Gencluster in L. monocytogenes beschrieben, die
Peathogenitéisfaktoren beinhdten: die Cluster prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB, inlAB und
iNIFDE. Zwel weitere Gene konnten mit Virulenzeigenscheften assoziiert werden, sind aber
ds individudle Gene auf dem Genom organisert: flaR (SanchezCampillo M et d., 1995)
und irpA (Domann et d., 1997). Das Zid war, die rdative Anordnung dieser Gene und deren
Lokdistion in gpezifichen Regionen zu besimmen. Hiezu wurden kinslich Notl-
Schnittstellen in die oben beschriebenen Loci eingefligt, um isogene Mutantenten mit neuen
Notl- Schnittstellen im Genom herzugtellen (Tab. 10).

PFGE-Andysen chromosomaler, Notl verdauter DNA resultierte be der DactA-plcB
Mutante in zwel neuen Notl Fragmenten von 760 und 340 kb andatt des origind 1100 kb
Notl-Fragmentes, was die Lokdisation dieses Genabschnittes auf dem NotA-Fragment
ermdglichte. Auf die gleiche Art und Welse konnte das inlAB-Operon und der inlFDE-Locus
auf demsalben NotA-Fragment lokalisert werden. Die Orientierung der Loci auf dem NoOtA-
Fragment wurde durch dreé Doppedédetionsmutanten und ene Tripedeetionsmutante
erecht:  PprfABox(inlAB)DactA-plcB, PprfABox(inlAB)DINIFDE,  DactA-plcBDinlFDE
und PprfABox(inlAB)DactA-plcBDinlFDE (Tab. 10) und ist in der Abb. 40 dargestelIt.

DinlF in Dinl ABDirpADVGC
DinlD in Dinl ABDirpADVGC
DinlE in Dinl ABDirpADVGC
Dinl FDE in Dinl ABDirpADVGC
DPprfA-Box in DactAplcB
DPprfA-Box in Dinl FDE
DactAplcB in Dinl FDE

Tab.10: Hergestellte Notl-Del etionsmutanten
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Abb. 40: Chromosomenkarte von Listeria monocytogenes EGD-e (Von Both et a., 1999). Die aus der
Restriktionsspaltung mit Notl hervorgegangenen Fragmente (A -H) wurden dargestel|t.
Die Abschnitte, denen Gene zugeordnet werden konnten, sind entsprechend beschriftet.
[inl=Internaline; flaR = Flagellinregulator; irpA = Internalin related protein]

infFDE

virulence
gene cluster

Notl-§ L. monocytogenes

strain EGD

MNotA - 1.100 kb
SR W B NotB - 850 kb
NolC - 365kb

Notl-4 NotD - 320kb

NotE - 275kb

MNotF -  40kb

) NotG - 30kb

irpA Noid-5 NotH -  20kb
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TEIL II:

Regulation desinl AB-Operons

5.13 Her stellung von Deletions- bzw. Substitutionsmutanten in der PprfA-Box des
inlAB-Operons

In der Promotorregion des inlAB-Operons liegt ca. 440 bp stromaufwérts des inlA-Gens eine
PrfA (pogtive regulation factor A) Erkennungssequenz (TTAACATAAGTTAA), an die der
Transkriptionsregulator  bindet. Diese ds PrfA-Box bezeichnete Nukleotidsequenz wurde
experimentd| bestimmt (Lingnau et d., 1995). In diesem Tell der Arbet solite die Frage
beantwortet werden, welche Rolle diese Erkennungssequenz bei der PrfA-abhdngigen
Regulation des inlAB-Operons spidt. Hierzu wurden zwel Strategien verfolgt:  Ergens,
chromosomade Deetion der 12 Basenpaare langen Erkennungssequenz.  Zweltens,
Subgtitution der 12 Basenpaare langen Erkennungssequenz, um  eventudle gerische
St6rungen im Promotor durch die Deletion zu vermeiden.

5.13.1 Deletion der 12 Basenpaar e langen prfA-Box im Promotor desinlAB-Operons

Be diesr Dddiongmutante <ollte ene Wechsdwirkung von  PfA  mit  der
Erkennungssequenz TTAACATAAGTTAA verhindert werden. Es wurde erwartet, dass die
Induktion der Interndine A und B stark reduziert oder sogar vollsténdig unterbunden wird
und somit keine Invasion von Wirtszdllen Sattfindet.

Zur Hesdlung der PprfA-Box (12bp)-Dedeionsmutante (DPprfA-Box) wurden in ener
PCR zwel DNA-Fragmente so amplifiziert, dass die zusammengesetzten PCR-Produkte eine
Deletion von 12 bp der RorfA-Box beinhdten. Zwei DNA-Fragmente von 382 bp bzw. 703
bp wurden fir diese PCR mit den Oligonukleotidpaaren 1317 und prfAbox2 bzw. prfAboxl
und 1323 amplifiziet und mit Notl verdaut und fir 5 h ligiet. Danach wurden die ligierten
Fragment mit den Oligos 1317 und 1323 amplifiziet und das 1.089 kb PCR-Fragment in
den pCRII-Vektor kloniert. Das Insert wurde Hindlll/Xbal in pAUL-A umkloniert. Das
entdandene rekombinante Plasmid erhielt die Bezeichnung pAD29 und wurde in L.
monocytogenes EGD-e-Protoplasten tranfomiert und die Deetion wie im Materid- und
Methodenteil beschrieben hergestellt. Mittdls ener PCR mit dem Oligonukleotidpaar
1317/1323 wurden die erhdtenen Erythromycin-sendtiven Liderien auf die Ddetion hin
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Uberprift. Die chromosomde Deetion wurde mittds Redtriktionsverdau mit  Notl  und
Sequenzierung Uberprift.
Abb. 41: Darstellung der Konstruktion der DPprfA -BoxDel etionsmutante.
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5.13.2 Substitution der 12 Basenpaar e langen PprfA-Box im Promotor desinl AB-
Operons
Um ene derische Veranderung des Promotors durch eine Deletion zu vermeiden, sollte eine
chromosomde Subditution der PrfA-Erkennungssequenz  eingefligt  werden.  Fir  diesen
Augtausch wurde eine Sequenz fir das Redriktionsenzym Notl gewdhlt, so dass auch in
diesem Bereich des Chromosoms eine weitere Notl-Schnittstelle eingefligt wurde (von Both
et a., 1999).
Zur Herstdlung der Subst.PprfA-Box (12bp)- Subgtdtitutionsmutante wurden in ener PCR
zwei DNA-Fragmente so amplifiziert, dass die zusammengesetzten PCR-Produkte eine
Augtausch von genau 12 bp der PprfA-Box benhdten. Zwei DNA-Fragmente von 407 bp
bzw. 723 bp wurden fir diese PCR mit den Oligonukleotidpaaren 1317 und BoxB bzw.
BoxA und 1323 amplifiziet, mit Notl verdatt und fir 5 h ligiet. Danach wurden die
ligierten Fragment mit den Oligos 1317 und 1323 amplifiziet und das 1.089 kb PCR-
Fragment in den pCRII-Vektor kloniert. Das Insert wurde Hindlll/Xbal in pAUL-A
umkloniert. Das entdandene rekombinante Plasmid erhidt die Bezeichnung pAD31 und
wurde in L. monocytogenes EGD-e-Protoplagten transfomiert. Mittels einer PCR mit dem
Oligonuklectidpaar 1317/1323 wurden die erhdtenen Erythromycin-sengtiven Ligterien auf
die Ddetion hin Uberprift. Die Dedetion wurde mittds Redriktionsverdau mit Notl und
Sequenzierung Uberprift.
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Abb. 42:  Darstellung der Konstruktion der Subst.PprfA-Box Subststitutionsmutante.
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5.14 Immunobiochemische Unter suchung der DPprfA- bzw. Subst.PprfA-Box Mutanten

Zur  Immunbiochemischen Untersuchung der DPprfA- bzw. Subst.PprfA-Box wurden die
Zdlwand-Proteine des Wildtyps L.monocytogenes EGD-e (podtive Kontrolle), der beiden
Mutanten DinlAB2, DprfA2 (negaive Kontrolle) und der D- bzw. Subst.-PprfA-Box im
SDS-Ged und Immunoblot ( mit dem monoklonden Antikorper L244 fir InlA und 1F32F8
fur InIB ) untersucht. Das Gen inlA kodiert fir ein Membranprotein von 82,6 kDa, das Gen
inIB kodiert fur ein Protein von 67,2 kDa.

Folgende Ergebnisse wurden erzidlt:

_'.; <4— InlA

A B

Abb. 43 Immunobiochemische Untersuchungen der Zellwandproteine der PprfA-BoxDeletions- bzw.
Subststitutionsmutanten.
A: Immunoblot nach Detektion mit IF32F8 Antikorper, gerichtet gegen InlB
B: Immunoblot nach Detektion mit L244 Antikorper, gerichtet gegen InlA
1: Molekulargewichtsmarker
2: Wild-Typ-Zellwandproteine
3: DprfA-Box-Zellwandproteine
4: Subst.PprfA-Box-Zellwandproteine
5: DprfA2-Zellwandproteine
6: DinlAB2-Zellwandproteine

In beden Fdlen zur Detektion von InlA und InlB dnd bem Wildtyp die Proteine
nachweisbar. Uberraschenderweise konnte aber auch bei der Deletionsmutante DprfA2 in
etwa die gleiche Menge an Interndin A und B nachgewiesen werden, obwohl in Anlehnung
an frihere Ergebnisse zumindest eine dgnifikante Verminderung zu erwarten war (Lingnau
et a., 1995). Uberraschenderweise konnten aber nur Spuren von InlA und InIB bei den
beiden Mutanten DPprfA- bzw. Subst.PprfA-Box gefunden werden. Dies bedeutet, dass das
Fehlen von PfA kaum enen Einflul auf die Transkription dieses Operons hat, aber das
Fehlen der Operatorsequenz in der -44 Region des InlAB-Promotors enen erheblichen
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Einflus zagt.  Offendchtlich i€ e@n  anderer, nicht mit PfA  identischer
Transkriptionsregulator fir die Expression des Interndin-Operons erforderlich.
Die Ergebnisse dieses Versuches sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Stamm Bandestarke

EGD-e (+ Kont.) ++++

DprfA2 (- Kont.) +++

DinlAB2(- Kont.) -

DPprfA-Box + (verursacht durch die schwachen Promotoren)
Subst.PprfA-Box + (verursacht durch die schwachen Promotoren)

5.15 Nachweisder inlAB-Transkripte in verschiedenen Listerien-Stdmmen mittels RNA-
DNA Hybridiserung (Northern Blot)

Zum Nachweis der  inlAB-Transkripte wurden  RNA-DNA-Hybridiserungsstudien
durchgefihrt. 5 pg Gesamt-RNA vom EGD-e-Wildtyp (podtive Kontrolle), DinlAB2
(negative Kontrolle), DprfA2 und der D bzw. Subst.-PprfA-Box wurden dezu auf enem
Formadehydgd aufgetrennt. Die Andyse efolgte durch Northern Blot und Hybridiserung
mit Sonden gegen die einzelnen inlAB-Gene.

Die Analyse der Transkripte der inlAB-Gene im Northern Blot ergab ein Transkript von ca
4.400 bp Lange, das sowohl beim Wildtyp EGD-e (positive Kontrolle) as auch be DprfA2
Deetionsmutante zu finden war. Die erhdtene Transkriptlénge simmt mit der kakulierten
Lange der polycigronischen mRNA von inlAB (berein. Sowohl be der DinlAB2
Deetionsmutante (negetive Kontrolle) ds auch bei den Mutanten D bzw. Subst.-PprfA-Box
konnten keine Tanskripte nachgewiesen werden. Eine schwache Hybridiserung der
verwendeten Sonden mit der 16S und 23S rRNA konnte be dlen Hybridiserungen
beobachtet werden.
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Abb. 44:  RNA-DNA -Hybridisierung mit Dig markierten DNA -Sonden gegen die Transkripte von
inlA undinlB.
Pfeile= Die erhaltenen Transkripte.
1: Subst.PprfA-Box
2: DPprfA-Box
3:DinlAB2
4: DprfA2
5: L. monocytogenes EGD-e

5.16 Nachweisder inlAB-Transkriptintensitat der verschiedenen ListerienrStdmme
mittels Dot-Blot-M ethode

Zum Nachwels der beiden  inlAB-Transkriptintenstdten  wurden RNA-DNA-
Hybridiserungsstudien mittels der Dot-Blot-Methode durchgefiihrt. 0.5 bis 25ug Gesamt-
RNA von EGD-e Wildtyp (postive Kontrolle), DprfA2, DinlAB2 (negative Kontrolle) und
der D- bzw. Subst.-PprfA-Box wurden dazu in eine Blot-Apparaur gebracht und mittels
Vakuum duchgesaugt, wodurch die Nukleinsuren an  der  Nitrozdlulosemembran
héngenblieben und anschliefend in UV-Licht fixiet wurden (Sehe Methodenteil). Die
Andyse efolgte durch Hybridiserung mit Sonden gegen die enzenen inlAB-Gene. Die
Auswvertung der  Transkriptstdrken der inlAB-Gene im  Dot-Blot ergab  dhnliche
Transkriptstérken bel der postiven Kontrolle EGD-e und be DprfA2. Sowohl bel der
DinlAB2 Mutante (negative Kontrolle) ds auch be den beiden Mutanten D- bzw. Subst.-
PprfA-Box waren nur schwache Tanskripte nachzuwei sen.
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9090000 ! EGD-e ¥ A E R
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LB NN G D PprfA-Box e 9 0 0 ¢

‘. e ® @ ¢ Subst.PprfA-Box
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Abb. 45.  Ergebnisse der Dot-Blot-Versuche (Transkriptstarken voninl A und inl B) durch RNA-DNA -
Hybridisierungen mit Dig markierten DNA -Sonden gegen die Transkripte voninlA undinlB.

5.17 Infektionver suche am Zdlkulturmodédl

Die Ddetionsmutante PprfA-Box und die Substgtitutionsmutante PprfA-Box bedtzen ene
Déetion bzw. eine Subgitution im Bereich der 12 bp der PprfA-Box. Wie die oben
beschriebenen Ergebnisse zeigen, werden be diessm Typ von Mutanten nur noch geringe
Transkriptmengen und damit auch Proteine von InlA und InlB produziert.

Um fedzugdlen, ob die Menge an Genprodukten von inlAB be diesen Veranderungen der
PprfA-Box fir die Interndisation augechend snd, wurden Infektionsversuche am
Zdlkulturmodd|l durchgefuihrt. Die Infektionsversuche wurden mit den St&mmen EGD-e
(postive Kontrolle), DinlAB2 (negative Kontrolle), DprfA2, DPprfA-Box und Subst.PprfA-
Box durchgefiihrt. Alle Kulturen befanden sch zum Zdtpunkt der Infektion in der
logarithmischen Wachstumsphase (0D, ca 0.8). Jeder Stamm wurde bei 37°C auf
Infektionsfhigkeit getestet. Infiziet wurden Caco-2- und Hela-Zdlen. Die Andyse der
Infektion der PprfA-Box-Dedetionsmutanten bzw. PprfA-Box-Subgtitutionmutante in Caco-2
und Hea-Zdlen ergab ggnifikante Unterschiede zur wildtypischen Infektion (Abb. 46 wu.
47). Die Invesondéhigkeit der  PprfA-Box-Ddetionsmutante  bzw.  PprfA-Box-
Subsditutionsmutante war sehr gering und verhidt sch be der Interndisation im Fal von
Hel a-Zdlen genau wie die baden S&mme DinlAB2 und DprfA2, d.h., se snd nicht mehr in
der Lage, Wirtszdlen zu invadieren. Das gleiche Ereignis kann ebenfals bei Caco-2-Zdlen
beobachtet werden, nur im Fdle des Stammes DprfA2 kann gezeigt werden, dass trotz der
Abwesenheit des PrfA-Transkriptionsregulaiors eine geringfiigig hohere Invesongate von 1
% festzustellen war (Abb. 47).
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Abb. 46: Invasionsverhalten von Listerien-Mutanten in HelL a-Z€llen
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Abb. 47: Invasionsverhalten von Listerien-Stdmmen in Caco-2-Z€llen
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Aus diesen Ergebnissen konnen zwe  Schllisse gezogen werden: Zum enen reicht die
geainge Menge an InlA und InIB, die an der Obeflache der Bakterien bei den Mutanten
DPprfA-Box und Subst.PprfA-Box gefunden wurden, nicht aus, Wintszdlen effizient zu
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invadieren. Zum anderen reichen die Intendine im Fdle ener rechlichen Menge an
Proteinen auf der Oberflache der DprfA2 Mutante ebenfdls nicht aus um effizient zu
invedieren.
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Ligerien sind ubiquitére Bakterien, die aus dem Erdboden, aus Oberfléchengewéssern, von
Pflanzenresten, aus Silagen und Abwéssern und aus asymptomatischen Tragern isoliert werden
konnen. Die Gaitung Listeria umfasst sechs verschiedene Arten, von denen L. monocytogenes
pathogen fir Menschen und Tiere und L. ivanovii nur pathogen fur Tiere ist. Der Unterschied
zwischen pahogenen und nicht-pathogenen Ligterien |&sst dch an der Fahigket feststelen,
Wirtszdlen zu invadieren, sich intrazdlulér zu vermehren und zu bewegen und sich von Zdle zu Zelle
auszubreiten.

Die Faktoren, die hauptséchlich an der Virulenz von L. monocytogenes beteiligt snd, sind auf dem
Genom in enem Cluser aus 5 Genen angeordnet, plcA (Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C), hly (Hamolysin), mpl (Metaloprotease), actA (Aktinfilament akkumulierender
Faktor) und plcB (Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C). Eine Mutation innerhab eines
dieser finf Gene kann die Virulenz des Bakteriums reduzieren (Goebd et d., 1993). Weiterhinigt in
diesem Genomabschnitt auch der Transkriptionsregulator prfA enthaten, der diese finf Gene positiv
reguliert. Das Virulenzgenclugter kommt in L. monocytogenes (human und tierpathogen) und auch
in L. ivanovii (nur tierpathogen) vor, wo die Gene zwar genauso angeordnet sind, aber signifikante
Homologieunterschiede zeigen. Das Cluster wurde ebenfalsin L. seeligeri (gpathogen) gefunden,
aber die Pathogenitétsfaktoren sind durch Insertionen unterbrochen, es haben sich vidle Mutationen
akkumuliert und esist sogar teilweise zu Genduplikationen (z. B. in plcB) gekommen. FHankiert wird
das Virdenzgenduser von den Genen |Idh (Lactat-Dehydrogenase) und  prs
(Phosphoribosylsynthetase), die in dlen Ligterien vorkommen (Chakraborty et a., 2000; Gouin et
a., 1994).

L. monocytogenes-Bakterien werden aktiv von Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen
oder induzieren ihre eigene Phagozytose bel nicht-professionelen Phagozyten. Sie knnen dadurch
eéne Rehe von Wirtszdlen infizieren: Fibroblasten, Hepatozyten, Epithezelen, Endothelzdlen.
Pathogene Ligerien snd dadurch in der Lage, im infizieten Wirt wichtige Schutzbarrieren zu
Uberwinden. So Uberwinden se nach order Aufnahme zunéchst die Darmbarriere und gelangen in
Blut und Lymphe. Anschlief3end kénnen sie die Blut-Hirn- Schranke Uberwinden und eine Meningitis
audosen. Im Fdle einer schwangeren Frau kdnnen sie die Plazentaschranke Uberwinden und den
Fotusinfizieren.

An der parasiteninduzierten Phagozytose snd mal3geblich die beiden durch die Gene inlA und inlB
kodierten Invasonsproteine InlA und InIB beteiligt, die ene Funktion bei der Adhdson an
Wirtszdllen und bei deren Invasion haben. Sie gehdren zur Gruppe der Leucin-reichen Repeat (LRR)
Protene und vermittedn L. monocytogenes Wirtszdlgpezifitdten. So ist InterndinA  dleine
augeichend fur die Invason in die Darmepithelzdlinie Caco-2 (Galillard et d., 1991), wahrend
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InternainB ausreichend igt fur die Invasion in U-373, Henle407, Hel.a (Ireton et a., 1996), L-929,
Huvec (Parida et a., 1998) und Vero-Zdlen ig. Allerdings wirkt InterndinB bel der Invason in
Caco-2-Zdlen ds Invasonsversarker. Be Hep-G2 (Dramsi et d., 1995), PtK2, A549 und HT-29
snd beide Internainein der Lage, die Invasion der Bakterien zu vermitteln (Hain, 1999).

Dadurch ist L. monocytogenes mit zwel Molekilen ausgestattet, die die Infektion einer Vielzahl von
Wirtszdllen vermitteln. Da dieser Erreger aber ubiquitér vorkommt und ganz verschiedene Habitate
beseden kann, sollte in der vorliegenden Arbeit die Frage geklart werden, ob im Genom von L.
monocytogenes weitere Molekile aus der Gruppe der LRR-Proteine vorhanden sind, die an der
Invasion von Wirtszellen und/oder Protein- Protein-Wechsdwirkungen betelligt sind.

Durch eine Subtraktionshybridiserung zwischen pathogenen und nicht pathogenen Listerien wurden
L. monocytogenes-spezifische DNA-Sequenzen identifiziert (Buske, Doktorarbeit 2001; Chen et
d., 1993). Eine dieser Sequenzen besal3 signifikante Homologien zu den Leucin-reichen Repeats von
INIA/B. In der vorliegenden Arbeit wurden diese kurzen, bekannten DNA- Sequenzen herangezogen,
um das komplette korrespondierende Gen inklusive flankierender Sequenzen mittels inverser PCR
und ,,Chromosome Waking“ von L. monocytogenes EGD-e zu klonieren. Durch diese Arbeit
konnte der inlFDE-Locus aus diesem Stamm identifiziert und vollsténdig kloniert und sequenziert
werden.

Die erste Frage, die beantwortet werden sollte, lautete: Handelt es sich bel dem inlFDE-DNA-
Fragment tatsachlich um L. monocytogenes-spezifische DNA, die nicht in L. innocua vorkommt?
Hierzu wurden ds erstes PCR’'s mit inlF-, D- und E spezifischen Primern und L. innocua-DNA
durchgefiihrt. Alle diese PCR's erbrachten aber kein Amplifikat (Daten nicht gezeigt). Dies lield zwel
Interpretationen zu: Ergens, die inlFDE-Gene Snd in L. innocua nicht vorhanden. Zweitens, die
Gene snd in L. innocua vorhanden, sind aber so stark mutiert, dass die verwendeten Primer nicht
mehr spezifisch binden. Aus diesem Grund wurde eine PCR mit Primern durchgefiihrt, die in den
flankierenden Haushdtsgenen ascB und dapE binden. In der Tat konnte aus L. innocua ein DNA-
Fragment isoliet und sequenziet werden. Die vergleichende Sequenzandyse zwischen L.
monocytogenes und L. innocua ergab, dass die Gene inlFDE in L. innocua nicht vorhanden sind,
die Sequenzen zwischen den Haushaltsgenen ascB und dapE aber eine sehr hohe Ubereingtimmung
aufwiesen. Dieses Ergebnis hat zu dem Schluss gefiihrt, dass L. innocua keine inlFDE-Gene besitzt,
aber die Gene ascB und dapE ebenfals vorhanden und sogar gleich angeordnet sind. Dieses
Ergebnis wurde durch zwel Arbeiten unterstiitzt, die zu dem gleichen Schluss kamen (Drams et d.,
1997; Raffelshauer et a., 1998). Es kann somit klar festgestellt werden, dass die inlFDE-Gene L.
monocytogenes-spezifisch snd. Ob diese Genprodukte an der Pathogenitét und Virulenz betelligt
snd, sollte durch geeignete Experimente untersucht werden, die unten beschrieben sind. In diesem
Fdle wére der inlFDE-DNA-Abschnitt d's Pathogenitéisinsd zu bezeichnen.
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Da wéhrend des praktischen Tells dieser Arbeit vom Inditut fir Medizinische Mikrobiologie ein
gemeinsames, EU-weites Projekt mit deutschen, franzosschen und spanischen Gruppen initiiert
wurde, um das Genom von L. monocytogenes EGD-e zu sequenzieren, wurde auch in dieser Arbeit
ein Betrag hierzu gdeiget. Um die erhdtenen DNA- Sequenzen aus dem Genomprojekt effizient und
korrekt zusammenzusetzen, it eine Kartierung des Genoms sehr hilfreich. Diese Kartierung sollte mit
den Redtriktionsenzymen Notl und Ascl erfolgen. Deswegen wurden in dieser Arbeit verschiedene
chromosomale Mutanten hergestdlt, die in den bekannten Virulenzgenen Notl-Schnittstellen
eingefligt bekamen, um diese Virulenzgene zu kartieren und zu lokaisieren. Insbesondere handdt es
sch hierbei um Notl-Mutationenim inlFDE-Locus, im inl AB-Operon und im Virulenzgenclugter. So
war es moglich, das inlAB-Operon, den inlFDE-Locus und das Virulenzgencluster auf einem 1.1
Mb grofen Notl-Fragment zu lokdiseren, die Entfernung zueinander anzugeben und die
Crientierung festzugtellen. So konnte festgestdlt werden, dass die Distanz zwischen inlAB und
inlFDE 180 kb und zwischen inlFDE und dem Virulenzgencluster 60 kb betragt (von Both, 1999).

Sowohl bel inlAB dsauch be inlFDE handdt es sch um einen Cluster von Genen, die physikaisch
miteinander verbunden und unter L. monocytogenes- Stdmmen stark konserviert snd (Drams et dl.,
1997, Poyart et d., 1996; Raffelshauer et d., 1998). Die anderen Mitglieder aus der Familie dieser
LRR-Proteine, irpA/inlC und inlG, liegen auf dem Chromosom verteilt ds enzene Gene vor
(Domann et d., 1997; Drams et d., 1997; Engelbrecht et a., 1996; von Both et d.,1999; diese
Arbeit). Die Analyse des inlFDE-L ocus verschiedener L. monocytogenes- Stamme hat interessante
Einblicke in die genetische Variabilitét dieses Erregers ermdglicht. So besteht der in dieser Arbeit
beschriebene Locus aus dem Stamm EGD- e, der fir das Listerien- Genomprojekt verwendet wurde,
aus den Genen inlF, D und E. Der gleiche Locus wurde von einem anderen EGD- Stamm pardld zu
dieser Arbet identisch beschrieben, dlerdings wurden die Gene ds inlG, H und E bezeichnet
(Raffelsbauer et d., 1998). Somit ist inlF=inlG, inID=inlH und inlE=IinlE. Die Sequenz dieser
beiden Stamme ist absolut identisch. Interessante Unterschiede haben sich aber bei eéinem anderen L.
monocytogenes-Stamm finden lassen, bel denen die Gene dieses Locus ds inlC2, D und E
bezeichnet wurden (Dramd et d., 1997). INIC2 ist zu 52.4% identisch mit InlF und InID zu 53.5%
identisch mit InID (diese Arbeit). Vergleicht man aber die erste Halfte des InlC2- Genproduktes mit
der ersten Hélfte des InlD-Genproduktes (diese Arbeit), findet man erstaunlicherweise unter beiden
Genen eine Identitét von ca. 98%. Obwohl das InND-Protein (diese Arbeit) 98% Identitét und die
gleiche Grofe wie INIC2 (Dramd et d., 1997) hat, sind die beiden Proteine am C-Terminus doch
unterschiedlich. Merkwirdigerweise ist dieser Tell des InID-Proteins (auf3er 2 Aminosauren an den
Positionen 415 und 487, sehe Abb. 25) identisch mit dem G Terminus des beschriebenen InlD-
Proteins (Dramd et d., 1997). Das InID-Protein dieser Arbeit und das InID-Protein von Drams et
d. (1997) snd zu 535 % identisch. Offendichtlich gab es einma einen Vorlaufersamm, dessen
Locus an dieser Stelle aus vier inl-Genen bestand und die durch Rekombinationsereignisse neu
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kombiniert und zu dre inl-Genen reduziert wurden. Derartige Genkombinationen zwischen dem N-
Terminus des inlC2-Gens von Drams et d. und dem G Terminus des InID-Gens von Dramg zur
Bildung des inID-Gens, das in dieser Arbeit beschrieben wurde, kénnen als ,,chimére Gene* oder
as Mosakgene bezeichnet werden. Beispide fur solche Mosaikgene unter pathogenen Bakterien
snd die Rlilod (pil) von N. gonorrhoeae, die IgA-Protease-Gene (iga) unterschiedlicher
Neisseria-, Streptococcus- und Haemophilus-Spezies oder die opc-Loci von N. meningitidis, die
fur die ,outer membrane proteins® kodieren (Hacker et Heesemann, 1997).

L. monocytogenes .
inlC

irpIS—-—infC

inlF

inlA inlB

PEP synthase

inlG inlC2 inlD inlE
ascB dapE

~N

ascs —— D> NNORES- IR > depE

inlG inlH inlE
[ Surface-associated
L. ivanovii i-inlD. i-inlc Il Small, secreted
tRNA—“ TetR-like
i-inlG smcL i-inlF i-inlE
tRNA—/
(L1PI-2)

Abb. 48:  Schematische Darstellung der Internalin-Inseln innerhalb von L. monocytogenes und L. ivanovii.
Entstehung von neue Genkombination durch Rekombinationsereignisse aus Vorlauferformen
(nach Jose A et a.; 2001)

Egd, welcher L. monocytogenes-Stamm untersucht wird, die flankierenden Haushdtsgene ascB
und dapE sind vorhanden und zeigen auch nur sehr geringe Sequenzunterschiede (ca. 2%0).

Vergleicht man die Genprodukte InlF, D, E und G mit den anderen bekannten LRR-Proteinen von
L. monocytogenes, fdlen enige gemensame Merkmde auf: Die Moleklle verfigen Uber en
Signd peptid, das durch einen etwa 50 Aminoséuren grof3en Spacer von den Leucin-reichen Repesats
getrennt wird. Diese Repeats sind -bis auf enzene Ausnahmen immer 22 Aminoséuren lang, aber in
unterschiedlicher Anzahl vorhanden (InlA 16x, InIB 7x, IrpA/InIC 6x, InlF 6x, InID 8x, INE 8%, ING
14x). Gefolgt werden diese LRR von ener unterschiedlich langen Aminoséuresequenz, an die sich,
bisauf InIB und IrpA/InlC, eine weitere Repeatregion anschlield, gefolgt von einem Membrananker.

Wahrscheinlich werden die neu identifizierten Interndinproteine F, D, E und G auf dhnliche Art und
Weise in der Zdlwand verankert, wie dies fir das InternainA und das Staphylokokken-Protein A
beschrieben wurde (Schneewind et d., 1992; Dhar et d., 2000; Navarre et Schneewind, 1994). Auf
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Grund von Sequenzandysen ist davon auszugehen, dass die InlF/D/E/G-Proteine durch das
Signapeptid zur bakteriellen Oberflache transportiert werden und, nachdem das Sgndpeptid durch
eine Signa peptidase abgespaten wurde, an der Membran durch ihre hydrophoben Regionen des C-
Terminus (auch ,sorting*-Signa genannt) zurtickgehdten werden. Dies wurde auch mit Hilfe des
Computerprogramms TMHMM? (, TransMembran Hidden Markov Modd“; Sonnhamm et 4.,

1998) (V. 2.0) vom CBS (Centre of Biologicad Sequence Anayss) anadysert. Eine unbekannte, ds
Trangpeptidase (Sortase) bezeichnete Enzymmaschinerie erkennt vermutlich das LPXTG-Mativ bel

InIF und D und das LPTAG-Mativ von InlE, spaltet die Polypeptidkette zwischen Threonin (T) und
Glycin (G) (bel InlF und InID) bzw. die Polypeptidkette zwischen Alanin (A) und Glycin (G) (im Fall

von InlE) und verbindet das COOH-Ende des Threonin bzw. des Alanin mit ener freen NHs-
Gruppe der meso-Diaminopimeinsaure der Peptidoglykanschicht (Lebrun et d., 1996).

Signalpeptidase Sortase
Sp Internalin (z.B. InlA) LPXTG ++++t+it+
"Sorting" Signal

Abb.49:  Allgemeine schematische Darstellung der Struktur der verschiedenen Internaline, die Uber einen
Zellwandanker verfligen. SP = Signal peptid; LPXTG = Zellwandanker-M otiv

Bemerkenswert and die LRR in diesen Molekilen und man findet nur ganz wenige Beispiele von
ahnlichen Molekllen unter pathogenen Bakterien, wie das Y opM von Yersinia pestis und IpaH von
Shigella flexneri (Leung et a., 1989; 1990), das TpLRR aus Treponema pallidum (Shevchenko
et d., 1997), das filamentése Hamaglutinin von Bordetella pertussis und das 98-kDa BspA-Protein
von Bacteroides forsythus (BspA besteht aus 14 Wiederholungen ,repeats’ von 23 As. Lange),
das partiel Homologien zu Leucin-reichen Wiederholungen zeigt (Sharma et d., 1998). Shigella
flexneri, dessen intrazdluldrer Lebensgtil eng mit Listeria monocytogenes verwandt ist, verfligt
Uber mehrere Kopien von ipaH sowohl auf dem Chromosom as auch auf dem Virulenzplasmid
(Buyse e d., 1987). Erg kirzlich gdang die Aufklarung der 3D-Struktur der ersten 242
Aminoséuren von InIB, die die LRR beinhdten (Marino et d., 1999). Hierdurch konnte klar gezeigt
werden, dass die Leucine (oder sdltener auch andere hydrophobe Aminoséuren wie Isoleucin und
Vain) das “Rickgrat” der Leucin-reichen Repests bilden und innen liegen, wahrend die anderen
Aminoséuren nach aulRen zeigen und fir Wechsdwirkungen zur Verfligung stehen (Marino et d.,
2000). Durch diese Strukturaufkldrung und den Vergleich der LRR der anderen Internain-Molekile
konnte ein Rahmen entworfen werden, in den sich die in dieser Arbeit beschriebenen Genprodukte

! Verfuigbar unter: www.cbs.dtu.dk/services/
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InlF, D, E und G einfassen lassen. So besteht ein 22 Aminoséuren langer LRR aus einem (3-Fatblatt,
was die konkave Seite bildet und einer 3,,-Hdlix, die die konvexe Seite des Repeats reprasentiert.
So kann angenommen werden, dass die Auswahl der nach aul3en gerichteten Aminosauren und die
Anzahl der LRR einen erheblichen Einfluss auf die Wechsdwirkungen mit anderen Molekilen, z. B.
Rezeptoren der Wirtszelle ausiiben und so das Spektrum suszeptibler Wirtszellen beainfluss.

LRR snd in der Regd kurze Sequenzmotive von 20 bis 29 Aminosiuren, die in Uber 60
verschiedenen Proteinen, meistens eukaryotischen, gefunden wurden. Die meisten von diesen sndin
Protein-Protein-Interaktionen  involviert, wie Signdtransduktion, Transkription und RNA-
Prozessierung, DNA-Reparatur, Zdladhéson, Rekombination, Embryonaentwicklung usw. Die
Entstehung der LRR-Proteine innerhab L. monocytogenes konnte eukaryotischen Ursprungs sein.
D. h, dass Ligerien Fremd-DNA aus eukaryotischen Zdlen erworben und diese in ihr eigenes
Genom eingebaut haben. Ein fast identischer LRR mit den LRR der Interndine wurde kirzlich bel

der Rab Geranylgeranyltransferase beschrieben, die das Anhéngen zweier Geranylgeranyl-Gruppen
an den C-terminden Cysein-Rest des Rab-Proteins katdysiert (Zhang et d., 2000).

Die Interndine Snd offengchtlich nicht die einzigen Proteine in L. monocytogenes, die Module aus
eukaryotischen Proteinen Gbernommen und mit bakteridlen Proteinmodulen kombiniert haben um

diese ,,neuen” Molekile fir eigene Zwecke zu verwenden. Ein weiteres sehr gutes Beispid hierfr ist
das actA-Gen, das fUr die Matilitét von Listeria monocytogenes innerhab eukaryotischer Zdlen
notwendig ist. Das actA-Gen ig en einzigartiges Gen, das nirgendwo im bakteriellen Reich wieder
zu finden is. Homologe Proteine sind Zyxin und Vinculin, die in der Bildung des Aktincytoskeetts
der eukaryotischen Zdle maligeblich beteiligt snd. Wie ActA binden se VASP und Mena und
konnen daher s ActA-andoge Proteine der Wirtszelle angesehen werden und bieten eine Erklarung
dafir, dass ein bakterieles Protein wie das ActA durch "Einverlelben' eines eukaryotischen
Proteinbindungsmotivs die entsprechenden Bindungspartner in der infizierten Wirtszelle, in diesem

Fal VASP und Mena, sehr effektiv rekrutieren kann. Ein weiteres Motiv findet sch am N-Terminus
von ActA, das den Arp2/3-Komplex binden kann und zu ene effizienten Bildung von
Aktinschweifen fihrt (Chakraborty, 1996). Eine derartige Reorganisation und Rekrutierung von
Cytoske ettelementen auf der Bakterienoberfléche schafft fir pathogene Ligterien die Voraussetzung,
sch innerhdb der infizierten Wirtszelle fortzubewegen. Dieser Vorgang stdllt ein exzellentes Beispid

fir en molekulares Mimikry dar, und die Aufklé&rung der molekularen Mechanismen der
intrazelluléren Ligterienbewegung wird mit Sicherheit wesentlich zu unserem Versténdnis komplexer
ZdIfunktionen wie der Zdlbewegung beitragen.

Ein weitere Beispid, was eventudl auf einen Gentrandfer von Eukaryoten auf Listerien hindeutet it
eine ,PEST-(P. Pro; E: Glu; S Ser; T: Thr)-like* Sequenz am N-Terminus des Ligteriolysns (LLO).
Diese PEST-dhnliche Sequenzen wurde bereits bel EukaryotenProteinen gefunden und haben
wichtige Funktionen in der Phosphorylierung und/oder dem proteol ytischen Abbau der so markierten
Molekile bzw. in Protein-Protein-Interaktionen (Rogers et d., 1986; Rechsteiner et Rogers, 1996).
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Diese ,,PEST-like" Sequenz von LLO bt wahrscheinlich die gleiche Funktion aus, d.h., Ligteriolysin
wird von der Wirtszelle abgebaut und ist somit nur in der Vakuole aktiv und kann im Zytoplasma
keinen Schaden anrichten (Decatur et Portnoy, 2000).

An diesem Punkt gdlt sich die Frage, wie es L. monocytogenes geschafft hat, solche Mosaikgene
oder Modulproteine aufzubauen und wie es mdglich war (oder noch immer ist) Fremd-DNA zu
erwerben und ,, Virulenzgencluster” oder ,, Pathogenitétsinsan® zu ingtdlieren. Hier sind verschiedene
Mechanismen wie Konjugation, Transformation und Transduktion vorstellbar. Ein sehr beliebter
Mechanismus zur Weitergabe genetischer Informationen ist die Konjugation, die vor alem durch die
Verbreitung von Antibiotikares stenzgenen unter gramnegativen und grampodtiven Bakterien bekannt
geworden ist. Ahnliche Mechanismen wurden auch fir Listerien beschrieben, die solche Plasmide
sogar unter Ubewindung der Artgrenzen zwischen Enterokokken, Streptokokken und
Stephylokokken ausgetauscht und so neue genetische Informationen erworben und/oder
weltergegeben haben (Poyart-Sameron et d., 1990).

Die andere Moglichkeit ist die natlrliche Fahigkeit der Transformetion, die auch as Kompetenz
bezeichnet wird. Gut beschrieben sind diese Mechanismen z.B. beal Bacillus und Pneumokokken
(Tortosa et Dubnau, 1999). Hierfir snd sogenannte Kompetenzgene verantwortlich, die die
Aufnahme von Fremd-DNA erlauben. Allerdings gehtren Arten aus der Gattung Listeria nicht in
diese Gruppe der Bakterien mit natlrlicher Kompeterz. Das muss aber nicht heil3en, dass die
Bakterien diese Fahigkeit zur Kompetenz friher auch nicht besal3en. Es is mdglich, dass Ligterien
diese Fahigkelt besal¥en und im Laufe der Evolution durch Mutationen verloren haben. Nahrung
erhdlt diese Hypothese durch das kiirzlich abgeschlossene Genomprojekt von L. monocytogenes, in
dem gezeigt werden konnte, dass das Genom dieses Erregers eine unerwartet hohe Synteny mit den
Genomen von Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus besitzt. Es konnten auch putative
DNA-Aufnahmegene mit Homologien zu den Kompetenzgenen von B. subtilis gefunden werden
(Domann, personliche Mitteilung; Glaser et d., 2001). Beispiele hierfir snd bestimmte Gene, die L.
monocytogenes ds Virulenzfektoren verwendet: Eine Metdloprotease, das Lideriolysn und
verschiedene Phospholipasen, die mit ggnifikent hoher Homologie be anderen grampositiven
Bakterien wie Bacillus, Clogridium und Streptococcus gefunden wurden. Die beiden ersten
Gattungen sind auch haufig im Boden oder auf Pflanzenmaterid zu finden! Eukaryontische Gene oder
Genfragmente kdnnten die Ligterien urspriinglich von Amoben erworben haben, die im Boden |eben
und Bakterien, wie z. B. Ligterien, fressen. So kann man spekulieren, dass sch der Wirtszellzyklusin
Amadben entwicket und sich spéter bei der Infektion von Saugern as vortellhaft erwiesen hat.

Nicht zu vergessen igt die Transduktion, bel der genetische Informationen durch die Infektion mit
Bakteriophagen erworben werden. So konnten in Ligterien lysogene (und auch rudimentére) Phagen
gefunden werden, die durch geeignete Signde freigesetzt werden kénnen (Lossner et d., 2000).
Genomandysen des Virulenzgenclusers im Bereich der Haushdtsgene prs und Idh von L.

115



6. DISKUSSION

monocytogenes und anderen pathogenen und agpathogenen Ligerien haben Hinweise darauf
erbracht, dass Phagen eine grof3e Bedeutung bei der evolutiven Entwicklung von Listerien gespielt
haben (Chakraborty et a., 2000). Nach dem Erwerb neuer genetischer Informationen, was
gcherlich nur enige wenige Quantenspriinge gewesen ssin mogen, haben die Ligerien diese im
Chromosom verankert und spéter sind durch homologe Rekombinationen und Genfusionen neue
Gene mit moglicherweise neuen Funktionen entstanden (sehe inlFDE-Locus bei mindestens zwel
verschiedenen Stammen). In diesem Zusammenhang ig auch wichtig zu erwdhnen, dass dle
Pathogenitétsfaktoren von L. monocytogenes chromosoma kodiert snd und nicht auf Plasmiden
liegen, wiedies z. B. be Shigellen und Samondlen der Fall i<

Da das am 3'-Ende des inlFDE-Clugers liegende Gen dapE sgnifikente Homologien zu
Succinyldiaminopimda- Desuccinylasen verschiedener Bakterien wie E. coli und B. subtilis aufwies,
die an der Zdlwandsynthese betelligt sind, sollte eéine chromosomae Deletion dieses Gens in L.
monocytogenes zur Hergellung eines ,, Laborscherheitsstammes’ erzeugt werden. Die Wahl fid auf
das dapE-Gen, weil durch Verdffentlichungen, wie z.B. Karita et d. (1997), bekannt i, dass sich
atenuierte  dapE-Mutanten ds Labordcherhetstamme  eignen.  Succinyldiaminopimlate
Desuccinylase  kataysert die Hydrolyse der N-Succinyl-L-Diaminopimdinsgure zu  L-
Diaminopimdinsaure (L-DAP) und Succinat. L-DAP is der Vorlaufer von meso-DAP, ein sehr
wichtiger Bestandtell fast dler Bakterienzelwande. Wenn das Gen oder dessen Gerprodukt aus
irgendeinem Grund nicht mehr funktionstlichtig ist, kénnen die Bakterien nicht mehr Uberleben, well
se nicht mehr in der Lage sind, die entsprechende Zdlwand herzugtellen: d.h., eine Mutation it letal.
Solche mutierten Bakterien (Auxotrophe) konnen jedoch Uberleben, wenn L-Diaminopimdinsiure
(L-DAP) ds Subgrat zur Verfliigung seht. Trotz einer erfolgreich durchgefiihrten Deletion des
dapE-Genes (sehe Abb. 39), ist es nicht gelungen, die erwartete auxotrophe dapE-Mutante
herzugdlen. Die hergestdlte DdapE-Mutante war nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. L.
monocytogenes EGD-e verfligt moglicherweise Uber weitere solcher Gene bzw. andere Wege zur
Synthese von DAP (Diaminopimelat).

Eine wichtige Fragestellung in der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression des
inlFDE-Locus. Es sollte geklart werden, unter welchen Bedingungen die Gene dieses Locus
transkribiert werden und wie moglicherweise deren Regulaion ausseht. Aufgrund der Klonierung
und Sequenzierung des gesamten Locus konnte in dieser Arbeit mittels bioinformatorischer Analysen
gezeigt werden, dass dle drei Gene, inlF, D, E, Uber einen Terminator verfligen und keine bekannte
PfA-Box bedtzen. Dies impliziet monocistronische Transkripte, sofern es in  diesem
Genomabschnitt nicht zu Antitermination kommt. Untersucht wurden daher die Gene inlF, D, E und
G mit spezifischen Sonden. Obwohl die Bakterien be dre verschiedenen Temperaturen (4°C:
Kihlschranktemperaturen, 20°C. Umwelttemperatur, 37°C. Korpertemperatur) angezlichtet
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wurden, konnte nur beim inID-Gen ein Transkript, in diesem Fal en monocistronisches mit der
kakulierten Grole von 1.65 kb, nachgewiesen werden. Dieses wurde kongtitutiv exprimiert und war
be dlen dreé Temperaturen in der gleichen Grole nachweishar. Bei dlen anderen untersuchten
Genen, inlF, E und G, konnte kein Transkript nachgewiesen werden. Offensichtlich war es unter den
untersuchten Bedingungen nicht maglich, die Expresson der Gene inlF, E und G zu induzieren. Hier
snd ene Rehe von Faktoren, wie Sauerstoffpartiadruck, pH-Wert, Osmolaritét,
lonenkonzentrationen und auch Regulationsfaktoren denkbar, die die Expresson beeinflussen und
steuern kénnen. Die erhatenen Ergebnisse decken sich, bis auf das inlD-Gen, mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen, die ebenfdls keine Transkripte nachweisen konnten (Drams et a., 1997,
Raffelshauer et d., 1998).

Da die Mdglichkeit bestand, dass die MRNA der Gene inlF, E und G sehr indabil it oder in zu
geringen Mengen vorliegt, um im NorthernBlot nachgewiesen zu werden, wurde ein Reportergen
Assay zur Untersuchung der Promotoraktivitéten herangezogen. Hierfir wurde ein Schauke-V ektor
mit der Bezeichnung pSOG13 verwendet, der von Sonia Otten (Ingtitut fir Med. Mikrobiologie,
Giessen) in ihrer Doktorarbeit hergestellt wurde. Es handelt sich um einen Expressionsvektor zur
Untersuchung von Promotoraktivitéten, der eine objektive Bewertung der Aktivitét durch Messung
zulégsst. Das Plasmid pSOG13 enthdt as Reportergen die 3-Galaktosidase (thermogtabil) aus
Bacillus stearothermophylus, vor das das zu untersuchende DNA-Fragment kloniert werden kann.
Der Vortell dieses Versuches i, dass er die Durchfiihrung der (3> Galaktosidase- Aktivitétsmessung
be ener hohen Temperatur (55-60°C) erlaubt, in dem alle andere (3 Galaktosdasen des Wirtes
inaktiv sind. Die (3 Galaktosidase-Aktivitét ist durch standardisierte Hydrolyse eines Galaktosdase-
spezifischen Subdtrates, das nach Spaltung einen gelben Farbumschlag aufwelst, nachweishar. Es
handdt sch um das farblose o-Nitrophenyl-(3-D-Glycopyranosid, dessen Hydrolyseprodukt o-
Nitrophenol gelb ist. Es wurden die Promotoren der Gene inlF, D, E und G untersucht. Es handelte
sch dabel um transformierte L. monocytogenes Stamme, diein BHI bel 37°C angeziichtet wurden.
Eine Lyse der Zdlen efolgte unter Anwendung eines Phagenlysins, das von Martin Ldssner zur
Verfigung gestdlt und eine rasche Lyse der Ligterien erlaubt. Als ,,Postivkontrolle® wurde der
garke Promotor des Ligeriolysins verwendet und as ,Negativkontrolle® der des bglA-Gens
(Darbouche, 1996). Auch in diessm System konnte nur beim inlD-Gen, wie schon be den
Northernblots gezeigt, eine Promotoraktivitdt nachgewiesen werden. Be den anderen zu
untersuchenden Genen war auch hier keine Aktivité nachweisbar. Die , Postivkontrolle®, der
Promotor des hly-Gens, zeigte eine starke Aktivitét, wahrend die Aktivitét desinlD-Promotors zwar
vorhanden, aber vergleichsweise schwach war. Dies konnte daran liegen, dass der hly-Promotor
sehr stark PrfA-reguliert ist und bei 37°C vid Transkript gebildet wird. Auch im Northern-Blot ist zu
sehen, dass das hly-Transkript in grof¥erer Menge vorhanden it ds das inlD-Transkript. Die
geringere Aktivitdt des inlD-Promotors konnte darauf zurlickzufUhren sein, dass der fur die
Expresson erforderliche Regulator in diesem System ,,ausverdinnt* wird. Die Kopienzahl von
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pSOG13 liegt bei ca 50-100 pro Zelle. Das in der Arbeit von Raffelsbauer et d. (1998)
verwendete GFP-Reportergensystem  erbrachte keine eindeutigen Ergebnisse hingchtlich der
Promotoraktivitéten.

Die oben beschriebenen Untersuchungen, eigene und die anderer Arbeitsgruppen, werfen die Frage
auf, ob die verwendeten ,, kiinglichen* Systeme in diesem Fall ausreichend sind, um Transkription
der Gene inlF, D, E und G nachzuweisen und zu untersuchen. Es kann angenommen werden, dass
L. monocytogenes diese Gene nicht umsongt erhaten hat und dass sie eine Funktion haben miissen,
wenn sein dieser pathogenen Spezies vorhanden sind. Um der Funktion dieser Gene auf die Spur zu
kommen und fesdzusdlen, ob es dch um Pathogenitétsfakioren handdt, wurden isogene
chromosomae Ddetionsmutanten in den Genen inlF, inID, inlE und im gesamten Clugter inlFDE
hergestelt. Diese Mutanten wurden anschlief3end in Zdlkultursystemen und im Mausinfektionsmodell
getestet.

Als Wirtszdllen wurden die InlA-abhéngigen Caco-2 Zdlen und die InIB-abhéngigen Hela-Zdlen
augewdhit und die Kriterien Invasion, Vordringen ins Cytoplasma, Aktinakkumulation und
intrazeluldre Matilitdt und Ausbreitung von Zdle zu Zdle beurteilt. Be dlen verwendeten Mutanten
konnte kein sichtbarer Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden. Sie verhidten sich in der
Invasion wie der Wildtyp und mikroskopisch war der Infektionszyklus in den Wirtszellen auch nicht
von dem des Wildtyps zu unterscheiden. Dies bedeutet, dass die Genprodukte nicht an der Invasion
in Caco-2 und HelLa-Zdlen beteiligt Snd, wie dies vidlecht aufgrund ihrer Struktur und Homologie
Zu den Interndinen zu erwarten gewesen wére. Die gleichen Ergebnisse wurden von anderen
Arbetsgruppen auch fir diese Zdlinien und fir weitere Wirtszellen, wie HepG2, TIB 73 und S180
Fibroblasten, erzidt (Drams et d., 1997; Raffdsbauer e d., 1998). Aufgrund dieser
Untersuchungen war auch phanotypisch kein Hinweis auf eine Funktion im Infektionszyklus zu finden.
Uberraschende Daten konnten dafiir alerdings im Mausinfektionsmodell gewonnen werden. Firr die
Untersuchung von Ligerienmutanten im Mausinfektionsmodell gibt es prinzipidl zwel Methoden:
Ergens die Bestimmung der LDs, und zweitens die Besimmung der Zdlzahl in bestimmten Organen,
in der Regd in der Milz und in der Leber. In dieser Arbeit wurden die Bakterienzellzahlen (Kolonie-
bildende Einheiten) aus Leber und Milz bestimmt. Hierzu wurden Bab/c-Méuse intravents mit dem
Wildtyp, mit der DinID- und der DinlFDE-Mutante infiziert und die Kolonie- bildenden Einheiten aus
Leber und Milz nach drel Tagen bestimmit. Die Dinl D-Mutante wurde gewahlt, weil inlD das einzige
Gen aus diesem Locus war, bel dem Transkription nachgewiesen wurde und um so die Zahl der zu
opfernden Mause gering zu hdten. Die DinlFDE-Mutante wurde verwendet, um mogliche weitere
Effekte, bedingt durch inlFE, zu entdecken. Die Ergebnisse, die von Herrn Darji an der GBF in
Braunschwelg erzidt wurden, zeigen ene klare Attenuation der beiden Mutanten DinlD und
DinlFDE. Es kann daher festgestellt werden, dass diese Ergebnisse die ersten Hinweise auf eine
Rolle, zumindest von inlD, in der Pathogenitat von Listeria monocytogenes darstelen. Ahnliche
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Ergebnisse wurden auch von Raffelsbauer et d. (1998) erzidt, die sogar LDs, Versuche an Méusen
(C57BI6) durchgefiihrt haben und ebenfdls signifikante Attenuation festste lten. Erwédhnenswert it in
diesem Zusammenhang, dass dieser Effekt unabhéngig von der Art der Applikation erzidt wurde:
ord (Raffelsbauer et d., 1998) und i.v. (diese Arbeit). Allerdings ist durch diese Untersuchungen
noch nicht geklat, weche Role InD in vivo spidt. Dies misste Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. In einer von Appelberg et Led (2000) durchgefihrten Studien wurden defekte
actA-, plcB- und inlA- und inlB-Genevon L. monocytogenes im Maus-Modell getestet. Die
verschiedenen Mutanten waren weniger virulent, wenn se intravends in BALB/c-Mause eingepritzt
wurden. Das Wachsum der verschiedenen Mutanten sowie des Wild-Typs wurde durch das
Behanddn der Mause mit einem Neutrophil-spezifischen monoklonden Antikdrper RB6-8C5
gefordert. Die higtologischen Untersuchungen der Leberorgane mit RB6-8C5 behandelten Tiere,
zagte in dlen Fédlen eine erhdhte intrahepatocytische Verbreitung der Listerien. Durch diese Daten
wurde gezeigt, dass L. monocytogenes Uber mehrere Strategien verfligt, um in parenchymae Zelen
enzudringen. Das Maus-Moddl it dlerdings nicht immer der beste Weg, um die Pathogenitét von
Listeria monocytogenes zu untersuchen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass InNIA nur mit Human
bzw. Meerschweinchen E-Cadherin interagieren kann. Die Interaktion mit dem Murine-E-Cadherin
ist ausgeschlossen (Lecuit et d., 2001). Deswegen wird davon ausgegangen, dass das Mausmodell
maglicherweise nicht geeignet i, die Funktionen der anderen Interndine in vivo zu untersuchen. Da
bis jetzt dle bekannten Virulenzgene von L. monocytogenes durch PrfA reguliert waren, ist der
Virulenzeffekt von inID bzw. des gesamten inlFDE-Locus im Maus-Mode en Uberraschendes
Ergebnis. Die Expression von inlA und inIB ig tellweise PrfA -abhéngig, anderersaits weild man, dass
die zwe PrfA-unabhéngige Promotoren von inlA-Gen fir die Expression der beide inlA und inlB in
extrazdluldren Bedingungen wichtig sind (Lingnau et d., 1995; Dramg et d., 1993). Letzteres
konnte auch fur die neuen inlFDE-Gene gdten. Starke PrfA - Abhangigkeit aber wurde besonders
be Virulenzgenen, deren Produkte fir die intrazdluldre Replikation erforderlich sind, beobachtet
(Kuhn und Goebdl, 1995).

Um die Genprodukte InIFDE genauer untersuchen und darstellen zu kénnen, wurden diese Proteine
mit Hilfe des Gluthation S Transferase Systems rekombinant gereinigt. Derartige Systeme erlauben,
Proteine in beliebigen Mengen und von hoher Reinheitsquditét zu gewinnen. Diese Molekiile kdnnen
dann fir die Hergellung von Antikorpern verwendet werden, ds Kridale geziichtet und fur die
Strukturaufklérung  eingesetzt werden oder aber in der  Affinitdtschromatographie fur die
Untersuchung von Mol ekiil-M ol ek il-Wechsa wirkungen verwendet werden.

Zur Hergelung von polyklonden Antikdrpern wurden mit Hilfe rekombinanter Techniken aus E. coli
die Genprodukte InlF, D und E gereinigt. Dazu wurden die Gene ohne deren Signdpeptid mit
goezifischen  Oligonukleotiden, die Uber engebaute Redriktionsschnittstelen verflgten, aus
chromosomaer DNA durch PCR amplifiziet und in den Expressonsvektor pGEX-6P-1
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(Amersham Pharmecia Biotech) kloniert. Eine effiziente Uberexpression der ,in frame® klonierten
inl-Gene wird durch den tac-Promotor gewéhrleistet, welcher gezidlt durch die Zugabe von IPTG
angeschaltet und ansongten durch den lac-Repressor blockiert wird. Die Genprodukte konnten in
diesem System exprimiert und bis zur Homogenitét gereinigt werden. Die Molekulargewichte der
gereinigten Proteine in den SDS-Gden dimmen, aul¥er be InID, nicht mit den kakulierten
Molekulargewichten Uberein. Eine Sequenzierung der Klone lief3 aber keine Abweichungen von der
Sequenz erkennen. Solche Beobachtungen wurden bereits schon bel anderen listeridlen Proteinen
gemacht. Hier sind vor dlem die beiden Proteine ActA und 180/P60 zu nennen, die auch Uber
Repestregionen verfigen und in der SDS-PAGE ebenfdls grolder erscheinen ds de laut ihrer
Aminoséuresequenz sein miissten.

Die dra Interndinproteine InlF, InID, und INIE wurden aus E. coli (BL21) Uber Affinitdts
Chromatographie mit Glutathion Sepharose 4B ds spezifisches Subgtrat in grof3eren Mengen
aufgerenigt. Die Spatung des fusionierten Proteins von dem an Glutathion Sepharose gekoppeltem
GST erfolgte Uber eine spezifische Protease. Anschlief3end wurden mit diesen Proteinen Kaninchen
immunisert und polyklonde Antikdrper hergestdlt. Diese polyklonden Antikorper wurden auf
ListerienZellwand- bzw. -Uberstandsproteine getestet. Da InlF und InlE in der mRNA-Studie kein
Transkript zeigten, war keine Bindungsreaktion mit dem entsprechenden Antikorper zu erwarten. Da
es aber moglich war, dass die mRNA nur in sehr geringen Mengen vorhaenden sein konnte (Sehe
oben) und sie auch sehr stabil sein kdnnte, wurden die Stmme trotzdem getestet. Im Fall von IniD
war es wahrscheinlicher, dass ene Bindungsresktion mit dem Antikorper (Anti-InID) stattfand.
Leder konnten diese Banden auf dem Blot nicht endeutig identifiziet werden, da die
Kaninchenseren gegen die Interndine InlF, D und E unspezifisch mit anderen Ligerienproteinen
reagierten. Da sch die verschiedenen Interndine Uber mehrere homologe Sequenzen dhneln, it
davon auszugehen, dass diese Antikorper auch mit anderen Interndinproteinen, wahrscheinlich Uber
die Leucin-reichen Repeats, kreuzreagieren. So ein Fal ist z.B. auf der Abb. 36 zu sehen. In der
linken Spdte, zweite Reihe, fehlt be der DinlFDEABC-Mutante die charakteristische Bande auf
Hohe des InlA. Dies lésst vermuten, dass Anti-1nlD auch InlA erkennt. Um die Genprodukte InlFDE
im Immunoblot eindeutig zu detektieren, miissten monoklonale Antikdrper hergestellt werden, die
charakteristische Epitope erkennen.

Die Entdeckung der drei Interndine F, D, und E erhoht die Zahl der bekannten Interndinein Listeria
monocytogenes. Nach bisherigen Ergebnissen sind die Interndine L. monocytogenes spezifisch,
wobel es aber Stamm-spezifische Unterschiede gibt. Darum war es wichtig, sowohl die Variabilité
ds auch die Expresson der Interndine in den verschiedenen Stammen und ihre Wirkung auf
verschiedene Zdllinien sowie ihre Betaligung an der Virulenz an einem geeigneten Tiermodd zu
testen.
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Regulation von InlAB

Der erste Schritt des Infektionszyklus von L. monocytogenes stdlt die Adhésion an und die Invasion
von eukaryontischen Wirtszellen dar. Bisher wurde gezeigt, dass InlA und InIB fir die Interndisation
in nicht phagozytische Zdllinien erforderlich snd und spezifisch an Rezeptoren binden (Gaillard et d.,
1991; Mengaud et a., 1996; Shen et a., 2000). RNA- Transkriptionsstudien zeigten, dassinlA und
inIB sowohl poly- ads auch monocistronisch transkribiert werden kénnen (Lingnau et d., 1995).
Dafir sind insgesamt 5 inlAB-Promotoren beschrieben. Nur ein einziges Promotormotiv scheint
PrfA -abhédngig reguliert zu sain (Lingnau et d., 1995). Dieser PrfA -abhéngige Promotorbereich liegt
431 bp sromaufwarts von inlA, ist 14 bp grol3 und wurde as RorfA-Box des inlAB-Operons
bezeichnet. Die PorfA-Boxen dler bekannten Virulenz-Gene, sowohl in L. monocytogenes asauch
in L. ivanovii, snd ds das Motiv TTAACNNNTGTTAN konsarviert. Nur im Fall von inlAB wird
daserste T durch éin A ersetzt und sieht wiefolgt aus [iTAACATABGTTAA.

TTAACAAATGTTAG actA
TTAACATTTGTTAA plcA
TTAACAAATGTAAA hly
TTAACAAATGTTAA mpl
BTAACATABRGTTAA inlA
TTAACGCTTGTTAA irpA (inlC)
TTAACAAATGTTAA ivanovii-actA
TTAACAAATGTTAA ivanovii-plcA
TTAACATTTGTTAA ivanovii-ilo
TTAACAAATGTTAA ivanovii-mpl
TTAACGCTTGTTAA ivanovii-inlC
TTAACTTTTGTTAT ivanovii-inlD
TTAACATTTGTTAA ivanovii-inlE
TTAACTTTTGTTAT ivanovii-inlF

Das inlAB-Operon ist so organisiert, dass ein 5.000 Nukleotid grof3es Transkript nur unter PrfA-
Regulation entgteht (inlAB-Polycistron), ansonsten werden inlA und inlB durch ihre enzenen
schwachen Promotoren transkribiert (inlA = 2.900 Nukleotide bzw. inlB = 1.900 Nukleotide). Die
Bedeutung des PrfA-Proteins in der Regulation von Virulenzgenen in L. monocytogenes wurde
durch eine Insartionamutante in prfA festgestelt (Chakraborty et d., 1992). In einer Studie wurde
die Wechsdwirkung zwischen dem gerenigten PrfA-Transkriptionsfaktor und der RprfA-Box von
hly und inlA, in Anwesenheit bzw. in Abwesenheit von Paf (PrfA - activating factor), durchgefihrt. Es
wurde festgestdllt, dass das PrfA - Protein unabhangig von Paf in der Lage ist, an der PprfA-Box zu
binden. Gab man P& dlein in Abwesenheit von PrfA hinzu, kam es zu keiner dgnifikanten
Proteinbindung an der RprfA-Box. Gab man danach Paf zu PrfA, wurde hingegen ein gemeinsamer
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Komplex gebildet, der mit der PorfA-Box interagiert (Dickneite et d., 1998). Im Gegensatz zu hly
bindet der Paf-Komplex an der RorfA-Box von inlA, ohne dass es zu einer Wechsdwirkung mit
PrfA kommt (Dickneite et d., 1998).

Diesam Teil der Arbeit lag folgende Uberlegung zugrunde: Wenn PYfA fehlt, sollte es trotzdem zu
ener Invasion suszeptibler Wirtszellen kommen, die aber aufgrund der geringeren Transkriptionsrate
durch die PrfA-unabhéngige Regulation niedriger is. Es sollte beantwortet werden, wie sch
verschiedene Mutationen auf die Regulation des Internain-Operons auswirken: Was wére, wenn
man Mutationen bzw. Anderungen innerhalb der PorfA-Box verursacht? Wird PrfA immer noch as
positiver Regulator wirken? Spielt die RorfA-Box wirklich die entscheidende Rolle bel der inlAB-
Transkription? Ist die PrfA-abhéngige Regulation fir die Invason notwendig? Zur Beantwortung
dieser Fragen sollten neue chromosomae Mutanten hergestellt werden, denen zum einen die PrfA -
Box fehlt und zum anderen die PrfA-Box subdtituiert wurde, um die Topologie der DNA nicht zu
verdndern.

Esigt bekannt, dass die Invason von Listeria monocytogenes in Hela-Zdlen InIB-abhéngigund in
Caco-Zdlen InlA-abhéngig i (Han, 1998). Deswegen wurden in dieser Arbeit
Zdlinfektionsversuche mit HeL.a- bzw. Caco-2 Zdlen mit den S@mmen DinlAB2, DprfA2 Cund mit
den geanderten Porf A-Boxen durchgefiihrt. Diese Versuche haben zu Uberraschenden Ergebnissen
geflhrt. Bei der Andyse der mRNA im Northern-Blot war durch Hybridiserung mit DIG-markierten
Sonden gegen inlA und inlB en polycsronisches Transkript von ca. 4.800 Nukleotiden Lange
sowohl be dem Wildtyp EGD-e ds auch bei der DprfA2 Deetionsmutante detektierbar. Dieses
Transkript konnte jedoch bel den Mutanten DinlAB2, DPprfA-Box und Subst.PprfA-Box nicht
gefunden werden. Um eine Vorgdlung von der Transkriptmenge zu bekommen, wurden DNA-
RNA-Hybridiserungsstudien im Dotblot durchgefihrt. 0.5 bis 25ug Gesamt-RNA des EGD-e-
Wildtyps, der DprfA2-, der DinlAB2- und der D- bzw. Subst.-PprfA-Box Mutante wurden dazu
verwendet. Die Andyse der Transkriptmengen der inlAB-Gene im Dotblot ergab die gleichen
Transkriptmengen beim Wildtyp EGD-e und bel der DprfA2 Mutante. Bei der DinlAB2 Mutante
konnte kein Transkript festgestelt werden, da die Gene fehlen. Uberraschenderweise waren bei den
D- bzw. Subst.-PprfA-Box-Mutanten nur schwache Tanskripte zu detektieren. Dies bedeutet, dass
die Transkription des inlAB-Operons tiberwiegend PrfA -unabhéngig verlauft. Aber wird die PrfA-
Box vor dem inlAB-Operon mutiert, findet praktisch keine Transkription mehr datt. Fazit ist, dass
dieses Operon nicht von PrfA reguliert wird, sondern von einem anderen Regulator, der im Bereich
der PrfA-Box bindet. Dieser unerwartete Befund ist in der folgenden Abbildung 50 dargestelit.
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P3=prfa-Box

L. monocytogenes EGD — mRNA
Aprfa ﬁ mRNA

AP prifA-Box » MRNA

Subst.PprfA-Box » MRNA

Abb.50:  Schematische Darstellung der Regulation desinl AB-Operons. Die Stérke der Pfeile soll das
Verhdltnis der Transkriptmengen demonstrieren.

Die Ergebnisse wurden bei der Andyse von Membranproteinen im Immunoblot mit monoklonaen
Antikorpern gegen InlA und InIB bestétigt. Bem Wildtyp und bei der PrfA - defizienten Mutante war
die gleiche Menge an InlA und InIB nachweisbar, wéhrend bel den beiden PrfA-Box Mutanten bel
InlA und InIB nur geringe Proteinmengen detektierbar waren. D. h., die Proteinmengen spiegen sch
in den Transkriptmengen wider.

Auch die Infektionsversuche mit Caco-2 und Hela Zellen erbrachten Uberraschungen. Wie oben
gezeigt werden konnte, verfiigte die DprfA-Mutante Uber die gleiche Menge an InlA und InlB wie
der Wildtyp. Aber trotzdem lag die Invasionsrate bei Caco-2 und Hel.a nur zwischen 0.1 und 1 %!
Das gleiche Ergebnis wurde auch fur die beiden PrfA-Box-Mutanten erzidlt. Interessant bei der
DprfA-Mutante i, dass die Invasonsrate trotz Anwesenheit der Interndine praktisch bel Null liegt.
Dies bedeutet, dass andere, offensichtlich PrfA-regulierte Pathogenitéisfaktoren fir eine effiziente
Invasion notwendig sind. Hier spidlen scherlich das Ligteriolysin, die beiden Phospholipasen PIcA
und PicB und eventud! auch ACtA eine wichtige Rolle (Sibelius et d., 1999 und 1996; Goldfine et
al., 1997; Vazquez-Boland et d., 1992). Ligeriolysn und PIcA snd in der Signdtransduktion
beteiligt und bereiten die Zdle fur die Invason gewissermalien vor. In seiner Doktorarbeit konnte
Pashalidis (2001) zeigen, dass die gpathogene Art L. innocua, trandformiert mit dem inlAB-
Operon, trotz grof3er Mengen an Interndinen auf der Oberflache nicht zur effizienten Invasion in der
Lage war. Auch dies spiegelt die Notwendigkeit weiterer Faktoren wider. Auf der anderen Seite
and die PrfA-regulierten Pathogenitétsfaktoren, wie LLO, PICAB und ActA, in den beiden prfA-
Box-Mutanten vorhanden, aber kaum Internalinproteine. Dies bedeutet, dass diese geringen Mengen
ebenfdls nicht fir eine effiziente Invason ausreichen.

Als Schlussfolgerung wird festgestdllt, dass PrfA nicht der Regulationsfaktor fir das InlAB-Operon
ig, fir den er bisher gehaten wurde, sondern dass es einen weiteren, bisher unbekannten
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Regulationsfaktor geben muss. Fir die Invasion von L. monocytogenes sind auch andere PrfA-
regulierte Faktoren notwendig. Diese Faktoren kénnten LLO und PICA/B sain, da Se auch ene
wichtige Funktion in der Interndisation von L. monocytogenes haben.

Zu dem Zeitpunkt, als das Genomsequenzprojekt von L. monocytogenes fast beendet war, wurde
deswegen mit PrfA ene Homologiesuche im Genom durchgefiihrt. Die Recherche hat zu der
Entdeckung einer Proteinsequenz geftihrt, die zu der gleichen Regulatorfamilie von PrfA (CAP/FNR)
gefiihrt. Eine Deetion in diesem Gen zeigte aber keine Auswirkungen auf die inlAB-Transkription
(Domann, persinliche Mitteilung).

Eine Mdglichkeit, diesen inlAB-Regulator zu finden, wéare eine Trangposonmutagenese mit Tn 916
be L. monocytogenes DprfA, in der die Sdektion und gleichzetig die Anreicherung von
Trangposonmutanten auf Antibiotika-hatigen Blutagarplatten datitfinden solite, well die DprfA2-
Mutante wegen der fehlenden PrfA-Regulation ahamolytisch ist. Alle Trangposonmutanten werden
anschlielend in Mikrotiterplatten angeziichtet, die Uberstande isoliet und prézipitiet und die
auggyefdlten Proteine in einem InlA/B-spezifischen ELISA Uberprift. Alle Stémme, die negativ oder
nur schwach pogtiv auffallen, werden zur weiteren Untersuchung herangezogen. Man kann bei dieser
Methode vier verschiedene Typen von Mutanten erwarten: (1) Insertionen im inlA- oder inlB-Gen,
(2) Insartionen im Promotorbereich des Interndin-Operons, (3) Insartionen im  gesuchten
Regulatorgen X und (4) Insertionen im Promotorbereich des Regulators X oder eventuel
Ubergeordneter/untergeordneter Gene. Durch inverse PCR konnten die Tn 916-flankierenden
Bereiche amplifiziet und sequenziet und anhand L. monocytogenes-Datenbanken verglichen
werden. Weiterhin sollten durch Band-Shifts und BlAcore-Andysen die Bindungen der gereinigten
Regulatoren PrfA und RegX an kurze DNA-Fragmente mit optimaler und mutierter Box untersucht
werden.

L. monocytogenes ist ein “Uberlebenskiinstler”, der in der Natur weit verbreitet ist. Man findet
diesen Keim im Erdboden, in Oberfléchengewdassern, auf Pflanzen, in Lebenamitteln, im Darmitrakt
von Menschen und Tieren, aber auch intrazdlular. Als ,,Generdigt” verfligt dieses Bakterium Uber
en St von Moalekilen, um Wechsdwirkungen zu erméglichen, wie z.B. Anheftung an Oberfléchen
bzw. Penetration in Wirtszellen. Bisher Snd zwel LRR-Proteine, die an der Anheftung dieses Keims
an Wirtszdlen beteiligt sind, bekannt. Es handelt sich um InlA und InIB. Eine weitere breite Paette
von LRR-Proteinen, deren Funktion normaerweise fir Protein-Protein-Interaktion involviert ist
(Kobe et Deisenhofer, 1995), wurde identifiziert. Mensch- bzw. Tierpathogene L. monocytogenes
unterscheilden sich von den anderen gpathogenen Ligterien (z.B. L. innocua) dadurch, dass L.
monocytogenes Uber enige Pathogenitdtsinsan bzw. Gene, die z.B. fir ssine Anheftung bzw.
Invasion in Wirtszellen wichtig ist, verfigt. Solche Pathogenitéisinsen (PAIS) bzw. Gene kommen
zum Tell be anderen Stdmmen entweder verandert oder gar nicht vor. Weitere Studien haben
gezeigt, dass einige St3mme von L. monocytogenes aus Lebensmitteln sich von den anderen L.
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monocytogenes dadurch unterscheiden, dass Se Uber eine ,,nonsens’-Mutation innerhab des inlA-
Gens verfligen. Diese Punkt-Mutationen haben sich z. B. im Membrananker von inlA manifestiert
und fihren zur Sezernierung dieses Proteins und damit zur Verminderung der Internalisation
(Jonquieres et a., 1998).

Im natUrlichen Habitat von Ligterien snd Umwetfaktoren wie Temperatur, Sazgehdt, Sauerstoff-
und Nahrstoffkonzentration standigen Schwankungen unterworfen. Die Uberlebensfahigkeit dieser
Keme hangt von ihrer Fahigkeit zur Anpassung an die verénderten Umweltbedingungen ab. Der
grundlegende Mechanismus fir diese Anpassung i die Regulation der Genexpresson. Ein
Hauptproblem der Infektionsbiologie stellt sich jedoch durch die Regulation der Expresson von
Virdlenzfaktoren. In viden Falen efolgt die Expresson ds Resktion auf im Wirtsorganismus
vorliegende Stressfaktoren. Bemerkenswert ist dabel, dass bestimmte Stressfaktoren wie die
Temperaturénderung sowohl Gene, die zur dlgemenen Stressantwort in pathogenen wie
nichtpathogenen Bakterien gehdren, ds auch spezidle Virulenzgene aktivieren. Virulenzfaktoren
werden fast niemds konditutiv exprimiert, die Expresson efolgt meist genau reguliert unter den
Bedingungen, bei denen die Expression fir den Erreger snnvoll ist. Unter anderem konnte gezeigt
werden, dass die Expression bestimmter Virulenzgene bel Vibrio cholerae durch den Mucus des
Darmepithels (Sanchez et d., 1995), bei Yersinia spp. durch Temperaturerhhung von 25°C auf
37°C (Al-Hendy et d., 1991) oder bei Salmonella typhimurium durch Sauergtofflimitierung und
hohe Osmolaritét (Bag et d., 1996) induziert werden kann. In einigen Féllen kann durch die Wahl
entsprechender Anzuchtbedingungen auch in vitro eine Expresson bestimmter Virulenzfaktoren
erzielt werden. Besonders hilfsreich fur die Analyse der Expression von Virulenzfaktoren sind dabel
Experimente, bel denen das Verhaten von pathogenen Mikroorganismen unter Bedingungen, die den
in nattrlichen Habitaten herrschenden Verhdtnissen nahe kommen, smuliert werden. Weiterhin snd
Studien snnvall, die die Resktion der Erreger nach Interaktion mit Kultivierten eukaryotischen
Zdllinien aufzeigen. Aus diesem Grunde ist es erforderlich, die Expression dler Gene von Listeria
monocytogenes gleichzeitig untersuchen zu konnen. Verdnderte Genexpression aulfert Sch in einer
Veranderung der Zusammensetzung des bakteridlen mRNA- und Protein-Pools. Der Vorgang der
Genexpresson besteht aus enem "Umschreben” der genetischen Information (Gene) in
Botenmolekiile (MRNA, messengerRNA), gefolgt von der Ubersetzung der Boteninformation in
aktive EiweiR-Molekile (Proteine, Enzyme). Infolge der Anderung eines Umwetparameters kann
sch die Expresson ener Vidzahl von Genen gleichzetig andern Die quditative und quantitetive
Andyse der Gesamtheit der zdlulé&ren mRNA i est sait Einfihrung der DNA-Chip- bzw.
Mikroarray-Technologie maglich. Auf einem Mikroarray (GroRe 1 cnf) snd dle Gene eines
Organismus in ener ragterformigen Anordnung représentiert, so dass jedem Gen eine exakte
Koordinatenposition zugeordnet werden kann. Da die Sequenzen dler Gene des Erregers Listera
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monocytogenes bekannt Sind?, setzt die Synthese der einzelnen Gene fiir die Kongtruktion eines
Mikroarrays voraus (Glaser et a., 2001). Fir eine Mikroarray-Anayse werden die Molekile des
MRNA-Pools in cDNA-Molekile umgeschrieben und die cDNA dabe gleichzeitig mit einem
Fluoreszenz- Farbstoff markiert. Dann wird der Mikroarray mit cem cDNA-Gemisch in Kontakt
gebracht. Jedes Gen auf dem Array bindet spezifisch nur eine cDNA-Art, namlich digenige, die
sener Abschrift (MRNA) entspricht. Fluoreszenz-Signde auf dem Array zeigen dso an, welche
Gene exprimiert worden sind, wobel die Signaintensitét dem Ausmal? der Expression entspricht.

Ein andere Moglichkeit fur die Interpretation von Genexpresson innerhab von L. monocytogenes
besteht in der Analyse des Protein-Pools (Proteom) des Keimes. Die quditative und quantitative
Andyse der zdluld&en Proteine geschient mit Hilfe der sogenannten "zweidimensonden Ge-
Elektrophorese’. Diese Technik erlaubt, jede Protein-Art aus dem zdlul&en Protein-Pool ds
enzenen Punkt auf einer Héche von ca 20cm x 25cm darzustelen. Durch spezidle Protein-
Férbeverfahren ist es moglich, die separierten Proteine zu quantifizieren. Fir die Identifizierung der
enzenen Protein-Arten sind im Anschluss daran wetere Schritte nétig. In einer enzymatischen
Reaktion erzeugt man von jeder Protein-Art en Gemisch spezifischer Spatprodukte (Peptide),
welches massenspektrometrisch andysert wird. Die so gemessenen Peptid-Massen bilden den
charakteristischen "Fingerabdruck™ fir jede Protein-Art. Identifiziert werden die Proteine schliefdich,
indem man die experimentell gemessenen Peptidmassen mit einer Liste von Peptidmassen vergleicht,
die der Computer be der theoretischen Spdtung aler Proteine des Organismus errechnet.
Voraussetzung fir diesen Vegleich id, dass der Gesamtbestand der Proteine mit Hilfe
bioinformatischer Methoden bereits aus der vollstandigen genomischen Sequenz des Organismus
abgdetet wurde. Die Kenntnis der vollsténdigen genomischen Sequenz des Keimes stdlt somit die
Grundlage dar fir die Anayse des Transkriptoms und des Proteoms. Moderne
Sequenzierungsmethoden und -drategien versetzen die Forscher heute in die Lage, die vollsténdige
genomische Sequenz eines Bakteriums in einem Zeitraum von wenigen Monaten zu ermitteln.

In der genomischen Sequenz miissen dann zunéchgt digenigen Bereiche identifiziert werden, die
Gene dargellen. Im Anschluss daran erfolgt eine theoretische Funktionszuweisung fir die kodierten
Proteine aufgrund der Sequenzahnlichkeit zu Proteinen mit bereits bekannter Funktion. Dabel bedient
man sch ener Vidzahl bioinformatischer Methoden und umfangreicher Sequenz-Datenbanken. Der
Prozess der Funktionszuweisung wird adlgemein ds "Annotation” bezeichnet. Zid der Annotation it
es, das Gesamtpotentid des Stoffwechsds eines Organismus einschétizen zu konnen. Diese
theoretische Funktionszuweisung lésst sch durch Korrelation mit den Daten aus der funktionaen
Genomanayse Uberprifen und erganzen.

2 Genomprojekt “ European consorsium* (01. 10. 1998 — 30. 09. 2000). Sequenzen verfiigbar unter:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Taxonomy/wgetorg?2i d=1639& IvI=3
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Wichtig snd fir den Erfolg solcher Untersuchungen die genetischen Methoden, Mutanten und
Komplementanten herzugtellen, um Funktionsstudien in vitro und in vivo durchfiihren zu kénnen.
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Gesamte Sequenz desinlFDE-L ocusin L. monocytogenes EGD-e

|:| ascB und dapE = Haushal t sgene

|:| InlF I rBs [ ] signalpeptid
- I nl D [ ] Terminator ¢ Stop codon
[l ine B -0, -35
9 18 27 36 45 54
CAA TTG CTG ACG GCG TAG ATT TAA TGG GIT ACA CAA GCT GGG GIC CAA TCG ACC
| A D G V D L M G Y T S w G P | D L
63 72 81 90 99 108
TAG TAA GIG CCT CCA CAA GCG AAA TGT CCA AAC GIT ACG GCT TCA TCT ACG TAG
\ S A S T S E M S K R Y G F | Y \ D
117 126 135 144 153 162
ACC AAG ATG ACT GGG GCA AAG GAA CAT TAG AAC CCT CCC GCA AAG ATT CAT TCT
Q D D w G K G T L E R S R K D S F F
171 180 189 198 207 216
TCT GGT ATA AAA AAG TAA TTG AAA CAA ATG GIG AAG ATT TAG ATT AAT AGG TAG
W Y K K \ | E T N G E D L D *
225 234 243 252 261 270
AGI ACA GCC CCG CTT TGG CGG GEC TGI TTT TTT TAC GCT ACT TCC CAC AAG AAA
279 288 297 306 315 324
CCA ATT CTG TAA TCG CTG AAC GAA AAA GIT CAA TTA ATT GIC ACA TCT TTC GIG
333 342 351 360 369 378
TAG AAG GGT CTA ATG CGA GAA AAA ATG GCG GGC ATC TTC TGI TAT AAT TAT TCA
387 396 405 414 423 432
TCA AAG ACT AGT AAT ATT TTA CGC CAA GTC ATEJGAAJEAT AGT GCA GAT CCA AGG
S Y- S
441 450 459 468 477 486
TGT AJIAARIIGA TGA ATT ATC TAC TCA GTC AAA TTA TIYJJEENEEAC GAT AAA ATG
e emm 210 e e e ee e ee e e o oo RBS mme e e
M
495 504 513 522 531 540
AAA CAG AGA AAA ACC TCA GTA CTA CAT GIT TTA CTIT GIA GIG ACA GCT ATC TTG
K Q R K T S \% L H \% L L \% \% T A I L
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ATT

ATT

TTC

ACG

TTA

GCT

A

549
ATT AGT
I S
603
GCG CAA
A Q
657
GIG AAG
V K
711
TTG AAT
L N
765
GGA ATA
G
819
ACT AAT
T N
873
GAT AAT
D N
927
GIA CAA
vV Q
981
AAA TTA
K L
1035
GIT AAT
V N
1089
GCG CCA
A P
1143
TAT GGT
Y G

TTA

ACG

CAG

ATT

TTA

AAT

ATG

GIC

GAA

E

558
TGG GTA
WV
612
GCG CCA
A P
666
GAA CTT
E L
720
ATA ACT
T
774
TAT TTA
Y oL
828
ACA CCT
T P
882
ATT AGT
| S
936
TCT ATC
S
990
TAT TTA
Y L
1044
ACT GAT
T D
1098
GTA TAT
VoY
1152
GTA GTA
VAR,

AAT

ATT

ACT

CIT

GAT

AAT

GAT

TTA

P

567
GCA AGT
A S
621
AAC GAA
N E
675
AAA ACT
K T
729
CTT GAA
L E
783
AAT TTG
N L
837
GCC AAT
A N
891
GTG ACG
vV T
945
CAA ATA
Q
999
TTA CGA
L R
1053
ACG GTT
T VvV
1107
ACT AAT
T N
1161

CAT

H

ATT

AGT

AAT

CIT

TTA

TTA

L

576
GGG ATG
G M

630
TTC ACG
F T

684
GTC ACT
v T

738
GAC GAC
D D

792
ATG TTG
ML

846
ACT AAT
T N

900
CTT TCA
L S

954
GAT GIG
D V

1008
AAT CAA
N Q

1062
CAT TTA
H L

1116
GIT GCA
VoA

1170

CCA ACA ACG ATT AGT

P

T

139

T

I S

GAT

GAT

TTA

ACA

ATA

P

AAT

N

585
GCT CAG
A Q
639
CCA GCA
P A
693
GAA GIT
E V
747
GGA ATA
G
801
GITA TCT
vV S
855
GAT TCT
D S
909
TTG ACA
L T
963
CCT CTT
P L
1017
AGT GAT
S D
1071
AAA CAA
K Q
1125
GAT ATT
D
1179
AAC GCGA
N G

TTA

ACG

AAT

TCC

TTA

CAG

TTG

ACC

T

594
GAG AGT
E S
648
GCG GAC
A D
702
CAG ACA
Q T
756
TCA ATA
s
810
AAT CAG
N Q
864
TAT TTA
Y L
918
TTA ACA
LT
972
AAT CTA
N L
1026
AGT CCT
s P
1080
ATA ACA
T
1134
AAA AAT
K N
1188
TTT GCT
F A
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AGT

TTT

GAA

CCG

ACT

GCT

A

1197 1206

CCA AAT ATC ACT TGG AAC

P N I T W N
1251 1260

AAT CAA AAA ATC ACA CTA

N Q K I T L
1305 1314

GTT CAA CCG ATA GTA GAA

V Q P | V E
1359 1368

GGA ACG ACG ACG ACA GAA

G T T T T E
1413 1422

GAA CCG ACA AAA GAA GGT

E P T K E G
1467 1476

GGG AAT GAA TGG GAT TTT

G N E W D F
1521 1530

TAC GCA CAG TTC ACG ATA

Y A Q F T
1575 1584

ACA ACT AAT CAA AAA GTA

T T N Q K V
1629 1638

ACG AAA GAT GGC TAC ACA

T K D G Y T
1683 1692

GAA TGG GAT TTC GCA ACT

E W D F A T
1737 1746

AGA TTT ACT AAA AAT CCT

R F T K N P
1791 1800

ATG ATT AAA AAC GAC AAA GAT
Il K N D K D

M

1215
TTA GAT
L D

1269
GGT GAT
G D

1323
GCG CcCC
A P

1377
AAC GIG
N V

1431
TAT ACT
Y T

1485
GCA GTA
AV

1539
AAC ACC
N S

1593
GAT TAC
D Y

1647
TTT GTA
F Vv

1701
AGC AAA
S K

1755
AGC TCA
S S

1809
AAA CTA
K L

140

1224
AGI TTC ACG
S F T
1278
AAT GGG AAG
N G K
1332
GIG AAT TAC
V N Y
1386
GIA GIG GAT
vV Vv D
1440
TTT TCT GGT
F S G
1494
GAT AAA ATG
D K M
1548
TAC ACA CCG
Y T A
1602
CAA CGCT CTG
Q A L
1656
GGA TGG TAT
G W Y
1710
ATG CCA ACT
M P T
1764
GAC AAT TCT
D N S
1818
ACA ATT AAA
T I K

AGT

GTA

ATT

ACA

TGG

CCG

ACA

CTA

GAT

AGT

CAA

Q

GCT

A

1233
GAG GIT
E V

1287
ACT TTT
T F

1341
ACT ACA
T T

1395
TTA ATA
L

1449
TAT GAT
Y D

1503
GCT ACG
AT

1557
TTT GAT
F D

1611
CAA GAA
Q E

1665
GCA AAA
A K

1719
GAT ATA
D |

1773
ACA GCT
T A

1827
AAC GAC
N D

AGT

GCA

TTT

ACC

GCG

AAT

GIG

CCG

ACG

ACT

CccC

AGC

S

1242
TAT GAT
Y D
1296
GGA ACT
G T
1350
GAT GTG
D V
1404
GAA CCT
E P
1458
GAA ACT
E T
1512
ATG ACA
M T
1566
GAT GGT
D G
1620
ACT GCT
T A
1674
GGT GGA
G G
1728
TTA TAT
LY
1782
GGA AAG
G K
1836
GCA GAT
A D
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1845 1854 1863 1872 1881 1890
GCG ACG AGT ACT AAA CTT CCA AAA ACA AGT GAT GAT TCA AGT ATG ATT CCT ACT

A T S T K L P K T S D D S S M I P T

1899 1908 1917 1926 1935 1944
ATT TTA GGA ACG CTT TTC ATC GGA GGI GCA ATA CTA ATC TTA CGA AAA AAA ACT
[ L G T L F [ G G A [ L [ L R K K T

1953 1962 1971 1980 1989 1998
ACT AAC ATT TAA GAT AAA GTA GAT TTG GIT TCT ATT TTC AGT AGA GAC CAA ATT

T N I *

2007 2016 2025 2034 2043 2052
TTT TTG TTA ATT TGG TCT AAA BEEJEEE TAT CTA TTA TTA ATG ACT TAT TTA GAA

-

2061 2070 2079 2088 2097 2106
GAA AR GTG AAT CTA ATT TAA ATA YNEENIENG GGA TTA TGA AAA AAC GGT
e =ee10--- s-e mee mee mee een een oo RBS ee- en- ezo o cee e oe. ..

2115 2124 2133 2142 2151 2160
GGA ATT CAG TAT TCA AAC TAG TTT TAA TGG TAG CTG CTA TTC TCG GTA TTA GIC

N S VvV F K L Vv L M V. A A I L G | S L

2169 2178 2187 2196 2205 2214
TAT ATG TAA CGA CAA GCC AAG GIG TGG AGG TTC GGG CAG AGA GCA TCA CGC AGC

Y Vv T T S Q G V E Vv R Al E S I T Q P

2223 2232 2241 2250 2259 2268
CAA CCG CAA TTA ATG TGA TTT TCC CTG ATC CAG CTC TTG CGA ATG CAA TTA AAA

T A I N V I F P D P A L A N A I K I

2277 2286 2295 2304 2313 2322
TAG CGG CTG GAA AAT CTA ATG TAA CAG ATA CTG TCA CGC AAG CGG ATT TAG ATG

A A G K S N Vv T D T Vv T Q A D L D G

2331 2340 2349 2358 2367 2376

GAA TAA CTA CTT TAT CAG CAT TTG GGA CTG GAG TAA CAA CGA TAG AAG GAG TGC
I T T L S A F G T G Vv T T I E G V Q
2385 2394 2403 2412 2421 2430

AGT ACT TAA ATA ATT TGA TAG GGTI TAG AAC TTA AAG ATA ACC AAA TAA CTG ATT
Y L N N L I G L E L K D N Q | T D L
2439 2448 2457 2466 2475 2484

TAA CTC CTC TTA AAA ATT TAA CGA AAA TAA CAG AAC TTG AAT TAT CTG GAA ACC

T P L K N L T K I T E L E L S G N P
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TAA

AGG

TAA

ATA

TCA

TTG

CAA

T

2493
TAA AAA

K N

2547
CTT CTA

S T

2601
TAT TAT

L Y

2655
CTA ATT

N L

2709
TTG CTA

A N

2763
ATA TTT

I S

2817
ATC AAA

Q 1

2871
CTT TAA

L T

2925
TCG TCC

Vv P

2979
TTA GIG

S D

3033
TTA TTA

I N

3087
CGG TTC

Vv P

ATG

CcC

ATT

TAC

ATT

TTA

CTA

ACA

ATA

CIT

F

2502
TGA GCG

S A

2556
AAA TTA

2610
TGG ATC

D L

2664
AAT ACT

Y L

2718
TAT CTA

S K

2772
CAC TTG

L A

2826
GIG ATG

D Vv

2880
ATC AAA

Q T

2934
ATG TAG

Vv Vv

2988
ATG GAA

G T

3042
ATG TTA

Vv S

3096
TCA GIG

S G

CAG

TCA

TAT

AAC

CTA

TTA

TAA

CAT

GIT

T

2511
TTG CTG

A G

2565
ATG TGA

v T

2619
ATC AAA

Q |

2673
CAA TCG

2727
TAA CTA

T T

2781
GIT TAC

L P

2835
GCC CAC

P L

2889
TTA CCA

T N

2943
AAG GTIC

G P

2997
ACG CAA

A S

3051
ATA CTT

T F

3105
CAG TTA

Vv T

142

GGT

CccC

TAA

GAA

CIT

CTA

TTG

ACC

CTT

GCC

TTA

CAC

Q

TAC AAA

2520

Q S

CAC TTG

L

2574

A

2628

CCA ATA

ATG CCC

A

TAA AAG

2682

2736

K A

2790

ATC TTA

L

2844

CGA ATA

N T

AAC CTG

P

2898

\Y

2952

CTG GCG

G A

3006

CAA ATT

N

L

3060

ACC AAT

Q S

3114

AAC CAT

P

L

Q

2529

GCA TAA AAA CGC

I K T L
2583

CAG GTC TTT CCA

G L S N
2637

TAA GCC CGC TTG

S P L A
2691

AAG TAA GTG ATT

V S D L
2745

CTG ATG ATA ATA

D D N K
2799

TAG AAG TTC ATT

E V H L
2853

CTT CAA ACT TAT

S N L F
2907

TGT TTT ATC AAA

F Y Q N
2961

CGC CTA TTG CAC

P I A P
3015

TAA CAT GGA ATT

T W N L
3069

CAG TCA CTT TCA

vV T F K
3123

TAA CAG AAG CTT

T E A Y

2538
TAG ACC

D L

2592
ATT TGC

L Q

2646
CAG GAC

G L

2700
TAA CCC

T P

2754
AAA TAA

2808
TGA AAA

K N

2862
TTA TTG

I Vv

2916
ATA ATC

N L

2970
CCG CTA

A T

3024
TAA CTA

T S

3078
AAA ATA

N T

3132
ACA CTG

T A
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3141

CGG TTT TTG
\% F D
3195

TAA TTA AAG
I K E
3249

ATG ATG CGA
D A K
3303

CAG AGG ACA
E D I
3357

TTG ATA TTG
D I D
3411

AAG AAC CAG
E P Vv
3465

CTA AAA CGG
K T G
3519

ATA TAA CAC
I T L
3573

CAA CTA CCA
T T N
3627

CAG GAG GCA
G G N
3681

TTT TTA TCG
F I G
3735

TCA AAG TAA
K V K

ACG

AAC

AAA

TCA

ATG

TAG

GIG

TAT

ATA

ATA

GGG

AAT

*

3150

TGG ACG

D

CAA

T

G

3204
CGG

A

3258

CTG GCG

G

CAT

L

GTA

K

G

3312
TAT

Y

3366
AAT

3420
CGC CAA

P

GAA

T

T

3474
CTA

K

3528

ACG CCC

A

Q

3582

CCC CAA

P

CCA

T

TTT

F

T

3636
CAC

L

3690
TCT

L

3744

AAC AAC

3159

GGA AGC AAA
K Q T
3213

CCC CGA CGA
P T K
3267

GAA CTA AAT
T K W
3321

ACG CGC AGT
A Q F
3375

TAA CGA CTC
T T Q
3429

CGA AGG ATG
K D G
3483

AAT CGG ATT
S D F
3537

AGT TCA CTA
F T K
3591

CAG GAA ATG
G N G
3645

TTC CAA CAG
P T A
3699

TGC TAG GAA
L G T
3753

AAA AAA AGC

143

3168
CAA GTG TGA
S V T
3222

AAG AAG GTT
E G Y
3276

GGG ATT TTG
D F A
3330

TTA CGA TTA
T 1 N
3384

AAA AAG TCA
K VvV T
3438

GCT ATA CGT
Y T F
3492

TTG CGA CAG
A T G
3546

AAA ATG ACA
N D N
3600

GTG ATG GTA
D G T
3654

CTG GTG ACG
G D E
3708

CAG CGA CGC
AT L
3762

TGA GGT CTA

CAG

ACA

ATA

CIT

TCA

ACC

TAA

TAG

3177 3186
TCG GOG CGA ATG AAT
G A N E L
3231 3240
CTT TCA CAG GCT GGT
F T G W Y
3285 3294
CAG ATA AAA TGC CAG
D K M P A
3339 3348
GTT ACA CAG CCA CAT
Y T A T F
3393 3402
ATC AAA GCT TGC TAG
Q S L L E
3447 3456
CAG GIT GGT ATG ATG
G W Y D A
3501 3510
AAA TGC CAG CGG GAA
M P A G N
3555 3564
CGA ATC CCG ATG ATC
N P D D P
3609 3618
GTA ACC CAA GTA ATT
N P S N S
3663 3672
ATA CCA TGC TTC CGA
T M L P |
3717 3726
TTC TCC GCA AAA CAA
L R K T
3771 3780
TTT TTC TAT AGG CTT
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3789 3798 3807 3816 3825 3834

CAG CTT TTT TAT TAG TAG ATA AAT TCA TCT AAA CGT CAC AAC TAA ATC GTT AAC

3843 3852 3861 3870 3879 3888

AAG TCT AAT TTT AGT GAT TAA ACG AAA TCC TAC TAC GCT ATA ATA TAGHIGANGHT

e

3897 3906 3915 3924 3933 3942

AAC TAC GAG AAC ATA CAA ATT TCT AAA AAG CAG BATIIAE TTT ATA [YXNENSNATA

e e e et ee e eee aii oo ieo aen 210--- --- --- --- RBS ---

3951 3960 3969 3978 3987 3996

GTT TAA TGA AAA GAA ACA AAA CAG CAT TAA GAA TCT TAG TCA CTT TAG CTG TAG

M K R N K T A L R I L V T L A V V

4005 4014 4023 4032 4041 4050

TAT TGG CAA TTA CTT TTT GGG TAG GGA TGA GCT CAA AAG AAG TAC AAG CAG CGG

L A|{1l T F W V G M S S K E V Q A A V

4059 4068 4077 4086 4095 4104

TGA TTG AAC ACC CAA CCC CTA TTA ACG GAA ATT TTA CTG ATC CAG TGC TTA CTG

| E H P T P I N G N F T D P V L T D

4113 4122 4131 4140 4149 4158

ATA ATG TAA AAA CAC TGC TCG GAA AAG CGG ATG TAA CAG ACG AAG TTA CGC AAA

N V K T L L G K A D V T D E V T Q T

4167 4176 4185 4194 4203 4212

CCG ACT TAG ATA GTG TAA CTC ATT TAT CAG CAA AAT CAG CAG GAA TAA CAA CAA
D L D S V T H L S A K S A G | T T

4221 4230 4239 4248 4257 4266

TAG AAG GAT TGC AGT ATC TAA CTA ATT TAT CGG AAT TAG AAT TAA TAG ATA ATC

E G L Q Y L T N L S E L E L | D N Q

4275 4284 4293 4302 4311 4320

AAG TAA CCG ATT TAA ATC CTC TTA CTA ATT TAA CGA AAA TAA CAG AAC TTA GAT

vV T b L N P L T N L T K I T E L R L

4329 4338 4347 4356 4365 4374

TAT CTG GAA ATC CGT TAA AAG ATG TGA GOG CGC TTG CTG GAT TAA AAA ATC TAA

S G N P L K D V S A L A G L K N L K

4383 4392 4401 4410 4419 4428

AAA CGA TGG ATC TTA TTT ATA CAG ATA TTA CGG ATG TGA CAC CAC TTG CAG GAC

T M D L | Y T D I T D V T P L A G L
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4437
TTT CCA ATT
S N L
4491

CAC TTG CAG
L A G
4545

GTG ATT TGA
D L T
4599

ATA GTA AAG
S K VvV
4653

TTT ATT TGG
Y L E
4707

ACT TAT CTA
L S |
4761

ATC AAA ATA
Q N K
4815

TTG CAC CGG
A P D
4869

GGG ATT TAA
D L N
4923

CTT TCA AAA
F K N
4977

AAG TTT ACG
V. Y A
5031

GTG TGA ATG
V N E

TAC

GAC

CcC

TAA

AAG

TG

AAC

ATA

ACA

ATA

CTG

AAT

L

4446

AGG TGT

V

TAT

S

4500
CTA

4554

CAC TTG

L

A

4608

GCG ATG

D

\Y

4662

AGA ATC

N

Q

4716

TTA CTT

T

4770

CTA TCG

V

4824

CTA TTA

GCT

F

4878
TCA

4932

CAA CGG

T

V

4986

TAG TTT

Vv

TAA

F

5040
TTA

N

4455

TAA ATT TAG
N L D
4509

ATT TAC AAT
L Q F
4563

CTA ATT TAT
N L S
4617

TTT CTC CAC
s P L
4671

AAA TTA GTG
I S D
4725

TAA CGA ATC
T N Q
4779

TTC CTA ATG
P N V
4833

GCG ACA ATG
D N G
4887

TTA ATA GTG
N S V
4941

TTC CTT TCA
P F S
4995

TTG ATG TGG
D V D
5049

ACG AAC CAA
E P T

145

ATA

TTT

CTA

TTA

ATG

TAG

TTA

GIG

ACG

CTG

A

4464
TCA ATC

N

Q

4518
TAT CGT

S

F

4572
AAC TAA

L

T

4626
CTG GIT

G

L

4680
TGA GIC

S

P

4734
CAA TCA

4788
TAA CTG

T

G

4842
CAT ACA

Y

T

4896
GIT ACA

Y

T

4950
GAA CAG

T

V

5004
GAG AGC

E

Q

5058
CTC CAG

P

A

4473
AAA TAA CTG
I T D
4527

TCG GAA GTA
G S T
4581

CCG CAC TAA
A L N
4635

TAT CTA ATC
S N L
4689

CGC TTG CAA
L A K
4743

CCA ACC AAC
N Q P
4797

GCC TTT CTG
L S G
4851

CTA GTC CCA
s P N
4905

CAT TTA ACC
F N O
4959

TTA CAC AAC
T Q P
5013

AAA CAA GTG
T s A
5067

CCA AGG AAG
K E G

4482
ATA TAA CTC
I T P
4536

CTC AAG TAA
Q V S
4590

ACG CTA TGA
A M N
4644

TCA CAG AAG
T E V
4698

AAT TAC CCA
L P N
4752

CCG TAT TTT
Vv F Y
4806

GTG AGC TTA
E L |
4860

ATT TAA CGT

L T W
4914

AAT CAG TCA
s v T
4968

CAT TAA CAG
L T E
5022

CGA TGG TAG
M V G
5076

GIT ATA TAT
Y | F
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5085
TCG ATG GAT

D

G

w

5139
ATA AAA TGC

K

M

P

5193
AAC CAA ATG

P

N

A

5247
ATG CAG AAC

A

E

P

5301
AGG GAA TAA

G

N

5355
CGA TTA CTG

I T

G
5409
TCG GAA TTG

G

G

5463
AAT GGC TTG

5517
TTA TAA GAA

5571
TAG AAA GAG

5625
CTT GGI AAA

L \%

N

5679
GCA AAA GIT

Q

K L

GGT

Y

CTG

A

CTA

S

CAA

N

ATA

TAT

GIT

L

5094
ATG ACG

D

A

5148
CTA GIG

S

D

5202
GIA GIC

S

P

5256
ATG CTA

A

S

5310
ATC TGA

L N

5364
ATA AAT
K L
5418
TAG TTT

Vv L

5472
TCT GTA

5526
GIT TGC

5580
GIG AAA

5634
TGA TTC

D

S

5688
AGC TGA

A

E

CAA

ATA

GTA

ACA

TGA

TAT

AAT

CIT

TAT

GAC

ACA

H

5103
AAA CAG

T

D

5157
TAA CTT

T L

5211
TTA ATG

N

V

5265
GIT CAA

S

N

5319
GIT CAG

S

G

5373
ATG TGC
vV L
5427
TCC GCA

R

K

5481
CAT GCA

5535
TAT AGA

5589
GGA CCA

D

Q

5643
TAA TGG

N

G

5697
TGG TAT

G |

146

5112
ACG GGA ATA

G

N

K

5166
TAT ATG CTA

Y

A

K

5220
TGG AAC CAA

E

P

N

5274
ATA ATG TAC

N

\Y

Q

5328
GIG AAG ATA

E

D

K

5382
TTC CTA TTT

P

F
5436
AAA AAC GTC

K

R

Q

5490
GAG ACT AAG

Q

K K

5652
GCA TGA AGA

H

E

E

5706
TGA GIC CGA

E

S

E

5121
AAT GGG ACT

w

D

F

5175
AGT TCA CTG

F

T

E

5229
ATG ACA ATA

D

N

N

5283
AAG AAA ATG

E

N

G

5337
AAG TCA ACA

V

N

5391
TTG TAG GAG

\Y

G A
5445
AAA CAA AAT

T

K *

5499
CCA TTT TTT

5553
AAC ATA GAG

5607
GAT TCA AAT

I Q |

5661
ACA AGT TGC

Q

\%

A

5715
AAA GGT ACA

K

\Y

Q

5130
GGA TAG

TG

G

D

5184
ACG AAG

E

AGA

E

5238
CAG ACA

D

ATT

N

5292
CTA ACG

N

GAA

E

5346
AGT TAC

TCA

K L

P

5400
TTC TTA
\% L I

5454
CCA ATC

5508
TGG TAA

ATT

5562
AAT TCA

TGG

5616
AAA GGA

TTT

L K

D

5670
CTA TTT

Y L

GAA

N

5724
ATA CGA CCT

Y

D L
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AGA

ATT

AGA

ACA

AGG

AGA

TCA

AGC

A

5733
CAG AGC

R

A

5787
TTC AGG

S

G

5841
ACC TTT

P

F

5895
TAT GAA

M

K

5949
AAA ACA

K

Q

6003
CGG TGA

G

E

6057
TGG TTT

G

L

6111
TTC CAT

S I

6165
GGA ATC

E

S

6219
AAA ATT

K

F

6273
TAA TGT

N

Vv

6327
ACA ACT

Q

L

TAG

TGA

GIC

ACT

AAT

TAA

TGG

CAC

Q

5742
CCT AGT

L

\Y

5796
TAT GGA

M

D

5850
AGC GAC

A

T

5904
AGG TCT

G

L

5958
ACT AAA

L

N

6012
TGG AGC

G

A

6066
CAT CGG

6120
TTA TCC

Y

P

6174
TGT GAA

Vv

N

6228
GAA ATC

K

S

6282
CGT AAT

\% I

6336
AGG GAA

G

N

AAG

TGT

AGA

AGC

CGG

AGA

CGA

Car

TGC

AGT

TGA

TAT

5751
CGA AAT

E

5805
AGT TGA

Vv

D

5859
GCA TGA

H

E

5913
GGC GAT

A

M

5967
CAA GAT

K

6021
ACA ACT

Q

L

6075
ACC GAG

P

S

6129
TAA ATC

K

S

6183
GAT TGA

6237
TGA TGC

D

A

6291
TGG TGG

G

G

6345
TCG CTC

R

S

147

TGG

TGC

AGG

GGT

CAG

AAC

TGG

CAC

TAA

TAC

AAA

GAT

5760
TTC CAG

S

S

5814
GGG TGA

G

D

5868
GAA ACT

K

L

5922
TAT TGC

I A

5976
ATT ATT

L

L

6030
ACA AAA

Q

K

6084
ACA CAG

H

R

6138
TGG TAA

G

K

6192
CTT GCT

L

L

6246
TAA CGA

N

E

6300
TCA AGT

Q

Vv

6354
TCC AGA

P

E

TAA

TGT

ATA

AAT

AGC

AGG

AAT

AAA

GCT

AAT

CAA

AAT

M

5769
CGA GAA

E

K

5823
ATC TAA

S

K

5877
CGG ACG

G

R

5931
GAT TGA

5985
AAC AGT

T

\%

6039
TTA CGC

Y

A

6093
CGT TTA

\%

Y

6147
TGC CCA

A

H

6201
ATT TTA

F

Y

6255
ATT AGG

L

G

6309
TAG TAT

S I

6363
GGA TAA

D

N

GGT

GIG

CGCG

ACT

TGG

AGA

TGC

TAG

TAA

CGA

CccC

TGA

E

5778
TTT GGC

L

A

5832
GAA GTIT

K

F

5886
CCC AAC

A

T

5940
TCA TGA

H

E

5994
GGA AGA

E

E

6048
TGA TTT

D

L

6102
GCA TAA

H

K

6156
TTC GAT

S

M

6210
TGA AGT

E

Vv

6264
TTT TAT

F I

6318
TGA AAA

E

K

6372
AAC AGT

T

\%
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6381 6390 6399 6408 6417 6426

GAA ACA AGT GCT AGI GAA GAT TAT CAA TAA GIT AAA CAA ACA GGA AAA TGT GAA
K Q V L vV K I I N K L N K Q E N V N

6435 6444 6453 6462 6471 6480

TCT GGA ATT AAT ATT TGA TTA TGA TAA ACA ACC AGT ATT TAG TGA TAA AAA TTC
L E L I F D Y D K Q P V F S D K N S

6489 6498 6507 6516 6525 6534

GGA TTT AGI CCA CAT TGC TAA GAG CGT AGC AAG CGA CAT TGI CAA AGA AGA AAT
D L V H I A K S V A S D | VvV K E E I

6543 6552 6561 6570 6579 6588

CCC ATT ACT CGG TAT TTC CGG AAC AAC CGA TGC AGC AGA ATT TAC CAA AGC TAA
P L L G | s G T T D A A E F T K A K

6597 6606 6615 6624 6633 6642

GAA AGA GIT CCC AGT GAT TAT TTT TGG ACC AGG AAA CGA AAC CCC TCA CCA AGT
K E F P Vv I I F G P G N E T P H Q V

6651 6660 6669 6678 6687 6696

AAA CGA AAA TGT TTC TAT AGG AAA TTA TTT GGA GAT GGI AGA TGT TTA CAA ACG
N E N V S I G N Y L E M VvV D V Y K R

6705 6714 6723 6732 6741 6750

GAT TGC CAC CGA GIT TTT ATC TTG ATG AAA CTT TAA CTT TAC TTA TTT CCC GAT

| A T E F L S *

6759 6768 6777 6786 6795 6804
ATA AAA TAA GTA ATT AAT AGA AGT CTA GTA TTT GIT TGI AAA CAG GCG CTA GGC

6813 6822 6831 6840 6849 6858
TTT TTT CTT GCT TTT AAT ACA GIT TAG TAC TAA ACT AAT AAT ATC AAG AGG AGG

6867 6876 6885 6894 6903 6912
GAA CGA ACA TGG TAA AAA AAG AAG AAA GGC TAG GGG TTT TGC TTT GGI TTC GAT

M VvV K K E E R L G V L L W F R F

6921 6930 6939 6948 6957 6966
TTA GIC GIT TTT ATA ATC GAA ATA TGA AGC TGA CCA ATC AGA ATT TGC GAG CAG

S R F Y N R N M K L T N Q N L R A A

6975 6984 6993 7002 7011 7020
CAG GGA TTT CAA CGG CGC AGT TTG ATT GCA TTG CCC AAA TTG GCT TAG ACA AAG

G 1 S T A Q F D C I A Q I G L D K E

148
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7029 7038 7047 7056 7065 7074
AGA TTA CAC AGC AAC AAC TTG CCG AAA AAT TAG TCG TAA CAA AGG GAA ATG TCA

/I T Q Q Q L A E K L V V T K G N V T

7083 7092 7101 7110 7119 7128

CCC AAC TCC TCG CAA AAT TAG AGC AAT TAG GIT ATA TTA CGC GAA CAA AAA CAG

Q L L A K L E Q L G Y I T R T K T G

7137 7146 7155 7164 7173 7182

GAC GCG AGA AGC ATA TTA CCC TCA CAG AAA AAG GIC AAG CAT GIT ACC GAG AAA

R E K H I T L T E K G Q A C Y R E N
7191 7200

ATG TCC CAA ACA AGA AGC TT 3

v P N K K L

149
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Gesamte Sequenz desinlG-Genesin L. monocytogenes EGD-e

[ |sSignalpeptid <% Stop codon
[ | Terminator

B - 10, -35

EES

9 18 27 36 45 54

GGT ACG TCC ATT TGA TTT TGT AAT TAT TAT TTT ACT AAT CTT GGG TTC GIT TTT
63 72 81 90 99 108

ACC ACT AAT ATT ATT TTT GTC GCT GAA GCA AAA CAT GTG GGC GAT GAT GTIC GTA
117 126 135 144 153 162

GCG ATT ATT TCA CAA GAT GGC AAA GTA ATT CGG GAA ATC CCG CTA ACT GGT CAT
171 180 189 198 207 216

AAA GGC AAT GAG CAG TTT ACG ATT AAA GGA AAA GGC GCA CAA TAT AAT TTG ATG
225 234 243 252 261 270

GAA GTA GAT GGC GAA CGG ATT CGA ATA AAA GAA GAC AAC AGC CCA GAT CAA GTA
279 288 297 306 315 324

GGC GTC AAA ATG GGT TGG AAA TCC AAA GCC GGT GAC ACC ATT GTT TGT TTA CCA
333 342 351 360 369 378

CAT AAA GTT TTC GTA GAG ATA AAA TCG ACA AAC AAA AAA AGC AAA GAC CCC GAT
387 396 405 414 423 432

ACA GAT TTA ATT GTG CCG AAT TAA ACA CAC TAA GTG ATT AGT GTG TTT TTT TGT
441 450 459 468 477 486

TTG AAC AAC TAA TTT AAA AAT TAT TGT CAA ATT TAT GTC ACA TGT TTT CAT TGT
495 504 513 522 531 540

CGC TGC TTA TGT ATC TAA GAA ACA GAA ATA AGG AGC GGA AAT TTG CAT ATT AAA
549 558 567 576 585 594

ATT AGEJGARIETA CTT CAA AGT AAG GTG TTA CAA TCA ATA AGC [IATEAT AAT GAT
e L ey i MR

603 612 621 630 639 648

TCT AAT TTA GCT TAA TGA ANCIENWEAGA CTA ATA TGA AAT CTA AAA ATA ATT ATT
e e e e e eee co  RBS ne- men men mme e e e e e -

M K S K N N Y ¥

657 666 675 684 693 702
TCA AAC AAA TCA CCA CCA TAA TGA CCG TCG TGA GCC TTT TAA TTA TGG TGI TAG

K Q 1 T T I M T vV 'V S L L I M Vv L g

150
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711 720 729
GTA TTC AAG GTA ATA ATG ATG TTA AAG
T @ G N N D V K A
765 774 783

CAA TTA ATC AAA TTT TTC CTG ATG CAG
l N Q I F P D A D
819 828 837

TTC AAA AAT CAA GTG TCA CAG ATG TAG
Q K S S VvV T D V V
873 882 891

CGC AAC TGT CGG TAT ACG CGA AAA AAA
Q L S V Y A K K I
927 936 945

TAA CCA ATT TGA AAT TTT TAA ATC TTA
T N L K F L N L N
981 990 999

CAT TAA GCA ATT TAA CAA AAC TAA CGG
L S N L T K L T E
1035 1044 1053

CTG ATA TTA GTC GGC TTC AAA ACC TAA
D I S R L Q N L T
1089 1098 1107

ATA ATG ATA TTA GTG ATT TAA GGC CAT
N D I S D L R P L
1143 1152 1161

TGC GTT TGG GAG GTA ATT CGA ATA TTA
R L G G N S N 1| S
1197 1206 1215

CGC GTT TGA ATA ATT TAG AAG TAA CAG
R L N N L E V T G
1251 1260 1269

TAG CCG ATG TAA CCA GCC TAA CTC GTT
A D V T S L T R L
1305 1314 1323

ATT TAA GTC CAC TAG CTG GCT TGA CAA
L S P L A G L T K

151

738 747 756
CAG CGC CAC AGG TCG CGC CAC CAG CAT
AP Q V A P P A S
792 801 810

ATT TAG CGG AGG GAA TAC GAG CGG AAC
L A E G | R A E L
846 855 864

TAA CGA AAG AAG AAT TAG AAA GCA TTT
T K E E L E S I s
900 909 918

TAG CTT CTA TTG AAG GGC TTG AGT ATT
A S I E G L E Y L
954 963 972

ATG GAA ACC AAA TTA CAG ATC TCA GCC
G N Q I T D L S P
1008 1017 1026

AAA TTT ATA TTG GTG ATA ATA AAA TTT
Il Y I G D N K 1 S
1062 1071 1080

CTA ATG TGA CTG ACT TAT ATC TAG TAG
N VvV T D L Y L V D
1116 1125 1134

TAG CTA ATT TAA CCC AAA TGT ATA GIT
A N L T Q M Y S L
1170 1179 1188

GTG ATT TAA ACC CAG TGC GAA ATA TGA
D L N P V R N M T
1224 1233 1242

GGT CTA TAT TAA AAG ATT TGA CGC CGC
S I L K D L T P L
1278 1287 1296

TAA CAT TGA GTG ACA ATC AAA TTG AAG
T L S D N Q | E D
1332 1341 1350

AAT TGG GCA ATA TAG CAG CAT ATT CGA
L 6 N I A A Y S N
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1359

ATA AAA TCA
K I T
1413

ATT TAG GTA
L G S
1467

TAA CCT CCC
T S L
1521

ATT TAA CAA
L T N
1575

CCG TTT TGA
vV L K
1629

TAG TGG ATG
v D V
1683

CAC AAA ACC
Q N H
1737

ACT CTG ACT
S D F
1791

CAC TCT CCG
L S VvV
1845

AAA CGA TTA
T I S
1899

CGA ACT ATT
N Y L
1953

CAG GCA CAA
G T S

1368
CTG ATA TTA
D I T
1422

GTA ATG AAA
N E |
1476

TAC ATC TTG
H L A
1530

ATT TAA CTT
L T S
1584

AAA ATC TAA
N L T
1638

TGA AAA TAA
K o1
1692

ATA TTA CTG
I T D
1746

TCT CTA ATC
S N Q
1800

TTC CGA ACA
P N N
1854

GCA ATA ATG
N N G
1908

TAC CAG AAG
P E V
1962

GTA ATT ATA
N Y S

CTC

TCA

TCG

ACA

AGA

ATA

TTA

GIG

G

1377
CTG TGA

\Y

T

1431
CTG ATT

D

1485
ACA ACC

N

Q

1539
TGG GIT

G

L

1593
ATG TGA

\Y

T

1647
GAG GAC

G

1701
TAA GIC

S

1755
TGA TAA

1809
TAA CTA

T

S

1863
CCT ACG

Y

D

1917
AAT ATA

Y

T

1971
GCT TCA

F I

152

1386
CCA ATT TAA
N L T
1440

TAA GTC CTG
S P V
1494

AGA TTA CTA
I T N
1548

TAC AAA ACA
Q N N
1602

CTT ATT TGC
Y L Q
1656

TAA CTA ATT
T N L
1710

CTT TAG CCA
L A N
1764

CAA ATC TAG
N L E
1818

GCA TAG ATG
| D G
1872

ACG CAC CGA
A P N
1926

CGT TCA GCC
F S O
1980

TAA CAC AAC
T Q P

TGG

ATA

ATA

AGT

L

TAA

ACT

AAC

ACT

e€])

L

1395 1404
GAC TCC AGT ATT TGG
L Q Y L D
1449 1458
CTA ATC TGC AAA AAT
N L Q K L
1503 1512
TTA GTA TGC TTG AAG
S M L E D
1557 1566
AAA TTA GTG ATA TAT
Il S D | S
1611 1620
TGG GGT ATA ACC AAA
G Y N Q |
1665 1674
CAA GTT TGC AGT TAA
S L Q L T
1719 1728
TAA CCA AAA TAC AAT
T K I Q Y
1773 1782
GTA ATT TTT CGA AGA
N F S K T
1827 1836
CGC TAA TTG CGC CTG
L I A P E
1881 1890
TGA AGT GGT CTT TAC
K W S L P
1935 1944
AAA TAC CGA TTG GGA
I P I G T
1989 1998

TAA AAG AAT TAC TAG

K

E

L

L

D
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2007 2016 2025 2034 2043 2052
ATT ACA AAG TCA CAT TTA ATG TAG AAG GTA ATA CAA GIG AAG TAG AGA CTG TAA

Y K Vv T F N V E G N T S E Vv E T v T

2061 2070 2079 2088 2097 2106

CAG AAG GAA ATC TCA TTC CAG AAC CTA CGA GCC CAA CCA AAC AAG GIT ATA CAT
E G N L I P E P T S P T K Q@ G Y T F
2115 2124 2133 2142 2151 2160

TTG ATG GIT GGT ACG ACG CGG AAA CAG GCG GAA CAA AAT GGG ACT TCA CAA CCG

D G W Y D A E T G G T K W D F T T G

2169 2178 2187 2196 2205 2214
GGC AAA TGC CTG CAA ATG ACC TCA CAC TAT ATG CCC ATT TTT CCG TAA ATA GCT

Q M P A N D L T L Y A H F S V. N S Y

2223 2232 2241 2250 2259 2268

ACC AAG CAA ATT TTG ATA TAG ACG GIG TGG TAA CGA ATG AAG CGG TAG TAT ACG
Q A N F D | D G Vv Vv T N E A V V Y D
2277 2286 2295 2304 2313 2322

ATA CCT TAC TCA ATG AAC CGA CCA CTC CAA CCA AAC AAG GCT ATA CAT TTG ATG

T L L N E P T T P T K Q@ G Y T F D G

2331 2340 2349 2358 2367 2376
GCT GGI' ATG ACG CAG AAA CAG GCG GTA ATA AGT GGG ATT TCA AAA CAA TGA AAA

w Y D A E T G G N K W D F K T M K M

2385 2394 2403 2412 2421 2430

TGC CCG CGA ATG ATG TTG CTT TTT ATG CAC ATT TTA CTA TCA ACA ACT ATC AAG
P A N D VvV A F Y A H F T I N N Y Q A
2439 2448 2457 2466 2475 2484

CAA ATT TTG ATA TAG ATG GIG AGG TAA AGA ATG AAA CGA TAG CAT ACG ATA CCT
N F D | D G E V K N E T I A Y D T L
2493 2502 2511 2520 2529 2538

TAC TCA ATG AAC CGA CCA CTC CAA CCA AAC AAG GIT ATA CAT TTG ATG GIT GGT

L N E P T T P T K Q G Y T F D G W Y

2547 2556 2565 2574 2583 2592
ATG ACG CAG AAA CAG GCG GAA CGA AGT GGG ATT TCA AAA CGA AGG AAA TGC CCG

D A E T G G T K W D F K T K E M P A

2601 2610 2619 2628 2637 2646
CGA ATG ATG TCA CTC TAT ATG CAC ATT TTA CCA TCA ACA ACT ACC AAG CGA ACT

N D Vv T L Y A H F T I N N Y Q@ A N F

153
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2655

TTG ATA TAG
D | D
2709

CTG AAC CAA
E P T
2763

CAG AAG TTG
E V G
2817

ATA TTA CTT
I T L
2871

ATG AAG GAT
E G L
2925

GIG CTA CTA
AT S
2979

ATA CTA CAG
T T E
3033

GGA AAA CAT
K T L
3087

GAA AAA AAG
K K A
3141

TTT TGG TTT

ATG

CAT

TGT

TAG

GTA

AAC

TGT

CAT

AAT

2664
GGG CAG

A

\Y

2718
CAC CGT

2772

T

K

2826
ACG CAC

A

H

2880
ACT CTG

S

D

2934
CGC CAT

P

S

2988
TAG CAA

A

T

3042
TTG CCG

A

3096
AAT TAA

2673
TAA CAG AGG
T E E
2727

CCA AAA CGG
K T G
2781

AAT GGG ATT
W D F
2835

ATT TCA GTA
F S K
2889

ATT CTA CCA
S T N
2943

CCC AAA ATA
Q N N
2997

CAG CTA AAC
A K L
3051

GGA TAT TAC
I L L
3105

AAA ACC CAG
3159

TCT CAA TAT

154

2682
AAG TAG TAA
V. V N
2736

GAT TTA CTT
F T F
2790

TTA AAA CGA
K T M
2844

AGG AAA CAC
E T P
2898

ATG GAC CAA
G P |
2952

ATA ACA TCA
N 1T
3006

TTC CAA AAA
P K T
3060

TTT CAT CAT
S s s
3114

CAT TTT CTA
3168

AGC CTT CTG

ACT

TCG

TGA

K

CAA

TTA

CAG

CTG

TAC

2691 2700
ATG ACG CGC TTA TTC
D A L I P
2745 2754
AAG GIT GGT ATG ACG
G W Y D A
2799 2808
AAA TCC CTG CGA ACG
M P A N D
2853 2862
TTA TTC CTA GIC CAG
I P S P D
2907 2916
CTA TAA ATG AAC CGA
I N E P S
2961 2970
TAA CAG CAG GGG AAA
T A G E N
3015 3024
GAG ATA ATG CCC CGT
D N A P W
3069 3078
CGT TTT ATA TTT GGA
F Y I W R
3123 3132
TGG AGA GIG CTG GGT
3177 3186
CAT TGA TGC GAA TTT
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Gesamte Sequenz der inter genische Region zwischen den ascB- und dapE-
Genebei Listeriainnocua

|:| ascB und dapE = Haushal t sgene

Y Stop codon

9 18 27 36 45 54

5' CA ATT GCT GAC GGC GTA GAT TTA ATG GGT TAC ACA AGC TGG GGTI CCA ATC GAC
X [ A D G V D L M G Y T S W G P [ D

63 72 81 90 99 108

CTA GTA AGT GCC TCC ACA AGC GAA ATG TCC AAA CGI TAC GGC TTC ATC TAC GTA
L v S A S T S E M S K R Y G F I Y V

117 126 135 144 153 162

GAC CAA GAT GAC TGG GGC AAA GGA ACA TTA GAA CGC TCC CGC AAA GAT TCA TTC

D Q D D w G K G T L E R S R K D S F

171 180 189 198 207 216
TTC TGG TAT AAA AAA GTA ATT GAA ACA AAT GGT GAA GAT TTA GAT TAA TTG AAA
F W Y K K V I E T N G E D L D *
225 234 243 252 261 270
GIT AGC AGI CCC GCT TTG GCG GGG CTG TTT TTT ATT TTT ATA TCA ATT AAT GGG
279 288 297 306 315 324
ATG AGA CCT AAG ATA ACC CCC GGG ATA TAT AGI GAT GTA GAC GIT TGC CTT TTT
333 342 351 360 369 378
CCA TAA CGG GAA AAC ATA GGA TGG AAT TCA AAG AAA GAG GGC GTA AAC ATG GAA
M E
387 396 405 414 423 432
CGA GAA AGA AAA ATT CAA ATC TTA AAG GAC ATT GTIG AAT ATT GAT TCG ACT AAT
R E R K I Q | L K D I \% N I D S T N
441 450 459 468 477 486

GGG CAT GAG GAA CAG GIT GCG AAC TAC TTA CAG AAG TTG TTT CCT GAG TAT GGT

G H E E Q V A N Y L Q K L F A E Y G

495 504 513 522 531 540
ATT GAG TCT GAA AAG GIG CAA TAT GAT GIA GAC CGA GCT AGT CTT GIT AGI GAA

| E S E K V Q Y D V D R A S L V S E
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549
ATT GGI' TCT
I G S
603
GAT CGCT GGC
D A G
657
GAA GGG AAA
E G K
711
ATG GIT ATT
M Vv I
765
ATT AAA TTA
I K L
819
CTA ACG CAA
L T Q
873
AGC GGA CAC
S G H
927
TCC ACT GGT
S T G

AAT

GAT

ATA

TTA

AGA

AAA

K

GAT

GTA

TAC

ATG

ATC

ATG

M

558

G

612
TCT

666

G

720
ATT

774
ACA

828
TAC

882
GIT

936
CcC

R

GAG

GIT

Vv

GCA

TAT

ATA

567
GIT TTG
vV L
621
TGG AAG
W K
675
GCGC GCG
G A
729
CTT CAT
L H
783
GGT GAA
G E
837
GAT GAT
D D
891
GCG CAT
A H

156

GCG TTT

A

TTC CCG

F

ACG GAT

T

GAA GAA

E

GAA GTC

E

TTA GAT

L

AAA GGT

K

F

P

D

E

Vv

D

G

576
TCA

630
CCT

684
ATG

M

738
AAA

792
GGT

846
GGC

G

900
TCC

S

585
GGG CAT ATG
G H M
639
TTT GAA GCA
F E A
693
AAA TCA GGT
K S G
747
CAA AAA CTA
Q K L
801
GAA CTT GG
E L G
855
TTG ATT ATC
L1
909
ATC AAT TAT
I N Y

594
GAT GTG GIT
D V V

648
ACG GAG CAT
T E H
702
CTA GCG GCG
L A A
756
AAC GGT AAA
N G K
810
GCT GAA CAA
A E Q
864
GGC GAA CCG
G E P
918
ACC GTT AAA
T V K



8. ANHANG

Promotor-Region desinlA-Genesin L. monocytogenes EGD-e'

[ | PprfA- Box

GGAGTGACATGCTTTTTAACAAAAATTCTCACACCCTTATGTGTTATTTTGAACATAAAG
1 ---cemmeaa S S S S S + 80
CCTCACTGTACGAAAAATTGT TTTTAAGAGT GTGGGAATACACAATAAAACTTGTATTTC
Ppr f A- Box
GGTAGAGGATTAACATAAGT TAATTCTTTTTTTTGGAAAAATAGT TATTATTATTTAATGG
81 --------- . . . . . + 140
CCATCTCCTATTGTATTCAATTAAGAAAAAAAACCTTTTTATCAATAATAATAAATTACC

GCTTTGAAAGGGGT GATGATATAGAAGAAGT GAAAAAAGAGAGT TTTGGCGGTAAGAGT G
141 --------- E ISR E ISR E ISR E ISR Fomm e e - + 200
CGAAACTTTCCCCACTACTATATCTTCTTCACTTTTTTCTCTCAAAACCGCCATTCTCAC

CGGGGCTTGAATTCGTCAATAATAGACCAT TTTAAAAGGT GGAATGACACGTGTGATATC
201 --------- beemeaans beemeaans beemeaans beemeaans beemeaans + 260
GCCCCGAACTTAAGCAGT TATTATCTGGTAAAATTTTCCACCT TACTGTGCACACTATAG

AACATAAAAT GATTTGCAT GATTGAATTCCTATTAAGCT TCGATAGTGAAATACATAAAA
261 -----o--- b b b b b + 320
TTGTATTTTACTAAACGTACTAACT TAAGGATAATTCGAAGCTATCACTTTATGTATTTT

ATATTATATATAGGAAAAAT GT GCTGGAACGAACGAGAT GAAGGATATCACTAAACGECT
321 --------- S IR S IR S IR R R + 380
TATAATATATATCCTTTTTACACGACCTTGCTTGCTCTACTTCCTATAGTGATTTGCCGA

CCGTAGACAGATTAGCTACTAAATACCATAGGAACAATTTATGGGGAGCATAATTTAATA
381 --------- R R R R R + 440
GGCATCTGTCTAATCGATGATTTATGGTATCCTTGTTAAATACCCCTCGTATTAAATTAT

AATTAAGCAGACATGATTTTTCGGATGCAGGAGAAAATCCTATACAACGAAACCTGATAT
441 --------- R R R R R + 500
TTAATTCGTCTGTACTAAAAAGCCTACGTCCTCTTTTAGGATATGTTGCTTTGGACTATA

TGTTTCTAACTATTGAAAAAGGAGT GTATATAATGAGAAAAAAACGATATGTATGGT TGA
501 --------- Fomme - Fomme - Fomme - Fomme - Fomme - + 560
ACAAAGATTGATAACTTTTTCCTCACATATATCACTCTTTTTTTGCTATACATACCAACT
M R K K R Y V WL

InlA

! Gesamte Sequenz unter , accession number = AJ012347
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8. ANHANG

Allignmentanalyse (Clustal) alle bisjetzt bekannte Internalinproteinen innerhalb
Listeria monocytogenes

ITQFTFPFIKRQITT

MEKEHRHNIALKILLIWaAVYWYLGEI 3LWMYWLETI 3ILFKEWVQARTES

Majority

0 0 50
i R B s el T e R

]

10
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HMLKZEXHH

Inla

IQRERPFPTPFPFI BQWELTP 43
ITWITPIXKQITFP 41
I. TQPRT AL HYIEPF 49

-MLOYBASWYIAWNLYLIYLELEIIBAMESETEWQQAES

InlE (Ixpa)

InlE
InlD

MEEKXKHHRPERKEY LI 8§ FLAIIFPILBWIIIGFALEAKTOQAET

MEXKEDHRIWFPFEKELYLHARZ2AILELEI3ILYRTTIQLEREWERES

ITQFTAIBWITEFPF 43

MEKEWNDHIWIFXKLYLMAWTAILGEGLILYWTTSQLFWEWEREAEGE
MEQEETIWLHYLLYRTAILGEGII3ILNDRTHWAISHEMEAQAES

InlCE-Dramsi

InlF

I. a0PaAaPINEIFET 49

o - i el e T R e 1 R

KE W Qaavw
KEWOQ&ARAEW
KHKE Y Q aAa&TE

BMEEHKTALEILWWTLAWVYLAITFEBRY M3 G -

InlE-Dramsi

InlE

~-IEHFTFI BL:NRFET 47

MEEREHRKTALERILWTLAWWYLAITERY MI 3 -

it - ML Fh b B T e R X

MEEHRKTALEILWTLAZWYWVYHMAI STFTWY LTI 3
MEI KERYFPEQIITIMTRWELLIMWNVLEIQLRNHAD WK AATOQVWAPFPAIIHNOQITFEPR 50

InlD-Dramsi

Inllk

DPaALANAI KTALGKSIWTDTWYTOQTDLDS WTTLI3IADS ILITSIELRYQYLTH

Majority

T
1on

&0

T

a1

DTALAEXMETPLEET  RR TDTR 3 TDLIDQWTTL QADREL LI KIS IDEREYLHARN

Inla

G

DFLFLARAAKQFLGEGEQIWTDL®IQKEL IFTQHRAFHALCDRS RI Q3 LALRMQFT FTH
DDAFAETIKDHNLEKKIWRTODARYTONELHI IDOQIIANNRGDIKSGPOQLRI QY LPH 3

InlE (Irpa)

InlE
InlD

a1

DFPALARAI XKI 240K 3RWTDTWRTQADLDEITTLIATPLCT LW TTIETGRY QY LRH
DPALARNAI XKI &2ALFKENRNRTODTRTOQOADLDEITTLIAFPLCT LYW TTIETGRW QY LHANK 31

InlCi-Dramsi

InlF

a1

DPALADEWYETELGEKTIWTDEWYTOQTDL HRQITIKLEADDELGI RS IEGI Q¥ LTH
DPVYLTDHAWETLLEEKADRTODEWTOQTDLDS WT HL 3 AKS8ALITTIEGRLOQY LTH 37

InlE-Dramsi

InlE

"

DPVYVLTDARKTLLEEKADYN TDODERTOQTDLDIYTHL 3 &KXK3aALEITTIELRLQYLTH

an

DEHRNL &aHA&I KTTLIKPFITAIAYIQWELDIVEDYWTAESSHNIAZILETELRY QY LHAEHN
DADLAEGCGI RAEL QESIYTDYVRTEEELESIS IS QL 3IWYAXKIASIERLRLES?SLTHR 1

InlD-Dramsi

Inll

QITDLTPLAHN

LIELELZGZDH-

Majarity

T
150
1
LTQIHAF3IXHQLTIDITPLERLTELYDILMANARNQQIADITPLANLTHALTLGLTL 144

LEELHL 3

T
141
1

T
1z
1

T
lin
1

Inla

InlC (Irpdl

InlE
InlD

YTKLFLHALFH-

LICLELEKTDH-

I TDLTPLEKH

LILLELZXDH -

InlCE-Dramsi

InlF

LEML LY 33 H-

LEELELIDH-

InlE-Dramsi

InlE

LIELELIDHA-

LDTLWL RN DN -

InlD-Dramsi

Inll

lid

QITDLSFLIBLTKLTETITYI

LEFLHALHATLH-

~-LTXITELELGZrARPLEKEDWIALA

Majarity

T
oo

T T
1in 13y
FHRQITDIDPLEBLTHLARELELSI IHTIIDI 3 ALILCLT ILQQLITE B Q% 17

T
1t

T
1610

Inla

InlC (Irpdl

InlE
InlD

124

~-LTEITELEL S FRAPLENRXNRIAIA

InlCE-Dramsi

InlF

InlE-Dramsi

InlE

InlD-Dramsi

Inll

16

FDREISDI SPLOBLTHVYTDLYLYWDHDIIDLEFLANRLT QMY ILELGELIR I HI

FLTHALEXETLDLTSHQITDWTTPEF -

Majority

T T T
Exn 4 50
TODLEPLANLTTLEERLDI 33 HKWV3IDIIZPLAKLTHLEILIATHKROQIIDITEL i4?

T
Ein

T
10

Inla

16
154
154
153
1:6
157
157
173
£t

~-DLTEKELEEL IWHREHELXKU HLHATLG-
-DLEEKELESLELEHHLCIIDIHTEG-

Inlf (Irpd)

InlE
InlD

ELQRQIIXTLDLTSTQITIWVTE-
FLOIIXKTLDLTITOQITILWTE-

InlCi-Dramsi

InlF

LTHLDSLYLGCDHREISZDYT
FLERLETMWMIDLIYTDITDWYTTEF -

InlE-Dramsi

InlE

FELEXEALEXETHNDLIYTDITIDWTPE-

~-LDFHQIKQLHAGCY 3NLINWLETIELINHOITAILGGTPE-

i DLARPYERMTELHANLEYTG ISILKDLTPLADVT  ILTELTLIDHOQIEDLTGSFE -

InlD-Dramsi

Inll
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LaA&CLIHALQWLYLDHAHAQITDITPLATGLGLTHRL

Majority

50 a0 200
E ILTHALDELILHNGCHOQLEDI CTLAILTHLTDLDLANRNNOQIGS HLAFPLILCLTHIRL

T
fa]

T
L0

a7

IPIACLIRELFLDARELEDT DS LI HL K HIL 154
LYHLPQLESLY LEHNHEITDITWYLIELTEXEL 13

Inla

Irll (Irpd)

InlE
InlD

LAELFL3HL QWLYLDLHQITIHRISPFPLAGLGLTRHRL 1§
LabL3iBHLQWLYLDLHEQITIHRIGPFLAGLKLLTHRL 15§

InlCi-Dramsi

InlF

-~-PL3ILGLTQL 14

LALCLINHLOQWLANLDIBNAQQITIDITELATLLIGI HL 1l
LALGCLIHLQYPLHNLDINBNQITDITPFLATLLSZ RL 1i6

PIELELKEKHLVYLLELEIDHHEIGESDLGIPIILL IEKL

InlE-Dramsi

InlE

s
56

InlD-Dram=i

Inlk

LAGCLTHKLDHRIAAY S HKITDITEPWTIRLTTEL

L

-RLTE?W -

- L

QFL 3ILEFINQISDLTPLANLGISKLTTLDLDHANKI SDIIPFPLA

Majority

T T T T
k] i 240 250

T
Al
TELXLEFAWNQI i HISPFPLALCLTALTHALELRENRNOQLEDTIGSPFIIHLKEXKHWNLT Y¥LTLY

EILISIENRIKEKLXEXIIVWVHMLLEFLIKXKLEWYLDLHTEHR
DTLILEDRQI 3IDIWEPLAGLTHELOQHRLT YLI KN

247
134
s
g
g
1%
37
26
58
206

Inla

Inlf (Irpd)

InlE
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Q%YL 3§ IEFRAQYWIDLTPFPFLANRNLGKELTTLKADDHKI 3DIJPFLAGSLPRLIETYHTLEK
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QYLDLEIHREITDLI FYVAENRLOQXKLT ILHLARHAQITHIIMWLEDLTHRLT IL LD
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InlE
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-EXR QI 3D
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400
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240
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Majority
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8. ANHANG

Features of Internalin A (InlA

QVTTLQADRLG KSI DGLEYLN
NLTQ NFSNNQLTDI TPLKDLT
KLVDI LMNNNQ ADI TPLANLT
NLTGLTLFNNQ TDI DPLKNLT
NLNRLEL SSNTI SDI SALSGLT
NLQQLSFG- NQUVTDLKPLANLT
TLERLDI SSNKVSDI SVLAKLT
NLESL| ATNNQ SDI TPLGI LT
NL DEL SLNGNQLKDI GTLASLT
NLTDLDLANNQ SNLAPLSGLT
KLTELKLGANQ SNI SPLAGLT
ALTNLELNENQLEDI SPI SNLK
NLTYLTLYFNNI SDI SPVSSLT
KLQRLFFYNNKVSDVSSLANLT
NI NWLSAGHNQ SDLTPLANLT
RI TQLGLNDQAWINAP- 423

NYKANVSI PNTVKNVTGALI APATI SDGGSYAEPDI TWNLPSYTNEVSYTFSQPVTI GK
GTTTFSGTVTQPLKAI FNAKFHVDGKETTKEVEAGN- 517

LLTEPAKPVKEGHT FVGAFDAQT GGTKWNFSTDKMPTNDI NLYAQFSI NSYTATFENDGVTTSQTVDYQG
LLQEPTPPTKEGYTFKGW DAKT GGDKWDFATSKMPAKNI TLYAQYSANSYTATFDVDGKSTTQAVDYQG
LLKEPKAPTKAGYTFKGWYDEKTDGKKWDFATDKMPANDI TLYAQFTKN- 706

PVAPPTTGGNTPPTTNNGGNTTPPSANI PGSDTSNTSTGNSASTTSTMNAYDPYNSKEAS
LPTTGDSDNALYLLLGLLAVGTAVAL TKKARASK- 800

si gnal peptide

spacer
repeat I; 01. LRR
repeat I; 02. LRR
repeat I; 03. LRR
repeat I; 04. LRR
repeat I; 05. LRR
repeat I; 06. LRR
repeat I; 07. LRR
repeat I; 08. LRR
repeat I; 09. LRR
repeat I; 10. LRR
repeat I; 11. LRR
repeat I; 12. LRR
repeat I; 13. LRR
repeat I; 14. LRR
repeat I; 15. LRR
spacer

repeat I1; 01.
repeat I1; 02.
repeat I1; 03.
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8. ANHANG

Features of Internalin B (InlB)

MKEKHNPRRKYCLI SGLAI | FSLW | | GNGAKVQA- 35 signal peptide

ETI TVSTPI KQI FPDDAFAETI KDNLKKKSVTDAVTONELN- 76 spacer

S| DQI I ANNSDI KSVQG QYLP repeat |; O0l. LRR
NVTKLFLNGNKLTDI KPLTNLK repeat |; 02. LRR
NLGWLFLDENKI KDLSSLKDLK repeat |; 03. LRR
KLKSLSLEHNG SDI NGLVHLP repeat |; 04. LRR
QLESLYLGNNKI TDI TVLSRLT repeat |; 05. LRR
KLDTLSLEDNQ SDI VPLAGLT repeat |; 06. LRR
KLONLYLSKNHI SDLRALAGLK repeat |; 07. LRR

NLDVLELFSQ- 240
ECLNKPI NHQSNLVVPNTVKNTDGSLVTPEI | SDDGDYEKPNVKWHL PEF C-terninal domain
TNEVSFI FYQPVTI GKAKARFHGRVTQPLKEVYTVSYDVDGTVI KTKVEAG

TRI TAPKPPTKQGYVFKGWY TEKNGGHEWNFNTDYMSGNDFTL YAVFKAET

TEKTVNLTRYVKYl RGNAG YKL PREDNSL KQGTLASHRCKAL TVDREARN

GGKLWYRLKNI GATKAENL SL DRYDKVEYDKGVTAYARVRNASGNSVWI KP

YNTAGAKHVNKL SVYQGKNVRI LREAKTPI TTWQFSI GGKVI GAVDTRAL

NTFYKQSMVEKPTRL TRYVSANKAGESYYKVPVADNPVKRGT L AKYKNQKL |

VDCQATI EGQLWYRI RTSSTFI GWTKAANL RAQK- 630



8. ANHANG

Features of Internalin C (Internalin-related protein A 1rpA)

ML KKNNWL QNAVI AMLVLI VGLCl NMGSGTKVQA- 34 si gnal peptide
ESI QRPTPI NQVFPDPGL ANAAKQNL GKQSVTDLVSQKEL S- 76 spacer
GVQNFNGDNSNI QSLAGMQFFT repeat |; 01. LRR
NLKELHL SHNQ SDLSPLKDLT repeat |; 02. LRR
KLEEL SVNRNRLKNLNGI PSAC repeat |; 03. LRR
- LSRLFLDNNELRDTDSLI HLK repeat |; 04. LRR
NLEI LS| RNNKLKSI VMLGFLS repeat |; 05. LRR
KLEVLDLHGNEI TNTGGLTRLK repeat |; 06. LRR

KVNW DLTGQ- 216

KCVNEPVKYQPELY! ANAVKDPDGRW SPYYI SNGGSYVDGCVLVEL PV C-term nal domain
YTDEVSYKFSEYI NVGETEAI FDGTVTQPI KN- 297



8. ANHANG

Features of Internalin D (548 aa)

MKKRWNSVFKLVLMVAAI LG SLYVTTSQGVEVRA- 35 signal peptide

ESI TQPTAI NVI FPDPALANAI KI AAGKSNVTDTVTQADLD- 76 spacer

G TTLSAFGTGVTTI EGVQYLN repeat |; 01l. LRR
NLI GLELKDNQI TDLTPLKNLT repeat I; 02. LRR
Kl TELELSGNPLKNVSAI AGLQ repeat I; 03. LRR
SI KTLDLTSTQ TDVTPLAGLS repeat I; 04. LRR
NLQVLYLDLNQ TNI SPLAGLT repeat I; 05. LRR
NLQYLSI GNAQVSDLTPLANLS repeat I; 06. LRR
KLTTLKADDNKI SDI SPLASLP repeat |; 07. LRR
NLI EVHLKNNQ SDVSPLANTS repeat |; 08. LRR
NLFI VTLTNQTI TN- 266

QPVFYNNLVVPNVVKGPSGAPI APATI SDNGTYASPNLTWALTSFI NNVSYTFNQSVTFKN spacer
TTVPFSGTVTQPLTEAYTAVFDVDGKQT SVTVGANE- 364

LI KEPTAPTKEGYTFTGAYDAKTGGTKWDFATDKMPAEDI TLYAQFTI NSYTATFDI DGKLTTQKVTYQS repeat I1; O01.
LLEEPVAPTKDGYTFTGW DAKTGGTKWDFATGKMPAGNI TLYAQFTKNDNPNPDDPT TNTPTGNGDGT S- 504 repeat I1; 02.



8. ANHANG

Features of Internalin E (499 aa)

MKRNKTALRI LVTLAVVLA- 19 si gnal peptide

| TFW/GVSSKEVQAAVI EHPTPI NGNFTDPVLTDNVKTLLGKADVTDEVTQTDLD- 74 spacer
SVTHLSAKSAG TTI EGLQYLT repeat |; 01. LRR
NLSELEL| DNQVTDLNPLTNLT repeat |; 02. LRR
Kl TELRLSGNPLKDVSALAGLK repeat |; 03. LRR
NLKTMDLI YTDI TDVTPLAGLS repeat |; 04. LRR
NLQVLNLDI NQI TDI TPLAGLS repeat |; 05. LRR
NLQFLSFGSTQVSDLTPLANLS repeat |; 06. LRR
KLTALNAMNSKVSDVSPLTGLS repeat |I; 07. LRR
NLTEVYLEENQ SDVSPLAKLP repeat |I; 08. LRR
NLSI VTLTNQTI TN- 264

QPVFYQNKPI VPNVWWTGLSGELI APDTI SDNGTYTSPNLTWDLNSFI NSVSYTFNQSVTFKN spacer
TTVPFSGTVTQPLTEVYAVVFDVDGEQT SAMWGVNE- 362

L1 NEPTAPAKEGYI FDGWYDAKTDGNKWDFG DKMPASDI TLYAKFT repeat I1°; O1.
ENEEPNASSPI NVEPNDNNS repeat I17; 02.
DNAEPNASSSNNVQENGTNE- 449 repeat I17; 03.



8. ANHANG

Features of Internalin F (490 aa)

Q TKLEADDKG NSI EGl QYLT
NLNMLGVSSNQ TNI TPLANLT
NLDSL YL GDNKI SDVTPLSGLT
QLTFVQLSI NQI KDVTPLANLT
KLNYLDLRENQ SDASPLVNMT
DLTVLHLEKQQ TAAPW- 204

YQTNLVAPDI LKNAYGEVVPPTTI SNNGTFASPNI TWNL DSFTSEVSYDFNQKI TLG
DNGKVTFAGTVVQPI VEAPVNYI TTFDVDGTTTTENVVVDT- 301

LI TEPAEPTKEGYTFSGWDAETGGNEWDFAVDKMPATNMILYAQFTI NSYTATFDVDGET TNQKVDYQA
LLQEPTAPTKDGYTFVGWYDAKTGGTEWDFATSKMPTSDI TLYARFTKN- 420

si gnal peptide

spacer
repeat I; 01. LRR
repeat I; 02. LRR
repeat I; 03. LRR
repeat |; 04. LRR
repeat I; 05. LRR
spacer

repeat I1°; OLl.
repeat I1’; 02
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Features of Internalin G (821 aa)

MKSKNNYFKQ TTI MTVWSLLI MVLG QGNNDVKA- 35 si gnal peptide
APQUAPPAS| NQI FPDADLAEGH RAEL QKSSVTDWTKEELE- 77 spacer

SI SQLSVYAKKI AS| EGLEYLT repeat |; 01. LRR
NLKFLNLNGNQ TDLSPLSNLT repeat |; 02. LRR
KLTEI YI GDNKI SDI SPLQNLT repeat |; 03. LRR
NVTDLYLVDNDI SDLRPLANLT repeat |; 04. LRR
QWYSLRLGGNsnl SDLNPVRNMT repeat |; 05. LRR
RLNNLEVTGSI LKDLTPLADVT repeat |; 06. LRR
SLTRLTLSDNQ EDLSPLAGLT repeat |; 07. LRR
KLGNI AAYSNKI TDI TPVTNLT repeat |; 08. LRR
RLQYLDLGSNEI TDLSPVANLQ repeat |; 09. LRR
KLTSLHLANNQ TNI SMLEDLT repeat |; 10. LRR
NLTSLGLQNNKI SDI SVLKNLT repeat |; 11. LRR
HVTYLQLGYNQ VDVKI | GGLT repeat |; 12. LRR
NLTSLQLTQNHI TDI SPLANLT repeat |; 13. LRR
KI QYSDFSNQM TNL- 385 repeat |; 14. LRR
ERNFSKTLSVPNNI TSI DGTLI APETI SNNGTYDAPNL KWSLPNYLPEVKYTFSQKI Pl GTGTSNYSGFI spacer
TQPLKELLDYKVTENVEGNTSEVETVTEGN- 479

LI PEPTSPTKQGYTFDGWDAETGGTKWDFTTGQVPANDL TL YAHFSVNSYQANFDI DGVWTNEAVWYDT repeat 11°; O1.
LLNEPTTPTKQGYTFDGWDAET GGNKVIDFKTVKMPANDVAFYAHFTI NNYQANFDI DGEVKNET! AYDT repeat 11’; 02.
LLNEPTTPTKQGYTFDGWDAETGGTKWDFKTKEMPANDVTL YAHFTI NNYQANFDI DGAVTEEVVNYDA repeat 11’; 03.

LI PEPTSPSKTGFTFEGWDAEVGGTKWDFKTVKMPANDI TLYAHF- 735 repeat 11’; 04.

SKETPI | PSPDEGLDSDSTNGPI TI NEPSATSTPSONNNI TVTAGENTTELATAKL PKTGDNAPWKTLFAG menbr ane anchor
| LLSSSAFYI WRKKA- 821



8. ANHANG

ABKURZUNGEN

A Ampere

A Adenin

Abb. Abbildung

actA Stukturgen fir Actin

Amp Ampicillin

AMPPD 3-(2'-Spiroadamantan)-4-
methoxy -4-(3"-phosphoryloxy)-
phenyl-1,2-dioxetan

APS Ammoniumpersulfat

Aquadest. destilliertes Wasser

Ap alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

As Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-
indolylphosphate, p-toluidine salt

bgl 6 Phospho-3-Glukosidase

BHI Brain Heart Infusion

bp basenpaare

BSA Bovin Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celcius

C Cytosin

ca circa

CAMP Christie, Atkins, Munch-Peterson

Da Dalton

DapE succinyl-diaminopimelate
Desuccinylase

d.h. das heif3t

ddNTP beliebige 2,3 -Didesoxy -
Nukleosid-5'-Triphosphate

Dig Digoxiginin

DNA Desoxyribonucleic acid

DNase Desoxyribonuklease

169

DTT

E. coli
EDTA
EtBr
EtOH
FTC
FKS

GST

His

HIV

hly
HUSAR

IFN
IgG

inl
IPTG
Ipa
ipaH

IPTG
irpA

kb

lacz
LB
Licl
LRR

Dithiothreitol

Erythromycin

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethidiumbromid

Ethanol
Fluoresceinisothiocyanat
fotales Kélberserum

Guanin

Gramm
Glutathion-S-Transferase
Stunde

Histidin

human immunodeficiency virus

Strukturgen der Lysteriolysin O

Heidelberg Unix Sequence
Analysis Resources
Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Strukturgen der Internalin
Isopropy!-R-D-Thiogalactosid
Invasion plasmid antigen

Gen fir Invasion plasmid
antigen H
Isopropy!-R-D-Thiogalactosid
Strukturgen der , internalin related
proteine*

Kilobasen

Liter

Strukturgen der 3-Gal actosidase
LuriaBertani

Lithiumchlorid

Leucin-reiche repeats



8. ANHANG

Lsg

MEM
Met
MHC

min
mpl
MRNA

nm

nt
NTP
oD
PAA
PAGE

PCR
pH

plcA

plcB

prfA

Ldsung

Molar

Minimal Essential Medium
Methionin

major histocompatibility complex
milli- 103

Minute

Strukturgen der Metalloprotease
messenger RNA

Nanometer

nano- 1079

Nukleotide
Nukleosidtriphosphat

Optische Dichte

pico- 1012

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelel ektrophorese
Polymerase Chain Reaction

negativer dekadischer

Logarithmus der

Wasserstoffionen-konzentration
Strukturgen der
Phosphatidylinositol-spezifischen
Phospholipase C

Strukturgen der
Phosphatidylcholin-spezifischen
Phospholipase C

Strukturgen des positiven
Regulationsfaktors

Random Amplification of
Polymorphic DNA

RBS
RNA
RNase

rpm

SDS

Spp.

Tab
Taq

TCA
TEMED

TNF

Tris

UN

uv

VASP

Vol

Y opM

X-Gd

Z.B.

170

Ribosomenbindungsstelle
Ribonucleic acid
Ribonuklease

Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur

Natrium Dodecylsulfat
Sekunde

Spezies

Thymin

Tabelle

DNA -Polymerase aus Thermus
Aquaticus

Trichloracetic acid
N,N,N,N-Tetramethylendiamin
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Unit

Uber Nacht

Ultraviolett

Volt

Vasodilatator stimuliertes
Phosphoprotein

Volumen

Waitt

Yersinia outer protein M
5-Bromo-4-Chlor-3-Indoy|-3-D-
Galaktosid

mal
zum Beispiel
mikro- 106



8. ANHANG

Symbole fiir Aminosauren

A Ala| Alanin M Met [ Methionin
B Asx | Aspar gin/Asparaginsaure N Asn | Asparagin
C Cys | Cystein P Pro | Prolin

D Asp | Asparaginsaure Q GIn | Glutamin
E Glu | Glutamin R Arg [Arginin
F Phe | Phenylalanin S Ser | Serin

G Gly [ Glycin T Thr | Threonin
H His | Histidin \ Val [Valin

[ lle [ Isoleucin W Trp | Tryptophan
K Lys|Lysin Y Tyr | Tyrosin

Leu| Leucin Z GIx | Glutamin/Glutaminsdure

Der genetische Code

Lasarichiung der Codons von innen nach pullen

*Amingafiuren mit Stermchen sind durch
Codona

spazifiziery

In dor gewihiten Darstedlung worden als Nuclgoside
dig RNA-Bausteine bonutzt, da die mRMNA als Matrize

zur Proteingynthese dient. Wirde man die
DMA-Symbolik , 20 mbite nur Uridin (L)
durch gythymidin (T) ersetrt werden,
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Vektoren
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8. ANHANG

PreScission™ Protease
| 1 |
Leu Glu Val Leu Phe GIn Gly Pro Leu Gly Ser...
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC...

L 1
BamH |

PGEX-6P-1 (GenBank U78872)

...Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
...CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
| [

L | ! L |

| I | | IS
EcoR1 gmar Sall yhol Not |
l‘_\_‘_‘—‘—‘_;_\_\_\_\_‘_ _'_'_'_'_'_'_'_'_'_,_AJ

Tth111 1
Aat ll

Sj10ABam7 Stop?
P 4 Pstl

pGEX-6P
~4980 bp

Mar |

EcoR V AlwN |

ol |
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Hpal

Pst

Hpal

cClal
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