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1. Einleitung 

1.1. Die Entdeckung von Burkholderia pseudomallei 

Rangoon/ Burma (Myanmar); 1911: Der Pathologe Alfred Whitmore und sein Assistent C. S. 

Krishnaswami isolierten aus Abszessmaterial ein Bakterium, das ihre Aufmerksamkeit erregte.  Es 

erfüllte die Koch´schen Postulate, unterschied sich allerdings von allen bisher bekannten 

Abszessbildnern in seinem Wachstum, in der Motilität und in biochemischen Reaktionen. Insgesamt 

38 Slumbewohner waren an den Folgen einer Infektion mit ihm verstorben. In Anlehnung an den 

Verursacher der "Pferdestaupe" Bacillus mallei, der bei Tieren ähnliche Symptome verursachte, 

nannten sie ihn Bacillus pseudomallei (202). 

Zehn Jahre später beschrieben Stanton und Fletcher auf einem Tropenmedizinischen Kongress das 

Krankheitsbild der Melioidose (= der Pferdestaupe ähnlich) ohne die Ergebnisse von Whitmore zu 

kennen (173). Dennoch wurde nach kurzer Zeit der kausale Zusammenhang zwischen der Erkrankung 

Melioidose und Bacillus pseudomallei als derenVerursacher hergestellt.  

Änderungen in der Nomenklaturen brachten ihm auch folgende Namen ein: Bacillus whitmorii, 

Malleomyces pseudomallei oder Pseudomonas pseudomallei. 1992 wurde auf der Basis von RNA-

Homologien das neue Genus Burkholderia geschaffen (210). Neben Burkholderia pseudomallei 

gehören heute B. mallei, B. cepacia complex, B. gladioli und inzwischen auch B. thailandensis dazu. 
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1.2. Charakteristische Eigenschaften von B. pseudomallei 

B. pseudomallei ist ein gram-negatives Stäbchenbakterium. Es besitzt polare Flagellen, ist Oxidase-

positiv, wächst aerob sowie fakultativ anaerob (117). Die Koloniemorphologie variiert innerhalb eines 

Stammes stark. Typisch sind metallischglänzende, aber auch schleimige Kolonien, häufig sind sie 

faltig, uneben und haben bei ausreichender Größe Spiegelei- oder Blumenform. Die Pigmentierung 

erscheint in Abstufungen von beige bis grau, unverwechselbar ist der erdige Geruch. 

B. pseudomallei besitzt zwei Chromosomen (4,07 und 3,17 Mbp). Chromosom 1 kodiert als 

sogenanntes "core genome" Kernfunktionen für Metabolismus und Zellwachstum. Chromosom 2 

enthält zusätzliche Gene, die für Virulenz und Adaptation an den Wirt zuständig sind ("variable 

genome"). Die Aminosäuresequenz ist stark GC-haltig. Es konnten 16 genomische Inseln 

nachgewiesen werden, die teilweise von Prophagen stammen (82). B. pseuomallei trägt die genetische 

Information für zahlreiche natürliche Resistenzen, z.B. gegen Penicilline, Cephalosporine der ersten 

und zweiten Generation, Makrolide und Aminoglycoside (29, 95).   

B. pseudomallei  kann aus feuchten Böden oder stehenden Gewässern in tropischen und subtropischen 

Klimazonen isoliert werden. Als anspruchsloser Umwelterreger ist er in der Lage unter extremen 

Bedingungen wie Nährstoffmangel (209), saures Milieu (pH 4,5) (48), Temperaturschwankungen (24 

bis 32°C) oder Trockenheit (165, 185) zu überdauern. Dabei beherrscht B. pseudomallei als nicht-

sporulierendes Pathogen vermutlich einen streng regulierten Kreislauf zwischen dormanten und 

aktiven, replikationsfähigen Bakterienstadien (40). Das Wirtsspektrum von B. pseudomallei ist 

außergewöhnlich breit und umfasst Kamele, Pferde, Schweine, Kängurus, Hunde, Katzen, Koalas und 

Menschen (29). In den genannten Wirten kann er schwerwiegende bis tödliche Infektionen auslösen. 

Seine Überlebensstrategien in der Umwelt finden sich auch im Wirt wieder. B. pseudomallei ist in der 

Lage in menschlichen Makrophagen oder lympho-retikulären Organen über Jahre zu persistieren (90).  

 Die genannten Eigenschaften: breites Wirtsspektrum, Umweltstabilität, starke Virulenz und 

Antibiotikaresistenzen sind wichtige Voraussetzungen für seine heutige Bedeutung als intrazelluläres 

Pathogen (89, 121, 198, 209).  Darüber hinaus sind sie die Ursache dafür, dass B. pseudomallei 2002 

in die Liste potentieller Biowaffenkeime integriert wurde. 
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Abb. 1.1. Auftreten von Melioidosepatienten in der Welt. Die 

farblich gekennzeichneten Bereiche geben die unterschiedliche 

epidemiologische Lage wieder. (aus: Cheng et al, 2005, Clin. Microbiol 

Rev 18:383-416) 

1.3. Epidemiologische Betrachtungen 

Eine endemische geographische Verbreitung konnte bislang für Südostasien und Nordaustralien 

nachgewiesen werden. Einzelne Melioidose-Erkrankungen wurden aber auch in Papua Neu Guinea, 

Neu Kaledonien, Madagaskar, Venezuela, Equador, Brasilien, Iran, Gambia und Uganda beschrieben 

(29). Die größte Bekanntheit außerhalb der tropischen Gebiete erlangte der Erreger als Ende der 70er 

Jahre etwa 300 Vietnamveteranen an 

Melioidose erkrankten (69). Die 

Exposition lag mehrere Jahre zurück. 

Melioidose machte sich fortan auch 

als "Vietnam time bomb" einen 

Namen (41).  

In den gemäßigten Klimaten in 

Europa kommt B. pseudomallei nicht 

vor. Zanetti et al. berichteten 2000 

allerdings über die Isolation des 

Pathogens aus dem Trinkwasser in 

Italien (211). In Deutschland gilt die 

Erkrankung als Rarität und ist nicht 

meldepflichtig. Das Robert-Koch-Institut mahnt allerdings in Zusammenhang mit Naturkatastrophen 

in Endemiegebieten (z.B. Tsunamie) zur verstärkten Aufmerksamkeit bei Reise-Rückkehrern nach 

Europa (1). 

 

Die Übertragung erfolgt überwiegend durch perkutane Inokulation (27), seltener durch eine Ingestion 

oder eine Inhalation von bakterienhaltigen Aerosolen (29). Bei der Inhalation verkürzt sich die 

mittlere Inkubationszeit durch den direkten Eintrag hoher Erregerzahlen in die Lunge erheblich (31).  

In den endemischen Gebieten schwankt die Inzidenz. In Thailand werden jährlich 2000 bis 3000 Fälle 

in den Kliniken aufgenommen und diagnostiziert (181, 149). In Australien lag die Zahl der 

Neuerkrankungen zwischen 1988 und 1999 durchschnittlich bei 16,9 Fällen pro 100 000 Einwohner 

(42). Auffällig ist eine starke Abhängigkeit zwischen klimatischen Ereignissen und der Zahl der 

Neuerkrankungen. In Thailand werden während der Regenzeit mehr Neuerkrankungen registriert (44). 

In Australien stieg die Inzidenz 1998 auf 41 Fälle /100 000 Einwohner durch zwei Tropensturme in 

Folge des El ninõ (43). Zu beachten ist, dass während der Regenzeit auch die inapparenten, 

subklinischen Infektionen zunehmen. Wuthiekanun et al. stellten im Januar und April 2005 bei 60 % 

der unverletzten, gesunden Überlebenden des Tsunamie (Dezember 2004) erhöhte Antikörpertiter fest. 

Sie prognostizierten für alle Überlebenden ein erhöhtes Risiko an Melioidose zu erkranken (208). 
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1.4. Melioidose - Symptome, Diagnostik, Therapie  

1.4.1. Symptome einer Infektion mit B. pseudomallei 

Grundsätzlich kann die Erkrankung einen akuten oder chronisch rezidivierenden Verlauf nehmen. Die 

schwerste Form der akute Melioidose zeigt sich als fulminante Sepsis mit oder ohne Abszessbildung 

in verschiedenen Organen. Sie zeichnet sich durch starkes Fieber sowie durch organspezifische 

Symptomatiken aus. Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über die Organtropismen und mögliche 

Ausprägungen. Am Häufigsten manifestiert sich die Infektion in der Lunge und führt zur Pneumonie. 

Weiterhin sind subakute, lokalisierte Erscheinungsformen und inapparente, subklinische Formen 

bekannt. Die lokalisierte Form imponiert durch eitrige Entzündungen in Muskel, Haut und Parotis. 

Seltener werden auch die Beteiligung von Knochen, Prostata oder Herzmuskulatur beschrieben (29, 

149). Die inapparente Form der Melioidose kann durch Antikörper im Serum nachgewiesen werden, 

obwohl die Patienten klinisch nicht auffällig sind. B. pseudomallei kann über mehrere Jahre im Körper 

persistieren und erst in einem Zustand der Immunsupression oder bei Auftreten von Bystander-

Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Alkoholmissbrauch, Immundefizienz, chronischen 

Erkrankungen der Nieren, des Herz- Kreislaufsystems oder der Lunge reaktiviert werden (29, 117, 

155). Hier spricht man von einer late-onset disease (117). Die bisher längste beobachtete Persistenz 

betrug 63 Jahre (135). 
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Tab. 1.1. Organtropismen von B. pseudomallei-Infektion   

Adaptiert von Raja et al. 2005, Melioidosis - an emerging infectious disease,  J. of Postgrad. Med. Vol. 51, Issue 2  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Manifestation der Erkrankung ist in den Hauptendemiegebieten Thailand und Nordaustralien 

unterschiedlich. Während in Australien überwiegend urogenitale Infektionen durch B. pseudomallei 

beschrieben werden, sind es in Thailand häufiger Abszesse in Milz und Leber. Weiterhin gibt es in 

Australien häufiger B. pseudomallei-Enzephalomyeliden, in Thailand hingegen sind 40% aller 

Melioidosefälle bei Kindern Parotiden. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der klinischen 

Manifestation und definierten bakteriellen genetischen Faktoren ist bisher nicht beschrieben. Cheng 

und Currie führen Virulenzunterschiede bei Stämmen, die Art der Übertragung und das Immunsystem 

des Wirtes als mögliche Ursachen an.  

Zunehmend ist in beiden Endemiegebieten die Bedeutung des Pathogens als Auslöser von ambulant 

erworbenen Septikämien. In der thailändischen Provinz Ubon Ratchanthani verursacht B. 

Betroffenes Organ Klinische Manifestation 

Herz- Kreislaufsystem Perikarditis, Endokarditis, Endarteritis 

Zentrales Nervensystem 

Meningitis, Enzephalitis,                           

intrakranielle Abszessbildung 

 

Urogenitaltrakt 
Pyelonephritis, Prostatitis, Abszesse in Prostata, 

Nierenkapsel und Skrotum. Epididymitis, 

Lymphatisches System Lymphadenitis, Abszess in Lymphknoten 

Leber, Gallenblase, Milz und Pankreas Abszesse in genannten Organen, Cholangitis 

Respirationstrakt 

Pneumonie, Lungenabszess,                    

Pleuraempyem, Granulom 

 

Skelett 

Septische Arthritis, Osteomyelitis,                   

Abszesse unter der Knochenhaut 

 

Haut und Weichteile 

Zellulitis, subkutane Abszesse, infizierte Wunden, 

chronische Granulombildung,                                    

Erythyma gangraenosum, Pustula,                     

Pyomyositis, Urtikaria, Mastitis 

 

Sonstige 
Langanhaltendes Fieber (ideopathisch), Sepsis, 

Ophthalmitis, Parotitis, Ulzerationen der Cornea 
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pseudomallei bis zu 20% der Bakteriämien, die nachweislich nicht auf einen Krankenhausaufenthalt 

zurückgeführt werden können (26). In Australien ist er der Haupterreger für schwere ambulant 

erworbene Pneumonien bakteriellen Ursprungs (42, 52). 

Trotz gezielter chemotherapeutischer Intervention und Präventionsarbeit sterben in Thailand bis zu 

60% der Patienten, die an akuter Melioidose erkranken, in Australien etwa 20% (30, 201). Diese 

Diskrepanz könnte in den bereits beschriebenen Virulenzunterschieden zwischen thailändischen und 

australischen Stämmen, aber auch in den unterschiedlichen medizinischen Standards begründet sein 

(203).  

1.4.2. Labordiagnostische Methoden 

Beim direkten Erregernachweis sind Koloniemorphologie auf Ashdown-Agar, Immunfluoreszenz und 

Latex-Agglutination wichtige Diskriminierungskriterien zwischen B. pseudomallei und anderen 

Pathogenen. Große klinische Relevanz hat der Indirekte Hämagglutinationsassay (IHA). Wegen der 

hohen Seroprävalenz (30-40%) in der Bevölkerung ist seine Anwendung umstritten (105). Dennoch 

behauptet sich der IHA wegen seiner einfachen Handhabung und den günstigen Kosten bis heute (29). 

Der molekulare Nachweis von B. pseudomallei DNA aus verschiedenen Patientenmaterialien ist 

derzeit ein Gebiet intensiver Forschung. PCRs basierend auf 16S und 23S RNAs sowie spezifischen 

Genregionen wie das Typ-III-Sekretionssystem (TTSS) sind vielversprechende Targets (29). 

1.4.3. Therapeutische Intervention bei Melioidose 

Die primäre Versorgung der akuten Melioidose besteht in der intensivmedizinischen Betreuung der 

Patienten wie Volumensubstitution, Stabilisierung der Vitalfunktion sowie der chirurgischen 

Eliminierung von Abszessmaterial. Die chemotherapeutische Intervention bei Melioidose wird 

bestimmt von den Antibiotika-Resistenzen des Erregers. Neben den natürlichen Resistenzen (siehe 

Abschnitt 1.2.) erschweren erworbene Resistenzen gegen Chloramphenicol, Doxycyclin, und 

Ceftazidim die therapeutischen Maßnahmen (45). 

Die Therapierichtlinien sehen bei einer akuten Melioidose Ceftazidim oder Carbapenem in 

Kombination mit Cotrimoxazol oder Meropenem parenteral für 10 bis 14 Tage als first-line 

Intervention vor. Um die Wahrscheinlichkeit einer Reaktivierung zu verringern, werden zur 

Eradikationstherapie Cotrimoxazol mit oder ohne Doxycyclin oral für weitere 12 bis 20 Wochen 

empfohlen (Chaowagul, 2007, 5th World Melioidosis Congress, Abstract INV02). Trotzdem ist die 

Rückfallrate in Thailand mit 13% immer noch hoch. Dabei treten die meisten Reaktivierungen bis zu 

zwei Jahre nach der Primärinfektion auf (Limmathurotsakul, 2007, 5th World Melioidosis Congress, 

Abstract CLO004). 

In den vergangenen Jahren wurden additive therapeutische Maßnahmen getestet, beispielsweise ob G-

CSF einen positiven Einfluss auf die Neutrophilenfunktion ausübt. In einer add-on Studie mit 

Ceftazidim-behandelten Patienten konnte hierbei keine signifikante Reduktion der Mortalitätsrate 
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nachgewiesen werden, allerdings überlebten die Patienten signifikant länger (Cheng, 2007, 5th World 

Melioidosis Congress, Abstract CLO005). 

1.5. Virulenzfaktoren bei B. pseudomallei 

1.5.1. Sezernierte Proteine 

B. pseudomallei-Kulturüberstand weist eine letale Potenz im Maus- und Hamstermodell (77, 78, 137) 

auf. Ebenso waren Sekretionsprodukte des Bakteriums, die über einen Nitrozellulosefilter in Agar 

eindrangen, tödlich für den Nematoden Caenorhabditis elegans (65), der anschließend auf diesem 

Agar kultiviert wurde. Eines dieser Exportproteine wurde als ein 31 kDa-großes Toxin (91) 

beschrieben, dass thermostabil ist. Darüber hinaus weist auch ein Exolipid zytotoxische Wirkung auf 

HL60 und HeLa-Zellen auf (76). 

Als Exoenzyme wurden Proteasen (116), Lipasen, Tyrosinphosphatasen (29, 108) und Lezithinasen 

(3) identifiziert. Einige davon werden über Proteine des Typ II-Sekretionssystems sezerniert (20, 51). 

Allerdings zeigten Mutanten des Sekretionsapparates keine verminderte Virulenz im Maus- oder 

Hamster-Modell (59, 49). Jüngere Studien untersuchten die Rolle der Phospholipasen C (Plc) während 

der B. pseudomallei Infektion und zeigten, dass Plc-2 Mutanten geringere cytotoxische Wirkung auf 

die Makrophagenzelllinie RAW 264.7 haben (110). 

1.5.2. Kapselpolysaccharide (CP) und Lipopolysaccharide (LPS)  

Bisher wurden die Kapselpolysaccharide CP-1a (1,4-Glu), CP-1b (Gal und 3-Deoxy-D-Manno-

Oktulonsäure), das saure Polysaccharid CP-2b (102, 127) und ein saures, immunogenes 

Kapselpolysaccharid, bestehend aus 1,4-Galaktose-Einheiten identifiziert (57, 138). Neuere 

Ergebnisse ordnen weiterhin das bisher als LPS O-Polysaccharid Typ I beschriebene Molekül -3)-2-O-

acetyl-6-deoxy-b-D-manno-heptopyranose-(1- den Kapselbestandteilen zu (151). Es ist in der Lage 

C3b Moleküle zu inhibieren und vermittelt damit partiellen Schutz gegen das Komplementsystem. 

(150). Darüber hinaus ist es wichtig für die Virulenz im Hamster-Modell (51, 151). 

Bei B. pseudomallei wurden LPS O-Polysaccharide (O-PS) der Typen I bis IV beschrieben, wobei 

Typ I wie oben bereits erwähnt inzwischen den Kapselpolysacchariden zugeordnet wird (101, 151, 

158). 

 Das Typ II O-PS ist ein unverzweigtes Polymer mit sich wiederholenden D-Glucose und L-Talose 

Einheiten (51). Ein Cluster von 15 Genen (zwischen BPSL2627 und BPSL2688) kodiert alle 

Komponenten, die an der Bildung des Lipopolysaccharids beteiligt sind (82). In funktionellen Assays 

konnte gezeigt werden, dass die Epimerase/Dehydratase WbiI essentiell für die Serumresistenz ist. 

(51). Die LPS-Typen III und IV sind auf dem Chromosom 2 kodiert (BPSS1825 bis BPSS1834 und 

BPSS0417 bis BPSS0429) und übernehmen eine wichtige Funktion in der Virulenz wie im 

Mausmodell gezeigt werden konnte (158).  
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Grundsätzlich unterscheidet sich das LPS von B. pseudomallei von dem anderer Bakterien in seiner 

immunogenen Kapazität. Seine pyrogene Aktivität ist geringer, auch produzieren Makrophagen nach 

LPS-Stimulation weniger TNF-α, IL-6 und NO im Vergleich zur Stimulation mit enterobakteriellem 

LPS. Auf der anderen Seite hat B. pseudomallei-LPS ein stärkeres mitogenes Potential auf murine 

Splenozyten. Der Grund ist wahrscheinlich in der Struktur des LPS zu suchen, es besitzt einen 

säurestabilen Kern, der mit den Lipid A-Seitenketten interagiert (128, 193). 

1.5.3. Flagellen und Pili 

B. pseudomallei ist bipolar begeißelt. Über die Rolle der Flagellen in der Virulenz gibt es 

gegensätzliche Erkenntnisse. Mutationen im fliC-Gen (Flagellumfilament) konnten im Hamster-

Modell keine Attenuierung vermitteln (50). Auch in C. elegans war die fliC-Mutante ebenso virulent 

wie der Wildtyp, allerdings war die Mutante in derselben Studien nach intranasaler Infektion in 

BALB/c Mäusen avirulent (35). Bei vergleichbaren Versuchen in unserer Arbeitsgruppe induzierten 

fliC-Mutanten ebenso eine akute Sepsis in BALB/c Mäusen wie der Wildtyp (59). 

Neben den Flagellen wurden Pili vom Typ I und vom Typ IV nachgewiesen. Letztere sind in die 

Adhärenz von B. pseudomallei an die Lungenepithelzellen A549 und auch in die Virulenz im 

Mausmodell involviert (58). Ein Beispiel für ein Typ IV-Gen ist pilA. Das Produkt des Gens scheint 

an der Bakterienaggregation beteiligt zu sein, die eine optimale Interaktion zwischen Wirtszelle und 

Bakterium behindert. pilA spielt aber keine direkte Rolle bei der Adhärenz der Erreger an die 

Wirtszellen (15). 

1.5.4. Quorum Sensing und Biofilmbildung 

Das Quorum Sensing wird in B. pseudomallei durch die Konzentration an N-Acyl-homoserinlaktone 

(AHL) verschiedener Größe und das Zweikomponenten-System der Familie luxI/luxR realisiert. Als 

Konsequenz greift der Transkriptionsregulator LuxR in die Expression von Proteasen, Chitinasen, 

Siderophoren, Genen der Biofilmbildung und Virulenzgenen ein. Darüber hinaus kann er über das 

RpoS-System auch Gene für die Stressregulation in ihrer Expression verändern (53). B. pseudomallei 

besitzt ein kompliziertes Netzwerk an Quorum Sensing-Komponenten Insgesamt wurden drei luxI und 

fünf luxR Homologe im Genom gefunden (171, 189, 195). Darüber hinaus übernimmt die Multidrug-

Efflux-Pumpe BpeAB-OmpB in B. pseudomallei die Sekretion besonders hochmolekularer AHLs 

(25). Normalerweise vermittelt die Pumpe die Resistenz für Makrolide und Aminoglycoside in B. 

pseudomallei.  

Eine sehr wichtige Konsequenz des Quorum Sensings ist die Bildung von Biofilmen. Biofilme geben 

einem Bakterienverband Stabilität und bieten zusätzlich Schutz vor Antibiotika. So sind 

Biofilmbildende B. pseudomallei Stämme resistenter gegen Ceftazidim und Cotrimoxazol (197). Die 

Regulation obliegt oxyR (123), dem alternativen Sigmafaktor RpoE (111) und Quorum Sensing 

Signalen. Mutanten, die nicht in der Lage sind, Biofilme zu produzieren, waren im BALB/c 
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Mausmodell weniger virulent als der Wildtyp (Songsri, 2007, 5th World Melioidosis Congress, 

Abstract PAP022). 

1.5.5. Typ III Sekretionsapparat 

Nach der Entdeckung des Typ III-Sekretionssystem (TTSS) in gram-negativen Bakterien konnten 

auch in B. pseudomallei gleich drei Loci für TTSS (TTSS1,2,3) identifiziert werden. TTSS Cluster 1 

weist Homologie zu Ralstonia solanacearum, Cluster 2 Homologie zu B. mallei und Cluster 3 

Homologien zu Salmonellas inv/spa/prg und zu Shigellas ipa/mxi/spa auf (148, 180) . Während die 

Komponenten des Typ III-Sekretionsapparates in ihrer Struktur gut konserviert sind, weisen seine 

Effektorproteine große Unterschiede auf (86). Bei Salmonella werden über diesen Apparat Sop und 

Sip Proteine freigesetzt. Während Sop-Proteine mit der Signaltransduktionskaskade des Zytoskeletts 

interagieren, binden Sip-Proteine direkt an die Filamente und beeinflussen deren Bewegung. Über 

dieses System wird zum Beispiel ein endozytierender Prozess eingeleitet. In B. pseudomallei wurde 

bisher nachgewiesen, dass Mutanten mit einem Defekt im BipD (Homolog zu SipD) eine verminderte 

Invasion aufweisen und in der intrazelluären Replikation deutlich inhibiert werden. Außerdem scheint 

das TTSS3-Sekretionsprodukt BopE (analog zu SopE in Salmonella spez.) die Reorganisationen im 

Aktinskelett der Wirtszelle zu übernehmen, die für die Invasion essentiell sind (180, 176). 

1.5.6. Typ VI-Sekretionsapparat 

Das Typ VI-Sekretionssystem (T6SS) ist ein Sekretionsapparat, der 2006 in gram-negativen Bakterien 

beschrieben wurde. Er besteht wie das TTSS aus einem Kanalsystem durch das Effektorproteine 

abgegeben werden. Es gibt inzwischen eindeutige Hinweise darauf, dass der T6SS eine Rolle in der 

Wirts-Pathogen-Interaktion spielt. Bisher konnte gezeigt werden, dass er in Pseudomonas aeruginosa 

wichtig für die Virulenz im Ratten-Modell für chronisch respiratorische Infektionen ist. In B. mallei 

führte der Verlust der Strukturkomponenten eines T6SS - Clusters zu einer starken Attenuierung im 

Hamstermodell (161). Darüber hinaus wurde in Salmonella thyphimurium ein Zusammenhang 

zwischen dem T6SS-Apparat und der Invasion sowie Replikation in HEp-2-Zellen gezeigt (144, 163, 

141).  

Anhand von Sequenzvergleichen identifizierten Schell et al. sechs potentielle T6SS in B. pseudomallei 

(160). Fünf davon befinden sich auf Chromosom 2. Das Cluster zwischen BPSS1496 und BPSS1512, 

genannt tss-5, ist eines der wenigen, dessen Transkription nach Infektion von Makrophagen induziert 

wird wie Shalom et al mittels in vivo Expressionstechnologie (IVET) nachweisen konnten. Sie 

identifizierten BPSS1503, tssD-5 als Homologes des Hcp (hämolysin coregulated protein), der 

Hauptkomponente des T6SS-Kanals von Vibrio cholerae und Pseudomonas aeruginosa (167, 146). 

Darüber hinaus hatte das Gen tssH-5 Ähnlichkeit mit ClpB-Chaperonen, die unter Energieaufwand 

Proteinaggregate durch Kanäle schleusen. Ältere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe beschrieben 

außerdem das hypothetische Protein BPSS1509 (Mutante 5:45), dass essentiell für die Virulenz im 
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Mausmodell der Melioidose ist (143). Mit der neuen Klassifikation kann BPSS1509 nun als TssK 

annotiert werden. Die Untersuchung des T6SS in B. pseudomallei steht im derzeitigen Fokus vieler 

Arbeitsgruppen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6. Der intrazelluläre Replikationszyklus von B. pseudomallei  

Rezeptoren vermitteln die Adhäsion B. pseudomalleis an Epithelzellen. Komponenten des Flagellums 

oder LPS werden hierfür benötigt (Wikraiphat, 2007, 5th World Melioidosis Congress, Abstract 

PAP005). Wilbur et al. berichteten außerdem von einem 38 kDa großen Protein mit Homologien zu 

der Autotransporterdomäne von YadA (Wilbur, 2007, 5th World Melioidosis Congress, Abstract 

PAP013). YadA vermittelt bei Yersinia enterocolitica die Adhäsion an Wirtszellen (153). Weitere 

Ergebnisse zeigen, dass die Asialoganglioside GM2 und GM1 in die Interaktion zwischen B. 

pseudomallei und Pharyx-Epithelzellen involviert sind (68). Asialoganglioside sind 

Glycosphingolipide mit einem Anteil an Sialsäuren (wie Neuraminsäure), sie induzieren zelluläre 

Signalkaskaden. Des Weiteren hat auch die Bakterienmorphologie einen Einfluss auf die Adhärenz der 

Pathogene. In vitro bildet B. pseudomallei häufig Mikrokolonien, die die Aufnahme in die Zellen 

erschweren (15).  

Im nächsten Schritt erfolgt die Invasion. In vitro wurde nachgewiesen, dass B. pseudomallei fähig ist, 

in Epithelzellen aber auch in Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen 

oder Neutrophilen zu replizieren (96, 145). Es konnte gezeigt werden, dass der Erreger über C3b-

Abb. 1.2. Zusammenfassung von genetischer Lokalisation und Anordnung der sechs T6SS-Apparate in B. 

pseudomallei. Gezeigt sind die einzelnen Komponenten der sechs Typ VI-Sekretionsapparate (tss-1 bis tss-6) inklusive 

des G+C mol%. Diagonal gestrichelte Pfeile symbolisieren T6SS-assoziierte Gene (Tags), farbig ausgefüllte Pfeile 

zeigen Strukturkomponenten. (aus: Shalom et al. 2007, Micobiology, 153:2689-2699) 
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Moleküle opsoniert wird und damit sehr effizient in phagozytierende Zellen eindringen kann (54). 

Darüber hinaus wird dem TTSS eine wichtige Rolle bei der Invasion eingeräumt ähnlich wie bei 

anderen intrazellulären Bakterien (86). Nach der Invasion sind die Bakterien in einer Vakuole der 

Zelle lokalisiert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen machten deutlich, dass der Erreger in der 

Lage ist, das Phagolysosom etwa 15 Minuten nach der Ingestion zu zerstören (Escape) (75). 

Mutationen im TTSS3-Protein BsaZ führen zu einem verzögerten Freisetzen der Bakterien aus der 

Vakuole (22). Aber dieser Mechanismus kann nicht allein die Grundlage des Escapes sein. So zeigte 

unsere Arbeitsgruppe, dass Mutanten mit einem Defekt in dem Gen BPSS1539 nicht in der Lage sind, 

die Vakuole zu verlassen. Sie replizierten in den Vesikeln (143). Eine neuere Studie zeigt außerdem, 

dass in Makrophagen von Melioidose-Patienten nach Infektion mit B. pseudomallei weniger Fusionen 

zwischen Phago- und Lysosomen stattfinden als in Makrophagen von gesunden Probanden, somit 

scheint das Verlassen und das Vermeiden von Phagolysosomen eine Strategie des Pathogens zu sein 

(147). 

 

 

 

 

 

 

 

Die Replikation im Zytoplasma der Wirtszellen wird bestimmt vom nährstoffarmen Milieu, das dort 

herrscht. Die Synthese von essentiellen Stoffwechselkomponenten ist Voraussetzung dafür, dass der 

Erreger diesen Mangel ausgleichen kann. Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass zum 

Beispiel Mutanten mit Defekten in der Purinsynthese oder Paraaminobenzoat-Synthese eindeutige 

Defizite in der intrazellulären Replikation aufweisen. Dies korreliert mit einer sehr starken 

Attenuierung in vivo (57, 143). Des Weiteren ist auch die TTSS-Komponente BsaZ an der 

intrazellulären Replikation beteiligt (180). 

Abb 1.3. Schematische Darstellung des intrazellulären Relikationszyklus von B. pseudomallei. Gezeigt sind die 

einzelnen Schritte der Infektion mit den darin involvierten Virulenzfaktoren, die von verschiedenen Arbeitsgruppen 

beschrieben wurden (in grün), die von Pilatz et al beschrieben wurden (in blau). 

bipD ?(176) 

bopE ? (180) 
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bopA? (180)  

BPSL1528 (143) 

e.g. BPSL2825, pabB ; 

BPSL2818, purM; 
BPSL3133 (143) 

bipD, bsaZ 
?(180)
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B. pseudomallei meidet das interzelluläre Kompartment und breitet sich durch Zell-zu-Zell-

Infektionen aus. Für die intrazelluläre Bewegung nutzt er Aktinschweife, die ebenso bei wenigen 

anderen intrazellulären Bakterien und Viren beobachtet wurden (103). Am Aufbau des Schweifes ist 

das Protein BimA und der Arp2/3 Komplex beteiligt, der Mechanismus unterscheidet sich allerdings 

von allen bisher Bekannten (57, 174, 175). Zell-zu-Zell-Infektionen führen bei B. pseudomallei häufig 

zur Induktion von vielkernigen Riesenzellen (multinucleated giant cells - MNGC) (57, 103). Damit 

unterscheidet er sich von anderen gram-negativen, intrazellulären, schweifbildenden Erregern. Bei der 

Induktion der Riesenzellen übernimmt der globale Regulator RpoS eine Kernaufgabe. RpoS-Mutanten 

sind nicht mehr in der Lage MNGC in RAW 264.7 Makrophagen zu induzieren (191). Des weiteren 

legen neuere Ergebnisse den Schluss nahe, dass die Riesenzellbildung Osteoklasten-ähnlich ist. Flegg 

et al konnten die Expression von NFATc1 (Regulator der Osteoklastogenese), von verschiedenen 

Osteoklastenmarkern (CTR), von Enzymen (TRAP, CTSK) und von Chemokinen (CCL2) nach 

Infektion von Makrophagen mit B. pseudomallei nachweisen (Flegg, 2007, 5th World Melioidosis 

Congress, Abstract PAO005). 

 

Tab. 1.2. Überblick über die wichtigsten Virulenzfaktoren  

Virulenzfaktor Putative Funktion Zitat 

Sekretorische Faktoren:  

Proteasen, Lipasen, Lecithinasen 
Mutanten mit Defekt in der Sekretion zeigen 

keine bis geringfügige Attenuierung 
(109, 166, 49) 

Katalasen, Peroxidasen, 

Superoxiddismutase 
Neutralisieren von Sauerstoffradikalen (201) 

Siderophore Malleobactin 
Vermittelt die Eisenaufnahme bei  niedrigem pH-

Wert; reguliert durch fur 
(124, 213) 

Effektorproteine des TTSS3, z.B. BopE, 

BipD, BipB 

Vermutlich beteiligt in Invasion; bopE-Mutanten 

keine in vivo Attenuierung 
(176, 177, 180, 182) 

PmlI-PmlR quorum-sensing system; 
Wichtiges Quorum sensing System; Mutanten in 

PmlI zeigten in vivo Attenuierung; 
(195) 

Putative export protein BPSL1528 

Mutanten mit verkürzten Aktinschweifen, 

Replikationsdefekt und Attenuierung im 

Mausmodell 

 

Zellassoziierte Antigene  

Kapselpolysaccharid CPSI  CPS IV in in vivo Virulenz involviert (151, 4) 

Lipopolysaccharide 

Vermutlich an Adhärenz und Invasion beteiligt 

O-Antigene vermitteln im Zytoplasma  iNOS-

Expression 

(51) 
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Virulenzfaktor Putative Funktion Zitat 

Flagellum / Pili 

Motilität, vermutlich an Adhärenz und Invasion 

beteiligt, 

fliC-Mutanten in BALB/c Mäusen weniger 

virulent 

(58) 

(50) 

Typ III Sekretionsapparat, Locus 3, z.B. 

BsaZ 

Vermutlich an Invasion und Escape beteiligt, 

Mutanten mit Defekten im Apparat zeigen in vivo 

Attenuierung 

(6, 148) 

Two-Partner Sectretion System 

TPS BtpAB; BpaAB 
Funktion unklar 

(21), Jones, 2007, 5th World 

Mel. Cong. Abstract PAP017 

Sensorkinase BPSS0687 
Mutante zeigen verminderte in vivo Virulenz, 

Funktion unklar 

Lazar Adler, 2007, 5th World 

Mel. Cong., Abstract PAP006 

Protein Thyrosinphosphatase 
Dephosphorylierungen aktivierter, zellulärer 

Signalproteine 
(108) 

Outer Membran proteine 

70, 38, 31, 24, 17 kDa 
38 kDa: bildet Aggregate, Porenbildung möglich (70, 170) 

BPSL2063; ähnlich YadA-

Autotransporterdomäne 
Vermutlich an Invasion beteiligt 

Wilbur, 2007, 5th World Mel. 

Cong., Abstract PAP013 

BPSS1536 Beteiligt an Escape aus der Vakuole (143) 

Hypothetical protein BPSS1509 
vermutlich Teil des T6SS; Attenuiert im 

Mausmodell 
(143) 

 

1.7. Die Immunantwort gegen B. pseudomallei 

1.7.1. Mechanismen der angeborenen Immunantwort gegen B. pseudomallei 

1.7.1.1. Interaktion von Virulenzfaktoren mit dem Komplementsystem 

Bereits 1988 konnten Ismail et al. zeigen, dass B. pseudomallei serumresistent ist und vom 

Komplementsystem nicht lysiert  wird (51, 92). B. pseudomallei bindet die Komplementfaktoren C3b 

und iC3b an der Oberfläche auch in Abwesenheit von Antikörpern. Außerdem wurden 

Membranenangriffskomplexe (MACs) nachgewiesen, die keine Lyse der Bakterien induzierten (54). 

Möglicherweise wird die Resistenz gegen die Komplementkaskade durch das LPS von B. 

pseudomallei vermittelt. Darüber hinaus scheinen auch Kapselpolysaccharide eine partielle Inhibition 

von C3b-Molekülen zu vermitteln, die aber nicht zur kompletten Resistenz führt (150). 
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1.7.1.2. Interaktionen des Erregers mit Neutrophilen und Makrophagen 

Neutrophile und Makrophagen leisten einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von B. pseudomallei. 

Selektive Depletionen von Makrophagen oder Neutrophilen in C57BL/6 Mäusen führten zum früheren 

Versterben der Tiere nach Infektion (57, 74). Analog dazu sind Neutrophile bei Erkrankungen wie 

Diabetes mellitus, Alkoholismus, chronischen Nierenerkrankungen und Thalassämie in ihrer Funktion 

eingeschränkt. Genau diese Patienten stellen eine Risikogruppe für schwere septische Verläufe der 

Melioidose dar (29). 

Die Aktivierung der Phagozyten durch B. pseudomallei erfolgt unter anderem über 

Bakterienkomponenten (LPS), Zytokine (IFN-γ) oder opsonierte Bakterien. Jüngst konnte gezeigt 

werden, dass B. pseudomallei-LPS von den Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 erkannt wird. Für die 

Induktion immunvermittelnder Mechanismen ist allerdings nur ein Engagement von TLR-2 

ausschlaggebend (200, 204) und nicht TLR-4 wie bei anderen gram-negativen Erregern. Die Folgen 

der Aktivierung sind Phagozytose, die Bildung von Mediatoren sowie die Produktion von Stickstoff- 

und Sauerstoffradikalen. Sauerstoffradikale im Phagolysosom werden durch die NADPH-Oxidase 

gebildet und spielen eine wichtige Rolle in der anti-B. pseudomallei Reaktion. So verstarben C57BL/6 

Mäuse mit einem Defekt in dem Enzym signifikant früher als WT-Mäuse, außerdem war ihre 

bakterielle Last in den Organen im frühen Stadium nach der Infektion höher (57). Auch konnten 

Knochenmarkmakrophagen von Wildtyp-Mäusen eingedrungene Bakterien effizienter abtöten als 

Makrophagen NADPH-defizienter Mäuse. 

Stickstoffradikale NO werden durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) in Makrophagen gebildet. 

NO ist für eine effektive Eliminierung von Erregern bereits wenige Stunden nach der Infektion 

essentiell (130, 190, 194). B. pseudomallei-LPS besitzt nur geringes Potential, die Bildung von NO zu 

induzieren. Utaisincharoen et al. mussten murine RAW264.7 Makrophagen mindestens sechsmal 

länger mit B. pseudomallei-LPS stimulieren als mit LPS von Escherischia coli oder Salmonella thyphi, 

um eine NO-Produktion nachweisen zu können (193). Vermutlich ist die ungewöhnliche LPS-Struktur 

von B. pseudomallei ein Grund für die wenig effiziente NO-Antwort (101) (siehe Abschnitt 1.5.2). So 

induziert die O-Polysaccharid-Mutante SRM117 eine stärkere Expression von iNOS und wird besser 

eliminiert als der Wildtyp (Utaisincharoeni, 2007, 5th World Melioidosis Congress, Abstract 

PAO002). Neben der LPS-Struktur sind allerdings viele weitere Einflussfaktoren zu beachten. Die 

Expression von iNOS wird von mindestens sechs verschiedenen regulatorischen Sequenzen 

kontrolliert, die teilweise kooperativ arbeiten (66). Zusätzliche positive Signale können unter anderem 

durch IFN-β vermittelt werden. Das Zytokin wird produziert, wenn LPS über TLR-4 eine 

Signalkaskade induziert. Da B. pseudomallei-LPS nur TLR-2 effizient engagieren kann, ist die IFN-β-

Produktion insuffizient. Eine exogene Supplementation mit IFN-β in vitro erhöhte die NO-Freisetzung 

und verringerte die intrazelluläre Erregerzahl (193, 194).  
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Im Gegensatz zu den Daten in der Zellkultur konnte in C57BL/6 iNOS -/- Mäusen gezeigt werden, dass 

ein Fehlen von iNOS in den ersten drei Monaten nach der Infektion keine Rolle spielt. Auch 

Knochenmarkmakrophagen von iNOS -/- Mäusen wiesen keine Unterschiede in ihrem bakteriziden 

Potential im Vergleich zu Makrophagen von WT-Mäusen auf (57). Nach Meinung der Autoren ist hier 

der genetische Hintergrund der Tiere zu beachten, denn in den in vitro Daten wurde ausschließlich die 

Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 auf BALB/c-Hintergrund verwendet (Wongprompitak, 2007, 5th 

World Melioidosis Congress, Abstract IMO001). 

Darüber hinaus erfolgte die Kultivierung der Zelllinien unter Zugabe von Fötalem Kälberserum (fetal 

calf serum = FCS). Seit den späten 70er Jahren gibt es Bestrebungen das Supplement FCS in 

Makrophagenkulturen zu ersetzen, da es einerseits unerwünschte Elemente wie Endotoxin, Zytokine, 

Hormone, Glucocorticoide und langkettige Fettsäuren enthält und andererseits jede Charge in ihrer 

Zusammensetzung variiert (16, 46, 8, 9, 62, 67). Das führt insbesondere bei der Ausdifferenzierung 

von primären Knochenmarkmakrophagen (BMMs) zur Polarisierug der Zellen, in Abhängigkeit von 

der Zusammensetzung der aktuellen Charge (80, 87). Erfahrungen haben gezeigt, dass sich das 

bakterizide Potential der Makrophagen mit der FCS-Charge verändert. Aus diesem Grund ist die 

Verwendung eines stabilen, serumfreien Kultivierungssystems für Makrophagen bei der Bearbeitung 

von molekularen Fragestellungen wie die Bedeutung der NO-Antwort in der anti-B.pseudomallei 

Reaktion ein wichtiger Schritt, um vergleichbare Analysen durchführen zu können. 

1.7.2. Die Rolle von IFN-γγγγ im Infektionsgeschehen 

IFN-γ ist eines der Schlüssel-Zytokine in der frühen Phase der Immunantwort gegen B. pseudomallei. 

Es aktiviert Makrophagen, Th1-Zellen und NK-Zellen, sorgt unter anderem für eine erhöhte 

Expression von iNOS in Makrophagen und Neutrophilen (114). Dabei reichen schon sehr geringe 

Mengen des Zytokins aus, um die Infektion initial zu kontrollieren. In T-Zell-defiziente Mäuse, in 

denen die NK-Zellen mit Antikörper depletiert worden sind, konnte die IFN-γ-Konzentration um etwa 

Abb. 1.4. Modell der iNOS Expression in murinen 

Makrophagen nach Jacobs et al.. Die Induktion von 

iNOS ist ein multifaktorielles Geschehen. Nach 

Infektion mit gram-negativen Bakterien ist häufig LPS 

ein erstes Signal für die Expression. Verstärkungen über 

IFN-γ und IFN-β-Signale spielen nach B. pseudomallei-

Infektion eine wichtige Rolle, um physiologisch 

wirksame Konzentrationen des iNOS-Produkts NO zu 

erreichen (aus: Jacobs et al.2000, The J. of Biolog. 

Chemistry 276:47950-47957. 
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95% verringert werden. Die Tiere zeigten keinen entscheidenden Überlebensnachteil gegenüber 

Wildtyptieren (74). 

Die Produktion von IFN-γ kann auch durch die Zytokine IL-12 und IL-18 initiiert werden. Die 

Depletion von IL-12 in Taylor Outbred-Mäusen zeitgleich mit der Infektion führte zu einer 

verminderten IFN-γ Konzentration und einer höheren Mortalität der Tiere (113, 156). Auch bei 

Melioidosepatienten wurden erhöhte Konzentrationen an IFN-γ, IL-12 und IL-18 im Serum gemessen 

(113, 19). Die Produktion von IFN-γ durch IL-12 und IL-18 scheint dabei einerseits eine verstärkende 

Wirkung zu haben, andererseits auch als antigen-unabhängige Bystander-Reaktion zu entstehen (119). 

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass IFN-γ bereits in der frühen Phase der Infektion eine 

effektive Wirtsabwehr gewährleistet. Allerdings ist B. pseudomallei wie Listeria monozytogenes in der 

Lage die Produktion des Zytokins aktiv zu unterbinden. Er exprimiert SOCS-3 (supressor of cytokine 

signalling 3) und CIS (cytokine-inducible Src homology 2-containing protein), die 

Tyrosinphosphorylierung von STAT-1 und damit die Expression von IFN-γ verhindern (55). 

1.7.3. Mechanismen der erworbenen Immunität gegen B. pseudomallei 

1.7.3.1. T-Zell-vermittelte Mechanismen 

T und B-Zell-defiziente Mäuse versterben in Langzeitexperimenten früher als die Kontrollen, so dass 

hieraus die Hypothese reifte, dass die T-Zell-Antwort wichtig ist, um die Erreger vollständig zu 

eliminieren und eine Persistenz zu verhindern. Andererseits hat die angeborene Immunantwort 

wahrscheinlich einen Einfluss auf die Reaktivierung von B. pseudomallei (10, 104). 

Über die Epitope der T-Zellen ist wenig bekannt. Es wurden CD4+ Zellen gefunden, die spezifisch 

gegen die TTSS3-Komponenten BipD und BipB gerichtet sind. Durch adoptiven Transfer dieser 

Zellen konnte Immunität vermittelt werden (73). Neben den TTSS3 Komponenten wurde auch 

gezeigt, dass Flagellin wichtige kostimulatorische Signale für die T-Zellen bereitstellt, durch die die 

IL-2-Produktion induziert wird. Ye et al vermuten, dass dies ein Mechanismus für eine Memory-

Zellantwort gegen B. pseudomallei sein könnte (136). 

Im Gegensatz dazu zeigen klinische Studien, dass HIV kein Risikofaktor für eine B. pseudomallei 

Infektion ist (33). Diese Daten machen deutlich, dass die Rolle der CD4+-Zellen in der Infektion noch 

nicht abschließend geklärt ist. 

1.7.3.2. Antikörpervermittelte Mechanismen 

Bei Melioidosepatienten wurden hohe Titer der Antikörper-Subklassen IgG1 und IgG2 nachgewiesen 

(32), wobei sie bis zu drei Jahre im Körper persistieren können (196). Zahlreiche immunogene 

Proteine sind bekannt: CPS, LPS (81), Flagellum-Proteine, (28, 51, 127, 142), Zellwandkomponenten 

(169), Chaperone (GroEL; GroES) und Komponenten des TTSS3 (BipB) (Tumapa, 2007, 5th World 

Melioidosis Congress, Abstract IMP006). Einen neuen Ansatz, um weitere Targets für die 
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Antikörpervermitelte Immunantwort zu finden, veröffentlichten Su et al. in ihrer Beschreibung des 

Immunoms. Sie fertigten Expressionbibliotheken von B. pseudomallei- Isolaten aus thailändischen 

Patienten an. Anschließend identifizierten sie die Klone der Bibliothek, die mit Seren von 

Melioidosepatienten in einem Kolonie-Blot Bindungen zeigten (136). Dabei offenbarten sie einen 

neuen Pool möglicher immunogener Proteine. Weitere Untersuchungen müssen zeigen, ob damit 

protektive Antikörper generiert werden können. Bis heute gelten nur Antikörper gegen das LPS-O-

Polysaccharid Typ II, gegen Exopolysaccharide und Komponenten des Flagellums als diejenigen, die 

tatsächlich immunologischen Schutz vermitteln können (17, 97). 

1.7.4. Immungeschehen in verschiedenen Mausmodellen nach Infektion   

 mit B. pseudomallei 

Die Schwere einer Burkholderia-Infektion ist nicht nur abhängig von der Virulenz des 

Bakterienstammes, sondern wie bereits beschrieben auch von der genetischen Konstellation des 

Wirtes. Diese Variabilität in der Empfindlichkeit kann in Mausmodellen nachgeahmt werden und ist 

ein Phänomen, das nicht auf B. pseudomallei begrenzt ist. Es wurde unter anderem auch bei 

Leishmania major, Yersinia enterocolitica, Brucella abortis und Coxiella burnetii beobachtet. 

Bestimmte Infektionsgeschehen können besser kuriert werden, wenn die Immunantwort sehr 

proinflammatorisch ist, andere brauchen eine antiinflammatorische Antwort (172). 

B. pseudomallei-Infektionen können besser mit einer proinflammatorischen Immunantwort unter 

Kontrolle gebracht werden. Diese Th1-vermittelten Mechanismen sind bei BALB/c Mäuse nicht so 

stark ausgebildet. Auf mRNA-Ebene konnte gezeigt werden, das C57BL/6 Mäuse frühzeitig 

proinflammatorische Zytokine exprimiert werden, während bei BALB/c Mäusen die Expressionslevel 

deutlich niedriger sind (188). Sie sind deswegen empfänglicher für eine Infektion (7, 115, 122) als 

C57BL/6 Mäuse. Supplementationsexperimente mit IFN-γ in BALB/c Mäusen versuchten die 

Immunbalance zu verschieben, damit konnte die Mortalität gesenkt werden (156). 

Eine starke Proinflammation induziert allerdings auch eine massive Gewebezerstörung. So korrelierte 

eine erhöhte Konzentration von IL-6, IL-8 und TNF-α in schwererkrankten Melioidosepatienten mit 

einer schlechten Überlebensprognose (64, 183).  

1.8. Vakzinierungs-Strategien gegen B. pseudomallei 

Eine Herausforderung bei der Entwicklung einer erfolgreichen Vakzine ist der intrazelluläre 

Replikationszyklus von B. pseudomallei. Für ein effektives Immungedächtnis müssen die 

Vakzinekomponenten intrazellulär prozessiert und anschließend präsentiert werden. Als mögliche 

Lebendvakzinen wurden sehr stark attenuierte Mutanten im Mausmodell getestet, Beispiele hierfür 

sind ilv-, TTSS3- oder Mutanten mit Defekten in der Nukleinsäurebiosynthese (5, 57, 143, 177). In 

aktuellen Arbeiten wird eine Kombination mit CpG Oligonukleotiden als Adjuvants untersucht. CpG 

allein wirkt bereits protektiv, es erhöht die Rekrutierung und Phagozytose von Makrophagen und 
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Neutrophilen und wirkt selbst bei intranasaler Applikation (207, 192). Eine Vorbehandlung mit CpG 

und Flagellin von Salmonella enterica erhöhte die Resistenz von C57BL/6 Mäusen gegenüber einer B. 

pseudomallei-Infektion (Rozak, 2007, 5th World Melioidosis Congress Abstract IMP018). Des 

Weiteren triggern zwitterionige Liposomen mit CpG und einer antigenen Komponenten die 

proinflammatorische Antwort bei BALB/c Mäusen. Der Vorteil der Liposomen ist, dass sie durch 

Phagozyten aufgenommen und prozessiert werden (Puangpetch, 2007, 5th World Melioidosis 

Congress, Abstract IMO004). Trotz dieser positiven Ansätze ist eine Vakzinierung gegen den Erreger 

noch weit entfernt von einer klinischen Anwendung.  

1.9. Zielstellungen der Arbeit 

Die molekularen Mechanismen und Determinanten des intrazellulärem Überlebens von B. 

pseudomallei sind bisher wenig verstanden. Ziel dieser Arbeit war es mit Tn5-Transposonmutanten 

Gene zu identifizieren, die für die Virulenz des Pathogens wichtig sind.  

Zur Identifikation virulenz-assoziierter Gene sollten die Tn5-Transposonmutanten im zellbasierten 

Plaqueassay analysiert werden. Bei Mutanten mit veränderter Plaquebildung sollte die 

Transposoninsertionsstelle identifiziert werden. Entsprechend der Ergebnisse galt es ausgewählte 

Mutanten auf Adhärenz, intrazelluläre Replikation, Aktinschweifbildung und Schwarmverhalten 

sowie die Virulenz in der Maus zu untersuchen. Um polare Effekte auszuschließen, sollten 

ausgewählte Tn5-Mutanten komplementiert werden. 

Weiterführend war es Ziel dieser Arbeit Makrophagen-Mutanten-Interaktionen in vitro zu 

beschreiben. Um standardisierte Bedingungen für die Kultivierung der dafür genutzten 

Knochenmarkmakrophagen zu haben, sollte ein serumfreies Kultivierungssystem etaliert und 

charakterisiert werden.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Materialien 

2.1.1. Geräte 

BioDoc Analyzer  Biometra, Göttingen (D) 

CO2-Inkubatoren CB 150 Binder Labortechnik, Tuttlingen (D) 

Digitalkamera Power Shot G5 Canon Deutschland, Krefeld (D) 

Drigalskispatel  Institut für Medizinische Mikrobiologie 

ELISA Reader Multiskan ex Thermo Electron Corporation, Dreieich (D)  

FACScan  BD Biosciences, Heidelberg (D) 

FACSCalibur  BD Biosciences, Heidelberg (D) 

Gelelektropherese Standard Powerpack P25 Biometra, Göttingen (D) 

Feinwaage  Owa Labor 34011 VEB Wägetechnik Rapido Werk Oschatz 

   Sartorius AG, Göttingen (D),  

Heizblock Unitek H3-130 UniEquip, Martinsried (D) 

Inkubator B6420 Heraeus, Hanau (D) 

  HeraCell Heraeus, Hanau (D) 

Kühlschränke Vitacool Foron/Ardo Deutschland, Duisburg (D) 
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Kühl- und  

Gefrierkombinationen CN3956  Liebherr International, Bulle (CH) 

   VWR Int., Hannover (D)  

   Liebherr International, Bulle (CH) 

Mausschränke  Tecniplast, Hohenpeißenberg (D) 

  Uni Protect Ehret Labor- und Pharmatechnik,  

   Emmendingen (D) 

Mauskäfige  Tecniplast, Hohenpeißenberg (D) 

Mikroküvetten 100 µl Hellma GmbH, Müllheim (D) 

Mikroskope  

 Invers Axiovert 40 CFL Carl Zeiss, Jena (D) 

 Mikroskop Olympus BX60 Olympus, Hamburg (D) 

 Laser Scanning Zeiss LSM 510 META Zeiss, Jena (D) 

Mikrowelle MG583MC LG Electronics Deut. GmbH, Willich (D) 

Multipette Plus  Eppendorf, Hamburg (D) 

Multikanalpipette  Abimed GmbH, Langenfeld (D) 

Neubauer Zählkammer  Glaswarenfabrik Klaus Hecht,  

   Sondheim (D) 

PCR-Cycler UNO II Biometra, Göttingen (D),  

pH-Meter  pH523 Omnilab Laborzentr. Bremen (D) 

Pipetboy pipetus Hirschmann Laborgeräte GmbH,  

   Eberstadt (D) 

Präparierbesteck  Institut für Medizinische Mikrobiologie 

Proteingelkammer  Minigel Twin  Biometra, Göttingen (D) 

Schüttler Ika Vibra VXR IKA-Labortechnik, Staufen (D) 

Sicherheitswerkbänke HeraSafe HS12/2 Heraeus, Hanau (D) 

  HeraSafe K 15 Heraeus, Hanau (D) 

  Antair BSK  

Spektrophotometer Genesys Thermo Electron Corporation, Dreieich (D) 

  GeneQuant pro Pharmacia Biotech, Uppsala (S)  

Thermo-Schüttel-Inkubator Haube TH-15 Edmund Bühler, Hechingen (D) 

Thermo-Schüttel-Inkubator KS-15 control Edmund Bühler, Hechingen (D) 

Tiefkühlgeräte -20°C  Liebherr International, Bulle (CH) 

Tiefkühlgeräte -70°C HFU 686 Basic Heraeus, Hanau (D) 

Tischzentrifugen: 5417R Eppendorf, Hamburg (D) 

  Biofuge fresco Heraeus, Hanau (D) 
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UV-Lampe VL215B Vilber Lourmat Deutschland GmbH, 

   Eberhardzell (D) 

UV-Illuminator  Bachofer, Reutlingen (D)  

UltraTurrax T8 IKA-Labortechnik, Staufen (D) 

Vakuum-Sicherheits- 

Absaugsystem AF 202 HLC Biotech, Bovenden (D) 

Vortexer  Heidolph, Schwabach (D) 

   IKA-Labortechnik, Staufen (D) 

Wasserbad  VWR Int., Hannover (D) 

   GFL Gesellschaft für Labortechnik,  

   Burgwedel (D) 

Zentrifugen: Hettich Eppendorf, Hamburg (D) 

  Multifuge 1L-R Heraeus, Hanau (D) 

  GS15R Beckmann Coulter, Krefeld (D) 

2.1.2. Verbrauchsmaterialien 

Chamber slides  Nunc/Thermo Fisher Scientific,  

   Langenselbold (D) 

Deckgläser rund 12 mm Glaswarenfabrik Klaus Hecht,  

   Sondheim (D) 

  rechteckig 24 × 20 mm Omnilab Laborzentr. Bremen (D) 

Einmal-Infektionskanülen mit Graduierung Dispomed, Gelnhausen (D) 

Erlenmeyerkolben  100, 250, 500, 1000 ml VWR Int., Hannover (D) 

Facs-Röhrchen Rundboden BD Biosciences, Heideberg (D) 

Filterpapier Whatmann   Schleicher & Schuell, Dassel (D) 

Glasflaschen 100, 250, 500, 1000 ml VWR Int. Hannover (D) 

Immun-Blot PVDF Membran 0,2 µm Bio-Rad, München (D) 

Impfösen  grün Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe (D) 

  blau 

Injektionskanülen  27G ¾ Braun Melsungen, Melsungen (D) 

Küvetten aus Kunststoff,  1,5 ml Brand, Wertheim (D) 

   Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Kryoröhrchen  1 bzw. 1,5 ml Nunc/Thermo Fisher Scientific,  

   Langenselbold (D) 

Mikrotiterplatten 96, 24, 12, 6-well, F-Form Greiner bio-one, Solingen (D) 
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Mikrotiterplatten,  96-well, U-Form Nunc/Thermo Fisher Scientific,  

   Langenselbold (D),    

   Sarstedt, Nürnberg (D)  

Multipette-Aufsätze 10 ml Eppendorf, Hamburg (D) 

Nitrocellulosefilter Durchmesser 6 cm Sartorius AG, Göttingen (D) 

Objektträger   R. Langenbrinck, Emmendingen (D) 

PCR Röhrchen MicroAmp Applied Biosyst., Foster City, (USA) 

Petrischalen  Sarstedt, Nürnberg (D) 

Pipettenspitzen 10, 100, 200, 1000 µl Sarstedt, Nürnberg (D)) 

Pipettenspitzen  5000 µl Brand, Wertheim (D) 

Pipettenspitzen  gestopft, 10, 100, 200 µl Bio-Rad, München (D) 

Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2,0 ml  Sarstedt, Nürnberg (D),  

   Eppendorf, Hamburg (D) 

Reaktionsgefäße  5, 15 ml  Greiner bio-one, Solingen (D) 

Schraubröhrchen 15 ml, 50 ml BD Biosciences, Heideberg (D) 

Spritzen  5, 10, 20 ml Braun, Mannheim (D) 

Skalpell  Fig 21 Dahlhausen Medizintechnik, Köln (D) 

Stabpipetten  1, 5, 10, 25 ml Sarstedt, Nürnberg (D) 

Sterilfilter  0,22 µm,  Millipore GmbH, Schwalbach (D) 

Stericups 250, 500 ml Millipore GmbH, Schwalbach (D 

Wattestäbchen  unomedical, Birkerød (DEN) 

Zellkulturflaschen 25 cm3 Greiner bio-one, Solingen (D) 

  75 cm3 

Zellschaber  TPP, Trasadingen (CH) 

2.1.3. Allgemeine Chemikalien 

Agarose MS  Roche Diagnostics, Mannheim (D) 

SeaPlaque Agarose  Difco/BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Ammoniumchlorid  AppliChem, Darmstadt (D) 

Ammoniumpersulfat (APS)   Merck, Darmstadt (D) 

Aqua dest. injectabilis  Braun, Melsungen (D) 

Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30) Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

BM Blue POD Substrat  Roche Diagnostics, Mannheim (D) 

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heideberg (D) 

Bromphenolblau  VK Labor- und Feinchemie 

Calciumchlorid   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
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DNA-Längenstandard VIII, III Roche Diagnostics, Mannheim (D) 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

dNTPs   Roche Diagnostics, Mannheim (D) 

EDTA, Na-  Merck, Darmstadt (D) 

Ethanol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Ethidiumbromid   Serva, Heidelberg (D) 

Essigsäure  J.T. Baker, Deventer (NL) 

Fluoroprep  BioMérieux, Nürtingen (D) 

Glycerol 87%  Merck, Darmstadt (D)   

  100% Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Glycin  Serva, Heidelberg (D) 

Harnstoff  Merck, Darmstadt (D) 

Isopropanol  Merck, Darmstadt (D) 

Kaliumchlorid  Merck, Darmstadt (D) 

Kaliumhydrogenphosphat  Merck, Darmstadt (D) 

Kanamycin-sulfat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Ketamin  Dr. E. Graeub AG, Bern (CH) 

Methanol  J.T. Baker, Deventer (NL) 

Magnesiumchlorid  New England Biolabs, Ipswich, (USA) 

Magnesiumsulfat   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

β-Mercaptoethanol   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)  

Naphthyl-Ethylendiamin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Natriumacetat  Merck, Darmstadt (D) 

Natriumchlorid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Natriumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt (D) 

Natriumacid   Merck, Darmstadt (D) 

Natriumhydroxid   Merck, Darmstadt (D) 

Natriumnitrit  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Paraformaldehyd   Merck, Darmstadt (D) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Propidiumiodid  BD Biosciences, Heideberg (D) 

Proteinmarker  RPN 756, prestained GE Healthcare / Amersham, 

   Buckinghamshire (UK) 

Saccharose  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Salzsäure  Merck, Darmstadt (D) 
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Saponin   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Sulfanilsäure  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Sodiumdodecyldinatriumsulfat (SDS)  Serva, Heidelberg (D)  

TEMED   Serva, Heidelberg (D) 

Tergitol  Fluka AG, Buchs (CH) 

Thioharnstoff  Merck, Darmstadt (D) 

Trichloressigsäure   Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)  Serva, Heidelberg (D) 

   Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Triton X-100  Ferak, Berlin (D) 

Tween20  Merck, Darmstadt (D) 

2.1.4. Allgemeine Puffer und Kits 

PBS:  0,2 M NaCl + 2,5 mM KCl + 8 mM Na2PO4 + 1,5 mM KH2PO4;  

  auf 1 Liter mit A. bidest auffüllen, pH 7,4 

Tergitol-Lysepuffer 0,1% BSA in PBS, steril filtrieren; + 1% Tergitol steril 

Reagenzien für NO-Assay: 

 1. Natriumnitrit Standard:  690 mg in 10 ml A. bidest lösen; 1:1000 verdünnen 

 2. Sulfanilsäure:  4 N HCl herstellen (60 ml + 40 ml 37% HCl) 

    500 mg Sulfanilsäure in 50 ml 4N HCl auflösen 

 3. Naphtyl-Ethylendiamin:  500 g Naphtyl-Ethyldiaminhydrochlorid in 20 ml  

    96% Methanol resuspendieren; im Wasserbad vollständig 

    lösen; weitere 30 ml Methanol zugeben; vor Licht geschützt 

    im Kühlschrank aufbewahren 

Fix & Perm Permeabilisation Kit An der Grub, Kaumberg (A) 

CBA Inflammation Kit  BD Biosciences, Heideberg (D) 

Blood and Tissue DNA Isolation Kit Qiagen, Hilden (D) 

Bacterial RNA Protection Kit Qiagen, Hilden (D) 

RNeasy Mini Kit  Qiagen, Hilden (D) 

Affinity Script cDNA Synthesis Kit Stratagene, Heidelberg (D) 

Strata Script cDNA Synthesis Kit Stratagene, Heidelberg (D) 

QiaPrep Mini Kit  Qiagen, Hilden (D) 

QiaPrep Midi Kit  Qiagen, Hilden (D) 

NucleoSpin Plasmid QuickPure Machery Nagel GmbH, Düren (D) 

BioRad Quick Start Bradford Protein Assay Bio-Rad, München (D) 

Hemafix   Biomed Labordiagn. Oberschleißheim (D) 
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2.1.5. Material für die Kultivierung von B. pseudomallei und E. coli 

Bakterienstämme 

E. coli  DH5α 

   OP50 

   HB101 pRK2013 

   SM10 pOT182-Tn5 

   DH5α pMLBad 

   DH5α pUC18T-Tn7T-Zeo loxP 

   DH5α pUC18T-Tn7T-Zeo loxP BPSL0918 

   DH5α pTNS3 

B. pseudomallei  E8 (Bodenisolat Thailand) 

   E8 ∆ BPSL(S) Transposonmutanten 

   fliC-Mutante (Dissertation Beate Fehlhaber) 

Chemikalien, Medien und Platten 

Agarplatten  Blut BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

  Müller-Hinton II BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Bactoagar  Difco / BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Kristallviolett  AppliChem, Darmstadt (D) 

Kaliumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt (D) 

Kalium-D-Glucuronat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Luria Bertani Bouillon   Invitrogen, Karlsruhe (D) 

  Difco LB Broth, Lennox BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Luria Bertani Agar  Difco LB Agar, Lennox BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Magnesiumsulfat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Müller-Hinton Agar  Oxoid, Wesel (D) 

Natriumammoniumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt (D) 

Neutralrot  AppliChem, Darmstadt (D) 

   Serva, Heidelberg (D) 

Trypton-Soja Broth  BD Diagnostics, Heidelberg (D) 

Zitronensäure-Monohydrat  Merck, Darmstadt (D) 

 

Ashdown Agar : 1% Trypton-Soja Broth + 1,5% Bacto-Agar + 3,48% Glycerol + 

  0,0005% Kristallviolett + 0,005% Neutralrot + 5 µg/ml Gentamycin 
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Vogel-Bonner Minimalmedium:  

  28 mM NaNH4HPO4 * 4H2O +  37 mM K2HPO4 * 3H2O +   

  3,3 mM MgSO4 * 7H2O + 10 mM C6H8O7 * H2O,    

  pH 7,2 autoklavieren 

  Mit Glucose als C-Quelle: 0,214 mM K-D-Gluconat, steril filtriert  

  Mit Glycerol als C-Quelle: 50 mM steriles Glycerol, nicht steril filtrieren 

Vogel-Bonner Agarplatten: Vogel-Bonner Medium mit 1,5% BactoAgar 

Softagarplatten: LB-Medium + 0,3% Bacto-Agar  

für Schwarmverhalten 

 

Antibiotika 

Ampicillin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Chloramphenicol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Gentamycin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Kanamycin-Monosulfat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Polymyxin B-Sulfat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Streptomycinsulfat  Fluka AG, Buchs (D) 

Tetrazyklin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Trimethoprim  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Zeocin  Invivogen, Karlsruhe (D) 

2.1.6. Material für die Kultivierung von Zellen 

Zellkulturreagenzien 

DMEM Medium   BIOCHROM KG, Berlin (D) 

DMEM ohne Phenolrot  BIOCHROM KG, Berlin (D) 

MEM Eagle Medium  BIOCHROM KG, Berlin (D) 

RPMI   BIOCHROM KG, Berlin (D) 

Fötales Kälberserum (FCS)  BIOCHROM KG, Berlin (D),  

Panexin für Knochenmarkmakrophagen PAN Biotech, Aidenbach (D) 

Glutamin  BIOCHROM KG, Berlin (D) 

Natriumpyruvat  BIOCHROM KG, Berlin (D) 

Nichtessentielle Aminosäuren BIOCHROM KG, Berlin (D) 

PBS   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Trypanblau-Lösung  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Trypsin/EDTA  PAA Laborat., Pasching (A) 
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Stimulantien 

Murines rGM-CSF  PAN Biotech, Aidenbach (D) 

Murines IFN-γ  Roche Diagnostics, Mannheim (D) 

Murines IL-12  PAN Biotech, Aidenbach (D) 

Murines IL-18  PAN Biotech, Aidenbach (D) 

LPS (Salmonella typhimurium) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

 

Zelllinien 

Tab. 2.1. Überblick über verwendete Zelllinien und deren Kultivierung 

 

Bezeichnung der 

Zellen 
Ursprung Herkunft Kultivierung 

RAW 264.7 murine Makrophagen-Zelllinie 

(BALB/c) 

AG Walther, Institut für 

Medizinische Biochemie 

DMEM + 4% Panexin 

HeLa humane Epithel- Zelllinie 

(Zervixkarzinom von Henrietta 

Lacks) 

Friedrich-Loeffler-Institut 

für Medizinische 

Mikrobiologie Greifswald 

MEM-Earle + 10% FCS +  

1 mM Natriumpyruvat +  

0,1 mM nichtessentielle 

Aminosäuren +  

2 mM Glutamin 

HeLa T humane Epithel-Zelllinie; 

transfiziert mit T-Antigen 

AG Klos, Medizinische 

Mikrobiologie, MHH 

Hannover 

Siehe HeLa  

Ptk2 Nierenepithel-Zelllinie der 

Beutelratte 

(Potorous tridactylis) 

Friedrich-Loeffler-Institut 

für Medizinische 

Mikrobiologie Greifswald 

DMEM + 10% FCS 
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2.1.7. Material für die Tierversuche 

Rompun  Bayer Vital GmbH, Leverkusen (D) 

Ketamin  Dr. E. Graeub AG, Bern (CH) 

2.1.8. Material für die Fluoreszenzfärbungen 

Antikörper zur Darstellung von B. pseudomallei Infektionen: 

 Anti B. pseudomallei: EPS Klon 3015  eigene Herstellung (Steinmetz et. al.; 1995) 

 Anti B. pseudomallei EPS Klon 3165 eigene Herstellung 

 Ziege-anti-Maus IgG Alexa488, div. Subklassen Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe (D) 

 TRITC-Phalloidin  Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe (D) 

 

Antikörper zur Charakterisierung der Knochenmarkmak rophagen: 

 Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 Invitrogen, Karlsruhe (D) 

 Ratte (IgG2b)-anti-Maus F4/80 PE; Klon C1:A3 AbD Serotech, Oxord (UK) 

 Ratte (IgG2b)-anti-Maus CD117; Klon 2B8 AbD Serotech, Oxord (UK) 

 Ratte-anti-Maus CD11b (MAC-1); Klon M1/70.15 AbD Serotech, Oxord (UK) 

 PE Hamster (IgG1)-anti-Maus CD11c; Klon HL-3 BD Biosciences, Heidelberg (D) 

 Ratte (IgG2aκ)-anti-Maus CD13: Kl. ER-BMDM-1 Cedarlane Laborat., Ontario (USA) 

 Ratte IgG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbD Serotech, Oxord (UK) 

 PE Ratte IgG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbD Serotech, Oxord (UK) 

 PE Ratte IgG2a Isotypkontrolle; Klon R35-95 BD Biosciences, Heideberg (D) 

 PE Hamster IgG1 Isotypkontrolle; Kl. G235-2356  BD Biosciences, Heideberg (D) 

 PE Ratte-anti-Maus CD3; Klon 17A2  BD Biosciences, Heideberg (D) 

 FITC Ratte-anti-Maus CD4; Klon GK1.5 BD Biosciences, Heideberg (D) 

 FITC Ratte-anti-Maus CD8; Klon 53-6.7  BD Biosciences, Heideberg (D) 

 FITC Ratte-anti-Maus CD49b; Klon DX5 BD Biosciences, Heideberg (D) 

 FITC Ratte IgM κ Isotypkontrolle; Klon R4-22  BD Biosciences, Heideberg (D) 

 Ratte-anti-Maus Mono/Makro.; Klon MOMA-2 AbD Serotech, Oxord (UK) 

 Ratte IgG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbD Serotech, Oxord (UK) 

 Ziege-anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor488 Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe (D) 

Puffer und Lösungen 

PBS2+  PBS + 1 mM MgCl + 0,1 mM CaCl2 

FACS-Puffer: PBS + 2% FCS + 0,02% Natriumazid 

Permeabilisierungspuffer:  FACS-Puffer + 0,01% Saponin 
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2.1.9. Material für den Western Blot 

Antikörper 

Rabbit-anti B. pseudomallei BipD Mark Stevens, London (UK) 

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) POD Dianova, Hamburg (D) 

Puffer und Lösungen 

Laemmli-Puffer: 8 mM Harnstoff + 0,05% SDS + 0,25% Bromphenolblau   

  ggf. mit 0,04% β-Mercaptoethanol 

SDS-Laufpuffer 5×: 125 mM Tris + 1.25 Glycin + 1% SDS; pH 8,3 

Transferpuffer: 192 mM Glycin + 25 mM Tris + 20% Methanol + 0,1% SDS,  

  pH 8,1 bis 8,4 

TBS-Puffer: 10 mM Tris + 150 mM NaCl; mit HCl auf pH 7,5 einstellen 

TBST-Puffer: 20 mM Tris + 500 mM NaCl + 0,05% Tween20 +   0,2% Triton X-100;  

  mit HCl auf pH 7,5 einstellen 

2.1.10. Material für molekularbiologische Methoden 

Enzyme 

EcoRI   New England Biolabs, Ipswich, (USA) 

BamHI  New England Biolabs, Ipswich, (USA) 

HindIII  New England Biolabs, Ipswich, (USA) 

T4 DNA-Ligase  New England Biolabs, Ipswich, (USA) 

Pfu Polymerase  Stratagene, Heidelberg (D) 

Hot Start Gold Polymerase  Eurogentec, Köln (D) 

Proteinase K  Boehringer, Mannheim (D) 

Lysozym  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

DNAse I   Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Puffer und Lösungen 

TAE Puffer für Agarosegelelektropherese (20×) 

  48,2 g Tris +  3,72 g EDTA, auf 500 ml A. bidest    

  mit Essigsäure auf pH 7,9 einstellen 

Probenpuffer (6×) 20 g Saccharose + 100 µl 0,5 M EDTA + 0,25 mg Bromphenolblau 
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Primer 

Alle Primer wurden synthetisiert von MWG Biotech AG, Ebersberg (D) 

BF5  5´- ACA TGG AAG TCA GAT CCT GG - 3´ 

12/85b for  5´- CCC GAA TTC GTA TTG CAT GCT GCT GAC CTC - 3  ́

12/85b rev  5´- CCC AAG CTT CTC GAC GAC GTA CTT GTT GTG - 3  ́

KoBPSL2397fora  5´- AAG CCT TCA ATC CGC ACA CGA TCC AG - 3´ 

KoBPSL2397rev  5´- GGA TCC CTC GGC CGG ATG GGA ATA G - 3´ 

KoBPSS1504bfor  5´- AAG CTT CCG CGC ATT CGT TCG GAT TC - 3  ́

KoBPSS1504brev  5´- GGA TCC CCG CGT GCC AGC TCG ATT C - 3´ 

Tn7L   5´- ATT AGC TTA CGA CGC TAC ACC C - 3´ 

BPGLMS1  5´- GAG GAG TGG GCG TCG ATC AAC - 3´ 

BPGLMS2  5´- ACA CGA CGC AAG AGC GGA ATC - 3´ 

BPGLMS3  5´- CGG ACA GGT TCG CGC CAT GC - 3´ 

2.1.11. Software und Datenbanken 

Software: 

BD CBA Analysis Software  BD Biosciences, Heidelberg (D) 

CellQuestTM, Analysis  BD Biosciences, Heidelberg (D) 

Clone Manager 9  Scientific ad Educational Software,  

GraphPad Prism 4  GraphPad Software Inc., San Diego (USA) 

MetaMorph 4.6  Visitron Systems GmbH, Puchheim (D) 

Spot Advanced  Visitron Systems GmbH, Puchheim (D) 

WinMDI 2.8   TSRI, The Scripps Research Institute,  

   Flow Cytometry Core Facility (USA) 

Datenbanken 

Artemis  www.sanger.ac.uk/ 

KEGG  www.genome.jp/kegg/ 

NCBI   www.ncbi.nih.nlm.gov 

Clustal W  www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Mikrobiologische Methoden 

2.2.1.1. Kultivierung und Konservierung 

Kultivierung: 

Die Kultivierung von E. coli- und B. pseudomallei-Stämmen erfolgte auf Columbia Blutagar 

(5% Schafblut) oder LB-Agar (ggf. mit Antibiotika). Für B. pseudomallei wurden weiterhin Müller-

Hinton II Agar und Ashdown Agar verwendet. Entsprechende Flüssigkultivierungen wurden in LB-

Medium unter Zugabe von Antibiotika (siehe Tabelle 2.2) bei 37°C, 140 rpm bzw.160 rpm (E. coli) 

durchgeführt. 

Wenn nicht anders vermerkt, wurden für experimentelle Ansätze die Bakterien aus dem Arbeitsstock 

auf Blutagar fraktioniert. Für die Vorkulturen wurden 3 bis 5 Kolonien in 3 ml Medium mit 

entsprechenden Antibiotika angeimpft und 16 bis 18 h bei bereits genannten Bedingungen kultiviert. 

 

Tab. 2.2. Überblick über die verwendeten Bakterienstämme und deren Antibiotikaresistenzen 

Bakterienspezies Stamm Antibiotika-Resistenz 

B. pseudomallei Tn5-Transposonmutanten Tetrazyklin (50 µg/ml),  

Streptomycin (100 µg/ml) 

Komplementanten mit pMLBAD Trimethoprim (100 µg/ml) 

Komplementanten mit  

pUC18T-Tn7T-Zeocin - loxP 

Zeocin (25 µg/ml) 

E. coli SM10, pOT182 Tetrazyklin (12,5 µg/ml) 

DH5α pMLBAD BPSL(S) Trimethoprim (100 µg/ml) 

Hb101 pRK2013 Kanamycin (35 µg/ml) 

DH5α pUC18T-Tn7T-Zeocin loxP Zeocin (25 µg/ml) oder  

Ampicillin (100 µg/ml) 

DH5α pTNS3 Ampicillin (100 µg/ml) 

Konservierung: 

Die Konservierung der Bakterien erfolgte in frühstmöglicher Passage in LB-Medium/20% Glycerol. 

Dazu wurden die Bakterien in LB-Medium über Nacht (16 bis 18 h) kultiviert, mit entsprechender 

Menge Glycerol versetzt, aliquotiert und sofort bei -70°C eingefroren. Die Kultivierung von Mutanten, 

Komplementanten oder plasmidhaltigen Stämmen erfolgte unter Zugabe entsprechender Antibiotika. 

Je Stamm wurden Aufbewahrungs- und Arbeitsstocks hergestellt und bei -70°C eingefroren. 
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2.2.1.2. Erstellen einer Wachstumskinetik von B. pseudomallei in vitro 

Aus der Vorkultur wurden Bakterien in eine Hauptkultur (15 ml Medium im 50 ml Falcon) auf eine 

OD650 nm von 0,01 eingestellt und bei optimalen Kulturbedingungen inkubiert. Als Medien dienten LB-

Medium oder Vogel-Bonner Minimalmedium mit K-D-Glucuronat (beides in der Hauptkultur ohne 

Antibiotikum). Mindestens zweimal am Tag wurde die OD650 nm bestimmt. Ab einer OD von 0,8 

wurden die Kulturen zur Messung 1:10 verdünnt. Bei jedem Wachstumsversuch wurde als interne 

Kontrolle der Wildtyp E8 mitgeführt. 

2.2.1.3. Schwarmverhalten auf Softagar 

Von einer Reinkultur auf Columbia Blutagar wurde eine Pipettenspitze Koloniematerial in die Mitte 

der Softagarplatte aufgebracht und nach 16 bis 24 h der Hofdurchmesser ermittelt. Als interne 

Kontrolle diente der Wildtyp E8. 

2.2.2. Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1. Präparation bakterieller DNA 

Für die Präparation verwendeten wir das Blood and Tissue DNS Isolation Kit der Firma Qiagen. Als 

bakterielles Material dienten 5 bis 6 Kolonien frisch auf Columbia Blutagar passagierter Bakterien 

oder Bakterien einer 3 ml Kultur (16 h). Die Zellen wurden in 180 µl ATL (Kit Komponente) 

resuspendiert und über Nacht in Anwesenheit von Proteinase K bei 55°C inkubiert, um die 

Bakterienwände aufzuschließen. Die Separation von DNA, Proteinen und RNA erfolgte über 

Minisäulen. Die Elution wurde zweimal in 50 µl destilliertem Wasser durchgeführt. 

2.2.2.2. Präparation Gesamt-RNA und DNAse Verdau 

Gewinnung von B. pseudomallei Gesamt-RNA nach Kultivierung in LB-Medium: 

B. pseudomallei wurde von Columbia Blutagar in einer Übernachtkultur von 15 ml LB-Medium 

inokuliert und für 16 h bei 37°C inkubiert. Um die RNA-Menge zu quantifizieren, wurden mittels 

Bestimmung der Optischen Dichte 2×107 Bakterien eingestellt, abzentrifugiert , in 500 µl LB-Medium 

resuspendiert und mit 1 ml RNA Protection Reagent (Kit: Bacterial RNA Protection Kit, Qiagen) 

versehen. Die Extraktion der RNA erfolgte anschließend mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Der 

Aufschluss der Zelle wurde mit Lysozym und Proteinase K durchgeführt, die anschließende Reinigung 

erfolgte über RNA Minisäulen. Abschließend wurde die RNA in 40 µl RNAse-freiem Wasser 

resuspendiert. 
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Gewinnung von B. pseudomallei Gesamt-RNA nach Kultivierung in verschiedenen Medien: 

B. pseudomallei wurde von Columbia Blutagar in einer Übernachtkultur von 15 ml LB-Medium, 

Vogel-Bonner Minimalmedium mit K-D-Glucuronat oder Glycerol inokuliert, für 16 h bei 37°C 

inkubiert und am folgenden Tag in einer Hauptkultur (50 ml) auf eine OD650 nm von 0,01 eingestellt. 

Die Probenentnahme erfolgte anschließend in verschiedenen Wachstumsphasen (exponentiell, 

logarithmisch), dazu wurden die Proben mit Bacterial Protection Reagent behandelt und bei -20°C 

eingefroren. Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen), wobei 40 µl 

RNAse-freies Wasser zur Elution dienten. 

DNAse Verdau 

Verbliebende DNA-Kontaminationen wurden in einem zusätzlichen Schritt mit DNAse 1 (Stratagen) 

nach Vorschrift des Herstellers eliminiert. 

2.2.2.3. Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 

Der DNA- bzw. RNA-Gehalt wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt.  

Zur Kalkulation des Gehalts diente folgende Formel: 

 DNA / RNA in ng/µl = OD260 nm × Verdünnungsfaktor × Extinktionskoeffizient ε 

Der Extinktionskoeffizient ε beträgt bei einzelsträngiger Nukleinsäure 0,04 und bei doppelsträngiger 

Nukleinsäure 0,05. Der Quotient aus der OD bei 260 nm und 280 nm gibt den Grad der Verun-

reinigung an. Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 für DNA und zwischen 1,9 und 2,0 für RNA sind ideal. 

2.2.2.4. Ethanolische Fällung von Nukleinsäuren 

Zur Reinigung oder Konzentrierung der DNA. wurde die DNA-haltige Lösung mit dem zweifachen 

Volumen eisgekühltem, konzentriertem Ethanol und 1/10 Volumen einer 5 M Natriumacetatlösung 

versetzt. Die Fällung erfolgte für mindestens 30 min bei -20°C. Anschließend wurde die gefällte DNA 

bei mindestens 20 000×g für 30 min, 4°C zentrifugiert und einmal mit 70%igen Ethanol gewaschen 

(10 min, 20 000×g, 4°C). Um überschüssigen Ethanol zu entfernen, wurde das Pellet getrocknet und in 

einem entsprechenden Volumen destilliertem Wasser resuspendiert. 

2.2.2.5. Restriktion und Ligation von Nukleinsäuren 

Restriktion 

In dieser Arbeit kamen EcoRI, Bam HI oder Hind III zur Restriktion von doppelsträngiger DNA zum 

Einsatz. Je µg DNA wurden 10 U Enzym in einem Volumen von mindestens 30 µl verwendet. Der 

Verdau erfolgte mit den vom Hersteller empfohlenen Puffern und den für die Enzyme idealen 

Temperaturen für mindestens 1 h, in den meisten Fällen über Nacht. 

 

 



Material und Methoden 
 

43 
 

Ligation 

Es wurden sowohl Restriktionsfragmente religiert oder Vektor/Insert-Ligationen vorgenommen. Die 

Religation erfolgte in einem Volumen von 25 µl mit 2,5 µl Ligasepuffer und maximal 100 U Ligase. 

Vektor/Insert-Ligationen erfolgten in den molekularen Verhältnissen 1:1 und 1:3 in einem Reaktions-

volumen von 10 bis 15 µl. Die Ligationen wurde entweder über Nacht bei 16°C durchgeführt oder für 

1 h bei Raumtemperatur.  

2.2.2.6. Agarosegelelektropherese 

Zur Analyse von DNA-Fragmenten kamen 0,8, 1 und 2%igen Agarosegele zum Einsatz. Die Agarose 

wurde mit 1×TAE-Puffer aufgekocht, im Wasserbad abgekühlt, mit Ethidiumbromid versetzt und in 

die Gelkammer gegossen. Die Größen der Fragmente ließen sich mit den Markern III: ~500-5000 kB 

und VIII: ~50-1100 kB abschätzen. 

2.2.2.7. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die PCR diente als Nachweis der Tn5 bzw. Tn7-Insertion und im Rahmen der Komplementation.  

PCR zum Nachweis der Tn5 Insertion sowie zur Amplifikation von Genen für die 

Komplementation 

Die Primer wurden 100-200 bp upstream vom Zielgen bzw. in Gen-flankierenden Bereichen mit Hilfe 

des Programms Clone Manager erstellt und bei der Firma MWG synthetisiert.  

Ansätze: 2,5 µl 10 × Pfu Puffer 

 2,5 µl DMSO 

 2,5 µl dNTPs (100 mM) 

 1,25 µl Primer forward (10 nM) 

 1,25 µl Primer reverse (10 nM) 

 0,25 µl Pfu Turbo Polymerase 

 x µl DNA 

 x µl Aqua dest.  

In Abhängigkeit der Fragestellung wurden 25 µl oder 50 µl als Ansatz verwendet. 

Programm: Initiale Denaturierung,  94°C 300 s 

 Denaturierung 94°C 60 s 

 Annealing x°C 60 s 

 Elongation 72°C 90 s 

 Finale Elongation 72°C 300 s 

 Lagerung 4°C unendlich 

Das Programm wurde in 35 bis 40 Zyklen wiederholt. 
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PCR zum Nachweis der Tn7-Insertion 

Die Primer wurden mit den Sequenzen aus Choi et al (34) bei der Firma MWG synthetisiert.  

Ansätze: 2,5 µl 10 × Pfu Puffer 

 2,5 µl DMSO 

 2,5 µl dNTPs (100 mM) 

 1,25 µl Primer Tn7L (10 nM) 

 1,25 µl Primer reverse (10 nM) (BPGLMS1; BPGLMS2, 

BPGLMS3) 

 0,25 µl Pfu Turbo Polymerase 

 x µl DNA 

 x µl Aqua dest. (Fa. Braun) 

In Abhängigkeit der Fragestellung wurden 25 µl oder 50 µl als Ansatz verwendet 

 

Programm: Initiale Denaturierung,  94°C 300 s 

 Denaturierung 94°C 60 s 

 Annealing 61°C 60 s 

 Elongation 72°C 90 s 

 Finale Elongation 72°C 300 s 

 Lagerung 4°C unendlich 

Das Programm wurde in 35 Zyklen wiederholt. 

Als Template wurde gereinigte DNA oder eine Suspension aus Koloniematerial verwendet. Dazu 

wurde eine Kolonie in destilliertem Wasser resuspendiert und 10 min bei 95°C inaktiviert. 

RT-PCR 

Zwischen 250 und 3000 ng isolierte Gesamt-RNA wurde mit der reversen Transkriptase in cDNA 

(Stratagen Kit) umgeschrieben. Als Primer wurden ausschließlich Random Primer verwendet. 

Die cDNA Synthese erfolgte auf einem PCR-Cycler mit folgendem Programm: 

Programm: Annealing 25°C 5 min 

 Amplifikation 42°C 15 min 

 Termination 95°C 5 min 

 

Die cDNAs wurden bei -20°C gelagert. 
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2.2.2.8. Herstellung CaCl2-kompetenter Zellen 

Aus einer LB-Vorkultur von E. coli DH5α wurde eine LB-Hauptkultur von 200 ml beimpft (1:1000). 

In der exponentiellen Phase (optische Dichte zwischen 0,3 und 0,5) wurde die Bakteriensuspension für 

mindestens 15 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die Zellen in vier Falconröhrchen überführt, 

durch milde Zentrifugation sedimentiert (2600×g, 10 min, 4°C), dreimal mit gekühltem CaCl2 (10 ml 

pro Falconröhrchen) gewaschen und nochmals bei 800×g für 10 min, 4°C sedimentiert. Vor dem 

abschließenden Waschschritt wurden die Bakterien in 10 ml CaCl2  pro Falconröhrchen aufgenommen, 

für 30 min auf Eis inkubiert, wie beschrieben sedimentiert und in insgesamt 4 ml CaCl2/20% Glycerol 

resuspendiert. Die Aufbewahrung der kompetenten Zellen erfolgte zu je 200 µl Aliquots (in 

vorgekühlten Eppendorfgefäße) bei -70°C.  

2.2.2.9. Hitzschocktransformation 

Die kompetenten E. coli DH5α wurden auf Eis aufgetaut und anschließend mit maximal 500 ng 

Plasmid für 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C im Wasserbad für 90 s, dem 

sich unmittelbar eine Abkühlung für 2 min auf Eis anschloss. Zur Regeneration wurden die Zellen in 

3  ml LB-Medium für mindestens 1 h bei 37°C, 140 rpm inkubiert. Zur Selektion auf 

antibiotikahaltigen LB-Agarplatten wurden 200 µl der gewachsenen Kultur ausplattiert. Bei erwarteter 

schwacher Transformationseffizienz (z.B. Selbstklonierung) konnte die Effizienz erhöht werden, 

indem die Bakterien nach der LB-Passage abzentrifugiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und 

komplett auf einer Selektionsplatte verteilt wurden.  

2.2.2.10. Tn5-Transposonmutagenese mit B. pseudomallei E8 

Der Wildtypstamm E8 wurde am Tag vor der Mutagenese auf Columbia Blutagar fraktioniert und bei 

42°C über Nacht inkubiert. Ebenso wurde der Transposon-enthaltende Stamm E. coli SM10 pOT182-

Tn5 in LB-Medium mit 12,5 µg/ml Tetrazyklin, 25 µg/ml Kanamycin und 25 µg/ml Chloramphenicol 

bei 37°C, 140 rpm über Nacht kultiviert. Tetrazyklin selektierte die Resistenz im Transposon, 

Kanamycin eine intrinsische Resistenz in E. coli SM10 und Chloramphenicol eine Resistenz auf dem 

Plasmid pOT182.  

Am Tag der Mutagenese wurde B. pseudomallei E8 von Blutagar mit 10 mM MgSO4 abgeschwemmt, 

auf eine OD650 nm von 0,65 (3,25×108 Bakterien pro ml) eingestellt und 1:10 in 10 mM MgSO4 

verdünnt. Ebenso wurde die Übernachtkultur von E. coli SM10 auf eine OD650 nm von 0,8 (3,25×108 

Bakterien pro ml) eingestellt. Der konjugative Transfer erfolgte nach Kokultivierung von jeweils    

130 µl der Suspensionen auf Blutagar bei 37°C über Nacht. Des Weiteren wurden Kontrollausstriche 

von beiden Stämmen separat auf Blutagar angefertigt. 

Der über Nacht entstandene Bakterienrasen ließ sich mit 2×2 ml 0,85%igen NaCl und einem sterilen 

Wattetupfer von der Oberfläche lösen. Jeweils 100 µl dieser Suspension wurden auf mehrere LB-
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Agarplatten mit Tetrazyklin (50 µg/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) ausplattiert und mindestens 

36 h bei 37°C inkubiert. Die Kontrollen wurden ebenso behandelt. Der Rest der Suspension konnte für 

spätere Transposonmutagenesen unter Zugabe von 20% Glycerol bei -70°C konserviert werden. 

Nach einer Inkubation von 24 bis 48 h waren Einzelkolonien auf den Selektionsplatten sichtbar. Diese 

wurden je in ein well einer 96-well Platte mit je 200 µl LB-Medium (50 µg/ml Tetrazyklin, 100 µg/ml 

Streptomycin) und 10% Glycerol überführt, bei 37°C über Nacht bebrütet und anschließend bei -70°C 

konserviert.  

Für das Screening auf eine veränderte Virulenz wurden die Mutanten aufgetaut und in eine 48-well-

Platte mit 400 µl LB-Medium (50 µg/ml Tetrazyklin, 100 µg/ml Streptomycin) überimpft, über Nacht 

im Brutschrank kultiviert und dann bei 4°C für maximal drei Wochen gelagert.  

2.2.2.11. Identifikation der Tn5-Insertionsstelle 

Zur Identifizierung der Transposoninsertionsstelle wurde aus den Mutanten DNA isoliert (siehe 

2.2.2.1.), verdaut, religiert, transformiert und anschließend sequenziert. Dazu wurden 5 µg DNA 

eingesetzt. Als Restriktionsenzym wurde Eco RI verwendet.  

Restriktion: 5 µg DNA 

  15 µl Restriktionspuffer 

  0,5 µl Restriktionsenzym 

  x µl Aqua dest. auf 150 µl auffüllen 

Die Spaltung erfolgte bei 37°C über Nacht.  

Die verschieden großen Restriktionsfragmente wurden durch DNA-Fällung gereinigt (siehe 2.2.2.4.), 

in 60 µl resuspendiert und anschließend mit T4-Ligase religiert: 

Ligation: 20 µl gereinigte Restriktionsfragmente 

  2,5 µl Ligasepuffer 

  0,5 µl T4 Ligase 

  x µl Aqua dest. auf 25 µl auffüllen 

Die Inkubation erfolgte bei 16°C über Nacht.  

Die religierten Fragmente wurden in kompetente E. coli DH5α transformiert und auf LB-Agar      

(12,5 µg/ml Tetrazyklin) ausplattiert (siehe 2.2.2.9.). Bei positiver Transformation konnten Klone 

isoliert und die Restriktionsfragmente durch Plasmidpräparation gewonnen werden. Um die 

erfolgreiche Selbstklonierung zu überprüfen, wurden die gewonnen Fragmente hinsichtlich des 

Vorhandenseins einer EcoRI-Schnittstelle kontrolliert. Die Identifizierung des zerstörten 

Genabschnittes erfolgte durch Sequenzierung mit dem Primer BF5, der an die letzten Nukleotiden des 

Tansposons bindet. Die erhaltenen Sequenzen wurden in den Datenbanken von NCBI und Artemis auf 

Homologien im B. pseudomallei-Isolat K96243 untersucht. 
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2.2.2.12. Komplementation der Tn5-Transposonmutanten 

Für eine funktionelle Komplementation der Mutante HGW 12/85 wurde das Gen BPSL0918 inklusive 

100 bis 200 flankierende Basenpaare aus dem Genom des Wildtyps E8 amplifiziert. In die Primer 

wurden Restriktionsschnittstellen für die Enzyme EcoRI und HindIII integriert. Nach der 

Amplifikation (siehe 2.2.2.7.) und Restriktion (siehe 2.2.2.5) konnten die Genfragmente in die 

Vektoren kloniert werden. Der Vektor pMLBAD ist ein low copy Plasmid, dass über konjugativen 

Transfer gut von B. pseudomallei aufgenommen wird. Er enthält zur Selektion eine Trimethoprim-

Kassette (Abb. 2.1. A). Der Tn7-Vektor pUC18T-mini-Tn7T-Zeo loxP enthält die 

Transposonelemente Tn7, die spezifisch hinter dem Gen der Glutamin-6-Phosphat-Synthase (glmS) 

stabil im Genom integrieren. Das Gen BPSL0918 wurde zwischen diese kloniert, damit später über 

homologe Rekombination eine stabile Integration des Zielgens BPSL0918 in das Genm erfolgen kann. 

(Abb. 2.1. B). Beide Vektoren wurden zunächst in E. coli DH5α kloniert. Für Kontrollexperimente 

wurden Vektoren ohne entsprechende Zielgene angefertigt. Die Übertragung der Vektoren in B. 

pseudomallei erfolgte nach zwei unterschiedlichen Protokollen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In trans Komplementation mit pMLBAD Vektor: 

Folgende Stämme wurden für die Komplementation über Nacht in LB-Medium angezüchtet: 

Rezipient: zu komplementierende Mutante mit Tetrazyklin (50 µg/ml)/Streptomycin (100 µg/ml) 

Donor: E. coli pMLBad BPSL(S) mit Trimethoprim (100 µg/ml) 

Helferstamm: E. coli HB101 pRK 2013 

pUC18T 
mini-Tn7T-Zeo 

loxP 

loxP 

ble 

A B 

Abb. 2.1. Karten der für die Komplementation eingesetzten Vektoren pMLBAD (A) 

und pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP (B). Abkürzungen: PBAD - arabinoseinduzierbarer Promoter, araC - 

Transkritionsregulator-Gen; rrnB - Transkriptionsterminator; mob - Gen für den konjugativen Transfer; rep - Gen für ein 

Replikationsprotein; dhfr - Dihydrofolatreduktase-Gen codierend für Trimethorim-Resistenz; Tn7R/L - rechtes und linkes 

Ende des mini-Tn7-Elements; T0T1 - Transkriptionsterminatoren des Bakteriophagen I und E.coli rrnB; loxP 

Rekombinationssequenz aus dem Bakteriohagen P1; ble - Zeocinresistenz-Gen; oriT - Origin für den konjugativen 

Transfer; ori - Origin aus ColE1; bla  β-Lactamase-codierendes Gen; (Abbildungen aus Lefebre und Valvano 2002 sowie 

adaptiert aus Choi et al, 2008) 
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Jeweils 2 ml wurden abgenommen und niedrigtourig zentrifugiert (7000×g, 5 min), um die für die 

Konjugation wichtigen Pili nicht zu beschädigen. Die Pellets wurden in je 500 µl LB Medium 

resuspendiert. Zur Vorbereitung der Konjugation wurden 100 µl der Suspension des Helferstammes 

mit 100 µl des Donorstammes für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 200 µl 

Suspension des Empfängers tröpfchenweise zugegeben. Anschließend wurde der Konjugationsansatz 

auf Blutagar vorsichtig (mehrere 50 µl Portionen, kurz antrocknen lassen) verteilt und über Nacht 

(mindestens 4 h) im Brutschrank inkubiert. Der Bakterienrasen ließ sich in insgesamt 1 ml PBS 

aufnehmen, die Suspension wurde verdünnt (10-1, 10-2, 10-3) und auf Selektionsagar (LB mit 

Trimethoprim (100 µg/ml) und Tetrazyklin (50 µg/ml)) ausplattiert. Kontrollausstriche von Rezipient, 

Donor und Helferstamm erfolgten ebenfalls auf Selektionsagar. 

Stabile Komplementation mit dem mini-Tn7 System: 

Für die Mutagenese wurden folgende Stämme über Nacht in LB Medium kultiviert.  

Rezipient: zu komplementierende Mutante mit Tetrazyklin (50 µg/ml)/Streptomycin (100 µg/ml) 

Donor: E. coli DH5α pUC18T-Tn7T-Zeo BPSL(S) mit Ampicillin (100 µg/ml) 

Helferstamm 1: E. coli HB101 pRK 2013 

Helferstamm 2: E. coli DH5α pTNS3 mit Ampicillin (100 µg/ml) 

In Vorbereitung auf den konjugativen Transfer wurde LBG-Agar (LB/4 % Glycerol) mit 100 µl einer 

2 M MgSO4  versetzt, mit einem sterilen Nitrozellulosefilter (0,45 µm) versehen und für 30 min bei 

37°C inkubiert. Je 100 µl der Kulturen wurden in 600 µl 10 mM MgSO4 resuspendiert und bei 

geringer Geschwindigkeit abzentrifugiert (7000×g, 2 min). Nach einem Waschschritt mit 1 ml 10 mM 

MgSO4 und erneuter Zentrifugation konnte der Konjugationsansatz tröpfchenweise auf die 

angewärmten LBG Platten verteilt werden. Die Inkubation erfolgte für 8 h bei 37°C. 

Der Bakterienrasen auf den Filtern ließ sich mit 2 ml PBS resuspendieren. Je 200 µl der so gewonnen 

Bakteriensuspension wurden auf Selektionsagar (LBG/Zeocin/15 µg/ml Polymyxin B) verteilt und bei 

37 °C für drei bis vier Tage inkubiert. Kontrollausstriche von Rezipient, Donor und Helferstamm 

erfolgten ebenfalls auf Selektionsagar.  

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden 

2.2.3.1. Isolation extrazellulärer Proteine aus einer B. pseudomallei Flüssigkultur 

Aus einer LB-Vorkultur wurde eine 100 ml LB-Kultur mit einer Start-OD650 von 0,01 angesetzt. Zur 

Isolation extrazellulärer Proteine in ausreichender Konzentration wurden die Kulturen bei 37°C, 140 

rpm über mindestens 30 h inkubiert. Anschließend wurde der Proteaseinhibitor PMSF 

(Endkonzentration 3 mM) zugesetzt und die Bakteriensuspension bei 6583×g, 10 min, 4°C 

abzentrifugiert. Die Proteinfraktion ließ sich durch Zugabe von 100%iger TCA (Endkonzentration 
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10%) nach Inkubation über mindestens 24 h bei 4°C fällen. Die Suspension wurde zur Proteinisolation 

bei 8331×g, 1 h, 4°C abzentrifugiert, sechsmal mit 96% Ethanol und zweimal mit 70% Ethanol 

gewaschen (Zentrifugation 8331×g, 10 min, 4°C). Überschüssiger Alkohol ließ sich durch Trocknen 

des Pellets entfernen. Diese wurden dann in 200 µl 8 M Harnstoff/2 M Thioharnstoff resuspendiert. 

2.2.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 

Die gelösten Proteine wurden 1:200 mit Bradfordreagenz verdünnt und bei OD595 im Photometer 

gemessen. Anhand einer Bradford-BSA-Eichreihe konnte die Konzentration der Proteinfraktion 

abgeschätzt werden. 

2.2.3.3. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektropherese 

Für die diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektropherese wurden 12,5%ige Trenngele zum 

Einsatz verwendet. 25 µg Protein wurde mit Laemmli-Puffer (mit und ohne ß-Mercaptoethanol) 

versetzt und für 5 min bei 95°C aufgekocht. Nach dem Beladen des Gels wurde eine initiale Spannung 

von 80 V angelegt, die auf 180 V erhöht wurde, sobald die Proteine die Trennschicht erreicht hatten. 

2.2.3.4. Western Blot zur Bestimmung von Komponenten des TTSS3 

Mit dem Western Blot wurde die Bildung von BipD, einer Komponente des Typ III 

Sekretionsapparates der Mutanten, nachgewiesen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte über eine 

SDS-Gelelektropherese (siehe 2.2.3.3.). Zur Vorbereitung des Transfers der Proteine aus dem Gel auf 

die PVDF Membran wurde das Gel 15 min in Transferpuffer, die PVDF-Membran kurz in Methanol 

geschwenkt und anschließend ebenfalls in Transferpuffer gewaschen. Der Transfer fand mit einem 

Wet Blot mit angelegter Stromstärke von 300 mA statt. Der Erfolg des Transfers ließ sich anhand des 

verwendeten Prestained Rainbow Markers RPN756 überprüfen. Im Anschluss wurde die Membran für 

10 min in TBS-Puffer gewaschen und der Western Blot nach folgendem Protokoll durchgeführt 

(Tabelle 2.3.) 
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Tab. 2.3. Zusammenfassung der durchgeführten Färbeschritte 

Schritt Reagenz Protokoll 

Blocken 

 3% BSA/TBS 60 min oder über Nacht, 4°C 

Waschen TBS, TBST 2×10 min TBS, 1×10 min TBST 

Darstellung von BipD 

Bindung an BipD Rabbit anti-BipD, 

1:2000 in TBS verdünnt 

90 min oder über Nacht, 4°C 

Waschen TBS, TBST 2×10 min TBS, 1×10 min TBST 

POD gekop. Sekundärantikörper Anti-rabbit IgG (H+L) POD, 

1:2500 in TBS verdünnt 

60 min 

Waschen TBS, TBST 2×10 min TBS, 1×10 min TBST 

PeroxidaseReaktion 5 ml BM Blue Peroxidase Substrat bis gewünschte Farbintensität erreicht ist 

Stoppen Aqua dest.  

 

Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt. 

2.2.4. Zellbiologische Methoden 

2.2.4.1. Kultivierung von Zellinien 

Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 inkubiert und je nach Bedarf zweimal wöchentlich passagiert. 

Die maximale Anzahl der Passagen betrug 50. 

Einfrieren und Auftauen 

Dazu wurden Zellen einer gut konfluenten mittleren Zellkulturflasche (75 cm3) geerntet, zentrifugiert, 

in Medium mit Zusatz von 10% DMSO resuspendiert und aliquotiert. Die stufenweise Adaptation an 

die Kälte erfolgte mit einer Kältefalle, die Aufbewahrung im flüssigem Stickstoff. Zum Auftauen 

wurde ein Aliquot entnommen und unmittelbar bei 37°C aufgetaut. 

Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypanblau verdünnt und in der Neubauer Zählkammer 

quantifiziert. Die genaue Zellzahl berechnet sich aus folgender Formel: 

 Zellzahl/ml = gezählte Zellen in neun Quadraten × Verdünnungsfaktor (2) × 104 

Tote - blau gefärbte - Zellen wurden bei der Zählung nicht berücksichtigt. 
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2.2.4.2. Kutivierung von primären Makrophagen 

Gewinnung von murinen Knochenmarkmakrophagen (BMM) 

Knochenmarkstammzellen wurden von weiblichen BALB/c und C57BL/6 Mäusen (mindestens zehn 

Wochen alt) aus Femur und Tibia gewonnen. Die Mäuse wurden durch Genickbruch getötet, Femur 

und Tibia unter aseptischen Bedingungen entnommen und von Muskulatur und Bindegewebe befreit. 

Um die Kontaminationsmöglichkeit zu verringern, wurden die entnommenen Knochen für 10 min in 

70% Ethanol inkubiert und anschließend in PBS überführt. Von Femur und Tibia wurden die 

Epiphysen mit einem sterilen Skalpell gekappt, das Knochenmark ließ sich mit sterilem PBS in einer 5 

bis 10 ml Spritze und vorgesetzter Injektionskanüle (27G ¾) ausspülen. Die so gewonnenen 

Stammzellen wurden zentrifugiert (~200×g, 10 bis 15 min), in Medium resuspendiert und in mittlere 

Zellkulturflaschen (20 ml Medium pro Flasche) ausgesät. Je Maus kamen drei Flaschen zu je 75 cm3 

zum Einsatz. Während der Differenzierung erfolgte eine mikroskopische Begutachtung, an den Tagen 

5/6 bzw. 8/9 ein Medienwechsel (10 ml verbrauchtes gegen 10 ml frisches Medium). 

Zellernte 

Nach mindestents 10 Tagen Differenzierungszeit wurde das alte Medium verworfen und die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen. Die stark adhärenten Zellen ließen sich mit Hilfe von geringen Mengen 

Trypsin (ca. 100 µl pro Flasche) und dem Zellschaber lösen. Anschließend wurden die Zellen 

mindestens einmal gewaschen, um Trypsinreste zu eliminieren. Die Ernteeffizienz ließ sich durch 

Auszählung in einer Neubauer Zählkammer feststellen.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Medien für die Kultivierung der 

Knochenmarkmakrophagen verwendet: 

RPMI mit 10% FCS 50 µM Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem Zellkulturüberstand 

RPMI mit Panexin (0,5 bis 6%), 50 µM Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem Zellkulturüberstand 

RPMI mit Panexin, Glucokortikoide, Spurenelemente, 50 µM Mercaptoethanol und GM-CSF 

haltigem Zellkulturüberstand. 

RPMI mit 5% adaptiertem Panexin BMM, 50 µM Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem 

Zellkulturüberstand 

RPMI mit 5% adaptiertem BMM Panexin, 50 µM Mercaptoethanol und 2 ng/ml rekombinanten, 

murinem GM-CSF. 

2.2.4.3. Screening von Tn5-Transposonmutanten auf veränderte Plaquebildung 

Zur Charakterisierung des intrazellulären Verhaltens von Transposonmutanten im Vergleich zum 

Wildtyp wurde ein Plaqueassay durchgeführt. 2,2×105 PtK2-Zellen wurden pro well einer 12-well 

Platten ausgesät. Die Anzucht der zu untersuchenden Mutanten und des Wildtyps erfolgten über Nacht 

in einer 48-well Platte in LB-Medium mit Antibiotika. 
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Am Infektionstag wurden die PtK2-Zellen mit 100 µl einer 1:100 Verdünnung der Mutanten infiziert. 

Als Positivkontrolle für eine starke Plaquebildung diente der Wildtyp E8. Nach einer Stunde 

Inkubationszeit wurden extrazelluläre Bakterien durch mindestens zwei Waschschritte eliminiert und 

anschließend die Zellen mit DMEM-Medium ohne Phenolrot/1,25% Agarose/250 µg/µl Kanamycin 

überschichtet. Nach 24 und 48 h wurde der Assay anhand seiner Plaquebildung bewertet. 

Als verändertes Plaqueverhalten galten die Bildung keiner, weniger oder kleinerer Plaques sowie eine 

verzögerte Induktion der Zellzerstörung. Um eine gesicherte Aussage über das Plaqueverhalten treffen 

zu können, wurde jede Mutante mindestens dreimal in diesem Assay analysiert. 

Bei Mutanten mit mehrmals beobachtetem verändertem Plaqueverhalten gab eine parallele 

Dosiskontrolle der Bakteriensuspension Aufschluss darüber, ob die Mutanten und Wildtyp in der 

Infektionsdosis vergleichbar waren. Die Dosiskontrolle wurde auf Columbia Blutagar durchgeführt. 

2.2.4.4. Assay zur Charakterisierung von Invasion und intrazellulärer Replikation 

Dieser Assay wurde genutzt, um das intrazelluäre Verhalten von Bakterien zu charakterisieren. Die 

Anzucht der Bakterien erfolgte auf Columbia Blutagar aus dem Arbeitsstock. Für die 

Infektionsexperimente wurden Bakterien in PBS resuspendiert, die OD650 nm bestimmt und die 

entsprechende Bakterienzahl in Zellmedium eingestellt (Tabelle 2.4.). 

 

 

Tab. 2.4. Zusammenfassung des Invasions- und Replikationsassays 

Test auf Zellen MOI Schritte 

Invasion 1,2 -1,5×105 HeLa-

Zellen pro well 

10:1 Zentrifugation ~ 300×g, 10 min 

30 min Inkubation 

2×Waschen 

Versorgen mit Kanamycin-Medium (250 µg/ml),  

10 bis 20 min Inkubation 

2×Waschen 

Lyse mit 150 µl Tergitol, Bestimmung der cfu 

 

Intrazelluläre 

Replikation 

2,2 -2,5×105 HeLa-

Zellen pro well 

10:1 30 min Inkubation 

2×Waschen 

Versorgen mit Kanamycin-Medium (250 µg/ml),  

10 bis 20 min Inkubation 

   Zeitpunkte: 0 h, 6 h, 24 h:  

  2×Waschen 

  Lyse mit 150 µl Tergitol 

  Bestimmung der cfu 
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2.2.4.5. Immunzytochemische Fluoreszenzfärbungen 

Charakterisierung des Infektionsverlauf in HeLa T Zellen  

HeLa T Zellen wurden auf 12 mm Cover Slips in 24-well Platten ausgesät (2×105 Zellen pro well). 

Die Infektion erfolgte analog dem Invasionsassay. Die Inkubationszeit mit Kanamycin-Medium wurde 

auf 6 bzw. 22 h ausgeweitet, die Zellen danach zweimal mit PBS2+ gewaschen und mit PFA fixiert.  

 

Tab. 2.5. Zusammenfassung der durchgeführten Färbeschritte  

Test auf Zellen MOI Schritte 

 1,5 x 105 RAW264.7 pro 

well mit IFN-γ (100-300 

U/ml) 

 

5:1 Analog HeLa-Zellen  

 1-1,2 x 105 BMM  

pro well mit oder ohne 

IFN-γ (100-300 U/ml) 

50:1 Analog HeLa-Zellen  

Schritt Reagenz Protokoll 

Fixieren 

 4% PFA 300 µl pro well, mind. 20 min 

Waschen PBS2+ Zweimal 

Permeabilisieren  

 Tween20, 0,1% in PBS2+ 300 µl pro well, 1-2 min 

Quenchen 

 NH4Cl 300 µl pro well, 5 min 

Waschen PBS2+ Zweimal 

Absättigen 

 BSA 1% in PBS2+ 300 µl pro well, 60 min oder über Nacht 4°C 

Darstellung intrazellulärer Bakterien 

Bindung an EPS Zellkulturüberstand Hyridomaklon 

3015 oder 3165, 1:2 verdünnt 

300 µl pro well, 90 min oder über Nacht 4°C 

Waschen PBS2+ Zweimal 

Bindung an den 

Primärantikörper 

Alexa 488 gekoppelter anti-Maus Ak; 

Subklassen entsprechend Isotyp des EPS-

Ak; 1:800 verdünnt 

50 µl auf Parafilm; 45 min 

Waschen PBS2+ Zweimal 

Darstellung des Aktingerüstes 

 Phalloidin TRITC; 1:200 50 µl auf Parafilm; 20 min 

Waschen PBS2+ Zweimal 
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Im Anschluss an die Färbung wurden die Cover Slips gewaschen, mit Fluoroprep versetzt und auf 

Objektträger aufgebracht. Die Auswertung und das Fotografieren erfolgten am Institut für 

Immunologie und Transfusionsmedizin sowie am Institut für Mikrobiologie und Molekularbiologie 

Greifswald.  

Elektronenmikroskopische Untersuchung serumfrei kultivierter Knochenmarkmakrophagen 

Eine phänotypische Analyse von murinen BMMs erfolgte an den Tagen 3, 6, und 10. Dazu wurden die 

Zellen gewonnen (siehe 2.2.4.2.) und in kleine Zellkulturflaschen mit 7 ml Medium ausgesät. An den 

oben genannten Tagen wurden die adhärenten Zellen mit Medium gewaschen und mit 3 ml 

bereitgestellten Fixans (Paraformaldehyd, Glutaraldehyd und Cacodylatpuffer) über Nacht im 

Kühlschrank inkubiert.  

An den jeweils folgenden Tagen wurden die Flaschen zum Versand verpackt. Dazu wurde der Puffer 

entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und die Flaschen mit PBS luftblasenfrei aufgefüllt. Die 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen führte Dr. Manfred Rohde im Helmholtz-Zentrum für 

Infektionsbiologie in Braunschweig durch. 

FACS-Analyse serumfrei kultivierter BMMs 

Die Analyse der Makrophagen auf die Expression typischer Marker erfolgte an den Tagen 3, 6 und 10. 

Insgesamt reichten pro Färbekinetik die Stammzellen von zwei Mäusen aus. An jedem Zeitpunkt 

wurden zwei Zellkulturflaschen geerntet, je nach Ausbeute konnten für die Färbeansatz 2,5 bis 5 105 

Zellen verwendet werden. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer (~ 300×g, 6 min, 4°C) gewaschen und 

anschließend wie folgt behandelt. 
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a) extrazelluläre Färbung: (Tabelle 2.6.): 

Tab. 2.6. Zusammenfassung der extrazellulären FACS-Färbung 

Schritt Antikörper Konzentration Inkubationszeit 

Blockieren 

 Maus anti-Maus CD16.2/CD32.2  16 µg/ml 15 min 

Primärantikörper 

 Ratte (IgG2b)-anti-Maus F4/80 PE 

Ratte (IgG2b)-anti Maus CD117 

Ratte-anti-Maus CD11b (MAC-1) 

PE Hamster (IgG1)-anti-Maus CD11c 

Ratte (IgG 2a κ)-anti-Maus CD 13 (ERBMDM-1) 

Ratte IgG2b Isotypkontrolle 

PE Ratte IgG2b Isotypkontrolle 

PE Ratte IgG2a Isotypkontrolle 

PE Hamster IgG1 Isotypkontrolle 

PE Ratte-anti-Maus CD3 

FITC Ratte-anti-Maus CD4 

FITC Ratte-anti Maus CD8 

FITC Ratte-anti-Maus CD49b/PAN-NK cells (DX5) 

FITC Ratte IgM κ Isotypkontrolle  

30 µg/ml 

20 µg/ml 

40 µg/ml 

20 µg/ml 

4 µg/ml 

1:50 

1:50 

1:50 

1:50 

40 µg/ml 

10 µg/ml 

10 µg/ml 

10 µg/ml 

1:50 

60 min 

Waschen  Zweimal mit FACS Puffer 

Sekundärantikörper 

 Ziege-anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 488 20 µg/ml 20 - 30 min 

Waschen  Zweimal mit FACS Puffer 

 

b) intrazelluläre Färbung:  

Für die Darstellung des Monozyten/Makrophagen Markers MOMA-2 wurden die Zellen mit dem Fix 

& Perm® Kit behandelt (Tabelle 2.7.). 

Tab. 2.7. Zusammenfassung der intrazellulären FACS-Färbung 

Schritt Antikörper Konzentration Inkubationszeit 

Fixieren 

 Reagenz A  5 µl 10 min 

Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer 

Permeabilisieren 

 Reagenz B 

Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 

5 µl 

10 µg/ml 

10 min 

Blockieren 

 Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 8 µg/ml 15 min 
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Schritt Antikörper Konzentration Inkubationszeit 

Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer 

Primärantikörper 

 Ratte-anti-Maus Mono/Makro 

Ratte IgG2b Isotypkontrolle 

10 µg/ml 

1:50 

60 min 

Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer 

Sekundärantikörper 

 Ziege-anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 488 20 µg/ml 20-30 min 

Waschen Zweimal mit FACS-Puffer 

 

Nicht gebundene Antikörper oder Medienreste wurden durch die Waschschritte vor der Färbung, 

zwischen Primär- und Sekundärantikörper und nach dem Sekundärantikörper entfernt. Sie wurden mit 

etwa 700 µl Puffer bei ~300×g, 4°C für 6 min durchgeführt. Alle Inkubationsschritte wurden bei 4°C 

im Dunkeln durchgeführt. Die Analyse aller Fluoreszenzfärbungen erfolgte am FACScan bzw. 

FACSCalibur im Institut für Immunologie und Transfusionsmedizin. 

2.2.4.6. NO-Messung nach Griess 

Für die Messung von reaktiven Stickstoffmetaboliten wurden 2 bis 5×104 Makrophagen pro well einer 

96-well Platte eingesät und mit verschiedenen Konzentrationen IFN-γ (0, 20, 60, 100, 500 U/ml) über 

Nacht inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit verschiedene Konzentrationen LPS von Salmonella 

typhimurium (2, 50, 100, 500, 1000 ng/ml) für 45 min. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 

PBS gewaschen und mit 75 µl frischem Medium versorgt. Da der NO-Gehalt von RPMI-Medium mit 

diesem Assay interferiert, kam hierbei NO-freies DMEM mit 4% Panexin zum Einsatz. 

Alle Werte wurden in Triplikaten erhoben. Die Überstände wurden nach 48 h entnommen und 

entweder sofort analysiert oder bei -70°C eingefroren. 

Die Messung der NO-Konzentration erfolgte mit der Griess-Reaktion. In eine 96-well U-Form Platte 

wurden jeweils 50 µl des Nitrit-Standards (1:2 Verdünnungsreihe) bzw. der zu analysierende 

Überstand vorgelegt und nachfolgend mit je 50 µl Sulfanilsäure und 10 µl 37%iger Salzsäure versetzt. 

Für die Reaktion der Stickstoffverbindung mit Sufanilsäure wurde die Platte 10 min bei 37°C 

inkubiert. Die Bildung des Azofarbstoffes erfolgte nach der Zugabe von 50 µl Naphthylethylendiamin. 

Abschließend wurde der Farbumschlag bei 540 nm im Elisa Reader gemessen und anhand des 

Nitritstandards die NO-Konzentration abgeschätzt. 

2.2.4.7. Zytokinmessung mit dem Cytokine Bead Array Sytem 

Die Bestimmung der Zytokine TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ und IL-12 erfolgte im 

Kulturüberstand nach Stimulation mit LPS bzw. IL-12/IL-18 sowie  nach Infektion mit dem Wildtyp 



Material und Methoden 
 

57 
 

E8, Mutante HGW 12/85, Komplementante HGW 12/85 pUC18T-Tn7T-ZeoloxP BPSL0918 sowie 

Kontroll-Komplementante HGW 12/85 pUC18T-Tn7T-ZeoloxP leer. 

Stimulation mit LPS bzw. IL-12/IL-18 

Dazu wurden 2,5×105 Makrophagen pro well in eine 48-well Platte eingesät. Ein Teil der Zellen 

wurde mit 100 U/ml IFN-γ versetzt und über Nacht inkubiert. Anschließend erfolgte die Stimulation 

mit LPS (500 ng/ml) oder mit den Zytokinen IL-12/IL-18 (5 ng/ml). LPS wurde nach 45 Minuten 

durch Waschen entfernt und die Zellen wieder mit 400 µl frischem Medium versorgt. IL-12/IL-18 

verblieb über den gesamten Inkubationszeitraum im Medium. Als Kontrollen dienten unstimulierte 

Zellen und IL-12/IL-18 haltiges Medium ohne Zellen. Alle Ansätze wurden in Triplikaten 

durchgeführt. Von den unstimulierten Zellen, LPS sowie IFN/LPS-stimulierten Zellen wurden nach 12 

und 48 h Überstände entnommen; von den IL-12/IL-18-stimulierten Zellen sowie vom IL-12/IL-18 

haltigem Medium wurden nur nach 48 h Überstände entnommen. Alle Proben wurden bei -70 °C bis 

zur endgültigen Analyse gelagert. 

Infektion mit Wildtyp E8, HGW 12/85, Komplementante sowie Kontroll-Komplementante: 

Dazu wurden 1-1,2×105 BMMs mit und ohne IFN-γ pro well einer 48-well Platte eingesät. Die 

Infektion erfolgte analog eines Replikationsassays (siehe 2.2.4.4.). Die Überstände wurden nach 6 und 

10 h gewonnen und bis zur Analyse bei -70°C gelagert. Vor der Messung wurden 30 µl jedes 

Überstandes in einer 96-well Platte mit UV-Licht inaktiviert (Abstand 5 cm, 10-15 min). 

 

Die Zytokin-Messung erfolgte mit dem Cytometric Bead Array System (Kit: Mouse Inflammation) 

der Firma Becton Dikinson. Der beigefügte Standard wurde nach Anleitung hergestellt. Jeweils 25 µl 

Standard und Probenvolumen wurden in einer 96-well U-Form Platte vorgelegt. Anschließend erfolgte 

die Inkubation mit 40 µl PE/Bead Reagenz. Dieses enthielt PE-gekoppelte Partikel in gleicher Anzahl 

wie Zytokinspezifische Beads. 

Zur vollständigen Bindung der Antikörper wurden die Ansätze für zwei bis drei Stunden im Dunkeln 

auf dem Schüttler inkubiert und anschließend mit beiliegendem Waschpuffer gewaschen.Vor der 

Analyse musste das verwendete FACScan mit beiliegendem Set-ups Beads kalibriert werden. Die 

Auswertung erfolgte mit empfohlener Software im Forschungslabor der Klinik für Chirurgie.  

2.2.5. In vivo Versuche 

Für alle in vivo Versuche wurden weibliche BALB/c Mäuse im Alter von mindestens 8 Wochen, 

geliefert von Charles River, verwendet. Die Versuche wurden bei Landesamt für Landwirtschaft, 

Lebensmittelsicherheit und Fischerei (LALLF) unter dem AZ: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-044/05 

beantragt.  
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2.2.5.1. Intranasale Infektion mit B. pseudomallei 

Für die Charakterisierung der Virulenz der Mutanten im BALB/c Mausmodell wurden die Bakterien 

von Columbia Blutagar oder LB-Agar mit Antibiotika in 3 bis 5 ml LB-Medium für 16 bis 18 Stunden 

kultiviert. Mit Hilfe der Optischen Dichte bei 650 nm wurde die gewünschte Dosis von 100 bis 200 

Erregern pro 30 µl zu applizierendes Volumen eingestellt. Die Tiere wurden mit einem Ketamin und 

Rompun anästhesiert und anschließend mit 30 µl eingestellter Bakteriensuspension intranasal infiziert. 

Die Dosis-Bestimmung erfolgte auf Columbia Blutagar. Die Tiere wurden über mindestens 14 Tage 

beobachtet und überlebende Tiere auf Organbelastungen untersucht.  

2.2.5.2. Bestimmung der Keimzahl in Leber, Lunge und Milz nach Infektion mit  

 B. pseudomallei 

Überlebende Tiere wurden euthanasiert, Leber, Milz und Lunge entnommen und in Tergitol-

Lysepuffer mit dem UltraTurrax homogenisiert. Für Lunge und Milz wurden standardisiert 500 µl, für 

Leber 1 ml Tergitol-Lysepuffer verwendet. Die cfu-Bestimmung der Organsuspensionen erfolgte auf 

Ashdown Selektionsagar. Zur Anreicherung der Bakterien wurden mindestens 100 µl der Suspension 

in 3 ml LB-Medium überführt und für 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 

Ausstriche auf Columbia Blut- und Ashdown-Selektionsagar von den LB-Anreichungskulturen 

angefertigt. 

2.2.6. Statistik 

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit GraphPad Prism4. Zum Vergleich von Mittelwerten 

unabhängiger Stichproben wurde der zweiseitige t-Test verwendet. Signifikant unterschiedliches 

Überleben von Mäusen ließ sich mittels der Kaplan-Meier Methode darstellen.  

Die im Ergebnisteil verwendete Symbolik erklärt sich wie folgt: 

 * p = 0,01 bis 0,05 

 ** p = 0,01 bis 0,001 

 *** p < 0,001 
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3. Ergebnisse 

3.1. Generierung von B. pseudomallei -Mutanten mit dem 

Tn5-Transposonsystem 

Zur Identifizierung Virulenz-assoziierter Gene wurde eine Mutantenbank mit dem Transposon Tn5-

Derivat Tn5-OT182 hergestellt. Es konnte gezeigt werden, dass das Transposon zufällig, stabil und 

mit hoher Frequenz (4,6x104) in das Genom von B. pseudomallei inseriert (50). 

Die Mutagenese erfolgte über Konjugation zwischen E. coli SM10 Tn5-OT182 und B. pseudomallei 

E8, selektioniert wurde mittels einer Tetrazyklinkassette im Transposon. Das Transposon enthält 

außerdem einen pBR352 ori und diverse Restriktionsschnittstellen, welche die Identifizierung der 

Insertionsstelle erlaubten (Abb. 3.1). Mit dieser Methode gelang es im Rahmen der Arbeit 2344 

Transposonmutanten mit verschiedenen Gendefekten herzustellen.  
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3.2. Screening der Tn5-Transposonmutanten im Plaqueassay 

Aus dem Pool der hergestellten Mutanten sollten jene identifiziert werden, die Defekte in Invasion, 

Replikation, Aktinvermittelter Motilität und vor allem Zell-zu-Zell-Ausbreitung aufweisen. 

Ursprünglich wurde dazu für Shigellen ein Plaqueassay entwickelt, der 2000 auch das erste mal bei B. 

pseudomallei angewandt wurde (103, 140). Der Assay beruht darauf, dass B. pseudomallei den 

Epithelzellmonolayer aus PtK2-Zellen infiziert, intrazellulär repliziert und sich anschließend von Zelle 

zu Zelle ausbreitet. Eine Ausbreitung über das extrazelluläre Medium wird verhindert, indem der 

Zellmonolayer mit Antibiotika-haltiger Agarose überschichtet wird. Die intrazelluläre Replikation 

führte zum Absterben infizierter Zellen, das als Plaque in der Agaroseschicht sichtbar gemacht werden 

konnte. Von den 2344 generierten und gescreenten Transposonmutanten induzierten 44 

Transposonmutanten in mindestens drei unabhängigen Replikaten weniger, kleinere, keine oder 

verzögert Plaques (Tab. 3.1.). Diese wurden als auffällig gewertet. Der hochvirulente B. pseudomallei 

Wildtyp verursachte zahlreiche Zelllysen und -fusionen. 

 

Tab. 3.1. Prozentualer Anteil unterschiedlicher Plaquephänotypen von Tn5 Transposonmutanten 

Plaquephänotype 
Prozentualer Anteil aller           

Tn5-Transposonmutanten 

Weniger Plaques 82 % 

Kleinere Plaques 9 % 

Keine Plaques 7 % 

Verzögerte Plaquebildung 2 % 

 

Tn5-OT182 
Donor: E.coli SM10 (pOT 182) 

Zufällige, stabile Integration 

Screening nach  
Virulenz-assoziierten Gendefekten 

E.coli SM10 B. pseudomallei WT E8  

A B 

Abb. 3.1. Schematische Darstellung des Transposons Tn5 (A) sowie der Transposonmutagenese (B). Gezeigt sind 

die möglichen Schnittstellen für die Selbstligierung, der Startpunkt der Replikation (ori) sowie die Tetrazyklin-

Resistenzkassette in A. In B ist die Methodik der Transposonmutagenese skizziert. 
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3.3. Identifikation der Transposoninsertionsstelle bei 

44 Tn5-Transposonmutanten 

Um die genetische Lokalisation der Transposoninsertion bei Mutanten mit veränderter Plaque-Bildung 

zu identifizieren, wurde die Selbstligation angewandt, die bereits DeShrazer et al. etablierten (50). Sie 

beruht auf dem Verdau genomischer DNA der Mutanten mit anschließender Religation der 

Restriktionsfragmente. Auf einem dieser Fragmente ist das Transposon Tn5 lokalisiert, dass durch 

Transformation in E. coli DH5α und Selektion auf Tetrazyklin-haltigem Agar isoliert und angereichert 

werden konnte. Eine Sequenzierung mit Transposonbindenden-Primern identifizierte den Genbereich 

downstream der Transposoninsertionsstelle. In dieser Arbeit wurde EcoRI als Restriktionsenzym und 

BF5 als Sequenzierungsprimer verwendet. 

Mittels Analysen in PubMed BlastN und im Blast-Server des Sanger Institutes ließ sich der 

identifizierte Genbereich mit den Genomen sequenzierter B. pseudomallei Stämme vergleichen. Als 

Referenz diente die Sequenz des Klinikisolates K96243. 

Die Insertion erfolgte in 88% der Fälle in Chromosom 1, nur 12 % der Transposons inserierten in 

Chromosom 2. Eine Übersicht über die Transposoninsertionsstellen ist in Abbildung 3.2. dargestellt. 

Anzumerken ist, dass bei einer Mutante die Selbstklonierung nicht möglich war, auch der Einsatz 

verschiedener Restriktionsenzyme erbrachte keine erfolgreiche Transformation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die BlastN-Analysen gaben erste Hinweise auf putative Funktionen der defekten Gene. Hieraus ließ 

sich eine Klassifikation ableiten, die der Strukturierung der Arbeit diente. Die meisten defekten Gene 

sind assoziiert mit der Bakterienmorphologie und - bewegung, 33% der Gene sind in metabolische 

Abb. 3.2. Chromosomale Verteilung der Tn5 Transposoninsertionsstellen. Dargestellt sind Chromosom 1 und 2 von 

B. pseudomallei. Durch schwarze Striche gekennzeichnet wurden die Insertionsstellen der 44 Transposonmutanten. 

(adaptiert aus: Holden et al.2004, Proc Natl Acad Sci USA 101:14240-14245) 
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Vorgänge involviert und ein Viertel der Gene können keiner Funktion zugeordnet werden. Drei 

Mutanten wurden als Sonstige zusammengefasst und als separate Gruppe behandelt. 

33%

36%

24%

7%

Stoffwechsel

Struktur

Hypothetisch

Sonstige

 

 

 

 

 

 

3.4. Defekte in Genen mit metabolischer Funktion 

3.4.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 10/83, HGW 14/28, 

HGW 16/82 und HGW 23/12  

 Insgesamt wiesen 15 Mutanten Insertionen in einem Stoffwechselgen auf. Bei einer Mutante 

integrierte Tn5 in einer intergenischen Region upstream von einem Stoffwechselgen. (Tab. 3.2). In 

den Mutanten HGW 16/82 und 21/37 inserierte das Transposon in dasselbe Gen bioD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.3. Einordnung der Gendefekte in funktionelle Guppen. Anhand von Blast-Analysen können die 

Transposonmutanten vier Gruppen zugeordnet werden. Gezeigt ist der prozentuale Anteil, den jede Gruppe am 

Gesamtpool der Tn5-Mutanten übernimmt. 
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Tab. 3.2. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Stoffwechsel-assoziierten Genen 

Mutante Gendefekt Putative Funktion 

HGW 2/2 BPSS0462 Putative Oxidoreduktase 

HGW 2/14 BPSL3387 Putative Fettsäure-CoA-Ligase 

HGW 3/46 BPSL3395, atpC ATP Synthase, Epsilon Untereinheit 

HGW 4/64 BPSL3256 Put. Aminosäure Permease 

HGW 7/67 BPSL0713 
Putativer Transmembranen-Transporter Sulfonat, 

Taurin, Nitrat Permease 

HGW 9/47 BPSL3051, trpG Anthranilat Synthase, Komponente 

HGW 9/59 BPSL2825 Chorismat bindendes Enzym 

HGW 11/54 BPSL0210, dapF Diaminopimelat-Epimerase 

HGW 12/58 BPSL0630, dan D-Aminoacylase 

HGW 14/28 BPSL0117, lysR bakterielles Regulatorprotein 

HGW 16/82 = 
HGW 21/37 

BPSL0365, bioD Biotin-Synthase 

HGW 23/12 BPSL2963, pyrF Orotidin 5'-phosphatedecarboxylase 

HGW 24/59 BPSL1196, ilvI Acetolactat-Synthase III, große Untereinheit 

Insertion in intergenischer Region: 

HGW 10/83 BPSL0345/0346 
Protein zugehörig zu Dihydrodipicolinsäure-

Synthetase Familie 

 

Für weitere funktionelle Analysen wurden aus der Gruppe der Stoffwechselmutanten vier ausgewählt.: 

HGW 10/83, HGW 14/28 mit Defekt im Regulatorprotein LysR, HGW 16/82 mit Defekt in der 

Biotinsynthese und HGW 23/12 mit Defekt in der Pyrimidinbiosynthese.  
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HGW 10/83 – intergenische Region 

Das Transposon inserierte zwischen die ORFs BPSL0345 und BPSL0346, einem hypothetischen 

Protein und einer Komponente der Dihydropicolinsäuresynthetase. Letztere katalysiert einen der 

ersten Schritte der Lysinsynthese aus Pyruvat und Aspartat. 

HGW 14/28 – LysR 

Die Insertion erfolgte nach Base 115 in reverser Richtung in das Gen BPSL0117, das für den 

Transkriptionsregulator LysR codiert. Die LysR-Familie besteht aus über 50 autoregulatorischen 

Transkriptionsregulatoren ähnlicher Größe. Sie kommen in vielen Prokaryoten vor, haben aber 

wahrscheinlich verschiedene evolutionäre Ursprünge. In Interaktion mit Co-Induktoren regulieren sie 

Target-Gene verschiedener Funktionalität (z.B. Aminosäuresynthese, Transporter). Regluatoren der 

LysR-Familie bestehen aus einer a) DNA-bindenden Domäne mit Helix-turn-Helix Motiv, b) einer 

Bindungsdomäne für Co-Induktoren und c) einer Domäne, die sowohl für DNA-Interaktionen als auch 

als Target für Co-Induktoren gilt (159).  

HGW 16/82 - Biotin-Synthase 

Die Insertion erfolgte nach Base 430 in das Gen BPSL0365. BioD codiert für ein Schlüsselenzym im 

Biotinkatabolismus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.4. Schema des Biotin 

Metabolismus. Die Biotin-

Synthase (rotes Kästchen) ist 

 ein Schlüsselenzym der 

Biotinsynthese. (aus 

www.genome.jp/kegg/) 
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Abb. 3.5. Schema des Pyrimidin Metabolismus. Die Orotidin- 5 Phosphat-Decarboxylase katalysiert die Bildung von UMP 

aus Orotidin-5-phosphat. (aus www.genome.jp/kegg/) 

HGW 23/12 - Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase 

Die Insertion erfolgte in der Mitte des Gens BPSL2963 in den codogenen Strang. Die Decarboxylase 

ist am Aufbau der Pyrimidine beteiligt (Abb. 3.5) 

3.4.1.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik von HGW 10/83, HGW 14/28, 

HGW 16/82 und HGW 23/12  

Die ausgewählten Mutanten zeigten ein normales Schwarmverhalten auf Softagar, damit war kein 

Defekt in der Motilität nachweisbar (Anhang Abb. A1). Auch auf Festmedien wie LB- oder Columbia 

Blutagar wuchsen sie normal. HGW 23/12 fiel allerdings durch variierende Morphotypen auf. 

Insbesondere bildete die Mutante neben normalen auch sehr kleine Kolonien, die erst 48 Stunden 

verzögert gegenüber dem Wildtyp sichtbar waren. Ob es sich dabei um small colony variants (SCVs) 

handelte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

Alle ausgewählten Mutanten wuchsen in LB-Vollmedium (Abb. 3.6 A). Im Vogel-Bonner-Minimal 

Medium allerdings zeigten sich deutliche Wachstumsdefizite bei HGW 14/28 (LysR). Darüber hinaus 

waren HGW 16/82 und HGW 21/37 nicht in der Lage im Minimalmedium zu replizieren (Abb. 3.6 B). 
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Abb. 3.6. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 10/83, HGW 14/28 (LysR), HGW 16/82 (Biotin-Synthase) 

und HGW 23/12 (Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase) in LB Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-

D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den 

Wildtyp E8 (■) und die Transposonmutanten. Die Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden 

Medien wurde nur einmal quantifiziert. 

A 

0 10 20 30 40 50 60 70 80
0

1

2

3

4

5

6

E8
HGW 10/83
(E8∆BPSL0345/0346)

Stunden in LB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0

1

2

3

4

5

6

E8
HGW 16/82
(E8∆BPSL0365)

Stunden in LB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0

1

2

3

4

5

6

HGW 14/28
(E8∆BPSL0117)

E8

Stunden in LB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0

1

2

3

4

5

6

HGW 23/12
(E8∆BPSL2963)

E8

Stunden in LB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

B 

D 

C 

0 25 50 75 100 125 150
0

1

2

3

4

5

6

7

8

E8
HGW 16/82
(E8∆BPSL0365)

Stunden in VB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

0 25 50 75 100 125 150
0

1

2

3

4

5

6

7

8

E8
HGW 23/12
(E8∆BPSL2963)

Stunden in VB Medium

O
p

tis
ch

e
 D

ic
h

te
 (

6
5

0
n

m
)

0 25 50 75 100 125
0

1

2

3

4

5

6

7

8

E8
HGW 10/83
(E8∆BPSL0345/0346)

Stunden in VB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

0 25 50 75 100 125 150
0

1

2

3

4

5

6

7

8

E8
HGW 14/28
(E8∆BPSL0117)

Stunden in VB Medium

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 
(6

50
nm

)

E 

F 

G 

H 



Ergebnisse 
 

67 
 

E
8

H
G

W
 1

4/
28

100

101

102

103

104

105 **

in
tr

az
el

lu
lä

re
 c

fu
/w

el
l

E
8

H
G

W
 2

3/
12

100

101

102

103

104

105 *

in
tr

az
el

lu
lä

re
 c

fu
/w

el
l

E
8

H
G

W
 1

0/
83

100

101

102

103

104

105

in
tr

a
ze

llu
lä

re
 c

fu
/w

e
ll

E
8

H
G

W
 1

6/
82

100

101

102

103

104

105

in
tr

az
el

lu
lä

re
 c

fu
/w

el
l

A B C D 

3.4.1.2. Charakterisierung des Invasionsverhaltens von HGW 10/83, HGW 14/28, 

HGW 16/82 und HGW 23/12 in HeLa Zellen 

Die identifizierten Mutanten zeigten ein verändertes Verhalten im Plaqueassay gegenüber dem 

Wildtyp E8. Eine Möglichkeit dafür könnte ein Defekt in der Invasion sein. In einem Invasionsassay 

wurden die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp analysiert. Wie Abb. 3.7 zeigt, drangen signifikant 

weniger lysR- und die pyrF-Mutanten in die HeLa-Zellen ein als Bakterien des Wildtyps E8. HGW 

10/83 und HGW 16/82 zeigten ein normales Invasionsverhalten. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

3.4.1.3. Darstellung von Lokalisation und intrazellulärem Verhalten der Mutanten 

HGW 14/28 und HGW 23/12 in der Immunfluoreszenz 

Bei HGW 14/28 und HGW 23/12 wurde ein Invasionsdefekt festgestellt. Um weitere Erkenntnisse 

über das intrazelluläre Verhaten der Mutanten zu gewinnen, wurde eine Immunfluoreszenz bei 

infizierten Zelen durchgeführt. Damit können gesicherte Aussagen über Lokalisation und Anzahl der 

Erreger sowie ihre Interaktion mit dem Aktingerüst der Zelle getroffen werden.  

 

 

Abb. 3.7. Invasion der Transposonmutanten HGW 10/83 (A), HGW 14/28 (LysR) (B), HGW 16/82 (Dithiobiotin-

Synthase) (C) und HGW 23/12 (Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase) (D) in HeLa Zellen. Dargestellt ist jeweils die 

logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (schwarz) und Mutanten (grau). Die Ergebnisse sind 

Mittelwerte von Dreifachansätzen inklusive Standardabweichungen. Die Grafik repräsentiert die Ergebnisse von 

mindestens zwei unabhängigen Experimenten jeder Mutante. Statistische Signifikanzen wurden mittels einem 

zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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Die Färbung in Abb.3.8. zeigt, dass die intrazelluläre Anzahl der Mutanten HGW 14/28 und HGW 

23/12 deutlich geringer ist als beim Wildtyp. Es konnte beobachtet werden, dass sich die Bakterien 

frei im Zytosol bewegen, es wurden weder zum frühen noch zum späten Zeitpunkt Aktinschweife 

beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten Wildtyp-infizierte Zellen zum Zeitpunkt 22 h nicht mehr 

dargestellt werden, da sie komplett lysiert waren. 

3.4.1.4. Charakterisierung der Mutanten HGW 10/83, HGW 14/28, HGW 16/82 und 

HGW 23/12 im Mausmodell 

Die intranasale Infektion mit B. pseudomallei ist ein etabliertes Mausmodell der Melioidose. Um die 

Virulenz der Stoffwechsel-Mutanten zu untersuchen, wurden weibliche BALB/c Mäuse intranasal mit 

den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp infiziert. Um auch minimale Unterschiede in der Virulenz 

darstellen zu können, wurde eine geringe MOI von 50 bis 100 cfu für die intranasale Infektion 

gewählt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.8. Lokalisation der Transposonmutanten HGW 14/28 und HGW 23/12 in HeLa T Zellen nach der 

Invasion. Dargestellt ist das Verhalten des Wildtyp E8 (A) im Vergleich zur Mutante HGW 14/28 (B) sechs Stunden 

nach Infektion sowie der Mutante HGW 23/12 (C) 22 Stunden nach der Infektion. Mittels Immunfluoreszenz wurden die 

Bakterien (grün) mit anti EPS-Antikörper 3165 und Alexa488 dargestellt, das Zytoskelett (rot) mit Phalloidin TRITC. 

Die Bilder in (A) und (B) geben eine 400fache Vergrößerung, in (C) 600fache Vergrößerung wieder. 

A B C E8 6 h p.i. HGW 14/28 6 h p.i. HGW 23/12 22 h p.i. 
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Abbildung 3.9 zeigt, dass die Tiere eine Infektion mit den Stoffwechsel-Mutanten signifikant besser 

überlebten als mit dem Wildtyp E8. Tiere, die mit HGW 14/28 und HGW 23/12 infiziert wurden, 

zeigten über den gesamten Beobachtungszeitraum keine Symptome. Alle überlebenden Mäuse wurden 

nach 14 bzw. 28 Tagen euthanasiert und Milz, Leber sowie Lunge auf Sterilität geprüft. In beiden 

Gruppen konnten keine Erreger in den Organen nachgewiesen werden. 

Mäuse, die mit HGW 16/82 infiziert wurden, zeigten kurz nach der Infektion struppiges Fell, waren 

ansonsten klinisch unauffällig. Bei der Präparation wurde bei einem Tier ein Milzabszess festgestellt. 

Wie Abb. 3.10 zeigt, befanden sich teilweise über 10 10 cfu in Milz und Leber. In den Lungen wurden 

zunächst keine Bakterien nachgewiesen, allerdings konnte dort nach Anreicherung in LB-Medium 

über 72 h bei den Tierne 1, 4 und 5 ebenfalls B. pseudomallei isoliert werden. 

Bei der Infektion mit HGW 10/83 waren die Tiere ab Tag 3 nach der Infektion leicht struppig, aber fit. 

Ein Tier verstarb 22 Tage nach der Infektion. Die Präparation der überlebenden Mäuse ergab bei zwei 

Tieren Abszesse in der Milz (Abb. 3.10) sowie hohe Keimzahlen in Milz und Leber. Nach 

Anreicherung in LB-Medium wurde auch im Lungenlysat von Maus 2 B. pseudomallei nachgewiesen. 

 

 

Abb. 3.9. Intranasale Infektion von weiblichen BALB/c-Mäusen mit HGW 14/28 (LysR) (A), HGW 16/82 

(Dithiobiotin-Synthase) (B), HGW 23/12 (Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase) (C) und HGW 10/83 (D). Gezeigt 

ist der Prozentsatz überlebender Tiere nach Infektion mit den Stoffwechsel-Transposonmutanten im Vergleich zum 

Wildtyp E8 (■) über einen Zeitraum von 14 bzw. 28 Tagen. Statistische Signifikanzen wurden mittels der Kaplan-Meier-

Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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Um die Attenuierung der lysR-, pyrF- und bioB-Mutante besser abschätzen zu können, wurden in 

einem zweiten Versuch BALB/c Mäuse intranasal mit etwa zehnfach höheren Dosen infiziert. 

Wiederum zeigten Mäuse, die mit HGW 14/28 und HGW 23/12 infiziert wurden, über 80 Tage 

keinerlei Symptome. Nur insgesamt drei Organe wiesen nach diesem Untersuchungszeitraum 

minimale Keimzahlen  (maximal 4 Keime pro Organ) auf. Mäuse, die mit HGW 16/82 infiziert 

wurden, verstarben verzögert im Vergleich zum Wildtyp E8 (p=0,0494) (Daten nicht gezeigt). 

 

3.5. Defekte in Genen, die für Strukturkomponenten kodieren 

3.5.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 5/30, HGW 2/5 und 

HGW 15/93 

Nach Sequenzvergleichen mit B. pseudomallei K96342 konnten 15 der defekten Gene als putative 

Strukturkomponenten identifiziert werden. In den Mutanten HGW 4/12 und 6/81 inserierte das 

Transposon in dasselbe Gen wbiE an unterschiedlichen Stellen. 

Innerhalb dieser Gruppe bildeten Mutationen im Flagellarapparat und in der Lipid A Biosynthese zwei 

Schwerpunkte. Da Gene und Funktionen von Flagellin- und LPS Biosynthese-Komponenten bereits 

gut in der Literatur beschrieben worden sind, bildete deren Charakterisierung in dieser Arbeit keinen 

Schwerpunkt (51, 50). 

Abb. 3.10. Keimzahl in Milz, Leber und Lunge überlebender Tiere nach intranasaler Infektion mit 

HGW 16/82 (A) und HGW 10/83 (B). Dargestellt ist die Zahl isolierter Bakterien je Organ von überlebenden Mäusen. 

Jedes Tier ist durch ein Symbol gekennzeichnet (� - Maus 1, ▲ - Maus 2, ▼ – Maus 3, ♦ - Maus 4, ● – Maus 5). 
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Bei Transposonmutante HGW 2/5 wurde durch die Insertion des Transposons zwischen die Gene 

minC und minD eine ganze Region für die Transkription unzugänglich gemacht. Bei HGW 15/93 

wurde ebenfalls die Transkription eines ganzen Operons verändert. 

 

Tab. 3.3. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Struktur-assoziierten Gene. Grün unterlegt sind Gene für die Lipid 

A Biosynthese, blau unterlegt sind Gene für Aubau und Funktion des Flagellarapparates. 

Mutante Gendefekt Putative Funktion 

HGW 2/33 BPSL0007, gspD Komponente des Typ II-Sekretionssystems 

HGW 5/30 BPSL2990, hctB Histon 1- ähnliches Protein 

HGW 5/83 BPSS1547 Komponente des Type III-Sekretionssystems 

HGW 20/90 BPSL2521, gyrA Gyrase, Untereinheit A 

HGW 4/12 
= HGW 6/81 

BPSL2676, wbiE Putative Glycosyltransferase 

HGW 7/14 BPSL2672, wbiI Putative Epimerase / Dehydratase 

HGW 16/09 
BPSL0791, waaF, 

synonym: rfaF 
Put. ADP-heptose--LPS heptosyltransferase II 

HGW 9/73 BPSL3311, flhD Flagellarregulon Masterregulator, Untereinheit FlhD 

HGW 15/29 BPSL0274 Flagellumprotein (hook protein) 

HGW 15/42 BPSL0225 Flagellumprotein (hook-length control protein) 

HGW 15/48 BPSL0027, fliM Flagellum, Motorprotein (motor switch) 

HGW 19/73 BPSL0028, fliN Flagellum, Motorprotein (motor switch) 

HGW 20/39 
BPSL0271, flgC; 

synonym: flaw 

Flagellum Basalkörperprotein 

(basal body rod protein) 

Insertion in intergenischen Regionen 

HGW 2/5 BPSL2596/2597, minC/minD Komponente der Septumbildung 

HGW 15/93 BPSS1490 bis 1492 Aktinschweif-bildende Proteine 
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Für weitere funktionelle Analysen wurden aus dieser Gruppe drei Mutanten ausgewählt: HGW 5/30 

mit Defekt in einem Histon-1-ähnlichen Protein, HGW 2/5 und HGW 15/93. 

HGW 5/30 – Histon-1-ähnliches Protein 

Das Transposon inserierte in das letzte Drittel des Gens BPSL2990, das als Histon-1-ähnliches Protein 

(hctB) annotiert wurde. HctB zeigt Ähnlichkeit zu Hc2 von Chlamydia trachomatis. Dort agieren Hc1 

und Hc2 in Kooperation bei der DNA-Kondensation und Zellzykluskontrolle. Histon-ähnliche 

Proteine haben demnach funktionelle Parallelen zu eukaryotischen Histonen (99). 

HGW 2/5 – intergenische Insertion zwischen Gene der Septumbildung 

Das Transposon inserierte in reverser Richtung zwischen den Genen minD und minC. Beide sind 

essentiell bei der Septumbildung (Abb. 3.11). Die Mutante imponiert durch sehr große, schleimige 

Kolonien und lange, fadenförmige Strukturen in der Fluoreszenzmikroskopie, was auf Probleme in der 

Zellteilung hinweisen könnte. 

 

Abb. 3.11. Schema der 

Septumbildung bei Bakterien.  

Die Konzentration der MinCD 

Komplexe ist entscheidend für die 

Bildung des MinE-Ringes. (aus: 

archimede.bibl.ulaval.ca) 

 

 

HGW 15/93 – intergenische Insertion in das bimA-Operon 

Die Insertion erfolgte zwischen die ORFs BPSS1489 und BPSS1490 und damit in enger Lokalisation 

zum bimA, einer wichtigen Komponente der Aktinschweifbildung. Stevens et al. beschrieben die in 

Abb. 3.12 gezeigten Gene als Operon, das einer gemeinsamen genetischen Kontrolle unterliegt. Die 

Transposoninsertion wirkt sich vermutlich auf die Funktion mehrerer Gene aus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.12. Genetische Organisation des bimA-

Operons. Der Pfeil deutet auf die Stelle der 

Transposoninsertion bei HGW 15/93 hin (adaptiert 

aus: Stevens et al; 2005, Molecular Microbiology, 

56:40-53). 
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3.5.1.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik von HGW 5/30, HGW 2/5 und HGW 

15/93 

Die Mutanten zeigten keine Defekte in der Beweglichkeit auf Softagar (Anhang Abb. A2). Sie 

wuchsen normal auf Festmedien. Im LB Vollmedium und im Vogel-Bonner Medium mit K-D-

Glucuronat zeigten sie keine Replikationsdefekte (Abb. 3.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.13. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/5 (MinC/D), HGW 5/30 (HctB) und HGW 15/93 

(bimA-Operon) in LB Medium (A-C) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (D-F). Dargestellt ist die 

Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Struktur-

Transposonmutanten. Die Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal 

quantifiziert. 
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3.5.1.2. Charakterisierung des Replikationsverhaltens der Mutanten HGW 5/30, HGW 

2/5 und HGW 15/93 in HeLa Zellen und RAW 256.7 Makrophagen 

Die identifizierten Mutanten zeigten ein verändertes Verhalten im Plaqueassay gegenüber dem 

Wildtyp E8. Eine Möglichkeit dafür könnte ein Defekt in der Invasion oder intrazellulären 

ReplikationInvasion sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wie Abb. 3.14 zeigt, war HGW 15/93 (C) nicht in der Lage intrazellulär zu replizieren. Die Keimzahl 

24 Stunden nach der Infektion war zwei Log-Stufen niedriger als nach der Invasion. 

Die hctB-Mutante HGW 5/30 und auch HGW 2/5 waren dagegen in der Lage in den Epithelzellen 

intrazellulär zu replizieren, beide zeigten allerdings in der Tendenz eine geringere intrazelluläre cfu als 

der Wildtyp E8. Um ihr Verhalten in immunkompetenten Zellen darzustellen, wurden auch serumfrei 

kultivierte RAW 256.7-Makrophagen mit den Mutanten infiziert.  

 

 

 

 

 

Abb. 3.14. Invasion und intrazelluläre Replikation 

der Transposonmutanten HGW 2/5 (MinC, MinD) 

(A), HGW 5/30 (HctB) (B) und HGW 15/93 (bimA-

Operon) (C). Dargestellt ist die logarithmische 

intrazelluläre Bakterienanzahl der Struktur-

Transposonmutanten im Vergleich zum Wildtyp E8 (■) 

in HeLa Zellen. Gezeigt werden Mittelwerte und 

Standardabweichungen von drei Replikaten. Statistische 

Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigen t-Test 

ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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Abb. 3.15. In vitro Verhalten der Transposonmutanten HGW 2/5 (MinC/D) (A) und HGW 5/30 (HctB) (B). 

Dargestellt ist die intrazelluläre Replikation der Struktur-Transposonmutanten im Vergleich zum Wildtyp E8 (■) in RAW 

256.7 Makrophagen. Die Werte geben die logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well an. Gezeigt werden 

Mittelwerte inklusive Standardabweichungen von drei Replikaten. Statistische Signifikanzen wurden mittels eines 

zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse in Abb.3.15 zeigen, dass 24 Stunden nach der Infektion sowohl bei HGW 5/30 als 

auch bei HGW 2/5 die intrazellulären Keimzahlen in den Makrophagen signifikant unter dem Level 

des Wildtyps E8 liegen. 

 

3.5.1.3. Darstellung von Lokalisation und intrazellulärem Verhalten der Mutante 

HGW 15/93 in der Immunfluoreszenz  

Es konnte gezeigt werden, dass HGW 15/93 in Epithelzellen nicht mehr effektiv repliziert. Auf Grund 

der Insertionsstelle in der Nähe des bimA und des Replikationsdefektes sollte die Immunfluoreszenz 

wichtige Aussagen über das intrazelluläre Verhalten der Mutante bringen. 
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Abbildung 3.16 A zeigt beim Wildtyp E8 bereits 6 Stunden nach der Infektion Aktinschweife. 

Darüber hinaus war das Infektionsgeschehen nicht nur auf eine Zelle begrenzt, und es konnten 

vielkernige Riesenzellen beobachtet werden. 

Die Mutante HGW 15/93 drang in die Epithelzellen ein und befreite sich aus den Lysosomen. 6 h nach 

der Infektion lagen nur wenige Bakterien in Assoziation mit dem lysosomalen Marker LAMP vor 

(Abb. 3.16 D). Es konnten aber keine Aktinschweife 6 oder 24 h nach der Infektion nachgewiesen 

werden. Die intrazeluläre cfu nahm zwischen 6 und 24 h nach der Inektion signifikant ab. Nach 24 h 

waren nur noch wenige intakte Bakterien und Exopolysaccharid-Trümmer in den Zellen sichtbar.  

Abb. 3.16. Darstellung der intrazellulären Lokalisation der Transposonmutante HGW 15/93 in HeLa T Zellen 

A-C: Dargestellt ist das intrazelluläre Verhalten der Mutante HGW 15/93  6  und 22 Stunden nach Infektion im Vergleich 

zum Wiltyp E8. Die Bakterien (grün) wurden mit anti EPS-Antikörper 3165 und Alexa488 dargestellt, das Zytoskelett 

(rot) mit Phalloidin TRITC. Die Bilder geben eine 600fache Vergrößerung wieder. 

D: Kolokalisation intrazellulärer Membranen mit der Transposonmutante HGW 15/93 6 Stunden nach der Infektion 

(1000 x). Dargestellt ist die Verteilung von LAMP (grün), teilweise in unmittelbarer Nähe zu den Bakterien 

(Markierung), das Zytoskelett wurde wiederum mit Phalloidin TRITC (rot) gefärbt. 

E8 6 h p.i. HGW 15/93 22 h p.i HGW 15/93 6 h p.i. A B C 

HGW 15/93 6 h p.i. D 
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Abb. 3.17. Intranasale Infektion von BALB/c-Mäusen mit HGW 2/5 (MinD/C) (A+ B), HGW 5/30 (HctB) (C) und 

HGW 15/93 (bimA-Operon) (D). Gezeigt ist der Prozentsatz überlebender Tiere nach Infektion mit Transposonmutanten 

im Vergleich zum Wildtyp E8 über einen Zeitraum von 14 bzw. 28 Tagen. Die Infektion erfolgte in A, C, D an 

weiblichen BALB/c Mäusen in D an männlichen Tieren. Statistische Signifikanzen wurden mittels der Kaplan-Meier-

Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 

3.5.1.4. Charakterisierung der Mutanten HGW 5/30, HGW 2/5 und HGW 15/93 im 

Mausmodell 

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Mutanten HGW 15/93, HGW 2/5 und HGW 5/30 in 

Epithezellen beziehungsweise Makrophagen einen Überlebensnachteil gegenüber dem Wildtyp E8 

haben. Zur Charakterisierung dieser Mutationen in vivo wurden BALB/c Mäuse mit einer geringen 

Infektionsdosis intranasal infiziert. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Folge der Infektion mit der hctB-Mutante HGW 5/30 bekamen die Tiere leicht struppiges Fell, 

wirkten aber sonst klinisch unauffällig. Im weiteren Infektionsverlauf wurde ein Tier neurologisch 

krank, es verstarb an Tag 11. Bei der Präparation der überlebenden Tiere zwei Wochen nach der 

Infektion wurden Abszesse in Milz und Leber sichtbar. Die Organpräparation zeigte eine besonders 

hohe bakterielle Belastung der Milzen (Abb. 3.18).  
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Mäuse, die mit der Tn5-Mutante HGW 2/5 infiziert wurden, überlebten signifikant besser als 

Wildtyp-infizierte Tiere. In dieser Arbeit wurden zwei in vivo Versuche mit der Mutante durchgeführt, 

die sich im Geschlecht der Mäuse unterschieden (Versuch 1 mit männlichen Tieren, Versuch 2 mit 

weiblichen Tieren). In beiden Versuchen zeigten die Tiere nach der Infektion Symptome wie 

struppiges Fell, verquollene Augen, geschwollene Nase, später gestelzter Gang. In Folge dieser akuten 

Erkrankung verstarben die weiblichen Tiere im Versuch 2 (Abb. 3.17). Die überlebenden männlichen 

Tiere aus Versuch 1 wurden präpariert. Eine Maus zeigte keine Auffälligkeiten, die restlichen zwei 

imponierten durch große Abszesse in den Milzen. Aus allen präparierten Organen konnten Bakterien 

isoliert werden (Abb. 3.18). 

Mäuse, die mit der HGW 15/93 infiziert wurden, wiesen keinerlei klinische Symptome auf. Eine 

Präparation der Mäuse am Tag 21 zeigte abszessfreie Organe mit geringer bakterieller Belastung 

(Abb. 3.18). Um die Virulenz dieser Mutante genauer beschreiben zu können, wurden Mäuse mit einer 

zehnfach höheren Dosis intranasal infiziert. Die Tiere hatten in den ersten Tagen nach der Infektion 

leicht struppiges Fell, sie regenerierten sich bis Tag 11 nach der Infektion vollkommen. Alle Mäuse 

überlebten den Untersuchungszeitraum von 80 Tagen. Bei anschließender Präparation konnten nur aus 

einer Maus Erreger isoliert werden. Sowohl Lunge als auch Leber waren mit weniger als 10 cfu 

besiedelt (Daten nicht gezeigt). 
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3.6. Defekte in Genen mit hypothetischer Funktion 
Etwa 10 % der codierenden Bereiche auf Chromosom 2 und 8 % auf Chromosom 1 im B. 

pseudomallei Genom konnten bisher keiner Funktion zugeordnet werden (82). In dieser Arbeit wurden 

acht hypothetische Gene zerstört, deren Funktionen mit dem intrazellulären Überleben in 

Zusammenhang stehen. 

HGW 9/44 mit Insertion in BPSL1528 war identisch einer Mutante, die bereits von unserer 

Arbeitsgruppe beschrieben wurde, deswegen wurde sie nicht näher charakterisiert (143).  

 

Tab. 3.4. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in  hypothetischen Gene 

Mutante Gendefekt Putative Funktion 

HGW 8/35 BPSL2397 Hypothetisches Protein 

HGW 9/44 BPSL1528 Hypothetisches Protein 

HGW 13/10 BPSS0267 Hypothetisches Protein 

HGW 13/38 BPSL0410 Hypothetisches Protein 

HGW 15/17 BPSL2093 Hypothetisches Protein 

HGW 20/79 BPSL0658 Hypothetisches Protein 

HGW 20/85 BPSL0783 Hypothetisches Protein 

HGW 22/18 BPSS1504 
Hypothetisches Protein 
Insertion in einen Locus  
des Typ VI-Sekretionsapparat  

 

3.6.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 8/35, HGW 13/10, 

HGW 13/38, HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 im Mausmodell  

Da durch vergleichende Analysen keine Rückschlüsse auf die Funktion der zerstörten Gene gezogen 

werden konnte, wurde die sieben Mutanten im in vivo Modell mit geringer Infektionsdosis getestet. 

Außer HGW 15/17 zeigten alle Mutanten eine Attenuierung unterschiedlicher Ausprägung in der 

Maus (Abb. 3.19).  
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Tiere, die mit HGW 13/10 und HGW 13/38 infiziert wurden, wiesen die bekannten Anzeichen der 

Erkrankung: struppiges Fell, geschwollene Nase, gestelztes Laufen auf. Alle Mäuse der Gruppe HGW 

13/10 verstarben verzögert gegenüber Wildtyp-infizierten Tieren (Abb. 3.19 A). In der Gruppe HGW 

13/38 überlebte ein erkranktes Tier mit hohen Erregerzahlen in Milz und Leber (Abb. 3.19 B, Abb. 

3.20). 

Die vier verbliebenen Mutanten mit Defekten in hypothetischen Proteinen erwiesen sich als stark 

attenuiert. Alle Tiere überlebten den Untersuchungszeitraum von drei Wochen ohne nennenswerte 

Symptome (Abb. 3.19 C-F). Bei der Präparation waren in den vier Tieren, die mit HGW 20/85 

Abb. 3.19. Intranasale Infektion von weiblichen BALB/c-Mäusen mit HGW 13/10 (A), HGW 13/38 (B), HGW 8/35 

(C), HGW 20/79 (D), HGW 20/85 (E) und HGW 22/18 (F). Gezeigt ist der Prozentsatz überlebender Tiere nach 

Infektion mit den Transposonmutanten im Vergleich zum Wildtyp E8 über einen Zeitraum von 24 bis 28 Tagen. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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infiziert wurden, bis zu 107 cfu in der Milz nachweisbar. Ein Tier hatte die Bakterien komplett 

eliminiert (Abb. 3.20 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach Infektion mit der Mutante HGW 8/35 wurden bei zwei Tieren weniger als 50 Bakterien aus 

Milz und Lunge isoliert, in der Gruppe HGW 22/18 waren Lunge und Leber eines Tieres mit weniger 

als 10 Erregern belastet. Mäuse, die eine Infektion mit HGW 20/79 überlebt hatten, wiesen kein B. 

pseudomallei in den Organen auf.  

Zur weiteren Charakterisierung ihrer in vivo Virulenz wurden Mäuse mit einer zehnfach höheren 

Dosis der Mutanten HGW 8/35 und HGW 22/18 infiziert. In der Gruppe HGW 8/35 verstarben alle 

Tiere verzögert gegenüber dem Wildtyp (**, p=0,0047). In der Gruppe HGW 22/18 waren alle Tiere 

nach 80 Tagen gesund, aus Milz, Leber und Lunge wurden keine Bakterien isoliert. 

 

 

Abb. 3.20. Keimzahl in Milz, Leber und Lunge überlebender Tiere nach intranasaler Infektion mit HGW 13/38 

(A), HGW 8/35 (B), HGW 20/85 (C) und HGW 22/18 (D). Dargestellt ist die Zahl isolierter Bakterien je Organ von 

überlebenden Tieren. Jedes Tier ist durch ein Symbol dargestellt Symbol gekennzeichnet. (� - Maus 1, ▲ - Maus 2, ▼ – 

Maus 3, ♦ - Maus 4) 
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Auf Grund dieser Ergebnisse können in den folgenden Abschnitten die Mutanten mit Defekte in 

hypothetischen Genen hinsichtlich ihrer Virulenz in zwei Gruppen unterteilt werden 1.) Mutanten mit 

moderater in vivo Attenuierung HGW 13/10 und HGW 13/38, 2.) Mutanten mit starker in vivo 

Attenuierung HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18. 

3.6.2. Charakterisierung von Transposonmutanten mit moderater in vivo 

Attenuierung: HGW 13/10 und HGW 13/38 

3.6.2.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik von HGW 13/10 und HGW 13/38 

Beide Mutanten zeigten im Softagar einen geringeren Hofdurchmessers als der Wildtyp E8 (HGW 

13/10: 77%; HGW 13/38: 81%) (Anhang Abb. A4). Sie sind in ihrem Schwarmverhalten 

eingeschränkt. Auf Festmedium konnten keine Wachstumsdefizite festgestellt werden. In den 

Flüssigmedien LB und Vogel-Bonner Minimalmedium wuchs HGW 13/38 allerdings deutlich 

langsamer als der Wildtyp und erreichte schon bei geringerer Optischer Dichte sein Plateau (Abb. 3.21 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.21. Wachstum von E8 Transposonmutanten mit unbekannten Gendefekten HGW 13/10 und HGW 13/38 in 

LB Medium (A, B) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C, D). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp (■) und Transposonmutanten. Die Wachstumsfähigkeit 

der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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3.6.2.2. Charakterisierung des Invasions- und Replikationsverhaltens von HGW 13/10 

und HGW 13/38 in HeLa-Zellen 

Um die Effekte der Mutationen im intrazellulären Geschehen beurteilen zu können, wurde die 

intrazelluläre Replikation von HGW 13/10 und HGW 13/38 in der Epithelzelllinie HeLa untersucht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wie Abbildung 3.23 zeigt drangen beide Mutanten weniger effizient in die Epithelzellen ein. Im 

Infektionsverlauf stieg die intrazelluläre cfu an, so dass sie 24 Stunden nach der Infektion ein 

vergleichbare Bakterienanzahl erreichte wie der Wildtyp E8. Die unterschiedliche Keimzahl zum 

Zeitpunkt 0 h könnte auf Defekte in der Beweglichkeit der Bakterien, im Attachement oder in der 

Invasion zurückzuführen sein. In einem weiteren Assay wurden die Mutanten HGW 13/10 und HGW 

13/38 auf die Zellen aufzentrifugiert, um Motilitätsunterschiede auszuschließen. 

Beide Mutanten drangen unter diesen Bedingungen ebenso effizient in die HeLa-Zellen ein wie der 

Wildtyp E8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.22. Replikationsverhalten von E8 Transposonmutanten mit unbekannten Gendefekten HGW 13/10 (A) 

und HGW 13/38 (B) in HeLa Zellen. Dargestellt ist die intrazelluläre Replikation der Transposonmutanten im 

Vergleich zum Wildtyp E8 (■) in HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well 

an. Gezeigt werden Mittelwerte inklusive Standardabweichungen von drei Replikaten. Die Ergebnisse sind repräsentativ 

für mindestens zwei Experimente pro Transposonmutante. Statistische Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigen t-

Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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3.6.3. Charakterisierung von Transposonmutanten mit sehr starker in vivo 

Attenuierung: HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 

3.6.3.1. Schwarmverhalten und Wachstum von HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85, 

HGW 22/18 

Die Mutanten HGW 8/35 (106%) und HGW 20/85 (103%) zeigten ein vergleichbares 

Schwarmverhalten wie der Wildtyp E8. HGW 20/79 (74%) und HGW 22/18 (58%) erreichten einen 

geringeren Hofdurchmesser (Anhang Abb. A3). Alle vier Mutanten wuchsen gut auf Festmedium. 

HGW 22/18 wies statt der weißen, glatten Kolonien, gelbe, trockene Morphotypen (Abb. 3.24) auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Darüber hinaus waren alle vier Mutanten der Gruppe in der Lage in flüssigem LB und Vogel-Bonner-

Minimalmedium zu wachsen. HGW 22/18 wuchs tendenziell langsamer als der Wildtyp E8 (Abb. 3.25 

B, D). 

Abb. 3.24. Koloniemorphologie der Tn5 

Mutante HGW 22/18. Gezeigt ist eine 

Kolonie eines fraktionierten Ausstrichs auf 

Columbia Blutagar. 

Abb. 3.23. Invasionsverhalten von E8 Transposonmutanten mit unbekannten Gendefekten HGW 13/10 (A) und 

HGW 13/38 (B) in HeLa Zellen: 

Dargestellt ist jeweils die logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (schwarz) und Mutanten 

(grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte dreier Parallelen inklusive Standardabweichungen von drei Replikaten. Die 

Grafik repräsentiert die Ergebnisse von mindestens zwei unabhängigen Experimenten jeder Mutante.. Statistische 

Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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3.6.3.2. 

Abb. 3.25. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp (■) und Transposonmutanten. Das Wachstum der Tn5-

Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Charakterisierung des Invasions- und Replikationsverhaltens von HGW 8/35, HGW 

20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 in HeLa-Zellen 

Um die Beteiligung der defekten hypothetischen Proteine in der Virulenz aufzuklären, wurde die 

intrazelluäre Replikation der Mutanten in der Epithelzelllinie HeLa untersucht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Mutanten HGW 8/35, HGW 20/85 und HGW 22/18 drangen effizient in die Zellen ein, bei HGW 

20/79 wurde eine signifikant geringere Invasion beobachtet. Im weiteren Verlauf der Infektion 

ergaben sich große Unterschiede zwischen den intrazellulären cfu der Mutanten und des Wildtyps E8. 

HGW 8/35 lag 6 Stunden nach der Infektion in geringerer Keimzahl vor, diese blieben bis 24 Stunden 

nach der Infektion auf einem einheitlichen Level (Abb 3.27 C). Einen ähnlichen Verlauf zeigte die 

Entwicklung der intrazellulären cfu nach der Infektion mit HGW 20/85. Der Verlauf der Kurve bei 

HGW 20/79 lässt darauf schließen, dass die Mutante nicht in der Lage war, sich intrazellulär zu 

vermehren. HGW 22/18 erreichte 6 Stunden nach der Infektion signifikat geringere intrazelluläre cfu 

Abb. 3.26. In vitro Verhalten von E8 Transposonmutanten HGW 8/35 (A), HGW 20/79 (B), HGW 20/85 (C) und 

HGW 22/18 (D) mit unbekannten Gendefekten. Dargestellt ist die intrazelluläre Replikation der Transposonmutanten 

im Vergleich zum Wildtyp E8 (■) in HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro 

well an. Gezeigt werden Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standardabweichungen. Die Ergebnisse sind 

repräsentativ für mindestens zwei Experimente pro Transposonmutante. Statistische Signifikanzen wurden mittels eines 

zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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wie der Wildtyp E8, anschließend war aber ein leichter Anstieg der Keimzahlen zu verzeichnen, 

obwohl diese nicht das Level des Wildtyps erreichten. 

Um den Unterschied der intrazellulären cfu zum Zeitpunkt 0 h zwischen Mutante HGW 20/79 und 

Wildtyp E8 näher zu charakterisieren, wurden die Bakterien in einem weiteren Assay auf die Zellen 

aufzentrifugiert. Unter diesen Bedingungen konnte kein Invasionsunterschied zwischen HGW 20/79 

und dem Wildtyp E8 nachgewiesen werden. Möglicherweise resultiert das Ergebnis in Abb. 3.28 B 

aus einem Unterschied in der Beweglichkeit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.27. Invasionsverhalten der Transposonmutante HGW 

20/79 in HeLa Zellen. Dargestellt ist jeweils die logarithmische 

intrazelluläre Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (schwarz) und 

Mutante (grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei 

Replkaten inklusive Standardabweichungen. Die Grafik 

repräsentiert die Ergebnisse von mindestens zwei unabhängigen 

Experimenten. Statistische Signifikanzen wurden mittels eines 

zweiseitigen t-Tests ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 

0,001. 
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3.7. Defekte in sonstigen Genen  

3.7.1. Charakterisierung der Immunophilin-Transposonmutante 

HGW 12/85 

Die Sequenzvergleiche von drei Tn5-Transposonmutanten mit dem Referenzstamm K96342 ergaben 

putative Funktionen, die sich in der Klassifikation als Sonstige zusammenfassen ließen. 

 

Tab. 3.5. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Genen verschiedener Funktion 

Mutante Gendefekt Putative Funktion 

HGW 6/12 BPSL3324 Transferase 

HGW 12/85 BPSL0918 FkpB-type peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase 

HGW 16/46 BPSL0965, pepA Leucyl-Aminopeptidase 

 

Aus dieser Gruppe wurde die Tn5-Mutante HGW 12/85 zur weiteren Charakterisierung ausgewählt. 

Das Transposon Tn5 inserierte hinter Base 169 des Gens BPSL0918, das für ein Protein mit Peptidyl-

Prolyl-Cis-Trans-Isomerase-Domäne codiert. Solche Enzyme zählen zu den Immunophilinen. Man 

unterscheidet Cyclophiline, FK506-bindende Proteine (FkbP) und Parvuline. Sie sind evoluntionär 

stark konserviert und kommen in verschiedener Form in allen Organismen vor. Mit ihrer Petidyl-

Prolyl-Cis-Trans-Isomerase-Aktivität (PPiase) führen sie Konformationsänderungen in Prolyhaltigen 

Polypeptiden durch. Diese energetisch sehr aufwendige Reaktion spielt bei der Proteinfaltung eine 

große Rolle. Immunophiline haben demnach eine Funktion als Co-Chaperone (71). BPSL0918 codiert 

für ein Immunophilin vom FkbP-Typ. 

3.7.1.1. Schwärmverhalten und Wachstum von HGW 12/85 

Die Immunophilin-Mutante ließ sich auf allen Festmedien anzüchten. Ihre Kolonien wuchsen aber 

kleiner und langsamer als die des Wildtyps E8. Auf Softagar erreichte sie einen geringeren 

Hofdurchmesser (70%) als der Wildtyp (100%) (Anhang Abb. A4), das auf eine eingeschränkte 

Schwärmfähigkeit hinweist.  

HGW 12/85 wuchs in Flüssigkulturen mit LB- und Vogel-Bonner-Minimalmedium genauso schnell 

wie der Wildtyp E8 (Abb. 3.28). Allerdings zeigte die Mutante ein langsameres Wachstum in der 

Flüssigkultur, wenn sie direkt aus einem Stock angeimpft wurde, der bei weniger als 4°C lagerte. 
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3.7.1.2. Untersuchung der Genexpression von BPSL0918 in verschiedenen 

Kulturmedien 

Es konnte gezeigt werden, dass Legionella pneumophila wichtige Virulenzfaktoren nur unter 

intrazellulären Stoffwechselbedingungen ausbildet. In vitro ließen sich diese Bedingungen imitieren, 

indem Glycerol als einzige C-Quelle im Medium angeboten wurde. Um zu überprüfen, ob und unter 

welchen Bedingungen der Wildtyp E8 den ORF BPSL0918 in vitro exprimiert, wurde er in LB-

Medium, Vogel-Bonner-Medium mit K-D-Glucuronat und Vogel-Bonner-Medium mit Glycerol 

angezüchtet. Es konnte in der exponentiellen Wachstumsphase aller drei Kulturbedingungen cDNA 

für BPSL0918 nachgewiesen werden. Über die Expressionseffizienz kann aus diesen Daten keine 

Aussage getroffen werden, da es sich um keinen quantitativen Ansatz handelte.  
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Abb. 3.28. Wachstum von E8 Transposonmutante HGW 12/85 in LB Medium (A) und Vogel Bonner Medium mit 

K-D-Glucuronat (B). Dargestellt ist die Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den 

Wildtyp (■) und Transposonmutanten. Das Wachstum der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur 

einmal quantifiziert 

Abb. 3.29. Expressionsanalyse von BPSL0918 in 

verschiedenen Kulturmedien. Gezeigt ist die 

Amplifikation des Gens BPSL0918 aus cDNA von 

Wildtyp E8 kultiviert in LB Vollmedium (3), 

Vogel-Bonner Minimal Medium supplementiert mit 

K-D-Glucuronat (5) sowie Vogel-Bonner Minimal 

Medium supplementiert mit Glycerol (7). Die 

Bakterien wurden zwischen OD 0,3 und 0,7 

geerntet.  
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3.7.1.3. Charakterisierung des Invasions- und Replikationsverhaltens von HGW 12/85 in 

HeLa-Zellen 

Zur Charakterisierung ihres intrazellulären Verhaltens wurde die intrazelluläre cfu der Mutante in 

HeLa-Zellen zu verschiedenen Zeiten quantifiziert. Die Immunophilin-Mutante zeigte keine 

Unterschiede in der Invasion verglichen mit dem Wildtyp E8 (Abb. 3.30 A). Darüber hinaus war die 

Mutante in der Lage intrazellulär zu replizieren, allerdings erreichte die intrazelluläre cfu nach 24 

Stunden signifikant geringere Werte als die des Wildtyps (Abb. 3.30 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.30. Invasions- und Replikationsverhalten von E8 Transposonmutante HGW 12/85 in HeLa Zellen.  

A) Dargestellt ist jeweils die logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (schwarz) und Mutante 

(grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standardabweichungen. Die Grafik repräsentiert 

die Ergebnisse von drei unabhängigen Experimenten. B) Dargestellt ist die intrazelluläre Replikation der 

Transposonmutante im Vergleich zum Wildtyp E8 (■) in HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmische intrazelluläre 

Erregerzahl pro well an. Gezeigt werden Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standardabweichungen. Die 

Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigen t-Tests ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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3.7.1.4. Darstellung der intrazelluären Lokalisation und der Aktinschweifbildung von 

HGW 12/85 in der Immunfluoreszenz 

Da die Immunophilin-Mutante trotz vergleichbarer Invasion geringere Erregerzahlen im 

Infektionsverlauf aufwies, sollten mit der Immunfluoreszenz intrazelluläre Interaktionen und die 

Aktinschweifbildung nachgewiesen werden (Abb. 3.31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Mutante HGW 12/85 wurde in mehreren Zellen nachgewiesen. Sie bildete 6 h nach der Infektion 

Aktinschweife aus. Die intrazelluläre Keimzahl war bei der Mutante aber deutlich geringer wie beim 

Wildtyp E8 (Abb. 3.31 ).  

3.7.1.5. Untersuchungen zur Expression des Typ III Sekretionssystems, Lokus 3 im 

Kulturüberstand von HGW 12/85 

Der Typ III-Sekretionsapparat Lokus 3 (TTSS3) ist vermutlich in Invasion, Escape vom 

Phagolysosom, in die Riesenzellbildung und in die Induktion der Onkose involviert. Um zu 

überprüfen, ob die bisherigen Ergebnisse bei der Immunophilin-Mutante mit einer Einschränkung im 

TTSS3 in Zusammenhang stehen, wurde BipD, eine Komponente des TTSS3-Nadelapparates im 

Western Blot nachgewiesen. In der extrazellulären Proteinfraktion von Wildtyp E8 und 

Immunophilin-Mutante konnte eine BipD- Bande in der Höhe 33 kDa detektiert werden (Abb. 3.32). 

Darüber hinaus waren kleinere Fragmente sichtbar, bei denen es sich wahrscheinlich um 

Degradationsprodukte handelte. Eine Kreuzreaktivität des Sekundärantikörpers wurde ausgeschlossen. 

Des Weiteren konnte auch BopE, ein Sekretionsprodukt des Apparates, im Western Blot detektiert 

werden (Anhang, Abb. C1).  

Abb. 3.31. Darstellung der intrazellulären Lokalisation der Transposonmutanten HGW 12/85 in HeLa T Zellen. 

Dargestellt ist das Verhalten der Mutante HGW 12/85 (A) 6 Stunden nach Infektion im Vergleich zum Wiltyp E8 (B). 

Die Bakterien (grün) wurden mit anti EPS-Antikörper 3165 und Alexa488 dargestellt, das Zytoskelett (rot) mit Phalloidin 

TRITC. Die Bilder in geben eine 400fache Vergrößerung wieder. 

E8 6 h p.i. HGW 12/85 6 h p.i. B A 
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45 kDa 

30 kDa 

20 kDa 

1 3 2 

Abb. 3.32. Nachweis von BipD im Western Blot. 

Dargestellt ist die Detektion der Typ III 

Sekretionsapparat-Komponente bipD in den 

extrazellulären Proteinen (25 µg/Spur) von B. 

pseudomallei E8 und Mutante HGW 12/85. Die 

Färbung erfolgte mit anti-BipD Antikörper, 

bereitgestellt von Mark Stevens (Institute for 

Animal Health, Compton Laboratory, Berkshire, 

UK), visualisiert mit BM Blue POD Substrat. (1 – 

Marker RPN756; 2 – E8; 3 – HGW 12/85) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.1.6. Charakterisierung der Immunophilin-Mutante HGW 12/85 im Mausmodell 

Die Funktion des Immunophilins in vivo wurde durch die Infektion von weiblichen BAB/c-Mäusen 

untersucht. Bei einer initialen Dosis von 70 Erregern intranasal zeigte sich eine deutliche Attenuierung 

(Abb. 3.33 A). Die Tiere waren am Beginn des Beobachtungszeitraumes leicht struppig, erholten sich 

ab Tag 8 nach der Infektion wieder. Die Präparation von Milz, Leber und Lunge ergab keine 

Abszesse. Allerdings wurden in den Milzen geringe bakterielle Belastungen nachgewiesen (Abb. 

3.34). Nach der Anreicherung in LB-Medium konnten auch in den Leberlysaten der Mäuse 2 und 4 

und in dem Lungenlysat der Maus 5 B. pseudomallei nachgewiesen werden.  

Wurden höhere Infektionsdosen (700 cfu intranasal) in vivo verwendet, verstarben die Tiere innerhalb 

von 6 Tagen, allerdings signifikant verzögert gegenüber dem Wildtyp E8 (Abb. 3.33 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.33. Intranasale Infektion von weiblichen BALB/c-Mäusen mit der Immunophilin-Mutanten HGW 12/85. 

Gezeigt ist der Prozentsatz überlebender Tiere nach Infektion mit etwa 70 cfu (A) und etwa 700 cfu (B) intranasal im 

Vergleich zum Wildtyp E8 über einen Zeitraum von 15 Tagen. Statistische Signifikanzen wurden mittels der Kaplan-

Meier-Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 
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3.7.2. Komplementationen des Gens BPSL0918 in HGW 12/85 

3.7.2.1. Vergleich der Komplementationsmethoden mittels Vektor pMLBAD  

und mini-Transposonsystem Tn7 

Beruht der gefundene Phänotyp einer Mutante allein auf der induzierten genomischen Mutation, sollte 

er durch eine funktionelle Komplementation voll reversibel sein. Um das zu überprüfen, wurde das 

Gen BPSL0918 auf zwei verschiedene Methoden in die Mutante HGW 12/85 komplementiert.  

Die Komplementation mit dem Vektor pMLBAD-BPSL0918 ist eine in trans Komplementaton mit 

einem extrachromosomalen Plasmid. Die Komplementation mit dem Vektor pUC18T-mini-Tn7T-Zeo 

loxP-BPSL0918 führt zu einer stabilen Integration des Zielgens in das Genom über homologe 

Rekombination.  

Mit beiden Methoden ließen sich Komplementanten isolieren. Sowohl pMLBAD transformierte B. 

pseudomallei Klone zeigten ein BPSL0918-Amplifikat in der PCR als auch mini-Tn7-transformierte 

B. pseudomallei Klone (Abb. 3.35). Im Gegensatz dazu konnte bei der Mutante HGW 12/85 kein 

Amplifikat für BPSL0918 gefunden werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.34. Keimzahl in Milz, Leber und Lunge 

überlebender Tiere nach intranasaler Infektion 

mit HGW 12/85. Dargestellt ist die Zahl isolierter 

Bakterien je Organ von überlebenden Tieren. 

Jedes Tier ist durch ein Symbol gekennzeichnet. 

(� - Maus 1, ▲ - Maus 2, ▼ – Maus 3, ♦ - Maus 

4, • - Maus 5) 
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3.7.2.2. Charakterisierung von Koloniemorphologie und Verhalten im Plaqueassay der 

Immunophilin-Komplementanten 

Die Koloniemorphologie war ein Kriterium, in dem sich die Immunophilin-Mutante deutlich vom 

Wildtyp E8 unterschied. Nach funktioneller Komplementation sollte die Koloniemorphologie 

zwischen Wildtyp und Komplementanten vergleichbar sein. Die Komplementante HGW 12/85 

pMLBAD-BPSL0918 zeigte größere Kolonie (Abb. 3.36 A4) als die Mutante (Abb. 3.36 A2). Sie 

erreichten allerdings nicht die Größe des Wildtyps E8 (Abb. 3.36 A1).Die Komplementante mit dem 

leeren Konstrukt und die Mutante hatten ähnliche Morphologien (Abb. 3.36 A2 und A3). Bei der 

stabilen Tn7-Komplementation waren die Kolonien der Komplementante in ihrer Größe analog des 

Wildtyps E8 (Abb. 3.36 B6 vs B1). Tn7-Kontroll-Komplementante und Mutante HGW 12/85 zeigten 

ein ähnliches Wachstum (Abb. 3.36 B5 und B2). 

Infolge der Mutation induzierte die Mutante HGW 12/85 nach der Infektion von PtK2-Zellen weniger 

Zelltod und damit weniger Plaques im Screeningassay. Nach der Komplementation ist die Anzahl der 

entstandenen Plaques wieder vergleichbar mit dem Wildtyp E8. Folgende Reihenfolge entsprechend 

der Anzahl der Plaques konnte beobachtet werden: E8 > HGW 12/85 pUC18T-mini Tn7T-Zeo loxP 

BPSL0918 > HGW 12/85 pMLBAD BPSL0918 >> HGW 12/85 = Tn7-Kontroll-Komplementanten.  

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Tn7-Komplementation für weiterführende Experimente 

verwendet. 

Abb. 3.35. Nachweis von BPSL0918 in der pMLBAD (A) und Tn7 Komplementante (B). Amplifikation des Gens 

BPSL0918 in dem Wildtyp E8, Mutante HGW 12/85 und Komplementanten mit den Primern 12/85b for und 12/85b rev. 

(M - Marker VIII; 1 - HGW 12/85, 2 - Wildtyp E8, 3 - HGW 12/85 pMLBAD-BPSL0918, 4 - HGW 12/85 mini-Tn7T 

Zeo-loxP-BPSL0918, Klon a, b, c 
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3.7.2.3. Identifizierung der mini-Tn7-Insertion-Stelle  

in HGW 12/85 pUC18T-mini Tn7T-Zeo loxP BPSL0918 

Die Integration des Tn7-Transposon ins Genom erfolgt über homologe Rekombination hinter dem 

Gen der Glutamin-6-Phosphat-Synthase (glmS). B. pseudomallei besitzt drei ORFs für das Gen glmS. 

Die Tn7-Integration kann hinter jeder der Sequenzen stattfinden, auch eine Mehrfachinsertion ist 

möglich. Die Lokalisation des Tn7-Elements mittels PCR ergab für die Komplementante HGW 12/85 

mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 ein Amplifikat von 263 bp mit glmS2- (Abb. 3.37) sowie 309 bp mit 

glmS3-spezifischen Primern. (Daten nicht gezeigt). Bei der Kontroll-Komplementante erfolgte die 

Integration hinter glmS2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.36. Morphotypen von Wildtyp, Immunophillin M utante, pMLBAD-Komplementante (A) und Tn7-

Komplementante (B). Gezeigt ist ein fraktionierter Ausstrich auf einer Columbia Blutplatte. 1 - E8; 2 - HGW 12/85; 3  

HGW 12/85 pMLBAD leer; 4 - HGW 12/85  pMLBAD BPSL0918; 5 - HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP-leer; 

6 - HGW 12/85 mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918.  
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3.7.2.4. Intrazelluläres Verhalten von HGW 12/85 und HGW 12/85 pUC18T-mini Tn7T-

Zeo loxP BPSL0918 in murinen Knochenmarkmakrophagen 

Makrophagen sind im Infektionsgeschehen von B. pseudomallei sowohl Zielzellen als auch wichtige 

Zellen der immunologischen Abwehr. Zur Darstellung der Interaktion zwischen Makrophagen und der 

attenuierten Mutante HGW 12/85 wurden BMMs mit dem Wildtyp, der Immunophilin-Mutante und 

der Komplementante infiziert. Um standardisierte Versuchsbedingungen zu erhalten, wurden die 

BMMs serumfrei kultiviert (siehe Abschnitt 3.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.37. Kolonie-PCR von Komplementante und Kontroll-Komplementante zum Nachweis der site-spezifische 

Tn7-Insertion. Amplifikation von glmS2-spezifischen Bereichen mittels PTn7L und BPGLMS2 (Sequenzen aus Choi et 

al, 2008). ( M – Marker VIII; 1 - E8; 2 -  HGW 12/85; 3 - HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP leer; 4 - HGW 

12/85  pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 

M  1 2 3 4 

500 bp 
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Die intrazelluläre cfu der Mutante HGW 12/85 war nach 24 Stunden signifikant niedriger als die cfu 

von Wildtyp E8 und der Komplementante (Abb. 3.38 A). Bei IFN-γ aktivierten Makrophagen zeigte 

sich dieser Unterschied noch deutlicher (Abb. 3.38 B). Des Weiteren konnte 24 Stunden nach der 

Infektion aktivierter Marophagen auch eine geringere Keimzahl von Tn7-Komplementanten im 

Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Die Komplementation des Gens BPSL0918 konnte den 

Phänotyp  nicht komplett wieder herstellen.  

Abb. 3.38. Intrazelluläres Überleben von HGW 12/85 und Komplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-

loxP-BPSL0918 in serumfrei kultivierten Knochenmarkmakrophagen nach Infektion von Festmedien. A + B: 

Dargestellt ist die logarithmische intrazelluläre cfu pro well der Immunophilin-Mutante HGW 12/85 im Vergleich zur 

Komplementante HGW 12/85  pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 und zum Wildtyp E8 (■) in IFN-γ aktivierten 

(B) und nicht aktivierten (A) Knochenmarkmakrophagen von BALB/c Mäusen. Gezeigt werden Mittelwerte von drei 

Replikaten inklusive Standardabweichungen. Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. C+D: 

Gezeigt ist die Konzentration der Zytokine TNF-α (C) und IL-6 (D) im Überstand 11 Stunden nach Infektion von nicht 

aktivierten Knochenmarkmakrophagen. Die Werte geben Mittelwerte von drei Replikaten inklusive 

Standardabweichungen wieder, sie sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.  
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Abb. 3.39. Intrazelluläres Überleben von HGW 12/85  in serumfrei kultivierten Knochenmarkmakrophagen nach 

Infektion aus LB-Medium. A+B) Dargestellt ist die logarithmische intrazelluläre cfu pro well von HGW 12/85 im 

Vergleich zum Wildtyp E8 (■) in IFN-γ aktivierten (B) und nicht aktivierten (A) Knochenmarkmakrophagen von 

BALB/c Mäusen. Gezeigt werden Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standardabweichungen. C+D) Gezeigt ist 

die Konzentration der Zytokine TNF-α (C) und IL-6 (D)  im Überstand 10 Stunden nach Infektion von nicht aktivierten 

Knochenmarkmakrophagen. Die Werte geben Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standardabweichungen wieder. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0,001. 

Die Konzentrationen der frühen inflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 waren 11 Stunden nach 

der Infektion im Überstand nach Infektion mit der Immunophilin-Mutante signifikant niedriger als im 

Überstand Wildtyp- oder Tn7-Komplementanten-infizierter Makrophagen (Abb. 3.38 C+D) 

Die Abbildung zeigt aber auch eine verminderte Invasion der Immunophilin-Mutante in die 

Makrophagen. Um diesen Effekt zu überprüfen, wurden in einem weiterführenden Assay die 

Bakterien nicht auf Festmedium, sondern in LB-Flüssigmedium angezüchtet.  
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Unter diesen Bedingungen war die Invasion zwischen HGW 12/85 und Wildtyp E8 in nicht-akivierten 

BMMs vergleichbar (Abb. 3.39 A), allerdings manifestierte sich der Unterschied in IFN-γ-aktvierten 

BMMs (Abb.3.39 B). Im Infektionsverlauf wies die Mutante HGW 12/85 auch unter den veränderten 

Bedingungen geringere intrazelluläre cfu nach 24 Stunden im Vergleich zum Wildtyp E8 auf. 

Auch die Produktion von TNF-α und IL-6 zeigte denselben Trend, jedoch keine Signifikanz wie in 

den bereits beschriebenen Experimenten (Abb. 3.39 C+D). 

3.7.2.5. Charakterisierung von HGW 12/85 und HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T Zeo 

loxP BPSL0918 im Mausmodell 

Um die Stabilität und Funktionalität in vivo zu untersuchen, wurden fünf weibliche BALB/c Mäuse 

mit dem Wildtyp E8, der Mutante HGW 12/85 und der Komplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-

Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 in niedriger Infektionsdosis infiziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zwei Tage nach der Infektion zeigten Mäuse, die mit dem Wildtyp und der Komplementante infiziert 

wurden, typische Infektionsanzeichen wie struppiges Fell und geschwollene Nase. Während sich der 

Zustand der Wildtyp-infizierten Tiere verschlechterte, erholten sich Komplementanten-infizierte Tiere 

am Tag 4 nach der Infektion wieder. Sie entwickelten allerdings im Infektionsverlauf chronische 

Kranheitsanzeichen wie Paresen und verstarben während des Beobachtungszeitraumes. Wie Abb. 3.40 

zeigt überlebten Mutanten-infizierte Tiere den Versuch über den 138. Tag hinaus. Es konnte bei 

diesen Tieren kein B. pseudomallei in Leber, Milz oder Lunge nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

Abb. 3.40. Intranasale Infektion von weiblichen 

BALB/c Mäusen mit der Immunophilin-

Mutanten HGW 12/85 und der 

Komplementante HGW 12/85  pUC18T-mini-

Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918. Gezeigt ist der 

Prozentsatz überlebender Tiere nach Infektion mit 

30 bis 90 cfu intranasal im Vergleich zum Wildtyp 

E8 über einen Zeitraum von 138 Tagen. 

Statistische Signifikanzen wurden mittels der 

Kaplan-Meier-Methode ermittelt. E8 vs HGW 

12/85 **, p = 0,0026; E8 vs Tn7-Komplementante 

**, p = 0,0026; Tn7-Komplementante vs HGW 

12/85 **, p=0,0018 
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3.8. Etablierung eines serumfreien Kultivierungssystem für 

murine Knochenmarkmakrophagen 

3.8.1. Der Serumersatzstoff Panexin® 

 Für die Kultivierung von Makrophagen, einschließlich BMMs werden Medien mit FCS 

supplementiert. FCS wird aus Kälbern gewonnen und über verschiedene Reinigungsschritte 

aufgearbeitet, dennoch enthält es Substanzen wie Zytokine, Endotoxine, Glucokortikoide. Diese 

Substanzen können Makrophagen aktivieren und ihre Immunantwort polarisieren. Darüber hinaus 

variiert die Qualität des Supplements chargenabhängig. Die Etablierung eines serumfreien 

Kultivierungssystems für Knochenmarkmakrophagen sollte standardisierte Bedingungen für unsere 

funktionellen Assays, aber auch Mikroarray- oder Proteomanalysen garantieren. 

In einer Reihe von Versuchen verwendeten wir kommerziell erhältliche Vollmedien wie IMDM (PAA 

Laboratories, Pasching, Deutschland), X-VIVO 15 (Cambrex Bio Science, Verviers, Belgium) und 

DC Cellgro (CellGenix, Freiburg, Germany), die für die Kultivierung von Dendritischen Zellen 

entwickelt wurden. Darüber hinaus setzten wir den Serumersatzstoff Panexin® (Pan Biotech, 

Aidenbach, Deutschland) ein. Diese Versuche waren nicht erfolgreich, die Zellen verstarben innerhalb 

der ersten 3 bis 5 Tage. In Zusammenarbeit mit der Firma Pan Biotech konnte der Gehalt an 

Lipoproteinen, Adhärenzfaktoren, Spurenelementen und Albumin im Panexin® so optimiert werden, 

dass die Kultivierung von adhärenten BMMs  in ausreichender Quantität und Qualität  gelang. Das so 

entstandene Panexin BMM® ist inzwischen kommerziell erhältlich. Es besteht aus folgenden 

Inhaltsstoffe: hoch gereinigtes Bovines Serumalbumin, humanes Apo-Transferrin, humanes 

Fibronektin, bovines Fetuin, bovines Lipoproteien (HDL), rekombnantes humanes Insulin, Trijod-

Thyreonin, β-Estradiol, Prostaglandin F2α, Pyruvat, Ethanolamin und Mercaptoethanol. Es sind keine 

Glucokortikoide, Mineralokortikoide, Ornithin, Citrullin und Nitrit enthalten. Zytokine (TNF-a, IFN-

y, IL-4, IL-5) und LPS liegen unterhalb der Detektionsgrenze. Die Argininkonzentration beträgt 84 

mg/l (in 5%iger Gebrauchslösung: 4,2 mg/l) und die Kaliumnitrat-Konzentration beträgt 1,52 mg/l (in 

5%iger Gebrauchslösung: 0,0076 mg/l). 

3.8.2. Adhärenz und Ausbeute nach serumfreier Kultivierung 

Mit dem neu entwickelten Panexin BMM® konnten nach 10tägiger Kultivierung von BALB/c Mäusen 

durchschnittlich 2,49x106 (±9,23x105, 8 Experimente) Zellen geerntet werden, bei C57BL/6 Mäusen 

lag die Ausbeute bei 1,96x106 (±7,77x105, 6 Experimente) Zellen. Die hohen Standardabweichungen 

ergeben sich unter anderen aus dem Alter der Mäuse und aus der Ernteffizienz. 

Um die Adhärenz der Makrophagen zu begutachten, wurden Zellen nach dem Ernten in 48-well-

Mikrotiterplatten ausgesät und am darauffolgenden Tag mindestens fünfmal mit PBS gewaschen. 
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Adhärente BMMS wurden vor und nach den Waschschritten ausgezählt. Die serumfrei kultivierten 

BMMs zeigten eine exzellente Adhärenz, > 97% der Zellen waren über alle Passagen adhärent. 

3.8.3. Phänotypische Charakterisierung der Knochenmarkmakrophagen im 

serumfreien System 

Gewonnene Stammzellen waren nach der Präparation nicht adhärent und abgerundet (Abb. 3.41 A). 

Innerhalb der ersten 3 Tage vergrößerten sie sich und es bildeten sich Cluster adhärenter Zellen 

(Abb. 3.41 B). Bis zum Tag 5 nahm die Zahl adhärierender Stammzellen stetig zu. Nach dem 

Mediumwechsel am Tag 5 hefteten sich die Zellen fester an die Oberfläche und bildeten Ausläufer 

(Abb.3.41 C). Knochenmarkmakrophagen von BALB/c Mäusen erschienen dabei kürzer und mit 

breiterem Zellkörper. Makrophagen von C57BL/6 Mäusen bildeten sehr lange Fortsätze und wirkten 

insgesamt den Fibrozyten ähnlicher. Oft lagerten sich mehrere C57BL/6 Makrophagen sehr dicht 

aneinander. Ab dem 10. Differenzierungstag erschienen die Zellen gleichmäßig ausdifferenziert (Abb 

3.41 D, E) 
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In der Elektronenmikroskopischen Betrachtung bestätigten sich die phänotypischen Unterschiede der 

Knochenmarkmakrophagen beider Mausstämme (Abb. 3.42). Generell schien die Differenzierung bei 

den C57BL/6-generierten Zellen schneller voranzuschreiten als bei den BALB/c-generierten Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

BALB/c C57BL/6 
Abb.3.42: Elektronenmikroskopische 

Betrachtung ausdifferenzierter muriner 

Knochenmarkmakrophagen aus BALB/c und 

C57BL/6 Mäusen. Gezeigt sind Aufnahmen der 

Transmissionselektronenmikroskopie am 10.Tag 

der Differenzierungszeit. 

(Bilder: Dr. Manfred Rohde, Helmholtz Zentrum 

für Infektionsbiologie, Braunschweig) 

Abb. 3.41. Lichtmikroskopische Betrachtung 

differenzierender muriner 

Knochenmarkmakrophagen von BALB/c (A-D) 

und C57BL/6 Mäusen (E). Gezeigt sind 

Differenzierungsstadien am Tag der Präparation 

sowie am 2., 4. und 10.Tag von BMMs aus BALB/c 

Mäusen, im Vergleich dazu BMMs von C57BL/6 

Mäusen am Tag 10. (Bilder: Jens Köhler, Friedrich 

Loeffler Institut für Medizinische Mikrobiologie, 

Universität Greifswald) 
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Unreife BMMs haben die Fähigkeit zu allen Zellen der myeloiden Linie zu differenzieren. Anhand 

von Makrophagen-assoziierte Expressionsmarkern wurde der Phänotyp der Zellen an den Tagen 3, 6 

und 10 charakterisiert. Dabei wurden für alle Messungen einer Zeitfolge Makrophagen einer 

Mauspräparation verwendet. Als Makrophagen-assoziierte Marker wurden F4/80, C11b (MAC-1), 

CD13 und MOMA eingesetzt. Der Stammzellmarker CD117 und CD11c dienten als zusätzliche 

Charakterisierungsmerkmale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.43. Phänotypische Charakterisierung von Knochenmarkmakrophagen von BALB/c Mäusen im 

Durchflusszytometer. Dargestellt ist die Expression von F4/80 (A), ERBMDM1 (B), CD11b (C) und CD11c (D) an den 

Tagen 3, 6 und 10 (schwarz). Die Kontrollen ungefärbte Zellen (hellgrau) und Isotypkontrolle (dunkelgrau) sind für jedes 

Histogramm gezeigt. Die Abbildungen sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Pro Färbung wurden 20 000 

Zellen analysiert.  
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F4/80 und CD13 wurden mit zunehmender Kultivierungsdauer stärker exprimiert (Abb. 3.43 A, B). 

F4/80 ist ein typischer Makrophagenmarker auf reifen gewebeständigen Makrophagen. CD13 

(ERBMDM-1) weist die Aminopeptidase N auf Makrophagen nach, deren Expression stark mit dem 

Reifungsgrad korreliert. Am Tag 10 konnten beide Marker auf nahezu 90 % der Zellen nachgewiesen 

werden. CD11b/MAC-1 (Abb. 3.43 C) ist ein Marker für den Komplementrezeptor CR3, der auf 

Granuloyten, Makrophagen und NK-Zellen nachweisbar ist. Auf über 90 % der serumfrei kultivierten 

BMMs ist der Repeptor nach 10 Tagen messbar. Darüber hinaus exprimierten reife BMMs ebenfalls 

CD11c (Abb. 3.43 D). CD11c ist ein Teil des Leukozyten-Integrins α xβ2, das auf Dendritischen Zellen 

und teilweise auch auf Zellen der Makrophagen/Monozytenlinie nachweisbar ist. Der 

Stammzellmarker CD117 konnte bei den adhärenten Makrophagen nach 3 Tagen Reifezeit nicht mehr 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus exprimierten 93% aller gemessenen 

Zellen von BALB/c Mäusen nach zehn Tagen das intrazelluläre Antigen MOMA-2 (Abb.3.44 ) In der 

Tabelle 3.6. sind die prozentuale Anteile der Expressionen zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

Tab. 3.6. Zusammenfassung der prozentualen Markerexpression auf BALB/c und C57BL/6 an den Tagen 3, 6 und 10 

Marker BALB/c C57BL/6 

F4/80  Tag 3 27 % + 5 45 % + 6 

 Tag 6 73 % + 6 79 % + 11 

 Tag 10 86 % + 8 90 % + 2 

ER-BMDM Tag 3 19 % + 11 39 % + 1 

 Tag 6 57 % + 7 78 % + 11 

 Tag 10 92 % + 2 91 % + 0 

MOMA-2 Tag 10 94 % + 4 93 % + 4 

CD11b Tag 10 94 % + 3 90 % + 4 

CD11c Tag 10 85 + 4 87 + 6 

MOMA-2 

Abb. 3.43. Expression von MOMA-2 in 

adhärenten Knochenmarkmakrophagen 

von BALB/c Mäusen. Dargestellt ist die 

Anzahl MOMA-2 positiver Zellen (schwarz), 

außerdem die Isotypkontrolle (grau). Die 

Abbildung ist repräsentativ für drei 

unabhängige Experimente. Pro Färbung 

wurden 20 000 Zellen analysiert. 
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3.8.4. Analyse der NO- und Zytokin-Produktion serumfrei kultivierter 

Knochenmarkmakrophagen 

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Makrophagen von BALB/c unter Stimulation 

mit LPS oder IFN-γ weniger NO produzieren als Makrophagen von C57BL/6 Mäusen (129, 157). 

Nach Stimulation der serumfrei kultivierten BMMs mit verschiedenen Konzentrationen IFN-γ und 

LPS von Salmonella typhimurium konnte eine NO-Produktion nachgewiesen werden. In 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Literatur produzierten bei Inkubation mit 500 ng LPS 

in Kombination mit 500 U/ml IFN-γ BMMs von C57BL/6 Mäuse signifikant mehr NO als BALB/c 

BMMs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Charakterisierung der ebenfalls bereits beschriebenen unterschiedlichen Zytokinproduktionen 

zwischen BALB/c und C57BL/6 Makrophagen wurden sie Zellen mit LPS bzw. mit den Zytokine IL-

12 und IL-18 stimuliert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.45. Produktion von NO durch serumfrei 

kultivierte BMMs von BALB/c (weiße Balken) und 

C57BL/6 (schwarze Balken) 48 Stunden nach 

Stimulation.  Die Zellen wurden mit 20, 100 oder 500 

U/ml IFN-y sowie 500 ng/ml LPS stimuliert. Die Messung 

erfolgte nach 48 Stunden im Zellkulturüberstand. Die 

Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens zwei 

unabhängige Experimente, Mittelwerte von drei 

Replikaten inklusive Standardabweichung sind dargestellt. 
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Abb. 3.46. Zytokinproduktion nach Stimulation mit LPS, LPS/IFN-y sowie IL-12/IL-18. Gezeigt sind die 

Konzentrationen von IL-12 nach 12 Stunden (A), IL-6 (B), MCP-1 (C), IL-10 (D),  TNF-α (E) und IFN-γ (F) nach 48 

Stunden im Kulturüberstand von BALB/c- (weiße Balken) und C57BL/6-BMMs (schwarze Balken). Dargestellt sind 

Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standartabweichungen. Die Messung ist repräsentativ für mindestens zwei 

Experimente. 
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Zur Charakterisierung der ebenfalls bereits beschriebenen unterschiedlichen Zytokinproduktionen 

zwischen BALB/c und C57BL/6 Makrophagen wurden serumfrei kultivierte BMMs mit LPS, 

LPS/IFN-γ oder mit den Zytokine IL-12 und IL-18 stimuliert. Wie Abb. 3.46 zeigt, konnte eine 

signifikant erhöhte IL-12 und IL-6-Produktion von C57BL/6 BMMs nach Stimulation mit LPS/IFN-γ 

nachgewiesen werden. BALB/c BMMs produzierten nach Stimulation mit LPS hingegen signifikant 

höhere Konzentrationen von IL-10 und MCP-1. In der Produktion von TNF-α wurden keine 

signifikanten Unterschiede zwischen BALB/c und C57B/6-BMMs gefunden werden - weder nach 

Stimulation mit LPS noch mit LPS/IFN-γ. Die Stimulation von BMMs und Peritonealmakrophagen 

mit IL-12/IL18 führt zur IFN-γ-Produktion (134). Allerdings führen Schleicher et al. dies auf 

minimale Kontaminationen mit lymphoiden Zellen zurück. Zur Detektion einer möglichen IFN-γ-

Produktion durch serumfrei kultivierte BMMs wurden die Zellen mit LPS, LPS/IFN-γ, bzw. IL-12/IL-

18 inkubiert. Abb. 3.46 F zeigt etwa 100 pg/ml IFN-γ im Überstand C57BL/6 BMMs und 30 pg/ml im 

Überstand von BALB/c BMMs. 

3.8.5. Bakterizide Fähigkeiten serumfrei kultivierter 

Knochenmarkmakrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei 

Knochenmarkmakrophagen, die mit FCS-haltigen Medien kultiviert wurden, haben bakterizides 

Potential gegenüber B.pseudomallei (57). Dieses kann auch in serumfrei kultivierten, reifen 

Knochenmarkmakrophagen von BALB/c Mäusen nachgewiesen werden (Abb. 3.47). Nichtaktivierte 

BMMs waren in der Lage die Zahl der intrazellulären Bakterien über 24 h auf einem konstanten Level 

zu halten. Aktivierte BMMs reduzierten die intrazelluläre cfu innerhalb von 24 h sogar um zwei Log-

stufen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.47. Intrazelluläres Überleben von 

B. pseudomallei in serumfrei kultivierten 

BALB/c Knochenmarkmakrophagen  

Dargestellt ist das intrazelluläre Überleben des 

B.pseudomallei Wildtyps E8 in unstimulierten (■) 

und IFN-γ aktivierten (∆) 

Knochenmarkmakrophagen. Die Werte geben die 

logarithmische intrazelluläre Erregerzahl pro well 
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3.8.6. Nachweis von lymphoiden Zellen in Kulturen serumfrei kultivierter 

Knochenmarkmakrophagen 

Überraschend fanden Schleicher et al minimale Kontaminationen durch Lymphozyten in Kulturen mit  

reifen Knochenmarkmakrophagen, die in FCS-haltigen Medien gehalten worden waren (162). Sie 

vermuteten, dass die Lymphozyten unter anderem durch die Produktion von IFN-γ die Reaktionen der 

BMMs beeinflussen. Um die Kulturen serumfrei kutivierter BMMs auf Lymphozyten-

Kontaminationen zu kontrollieren, wurden die Zellen an den Tagen 3, 6, 8 und 10 geerntet und auf 

phänotypische Lymphozytenmarker und den NK-Zell-Marker CD49 PAN im Durchflusszytometer 

untersucht. Als Kontrollen dienten Milzzellen, die am Tag der Analysen BALB/c Mäusen entnommen 

und durch ein Zellsieb zu einer Einzel-Zell-Suspension homogenisiert wurden. 

In die Auswertung wurden alle intakten Zellen der Kultur einbezogen. Innerhalb dieser Population 

konnten am Tag 10 weniger als 0,2% CD3+, CD4+ oder CD8+ Zellen nachgewiesen werden. Darüber 

hinaus wurden maximal 0,12% NK-Zellen detektiert.  

 

Tab. 3.7. Expression von lymphoiden Markern in der Kultur adhärenter Knochenmarkmakrophagen 

Marker BALB/c C57BL/6 

CD3  0,009 bis 0,22% 0,03 bis 0,11% 

CD4 max. 0,22% max. 0,03% 

CD8 max. 0,02% max. 0,015% 

CD 49/Pan NK cell 

marker (DX5) 
max. 0,012% max. 0,012% 
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Tag 3 Tag 8 Tag 10 Tag 6 

 
Darüber hinaus zeigten die Parameter Größe und Granularität serumfrei kultivierter 

Knochenmarkmakrophagen am Tag 3 zwei Populationen R1 und R2, die sich im Laufe der 

Entwicklung in einer distinkten, granulierteren Population vereinten. Vergleichenden Untersuchungen 

mit FCS-kultivierten Knochenmarkmakrophagen durch Schleicher et al zeigten auch an Tag 8 noch 

zwei distinkte Populationen (162). 

 

Abb. 3.48. Density-Blot Analyse von BALB/c Knochenmarkmakrophagen an den Tage 3, 6, 8 und 10. Dargestellt ist 

die Veränderung von Größe (FSC) und Granularität (SSC) von BMMs während ihrer Entwicklung zu Makrophagen. 

Bereiche mit roter Farbe deuten auf eine hohe Zelldichte hin. Die Ergebnisse sind repräsentativ für sechs unabhängige 

Experimente. Pro Färbung wurden 60000 Zellen ausgewertet.  
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4. Diskussion 

B. pseudomallei gilt heute als Modellorganismus für intrazelluläres Überleben. Seine 

Virulenzmechanismen weisen Parallelen zu anderen intrazellulären Pathogenen wie Salmonellen oder 

Shigellen auf, er verfügt aber auch über Besonderheiten wie die Ausbreitung von Zelle zu Zelle. Im 

Gegensatz zu anderen intrazelluären Pathogenen lässt er sich gut im Labor untersuchen. Er hat kurze 

Replikationszeiten, wächst unter einfachen Kulturbedingungen, infiziert verschiedene Zelltypen, und 

es existieren etablierte Tiermodelle in Maus, Hamster oder C. elegans. Mit zunehmendem Wissen 

über seine Epidemiologie und Virulenz bekommt B. pseudomallei auch mehr Aufmerksamkeit in den 

endemischen Gebieten. Zudem stieg das Interesse mit seiner Deklaration als potentielles Agenz für 

Biowaffen in nichtendemischen Gebieten. 

4.1. Identifikation essentieller Gene für die intrazelluläre 

Ausbreitung von Burkholderia pseudomallei im Plaqueassay 

Der intrazelluläre Infektionszyklus ist maßgebend für die Virulenz von B. pseudomallei. Bis heute 

sind nur wenige molekulare Details und Zusammenhänge seiner Pathogenese verstanden. In dieser 

Arbeit soll ein Beitrag zur Aufklärung von Virulenzfaktoren und -mechanismen in B. pseudomallei 

geleistet werden. Dazu wurden Tn5-Transposonmutanten hergestellt und auf Defekte in Virulenz-

assoziierten Genen mittels des Plaqueassays untersucht (Tab. 3.1). Bereits Oaks et al nutzten 1985 bei 
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der Untersuchung von Shigella flexneri den Plaqueassay, um die intrazelluläre Ausbreitung zu 

analysieren (140). Im Jahr 2000 wurde der Plaqueassay erstmals mit B. pseudomallei durchgeführt 

(103). Pilatz et al konnten zeigen, dass Mutanten mit reduzierter oder fehlender Plaquebildung häufig 

auch in Zellassays und in Tiermodellen eine geringere Virulenz aufwiesen. Sie identifizierten von 

insgesamt 6000 Transposonmutanten 12 Kandidaten (0,2 %)  mit veränderter Plaquebildung (143). 

Basierend auf diesem Protokoll wurden in dieser Arbeit insgesamt 2344 Tn5-Transposonmutanten im 

Plaqueassay analysiert, 44 Mutanten (1,9 %) bildeten keine, weniger, kleinere oder verzögert Plaques. 

Die Sensitivität des Assays war deutlich höher als bei Pilatz et al, vermutlich weil minimale 

Veränderungen in den experimentellen Bedingungen (Verwenden einer neuen Agarose) vorgenommen 

wurden.  

Neben dem Plaqueassay sind in der Literatur mehrere Möglichkeiten beschrieben, Gene zu 

identifizieren, die für die Virulenz wichtig sind. Zum Beispiel wurden Mutanten auf Veränderungen in 

der Motilität der Bakterien (50) oder der Biofilmbildung (Songsri, 2007, 5th World Melioidosis 

Congress Congress, Abstract PAP023) untersucht. Der Plaqueassay hat gegenüber diesen Methoden 

den Vorteil, dass ihm ein komplexes Infektionssystem zu Grunde liegt. Eine veränderte Plaquebildung 

kann auf Mutationen in Genen für die Invasion, Replikation, Aktinschweifbildung oder Zell-zu Zell-

Ausbreitung zurückzuführen sein. Wie bereits bei Pilatz et al. korrelierte auch in dieser Arbeit eine 

veränderte Plaquebildung häufig mit einer verminderten intrazellulären Keimzahl im Zellassay und 

einer Attenuierung in vivo (143). Damit war ein Screening im Mausmodell nicht notwendig (39). 

Bei der Identifikation der mutierten  Gene fiel auf, dass 88% der Insertionen, die zu einer veränderten 

Plaquebildung führten, in Chromosom 1 stattfanden (Abb. 3.2). Auch Pilatz et al. und Cuccui et al. 

beobachteten überwiegend Mutantionen in Chromosom 1 (39, 143). Insgesamt gelang es mit der Tn5-

Mutagenese und anschließenden Screening im Plaqueassay Gene zu identifizieren, die 

unterschiedlichen funktionellen Gruppen wie Strukturkomponenten oder Stoffwechselkomponenten 

zuzuordnen sind. 

 

4.2. Stoffwechseldefekte und ihre Rolle in der Virulenz 

15 der gescreenten Mutanten wiesen einen Defekt in Genen auf, die vermutlich metabolische 

Funktionen übernehmen. Die Mutante HGW 14/28 kann den Transkriptionsregulator LysR nicht mehr 

synthetisieren. Sie replizierte deutlich schwächer im Vogel-Bonner-Minimalmedium mit K-D-

Glururonat und wies einen intrazellulären Replikationsdefekt in HeLa-Zellen auf (Abb. 3.6 F, Abb. 

3.8 B). Das Gen BPSL0117 befindet sich in enger Lokalisation mit Genen der Lysin-, Threonin-, 

Thryptophan-Biosynthese sowie der DNA Topoisomerase III. In Vibrio cholerae, Salmonella spp., 

Brucella melitensis, Burkholderia glumae, Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas solanacearum 

werden Proteine der lysR-Familie nicht nur als Regulatoren anaboler Prozesse sondern auch als 
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Regulatoren von Virulenzfaktoren beschrieben (112, 107, 106, 72, 23, 159). Des Weiteren sind sie in 

die Synthese von Aminosäuren (Lysin, Threonin, Tryptophan) sowie in die Fixierung von Nitrat und 

Kohlendioxid involviert (159, 79). Der Defekt führte in der Mutante HGW 14/28 zur starken 

Attenuierung im BALB/c-Mausmodell (Abb. 3.9). 

 

Die Mutante HGW 16/82 ist nicht mehr in der Lage das Enzym BioD zu bilden, das den letzten Schritt 

der Vitamin H-Biosynthese katalysiert. Vitamin H wird als Cofaktor für Transcarboxylierungen 

benötigt wird. Als solcher interagiert das Vitamin mit der Acetyl-CoA-Carboxylase und ermöglicht 

die Fettsäure-Biosynthese in Bakterien (94). Biotinmangel induzierte in Lactobacillus plantarum eine 

Reduktion der Gesamtfette um 20% (38). Darüber hinaus wird Biotin von der Pyruvat-Carboxylase 

benötigt. Phänotypisch fiel die in dieser Arbeit generierte Mutante HGW 16/82 dadurch auf, dass sie 

im Minimalmedium nicht replizieren konnte (Abb. 3.6 G). In der Literatur sind Biotin-auxotrophe 

Bakterien von Sinorhizobium melinoti beschrieben. Sie wachsen kleiner und akkumulieren 

Polyhydroxybutyrat, was einen Defekt im katabolen Stoffwechsel impliziert (56). Im Wirt führte eine 

Infektion mit HGW 16/82 erst bei sehr hohen Infektionsdosen zur akuten Erkrankung. Das deutet 

darauf hin, dass sich die Mutante auch unter in vivo Bedingungen nicht optimal vermehrt. 

 

Ebenfalls eine starke Attenuierung im Mausmodell zeigte die Tn5-Transposonmutante HGW 23/12 

mit einem Defekt in pyrF. Das Genprodukt katalysiert die Decarboxylierung von Orotidin-5-Phosphat 

zum Uridinmonophosphat (UMP). Dieser Prozess ist in Bakterien bis zum Menschen stark 

konserviert. UMP dient sowohl als Vorstufe für die Synthese von DNA und RNA als auch als 

Vorstufen für Phospholipide, Kohlenhydrate, Vitamine und Glycoproteine. Die de novo-Synthese 

steht in Konkurrenz zur Aufnahme und Wiederverwertung von UMP und CMP aus der Umgebung. 

Beide Wege tragen zur Aufrechterhaltung des Pyrimidin-Metabolismus bei (24). HGW 23/12 zeigt 

neben der verminderten in vivo Virulenz auch eine schlechtere Motilität auf Softagar und eine 

verminderte Invasion in HeLa-Zellen (Abb. 3.9 C, Anhang Abb. A1, Abb. 3.7 D). Hierbei werden 

Parallelen zu Pseudomonas aeruginosa sichtbar. In Pseudomonas aeruginosa wurden Mutanten mit 

Defekten in der Pyrimidin-Biosynthese hergestellt. Sie produzierten weniger Virulenzfaktoren wie 

Hämolysin, Rhamnolipid und Pyoverdin. Darüber hinaus konnten sich einige der untersuchten 

Mutanten nicht effektiv auf Softagar bewegen und adhärierten schwächer an Zellkulturplatten. Die 

Autorin erklärte diese Beobachtungen damit, dass durch die defekte Pyrimidin-Biosynthese negativ-

geladene Ionen im Zellinneren akkumulieren. Das wirke sich negativ auf die Produktion und 

Regulation von Virulenzfaktoren aus und beeinträchtige darüber hinaus auch weitere enzymatische 

Aktivitäten (2, 18). Eine genauere Untersuchung der aktiven Virulenzfaktoren bei HGW 23/12 wäre 

demzufolge ein wichtiger nächster Schritt, um die Rolle von pyrF in der Melioidose besser zu 

verstehen. 
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Die eben dargestellten Mutationen betreffen metabolische Aktivitäten. Welchen Beitrag 

Stoffwechselgene zur Virulenz des Pathogens beitragen, ist umstritten. Das intrazelluläre Milieu bietet 

verschiedene C-Quellen, Aminosäuren, Fettsäuren, Glycoproteine, Glycolipide oder NO-Quellen. Die 

intrazellulären Bakterien müssen den Stoffwechsel des Wirtes möglichst unbeeinflusst erhalten, um 

ihn als Lebensgrundlage nicht zu verlieren. Deswegen nutzen intrazelluläre Pathogene häufig 

Speicher- oder Abfallprodukte für ihren eigenen Metabolismus (98). Diese Adaptation an den Wirt ist 

die Grundlage für die Virulenz des Bakteriums.  

Therapeutische Bedeutung haben avirulente Mutanten mit Defekten in Stoffwechseldefekten als 

Kandidaten für neue Vakzinestrategien gegen B. pseudomallei. Inwieweit die hier beschriebenen 

Mutanten als Vakzinekandidaten geeignet sind, wäre ein interessanter Ansatzpunkt für zukünftige 

Untersuchungen.  

 

4.3. Zusammenspiel von Aktinschweifbildung und intrazellulärer 

Replikation? 

Die Fähigkeit, sich entlang von Aktinfilamenten fortzubewegen, ist die Voraussetzung für die 

intrazelluläre Motilität von B. pseudomallei. Die Mutante HGW 15/93 fiel in der 

Fluoreszenzmikroskopie auf, da sie keine Schweife induzierte und sich nicht von Zelle zu Zelle 

fortbewegte (Abb. 3.16). Darüber hinaus zeigte sie eine signifikant verminderte Virulenz in der Maus 

und einen fulminanten intrazellulären Replikationsdefekt in HeLa-Zellen (Abb. 3.17, Abb. 3.14). Die 

Insertion des Transposons erfolgte downstream des bimA-Operons (BPSS1490 bis BPS1492) von B. 

pseudomallei. Wir vermuten, dass in Folge dessen die Transkription des gesamten Operons nicht 

funktioniert. Stevens et al konnten zeigen, dass bimA (BPSS1492) eine essentielle Komponente der 

Aktinschweifbildung ist (179). Das Protein befindet sich am apikalen Pol des Bakteriums. Es bindet 

Aktin-Monomere in vivo und induziert deren Polymerisierung in einem Arp2/3-Komplex-

unabhängigen Weg (57). Die Beobachtungen aus der Literatur bestätigen den von uns gefundenen 

Phänotyp. Allerdings erklären sie nicht den intrazellulären Replikationsdefekt und die Attenuierung 

im Mausmodell. Im Operon sind neben BimA auch eine N-Acetymuramoyl-L-Alaninamidase und 

eine TibC-ähnliche putative Glycosyltransferase kodiert. Beide scheinen im Zusammenhang mit der 

Aktinschweifbildung zu stehen (178). Über einen möglichen Zusammenhang der Aktinschweifbildung 

und der intrazellulären Replikation kann nur spekuliert werden. Um einen polaren Effekt der Mutation 

in HGW 15/93 auszuschließen, sollte eine Komplementation der Mutante oder ein gezielter Knock out 

des bimA-Operons durchgeführt werden. 
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4.4. Effektorproteine des Typ VI-Sekretionsapparates sind 

essentiell für Virulenz in vivo 

Etwa 18 % des B. pseudomallei Genoms kodiert für Gene hypothetischer Funktion. In dieser Arbeit 

wurden acht Mutanten mit Defekten in Genen unbekannter Funktion identifiziert. Ihre Bedeutung für 

die Virulenz lässt sich daran erkennen, dass sechs dieser Mutanten eine Attenuierung im BALB/c-

Mausmodell zeigten (Abb. 3.19).  

Die stark attenuierte Mutante HGW 22/18 hat einen Defekt im Gen BPSS1504 (2543bp), dass durch 

Alanin-reiche Domänen und sechs Pentapeptid-Sequenzen am N-terminalen Ende gekennzeichnet ist. 

Pentapeptide sind Muster, die aus Cyanobakterien bekannt sind, häufig haben sie die Sequenzfolge 

A(D/N)LXX. Es wird vermutet, dass Pentapeptide rechtsgedrehte helikale β-Faltblattstrukturen bilden 

und als Targetpositionen genutzt werden können (11). Proteine mit diesen Motiven kommen sowohl 

zytoplasmatisch als auch Membran-assoziiert vor. Das bekannteste ist HlgK aus Anabaena spez. (14). 

Interessant ist, dass BPSS1504 im tss-5-Cluster eines potentiellen Typ-VI-Sekretionsapparates liegt 

(160, 167). Das Cluster tss-5 umfasst die Gene BPSS1496 bis BPSS1512. Es wird verstärkt 

intrazellulär exprimiert (167). Neben den Strukturkomponenten tssA,C, F, H, I, J, K, L und M  konnten 

Shalom et al. weitere Tss-assoziierte Gene, sogenannte Tags, innerhalb des Clusters identifizieren. 

Tags sind möglicherweise Exportproteine des Sekretionssystems, obwohl einige von ihnen auch 

Transmembrandomänen aufweisen. Neben Serin/Threonin Proteinkinasen, Phosphatasen und 

Forkhead-assoziierte Proteindomänen zeigen viele Tags auch Pentapeptidstrukturen (167). BPSS1504 

kodiert für eines dieser Effektorproteine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.1. Das T6SS Cluster tss-5 im genomischen Kontext in B. pseudomallei. Gezeigt sind die 

Komponenten des tss-5 in Farbe, wobei voll ausgefüllte Pfeile Struturkomonenten darstellen, diagonal gestrichelte Pfeile 

sind Tags. Grau abgebildet sind flankierende Genbereiche. Markiert wurde das Gen BPSS1504 (schwarz umrahmt). (aus: 

Shalom et al. 2007, Micobiology, 153:2689-2699) 
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Wir vermuten, dass BPSS1504 mit den Pentapeptidstrukturen in der Membran verankert ist, da es eine 

Signalsequenz am Beginn des Proteins (AS1 bis AS36) besitzt. Detailliertere Untersuchungen sind 

nun notwendig, um z.B. den ungewöhnlichen Morphotyp und die Bildung von Bakterienaggregaten im 

Zellassay zu erklären (Abb. 3.24). Diese Untersuchungen würden einen Beitrag leisten, das Potential 

des T6SS in der Pathogenese zu erklären. Insgesamt übernehmen 2,3% aller B. pseudomallei-Gene 

T6SS-Funktionen, mehr als in allen anderen Pathogenen. Und nicht nur bei der Aufklärung der 

Virulenz, sondern auch für die Intervention der Erkrankung bietet der T6SS-Apparat Möglichkeiten. 

In Patienten mit Cystischer Fibrose und chronischer Pseudomonas aeruginosa Infektion wurden 

Antikörper gegen die Strukturkomponente Hcp-1 gefunden. Da alle Gene des T6SS in vielen gram-

negativen Bakterien konserviert sind, könnten sie möglicherweise Targets für Vakzinestrategien sein 

(133). 

 

4.5. Immunophilin BPSL0918 und seine möglichen Aufgaben in 

der Pathogenese von B. pseudomallei  

4.5.1. Struktur und Funktion von Immunophilinen? 

Für die Mutante HGW 12/85 konnte ein Defekt in einem von neun Immunophilinen in B. 

pseudomallei nachgewiesen werden. Die Identifizierung als Immunophilin beruhte auf einer Domäne, 

die Ähnlichkeit mit der für Immunophiline charakteristischen Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase 

besitzt. Außerdem wies das Protein Homologien zu FK506-bindenden Proteinen auf und zählt damit 

zu den Immunophilinen vom FkbP-Typ. Immunophiline kommen ubiquitär vor. Ihre Aufgabe ist es als 

CoChaperon die Rate von Konformationsänderungen in prolylhaltigen Polypeptiden zu erhöhen. Sie 

übernehmen damit eine wichtige Funktion bei der Faltung, Degradierung, Aktivierung oder 

Polymerisierung von Proteinen (71, 60). Normalerweise verbleiben native Proteine nach den 

posttranskriptionellen Modifikation in der energetisch günstigen trans-Form. Aber 5 bis 7% aller 

struktur-aufgeklärten Proteine benötigen während der Faltung, des Transportes und der 

Multimerisierung ihre Peptidyl-Prolyl-Bindungen (Xaa-Pro) in cis-Konformation. Diese Konversion, 

die von Immunophilinen vorgenommen wird, ist ein limitierender Schritt in der Funktionalität dieser 

Proteine (12). 

Die Funktionen der Immunophiline sind sehr vielfältig. Medizinische Relevanz erlangte ihre Fähigkeit 

die Immunsuppressoren Cyclosporin A und FK506 zu binden. Die damit verbundene Reduzierung 

aller inflammatorischen Immunprozesse wird heute für therapeutische Zwecke genutzt. Inzwischen 

gibt es auch Hinweise darauf, dass prokaryotische Immunophiline in die Pathogenese von 

Mikroorganismen und Protozoen involviert sind (71). Es konnte festgestellt werden, dass Cylcosporin 

A, FK506, Rapamycin sowie nicht immunsupressorisch wirkende Analoga sehr starke inhibitorische 
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Effekte auf Parasiten haben, sowohl in der Kultur als auch in Infektionsmodellen (13). Die zu Grunde 

liegenden Mechanismen sind wahrscheinlich sehr verschieden. Aber auch ein Wechselspiel zwischen 

eukaryotischen und prokaryotischen Immunophilinen ist denkbar. Cyclophilie und FKBPs von 

Makrophagen sind in die Chemotaxis von Leukozyten involviert (118, 168). Es wird vermutet, dass 

prokaryotische Analoga während einer Infektion diese wichtigen immunregulatorischen Funktionen 

nachahmen. Weiterhin ist denkbar, dass prokaryotische Immunophiline Bindungspartner auf 

Immunzellen im Wirt finden und damit die Signaltranduktion unterbinden (71). 

4.5.2. Funktioneller Vergleich zwischen MIP-defizienten und BPSL0918-

defizienten Pathogenen 

Funktionell zeigt  BPSL0918 große Ähnlichkeiten zu MIP (macrophage infectivity potentiator) in 

Legionella pneumophila. BPSL0918 weist eine Signalsequenz zwischen AS 1 und 24 auf und könnte 

damit extrazelluläre Aufgaben übernehmen. MIP wird posttranskriptionell ausgeschleust und agiert 

ebenfalls extrazellulär. Es besitzt am N-Terminus eine Peptidyl-Proly-cis-trans-Isomerase-Domäne, 

die C-terminale Faltung des Proteins zeigt Homologien zu dem FKBP12 aus höheren Eukaryoten (61, 

164). MIP ist essentiell für die Virulenz des ebenfalls intrazellulären Pathogens Legionella. Neben 

MIP sind ebenso MIP-ähnliche Proteine bekannt, sie kommen bei Chlamydia trachomatis (125), 

Chlamydia psittaci (152), Coxiella burnetti (131), Neisseria gonorrhoeae (120), Salmonella spp.(84), 

Trypanosoma cruzei (132), E. coli (83) und in dem Pflanzenpathogen Xanthomonas camprestis (212) 

vor. In vielen pathogenen Organismen übernimmt das MIP-ähnliche Protein ebenfalls eine Rolle in 

der Virulenz, im nicht-pathogenen E.coli allerdings agiert es als Hitzeschockprotein (212).  

Um die Auswirkungen der Mutation in BPSL0918 auf die Virulenz der Mutante zu überprüfen, 

wurden Invasions- und Replikationsassays durchgeführt. In HeLa-Zellen drangen Wildtyp und 

Mutante HGW 12/85 vergleichbar gut ein (Abb. 3.30). In BMMs wurde eine geringere intrazelluläre 

Keimzahl zum Zeipunkt 0 Stunden festgestellt (Abb. 3.38, Abb. 3.39). Wagner et al. fanden heraus. 

dass MIP-defizienten Legionella pneumophila-Mutanten Schwierigkeiten bei der Invasion in 

Lungenepithelzellen NCI-H292 hatten (199). Sie entdeckten, dass die Anwesenheit von Collagen IV 

auf den Zielzellen an dem Invasionsdefekt beteiligt ist. Darüber hinaus wurde ein Kontakt der N-

terminalen, PPiase-haltigen Domäne von MIP an das Collagen IV im ELISA nachgewiesen (199). Ob 

bei HGW 12/85 ebenfalls ein solcher direkter Kontakt zwischen der PPiase haltigen Domäne und 

Oberflächenstrukturen der Zellen entsteht und für den Unterschied in der frühen intrazellulären 

Keimzahl verantwortlich ist, geht aus den vorliegenden Ergebnissen nicht hervor. Da dieser 

Invasionsunterschied nur in Makrophagen beobachtetet wurde, könnten möglicherweise sehr frühe 

immunologische Abwehrmechanismen, die unmittelbar nach der Invasion aktiviert wurden und die 

intrazelluläre Keimzahl der Mutante HGW 12/85 reduzierten, für dem Phänotyp verantwortlich sein. 

Für diese Begründung spricht, dass der Unterschied zwischen Mutante HGW 12/85 und Wildtyp 
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besonders deutlich bei IFN-γ-aktivierten Makrophagen zu erkennen war (Abb. 3.38 B, Abb. 3.39 B). 

Aus früheren Studien ist bekannt, dass die bakterizide Effizienz IFN-γ-aktivierter Makrophagen 

wesentlich höher gegenüber nicht-aktivierter Makrophagen ist (36, 194). 

Im Rahmen der Replikationsassays konnte weiterhin ein moderater Replikationsdefekt  in HeLa-

Zellen und BMMs für die Tn5-Transposonmutante HGW 12/85 nachgewiesen werden (Abb. 3.30, 

Abb. 3.38). Dieser trägt vermutlich auch dazu bei, dass BALB/c-Mäuse, die mit moderaten Dosen (ca 

100 cfu intranasal) der Mutante infiziert wurden, keine Krankheitssymptome aufwiesen. Hingegen 

verstarben Tiere, die mit zehnfach höheren Dosen infiziert wurden sehr rasch an der Infektion (Abb. 

3.33). Die vorliegenden Defekte in BPSL0918 führen nicht zu avirulenten Phänotypen. Bei 

Legionellen vermittelt das FkbP MIP ebenso eine wichtige Funktion bei der intrazellulären 

Replikation (36, 184). Das wurde in vitro mit Actamöba, Hartmannella Amöben und Tetrahymena 

Ziliaten, mononukleären Zellen und Lungenepithelzellen gezeigt  (57, 206, 37, 36). Für diese Schritte 

ist eine Dimerisierung von MIP essentiell (57). Ebenso können sich Legionellen mit sehr geringer oder 

fehlender PPiase-Aktivität des MIP-Proteins in Meerschweinchen weniger gut ausbreiten und besitzen 

eine geringere Mortalität in diesem Infektionsmodell (57). Zu dieser Attenuierung trägt vermutlich 

bei, dass das FkbP mit der Proteinkinase C in Neutrophilen interagiert und damit die immunologische 

Potenz dieser Zellen einschränkt (88). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Immunophiline in der Pathogenese der beiden Pathogene 

eine Rolle spielen. Eine Komplementation des Gens BPSL0918 stellte die phänotypischen 

Eigenschaften des Wildtyps wieder her. Allerdings war die Virulenz der  Komplementante 

vergleichsweise schwächer als die des Wildtyps (Abb. 3.36, Abb. 3.38, Abb. 3.40 ). Dafür können 

polare Effekte verantwortlich sein. Darüber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass die 

Insertion der Tn7-Elemente hinter glmS2 erfolgte und nicht am ursprünglichen Lokus von BPSL0918. 

Dadurch unterliegt das Gen möglicherweise anderen Regulationsmechanismen.  

4.5.3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen BPSL0918 und der 

Regulation von Metallionen? 

Wie bereits beschrieben, ergänzen sich BPSL0918 und MIP funktionell sehr gut, zeigen genetisch 

allerdings keinerlei Homologien. In Sequenzvergleichen mit bekannten FkbPs zeigte sich die 

größtmögliche Homologie von 40,6% zwischen BPSL0918 und dem FkbP SlpA von E. coli. SlpA 

besitzt PPiase-Aktivität aber keine FK506 bindende Kapazität (85). Ob diese Eigenschaften auch in 

BPSL0918 vorhanden sind, wird in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Richard W. Titball, 

Universität Exeter, UK gerade untersucht. Interessant ist, dass SlpA eine verkürzte Form des FkbPs  

SlyD darstellt, das in die Regulation von Metallionen involviert ist (85). Vor diesem Hintergrund wäre 

es interessant zu sehen, ob auch BPSL0918 regulatorisch in die Verfügbarkeit von Metallionen 

eingreift. Bekannt ist bisher, dass die Verfügbarkeit von Eisen mit der Virulenz von B. pseudomallei 
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in Zusammenhang steht. Das Siderophor Malleobactin ist wichtig für die Eisenaufnahme in B. 

pseudomallei. Tuyanok et al. konnten zeigen, dass sich einzelne Komponenten des T6SS, Cluster 1 

durch geringe Eisenkonzentrationen induzieren lassen, während die Expression anderer Komponenten 

davon unbeeinflusst bleibt (186). Darüber hinaus spielt Eisen eine entscheidende Rolle bei der 

Regulation des TTSS3. Werden Bakterien in Vorbereitung auf eine Mausinfektion in eisenhaltigen 

Medien angezüchtet, sind sie weniger virulent (187). Ein Grund für diese Zusammenhänge zwischen 

Eisen und der Sekretion von Virulenzfaktoren könnte sein, dass TTSS, T6SS und Malleobactin einen 

gemeinsamen Transkriptionsregulator fur haben (Warawa, 5th World Melioidosis Congress, Abstract 

MOO002).  

In der Klinik gelten die Krankheitsbilder Thalassämie oder Hämosiderose, die durch einen 

Eisenüberschuss gekennzeichnet sind, als Risikofaktoren für einen akuten Verlauf der Melioidose 

(126, 154). Diese Daten lassen vermuten, dass Eisenionen stärker in die Pathogenese involviert sind 

als zunächst angenommen (29). Es ist interessant zu untersuchen, ob das FkbP BPSL0918 hierbei eine 

Rolle spielt.   

4.6. Relevanz der Gendefekte für den intrazellulären 

Replikationszyklus 

Insgesamt konnte die Beteiligung von sechs neuen Virulenzfaktoren an den einzelnen Schritten des 

intrazellulären Replikationszyklus gezeigt werden. Die Fähigkeit von B. pseudomallei, Zellen zu 

infizieren, kann sowohl von Stoffwechsel- als auch Strukturkomponenten abhängig sein (Tab. 4.1, 

Abb. 4.2). Darüber hinaus gibt es auch zahlreiche unbekannte Gene, die in diesem Zusammenhang 

noch aufgeklärt werden müssen. BPSL2397, BPSL0658, BPSL0783 sind drei Gene hypothetischer 

Funktion, denen in dieser Arbeit eine Aufgabe in der intrazellulären Replikation zugeordnet werden 

konnte.  

Die Mutanten HGW 22/18 (T6SS) und HGW 12/85 (Immunophilin) zeigten eine Attenuierung im 

Mausmodell und sind ebenfalls wichtige Determinanten der Virulenz. Ihre Funktionen innerhalb der 

Pathogenese konnten mit den hier durchgeführten Experimenten nicht aufgeklärt werden. Allerdings 

können in den in vitro-Analysen nur einfache funktionelle Schritte in begrenzten Zeitfenstern 

untersucht werden. Dabei wurden vor allem die bakteriellen Fähigkeiten, nicht aber die 

immunologische Abwehr oder das Zusammenspiel mehrerer Mikrokompartimente (wie Blut, Leber, 

Gehirn) berücksichtigt.  

Weitere molekularbiologische Untersuchungen dieser Gene sollten darauf ausgerichtet sein, die 

Struktur der Proteine aufzuklären und ihre Interaktionspartner zu identifizieren. Darüber hinaus ist ein 

gezielter Knock-out der Gene bzw. deren Komplementation essentiell, um polare Effekte ausschließen 

zu können. 
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Tab. 4.1. Einordnung der identifizierten Transposoninsertionsstellen in den intrazellulären Repikationszyklus 

Schritt des Replikationszyklus Mutante (Gendefekt) 

Invasion HGW 14/28 (lysR), HGW 23/12 (pyrF) 

Escape Nicht nachweisbar 

Replikation 
HGW 8/35 (BPSL2397), HGW 14/28 (lysR), 
HGW 15/93 (BPSS1490-92), HGW 20/79 (BPSL0658),  
HGW 20/85 (BPSL0783), HGW 23/12 (pyrF), 

Aktinschweifbildung HGW 15/93 (BPSS1490-92) 

Zell- zu-Zell-Ausbreitung Nicht nachweisbar 
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Abb. 4.2. Schematische Darstellung des intrazellulären Relikationszyklus von B. pseudomallei. Gezeigt sind 

die einzelnen Schritte der Infektion mit den darin involvierten Virulenzfaktoren, die in der Literatur beschrieben 

wurden (in grün), die von Pilatz et al. mit derselben Methode beschrieben wurden (in blau), die in dieser Arbeit 

beschriebeben wurden (in rot). 
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4.7. Serumfreie Kultivierung von murinen 

Knochenmarkmakrophagen 

Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in der frühen Wirtsabwehr gegen verschiedene 

Pathogene. Wahrscheinlich sind Makrophagenfunktionen mitbestimmend, ob ein Mausstamm 

empfindlich oder resistent gegen einen bestimmten Infektionserreger ist (100, 57, 205). Diese 

vermutlich genetisch determinierten Unterschiede in der Makrophagenfunktion können am besten in 

BMMs untersucht werden, da ihre Eigenschaften nicht durch unbekannte Signale in vivo geprägt 

wurden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass BMMs von C57BL/6 Mäuse stärkere bakterizide 

Fähigkeit gegen B. pseudomallei haben als BALB/c BMMs. Weiterführende Experimente in unserer 

Arbeitsgruppe machten aber deutlich, dass der gezeigte Unterschied im bakteriziden Potential von der 

Zusammensetzung des FCS´ abhängt, in denen die BMMs kultiviert wurden. Die Zusammensetzung 

variiert chargenabhängig. Auf Grund dieser Beobachtungen versuchten wir ein standardisiertes 

Zellkulturprotokoll zu etablieren, dass reproduzierbare Bedingungen für Experimente mit BMMs 

garantiert. In Zusammenarbeit mit der Firma Pan Biotech (Dr. J. Seidl) wurde der Serumersatzstoff 

Panexin BMM® hergestellt. Nach zehn Tagen Generations- und Differenzierungszeit konnten mit 

dem in dieser Studie beschriebenen Zellkultursystem fest adhärierende, ausdifferenzierte BMMs 

gewonnen werden. Die Ausbeute und Adhärenz war mit BMMs vergleichbar, die unter serumhaltigen 

Bedingungen reiften (siehe Abschnitt 3.8.2). In früheren Studien etablierte serumfreie 

Kultivierungssysteme waren häufig durch eine geringe Ausbeute und/oder  schlechte Adhärenz 

gekennzeichnet und konnten sich deswegen in der Praxis nicht durchsetzen (16, 46, 63).  

Bei der Betrachtung der BMMs zu verschiedenen Zeitpunkten ihrer Entwicklung fiel auf, dass sie 

morphologischen Veränderungen unterlagen (Abb. 3.41). Im Vorwärts-/Seitwärts-Scatter wurden aus 

ursprünglich zwei abgrenzbaren Populationen am Tag 3 eine homogene Population am Tag 6. 

Undifferenzierte BMMs waren klein und wenig granuliert, reife BMMs groß und stark granuliert 

(Abb. 3.48). Unter serumhaltigen Bedingungen konnten bis zum 8. Tag zwei Populationen 

nachgewiesen werden (162). Wir vermuten, dass sich einerseits die serumfreie Kultivierung 

andererseits die lange Differenzierungszeit von mindestens zehn Tagen  positiv auf die Homogenität 

und Reife der BMM-Population auswirken. Daher empfehlen wir eine Kultivierung von BMMs für 

den experimentellen Einsatz über mindestens zehn Tage.  

Phänotypisch waren über 90% der adhärenten BMMs am zehnten Tag nach der Isolation positiv für 

die Makrophagen-typischen Marker MAC-1, F4/80, CD 13 (ERBMDM-1) und MOMA-2 (Tab. 3.6.). 

Das bakterizide Potential von BALB/c-BMMs gegenüber B. pseudomallei konnte gezeigt werden 

(Abb. 3.47). Es wies denselben Unterschied gegenüber C57BL/6 auf wie er von Breitbach et al. 

beschrieben wurde (Daten nicht gezeigt). Nach Stimulation mit  LPS und IFN-γ produzierten die 

BMMs beider Mausstämme NO (Abb. 3.45). Dabei erwiesen sich Makrophagen von C57BL/6-
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Mäusen als potentere NO-Produzenten als die Makrophagen der BALB/c Mäuse. Auch Mills et al 

konnten zeigen, dass Makrophagen von Mäusen mit Th1-Phänotyp tendentiell leichter und mehr   

IFN-γ produzieren als Makrophagen aus Tieren mit Th2-Phänotyp (129). 

Ebenso waren BMMs von BALB/c-Mäusen stärkere Produzenten von antiinflammatorischen 

Zytokinen wie IL-10, wohingegen C57BL/6-Mäuse mehr IL-12 sezernierten. Die MCP-1-Freisetzung 

in BALB/c-Makrophagen nach LPS/IFN-γ-Stimulation war erhöht (Abb. 3.46). In der Literatur wurde 

eine Korrelation zwischen einer stärkeren MCP-1-Freisetzung und einer erhöhten Empfindlichkeit in 

murinen Infektionsmodellen beschrieben. So wurde nach Infektion mit Chlamydia trachomatis und 

Trypanosoma congolense in Schleimhautsekret des Genitaltraktes und in der Milz von BALB/c-

Mäusen höhere Konzentrationen von MCP-1 nachgewiesen als in C57BL/6-Mäusen, die allerdings 

wesentlich resistenter gegenüber einer solchen Infektion waren (47, 139). Die Zytokin-Freisetzung 

zeigt, dass die Zellen in dem von uns entwickelten standardisierten Kulturbedingungen dieselben 

Th1/Th2-Phänotypen entwickelten wie sie auch im in vivo-Geschehen beobachtet wurden. 

Des Weiteren konnte eine geringe Freisetzung von IFN-γ nachgewiesen werden, wobei Überstände 

von BALB/c-BMMs (30 pg/ml) deutlich weniger Zytokin enthielten als Überstände der C57BL/6-

Makrophagen (100 pg/ml) (Abb. 3.46 F). Über die Produktion des Zytokins IFN-γ durch 

Makrophagen gibt es in der Literatur keinen Konsens. Schleicher et al zeigten eindrucksvoll, dass 

schon 0,7 % Kontaminationen von CD8 + T-Lymphozyten in der Kultur der BMMs ausreichen, um 

physiologisch funktionelle Konzentrationen von IFN-γ in der Kultur zu messen. Wurden die 

Makrophagen von den Kontaminanten gereinigt, gelang es den Autoren nicht mehr IFN-γ 

nachzuweisen, allerdings wurde mRNA detektiert. Die Autoren schlussfolgerten, dass Makrophagen 

nicht in der Lage sind das Zytokin zu sezernieren, aber sehr wohl die genetische Grundlage dafür 

haben.  

In serumfrei kultivierten BMMs machten die IFN-γ-Produzenten CD3+ und NK-Zellen zusammen 

einen Anteil von maximal 0,3% aller lebenden Zellen aus (Tab. 3.7.). Damit konnten geringere 

Kontaminationen und auch signifikant weniger  IFN-γ im serumfreien System nachgewiesen werden.   

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das serumfreie und definierte Zellkultursystem die 

Möglichkeit bietet Komponenten selektiv zu verändern und deren spezifische Effekte auf die Reifung 

und Funktion von BMMs zu analysieren. In bereits laufenden Proteomuntersuchungen an BALB/c und 

C57BL/6 BMMs lässt sich eine hervorragende Reproduzierbarkeit erkennen. Das zeigt einen großen 

Vorteil des neuen Kultivierungssytems für globale Genexpressionsanalysen und Funktionsanalysen 

von Knochenmarkmakrophagen.  
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5. Zusammenfassung 

 

Burkholderia pseudomallei ist ein gram-negatives, intrazelluläres Stäbchenbakterium, das in 

tropischen und subtropischen Gebieten endemisch ist. Bedeutung erlangte das Bakterium als 

Modellorganismus für intrazelluläres Überleben. Als solches ist B.pseudomallei in der Lage in 

Wirtszellen einzudringen, sich aus der Vakuole zu befreien, sich intrazellulär zu vermehren und sich 

von Zelle zu Zelle auszubreiten. Er ist der Verursacher der Melioidose, einer Erkrankung mit sehr 

variablen klinischem Bild, in dem schwere, septische Verläufe mit hoher Mortalität aber auch milde 

chronische Manifestationen auftreten.  

Trotz zunehmender Beachtung in der Öffentlichkeit sind bisher die molekularen Details seiner 

Virulenz weitestgehend unverstanden. Unserer Arbeitsgruppe gelang bereits 2004 die Identifikation 

neuer Virulenzfaktoren und -mechanismen (143). Diese Arbeit setzt die damals begonnene Studie fort. 

Insgesamt konnten mit der Tn5-Transposonmutagenese 2344 Mutanten hergestellt und im Plaqueassay 

analysiert werden. Der Assay identifiziert Mutanten mit Defekten in Invasion, intrazellulärer 

Replikation, Aktinschweifbildung sowie Zell-zu-Zell-Ausbreitung. Von 40 Tn5-Transposonmutanten 

mit einer veränderten Plaquebildung wurden die Transposoninsertionsstellen bestimmt. Mit BlastN-

Analysen konnten erste Aussagen über die funktionelle Einordnung der Gene  getroffen werden. 
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Mit dieser Methode wurden Tn5-Mutanten mit Defekten in Stoffwechselprozessen, 

Strukturkomponenten oder hypothetischen Genen gefunden. Bei insgesamt zwölf Mutanten konnte 

nach intranasaler Infektion eine verringerte Virulenz in der Maus nachgewiesen werden, darunter fünf 

Mutanten mit Defekten in Genen unbekannter Funktion. Besonders interessant war ein Gendefekt in 

BPSL0918, der für ein putatives Immunophilin kodiert. Immunophiline können als CoChaperone die 

Konformation von Proteinen verändern. B. pseudomallei-Mutanten mit Defekt in BPSL0918 zeigten 

normale Wachstumskinetiken in Flüssigmedium, sie induzierten Aktinschweife und wiesen nur einen 

moderaten intrazellulären Replikationsdefekt in HeLa-Zellen auf. Trotzdem konnten wir eine starke 

Attenuierung in weiblichen BALB/c-Mäusen nachweisen. In serumfrei kultivierten, IFN-γ-aktivierten 

Knochenmarkmakrophagen wurden Mutanten mit einem Defekt in dem Immunophilin signifikant 

schneller eliminiert als der Wildtyp E8. Eine Komplementation der Immunophilin-Mutante mit Hilfe 

des mini-Tn7-Systems konnte den Phänotyp des Wildtyps E8 mit einigen Einschränkungen wieder 

herstellen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es in dieser Arbeit gelungen ist, mit der Methode der Tn5-

Transposonmutagenese und anschließender Analyse im Plaqueassay 14 neue Virulenzfaktoren und 

mechanismen zu identifizieren. Darüber hinaus konnte ein serumfreies Zellkultursystem für murine, 

primäre Knochenmarkmakrophagen etabliert und charakterisiert werden. Dieses erlaubt die 

Untersuchung von Wirts-Pathogen-Interaktionen unter standardisierten Kulturbedingungen.  
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6. Anhang 

Anhang A: Motilität 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transposonmutanten mit Defekten im Strukturkomponenten 

Abb. A1. Schwarmverhalten von E8 Transposonmutanten mit Defekten in putativen Stoffwechsel-Genen. 

Dargestellt ist die Größe des erzeugten Hofdurchmessers der Mutanten bezogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps 

E8 24 h nach Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 5% war, wurden als 

unbeweglich eingestuft (rot markierte Flächen). Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurden als 

eingeschränkt beweglich definiert (blau markierte Flächen). Gezeigt sind Mittelerte von mindestens drei Replikaten. 
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Abb. A2. Schwarmverhalten von E8 Transposonmutanten mit Defekten in putativen Struktur -Genen. Dargestellt 

ist die Größe des erzeugten Hofdurchmessers der Mutanten bezogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps E8 24 h nach 

Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 5% war, wurden als unbeweglich 

eingestuft (rot markierte Flächen). Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurden als eingeschränkt 

beweglich definiert (blau markierte Flächen). Gezeigt sind Mittelerte von mindestens drei Replikaten. 
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Abb. A3. Schwarmverhalten von E8 Transposonmutanten mit Defekten in hypothetischen Genen. Dargestellt ist 

die Größe des erzeugten Hofdurchmessers der Mutanten bezogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps E8 24 h nach 

Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 5% war, wurden als unbeweglich 

eingestuft (rot markierte Flächen). Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurden als eingeschränkt 

beweglich definiert (blau markierte Flächen). Gezeigt sind Mittelerte von mindestens drei Replikaten. 
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Abb. A4. Schwarmverhalten von E8 Transposonmutanten HGW 6/12, HGW 12/85 und HGW 16/46. Dargestellt ist 

die Größe des erzeugten Hofdurchmessers der Mutanten bezogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps E8 24 h nach 

Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 5% war, wurden als unbeweglich 

eingestuft (rot markierte Flächen). Mutanten, deren relativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurden als eingeschränkt 

beweglich definiert (blau markierte Flächen). Gezeigt sind Mittelerte von mindestens drei Replikaten. 
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Abb. B1. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/2, HGW 2/14, HGW 3/46 und HGW 4/64 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Stoffwechsel-Transposonmutanten (□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B2. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 7/67, HGW 9/47, HGW 9/59 und HGW 12/58 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Stoffwechsel-Transposonmutanten (□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B4. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 21/37 und HGW 24/59 in LB Medium (A+B) und Vogel 

Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit 

von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Stoffwechsel-Transposonmutanten (□). Die Wachstumsfähigkeit der Tn5-

Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B5. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/33, HGW 5/83, HGW 20/90 und HGW 4/12 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Struktur-Transposonmutanten(□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B6. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 7/14, HGW 16/09, HGW 9/73 und HGW 15/29 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Struktur-Transposonmutanten (□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B7. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 15/42, HGW 15/48, HGW 19/73 und HGW 20/39 in LB 

Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veränderung der 

Optischen Dichte in Abhängigkeit von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Struktur-Transposonmutanten (□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B8. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 9/44 und HGW 15/17 in LB Medium (A+B) und Vogel 

Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit 

von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Transposonmutanten mt Defekten in hypothetischen Genen (□). Die 

Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. B9. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 6/12 und HGW 16/46 in LB Medium (A+B) und Vogel 

Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veränderung der Optischen Dichte in Abhängigkeit 

von der Zeit für den Wildtyp E8 (■) und Transposonmutanten (□). Die Wachstumsfähigkeit der Tn5-Transposonmutante 

in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert. 
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Abb. C1. Western Blot von BopE-

Freisetzung durch B. pseudomallei E8 und 

Transposonmutante HGW 12/85. Etwa 

25µg Protein/Spur aus der extrazellulären 

Fraktion wurden mit anti-BopE Antikörper, 

bereitgestellt von Mark Stevens (Institute for 

Animal Health, Compton Laboratory, 

Berkshire, UK) und BM Blue POD Substrat 

untersucht. In schwarz gekennzeichnet, sind 

positive BopE-Banden bei etwa 35kDa. 

Anhang C: Detektion TTSS-Effektorproteins BopE im Western Blot 
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Anhang D: Detektion der Transposoninsertionsstellen beschriebener Tn5-Mutanten 

BPSL0345/0346 – HGW 10/33 

365581  tgcttgtttc gttcatcgtg atcctcCGTc agcccatgcc gttgatcgac tgcttttccg 

365641  cgacggtcag cggcgcgcac cggggcgcgt caccggcctg ttcgatcgag acggtcgcga 

365701  cgcgcggctg ccgggtcagt gcctcgggcg tggcggaggc cgcttgcgcc gaaccggcgg 

365761  cgacgtgcac gatcgacgac acactgggga cgccgagctt gctcaacacg aacatcatgt 

365821  aatagccggg cggcgcgata ttcgcgttcg gcggcgcgtt cacggtcagc gcgccgcccg 

365881  atacggcgaa aacgagctcc acgattcgat gcgagaaatt gatctgatgc gtggcggagc 

365941  cgcacgcgac gatcacgatc gagccgatgt cctccggact ggtgccgctc gacaggccga 

366001  gggtaaagct gccgccgtgg ttgatcgaag cgggggccga ctggatcgcc ggccgcggcc 

366061  ccttgaagag atagggcggc gaaaagatct cgacgcgcgt ctcggcatac tgaagccccg 

366121  agccttgata gtcgccgtcc ttgcccgtga tggcgatccg gccgtcgggc agcagcagcg 

366181  cggtggcgtg atagccccgg gcgatgcgcg tggacgcgag caacgtccac gtgttcgtct 

366241  gcggatcata gagctcgggc cgataggtcg gcccgcgccc gtagtcggcc ttgcccgttt 

366301  tgttgccgcc gacgatgaac agcttgccgt ccggcagcgt gacgaggtcg cacatgaccc 

366361  gcccttcatt gaggggcgcg atggctttcc acgcgggcgc ggcgtctccg agatcgagca 

366421  tctcgcagct cgtcatgccg ggcacgctgt tgtcgtactg gctatcgtcg ccgatggcga 

366481  tctgagccga cttgtccgcg ccgccggcga cgacgacctt gactctgtag ttctccgaag 

366541  gcctcaacgg gagcacggcc gtcccgccca tgaatggata ggtgcggctg ttgtcggaaa 

366601  cggtcttgta aagcgtcgcg ctccacgatc gggttccgat gtcgaaaaag cgcgtcgtgt 

366661  ttctcgcgtg aacgagcagt ttgccgtccg gcagaacgaa gagaaacggg tacaggtcga 

366721  tctgcgtttg cgatttcggg taatagggcg agaagggcga gatcacgtct tccggcgctg 

366781  tcagcgcgtt gttcgcatac gtctgccagg tgtcgttgac cgaggtgttc cagcccgccg 

366841  tttccgttcc gctgatgatg aacacctgcc cgtcgggcaa cgtggcggtc gatgggtacc 

366901  agcgcccctt cgtcatcgtg gcgacgagcg tggcggtgtg gttgtcggga tcgaaaacca 

366961  cgacgtcctt caacgtatcg ccgatgtggc cgccgacgat cagcactttt ccgtcgggca 

367021  tggcggtttg tcccgcgcag aaattgtttc ggaaggacgg gatggcggtg atctggtcgt 

367081  tgaccggatt ccagatgcat gccggaatgg tcttgttcgt ggagccgccc ttgtagtagc 

367141  cgaacatcag cacgctgccg ttcttcagga gcacggaatt gatgccggtg acgttgacgt 

367201  cgacgatgtg agacgaaacg ccgacgtcgg ccgccgtgcc ctcggagaac ggcgagacgg 

367261  tcgcgctgtt ttcccagacg agcgtatcgc cgcgcctgaa aacatcggcc ttgccggagg 

367321  cgcgcagccc gatcgcctcg aagtctcctt tgacgccgtt ctgcgactgg agcaggccgg 

367381  cggcgacata ggcgcccgtg ccgatcgtgc cggtgaagct ccaagggatg ccttcggcat 

367441  cgttgttgcg ccagtagtga gcgatgccgc ccgtggcgag cggcacgaga acctcgaaat 

367501  tccctttggt tccgtaattg ctctgaagca gtgcgggcgc gcccccgacg cctccggcgg 

367561  cgatgttgca gatttttctc cacgcgcgcc cctcgcaaca ccaggactcc agacgatcgt 

367621  ccacccatgc gaccagttcg agattggcgt tgttgtcggg cccgatgtag ttgccttgca 

367681  tgacggacac gcccttcacc tggccgctgc cgaagatgct cgattgcttc cacgtgaagc 

367741  cgtccttgtc gtctctccaa taatggacca tgccgccgcg gcgcatgccc accaccagtt 

367801  cgagctgctg cgcgccgttg cgattcgatt ggagataggc ggggaagcct tgcgcgtcgc 

367861  cgatcgatat cgtcttgtga gccgaccacg gcgtgctatt gctccggaag tatgttttga 
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367921  ccgcgccgtc atcgacgacc gcggcttcga tgttcgtgta gttcgtgctg tacgtgtggc 

367981  aataaccgga gacgctgttc ttcgatccca tcccgtcgcc gacggcgacc atccattggg 

368041  cgccgttgtc gttcgtgcgt cgcaggcagt gcaacatgcc atattcatcg ccggcgagaa 

368101  gctcgaaatt gccggcgccc gagtagggcg actggatgag aatcccgccc ttgcccatcc 

368161  cggtccacgt cgctccgcca gggcccgtca gcgcggcgac ggctttcttg atggacgccg 

368221  gagcggagct gccgttgtct ccgccgcaag ccgtcaccaa cagcgaggcc ggaacccaaa 

368281  cgagaaatgc tcgacgcgag tggctgaccg acagcgactt ttcttcgcgc tttttCATgt 

368341  tgatctccat gtatcgaaat ggtgaacgat cgcgcgcttt ttcccattgg aagcgcttga 

368401  attgcgtctt tcttttgaat gccggagagc gaactcgaat ccattcggtc aaggacgttc 

368461  aaatgcttgg aaagagaacg ctgactcgac atcgggacgg ctgccgctgt cgccggtccg 

368521  ccgtcatggc gaaaccgcga caccgaaatt ccatcgatca cgattccgca cgatgttggg 

368581  cgccgcggct gcgcttatgt ttaggaatgc atgaggttgt gtatgtgcgt tggcagaccg 

368641  aagcgaactt cgttggcgaa cggattggaa acggagagaa tctgatgcgc gggaaaggta 

368701  actgcgagcg ataaatcgag ggttgttcag aaaagttgtg aaattaggcg ttcgtgagat 

368761  gggaaaatgg ttatgggaat aaattagcgt tttgtgatgc cgtgttttga atggaatgga 

368821  gcggcatgac gggatttttt tatttaacga agagttattg gtttgagttc gccgcgacgg 

368881  atcatgatgg gcgaacgcgc gaaagatcga agcgggccgt ggctgtcggt cgagccgtcg 

368941  ccttgggctt tcgcgctacg gtgacggatg gagaacgggc ggcatcgaat cggcgcgtcg 

369001  acggggcgcc ggctggccgg ctcgcgcgtt gccgcgatgc gtgaggcgag gcgcagacgc 

369061  cgtgtgctgc cgggatgcct cgccgggacg aatcaccgcg gtggatgaaa gaggctggtt 

369121  cgacatcccg aatcgcagac cactcggctc ggcacccgtg tctcacgatg cgagtcgcgg 

369181  ccgcgccggc gagcgcgttc gatcggcgcg ggccgcggcg gccttctcga cgccgatctc 

369241  gacggttaca tggggctgga gccttagtgt cgcggttcat gcggcgcggg cgaaccgcgc 

369301  tgaaacgacc gcgcaatccg gtatgtcggc aatgaacgac gcgtagacga acgtaattcc 

369361  ccgctgcatg gcggagatgc cgccggccgt cggcatctcc gtccgcTCAa gcgcccgctg 

369421  cttcgctttg gcgcagcgat tcccaatgtg cgaccagccg cgtcgcgagc gcttcttcaa 

369481  ccggcaggaa cggcagccgc aacgcgttat cgcaccagcc ctgcgcggcg agcagcgcct 

369541  tcacgggcgc gggattcggt tccgcgaaca gatcggcgac gagcggctgc aacgcgaccg 

369601  cgatccgtcg cgcatcgtcg agccggcctt cgcgcagcag tgcgtacaca cgcacgtgcc 

369661  acgcgggcaa tacgtgtgcg gcgcttgcga tcgcgccgtg cgcgcccgcg cacagcgctg 

369721  cgaaattctg attgtcgtcg ccggagagga tgcgcagcgg cgtttcgtgc acgaggcgca 

369781  gcatgcgctc catcgtgccg ccgcattcct tcacgccggc aacgcgcgca tcgcgcgaca 

369841  gcgccttcag cgtatcgagt tcgacgttca cgccggtgcg gtacgggatg ttgtagacga 

369901  gcacgggcag atcggccgct tcgacgaccg cctcgatgtg ccgctgcacg cccgcttgcg 

369961  tcgggcggac gtagacgggc ggcgtgacga gcaagccgtc cgggcgcagc gcagcgagcg 

370021  cgcgtgcgcg ttcggctgcc gcgtgcgtcg cgcttgcggt gatgccgagc acgatcggcc 

370081  gcgccggtgc ggcgtcgcgc agcgtcgcga aaatcgcttc ctgttcgcca gcgttcagca 

370141  gtgcgccttc gcccgtcgtc gcgccggcga cgaagcccgc gatcccttca tccgaatagt 

370201  gccgcgcgag gcgcgcgagc gccgcgtggt cgaccgtgcc ggtttcccgg gcatggaacg 

370261  gcgtgacgat cggaagccag ataccttcga aacgtgattg catgtgCATc ctctaggtga 

_______________________________________________________________ 

BPSL0345, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

BPSL0346, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt, 

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL0117 – HGW 14/28 

130561  gagtATGgat catttgcagt cgatgcgagt gttcgtcaag gtcgcggatc tcggcagttt 

130621  cgcccgggcg gcgagcgcga tggacatctc gaatgcggtc gcgacgcgcc acgtcgccga 

130681  cctcgaaggc cggctcggca cccgccttct gaatcgcacc acccgaagcc tgtcgctgac 

130741  cgaatccggc caagtttacc tggagcgggc gcgtcagatc ctcgacgaac tcgaagacgt 

130801  cgagcagatg gtcgtcgcgc gcaatcacga gcccgtcggc acgctgcggg tcgtcgcgcc 

130861  cgtcgtgttc ggcctgcaca atctcgcgcc ggtcttgcag acgtatacgc agcgtttccc 

130921  gaaggtcatc cccgacctga ccctcgtcga tcgtcaggtc gatctcgtcg aagaggggtt 

130981  cgacgtcggc atcgtgatca cgcggcagat gcgcagtgcg agcatcgtca cgcgccggct 

131041  gaccacgggc tgcatggtgg tctgcgcgac gccgagctac ctggagaagc acggcatgcc 

131101  gacgcatccg gagcaactcg tcgagcatcc ttgcctgagc ctgccgtccg aatattgggg 

131161  agacgagcgc gtattcaccg ggccggacgg cgaagtgcgc gtacggccgt cgaacgtcgt 

131221  cgtcgcgaac aacaccgaga tgctgcgcca gttcgcgatg ctcggcatgg gcgtcgcgat 

131281  cctgccgagc tatctgatcg gcagcgacat cgcgcgcggc aagctcgtgc gcttgctgag 

131341  cgactaccgg ctgccgcagg tcgagatcaa tatcgcgtac ccgagccgcc gccacctgcc 

131401  ggcgaaggtg cgcacgttca tcgaccatct cgtcgagcac ttcagccaat cgccggacac 

131461  gatgctcggc gagcaatggg cgacgcaggg cgtcgcgggc cagcacgtcg atgcgctgcc 

131521  cgccgacgcg ctcgccgagc gctcgagcgc cgatccggcg ctgtcgccgc gtctgccgcg 

131581  cgcgccgcgg gcgcgcaccg tcgtgccgtc tccgctgTAA cgccgagcgg atgtcgcgca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

____________________________________________________________________ 

 

BPSL0117, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL0365 – HGW 16/82/ HGW 21/37 

393721  aaagagcggt tgaaacgagc ggctaaaacg TCAgcgcggc gcggcggcgc gcagcgcgtt 

393781  cagcaagagg ttcacgtcga gcgcgtgcga cgccgcgtcg ggcgacggcg ggctcatgtg 

393841  cgcgagcgcg ccgagcagcg gcgcgcggtg ctcgcgttcg agccacgcgc gcagcgtgtc 

393901  gatgttgtcg tcggcgaagg gcatcgccgg atcgatgcgg ttcgcgaccc agccggcaag 

393961  gggcaggccg cgcgcggcga tcgcctcggc ggtgagcagt gcgtggctga tgcagccgag 

394021  acgcacgccg acgacgagca ccacgggcag cccgagcgcg accgccagat cggcggtatc 

394081  gcgcgtgtcg gcgagcggca cgcgaaagcc gccgacgcct tcgacgacga tgacgtccgc 

394141  catctcgcac gcgcggcgat gcgcgtcgac gatcgtgccg atgtcgagcg cgacgccctc 

394201  gcgcgcggcg acgatgtgcg gcgcggcggg cgccttcagg agaaacggcg tgcggatcgc 

394261  ggcgggcagc gcgacgttcg cggccgcgtc gagctggtcc gcgtcttcgt tgcgccatgc 

394321  gccgtcgcgc tcgtacgcgc ccgcggccac cggcttcatc gcggccgcgc gcagccccgc 

394381  gcgcgcgaag ccgtgcagca gcgcggccga tacgaacgtc ttgccgatct cggtatcggt 

394441  gcccgtcacg aacagcgaaa gcggcgcgct CATgcggcgg ctccgatcgg cgtgacgagc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

____________________________________________________________________________ 

 

BPSL0345, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL2963 – HGW 23/12 

3535501  ccgcgcTCAg cgatgcgcgt tgatcgcgtc gcgggtacgc tcggcggtgc gcgcggccgc 

3535561  gtcggcgaag tcgtcgccgc ggctcgcgta caggatcgcg cgcgacgagt tgatcatcat 

3535621  gccggcgccg tcggccgtgc ggcccgcggc gacggtcgcg gcgacgtcgc cgccctgcgc 

3535681  gccgatgccg ggaatcagga gcggcatgtc gccgacgatc ccacgcacga tttcgatctc 

3535741  cctcgggaac gtcgcgccga cgacgagcgc gagctgcccc gtcttcgcat tccattggct 

3535801  cgccgcgaga tcggcgacga cctgatagag cggccgcccc cccgtctcga ggaactgcag 

3535861  atccgagccg cccggattcg acgtgcggca cagcacgacc acgcccttgt cctcgtactc 

3535921  gagatacggc tcgatcgaat cgaaacccat gtacggattg accgtgaccg cgtccgctcg 

3535981  atagcgctcg aacgcctcgc gcgcgtattg ctcggcggtg ctgccgatgt cgccgcgctt 

3536041  cgcgtcgagg atcacgggca ggccggggtg ctgcagatgg atgtgcgcga tcagccgctc 

3536101  gagctggtcc tccgcgcgat gcgcggcgaa gtatgcgatc tgcggcttga acgcgctcgc 

3536161  gaacggcgcg gtcgcgtcga cgatctcgcg gcagaaatcg aagatcgcgt cgggctggtt 

3536221  ctcgaggtgc gcgggaaact tggtcggctc gggatcgagg ccgacgcaca gcagcgaatt 

3536281  cgtgcgctgc caggcggtgc gcagcgattc gatgaaggta ggcgtggagg aCATggcgct 
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BPSL2963, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL2596/2597 – HGW 2/5 

3115261  aatcgacatg acgcgcctcc gTTActtgga gccgaagagg cgctgcagca ggcccggctt 

3115321  ctgatagtcg gtgaaacgca gcggcttgtc ctcgccgagg aagcgcgcga cgatgtcctt 

3115381  gtacgcctcc gcgacgtcgg tgccgtcgag gtgaacggcg ggcaggccct ggttcgacgc 

3115441  gtgcagcacc gcctcggatt cgggcacgac gccgatcagc ttgatgcgca ggatctcgct 

3115501  gatgtcgtcg agcgacagca tctcgccctc ggtcacgcgc ttcgggttgt agcgggtgat 

3115561  gagcaggtgc tccttgatcg gctccttgcc ttccgtcgcg cgcttggtct tcgacgacag 

3115621  gatgccgagg atgcggtccg aatcgcgcac cgacgacact tccgggttcg tcacgatgag 

3115681  cgcctcgtcg gcgaagtaca tcgcgtgcag cgcgcccgat tcgatgccgg cgggtgaatc 

3115741  gcagacgatg aactcgaagt ccatcgcgat cagatcgttg atgacctttt cgacgccttc 

3115801  acgcgtcaac gcatccttgt cgcgcgtctg cgacgcgggc aggatgtaca ggttctcgca 

3115861  cttcttgtcc ttgatgagcg cctgattcag gttcgcttcg ccctggatca cgttgacgag 

3115921  gtcgtacacg acgcggcgct cgcagcccat gatgagatcg agattgcgca gaccgacgtc 

3115981  gaaatcgatc acggccgtct tgtgaccgcg cagcgcgaga ccggacgcga agctcgcgct 

3116041  cgtcgtcgtc ttgcccacgc cgcccttgcc cgaggtcacc acgatgattt ttgcCATtta 

3116101  cctaccctgt gttcgtcaat gaggaccgac cgacccgttt gtcgcgccac gcgtgTCAcg 

3116161  tgaggcgcag cggttcgatc atcagttttt cctgttccag ccggatctgc accgatttgc 

3116221  cgagcacgtc ggccggcagc gggttctcgg tggtccgata gatacccgcg atcgagatca 

3116281  gctccggctc gagacacgtg cagaagatgc gcgcgtcgtg attgccgtgc acgcccgcga 

3116341  gcgcgcggcc gcgcaacggc gcgtagatgt ggatgttgcc ttccgcgatg acctcggcgc 

3116401  cgtaactgac cgggccgagc accacgagat ctcccttcgc gtaaatctgt tgtccggaac 

3116461  gcagcggcct gtcgacgacg agcgtcgccg actgagccgc gacagcgggc gcgggcgact 

3116521  cgggcggcgc gcccgcatcg gcgagcgtcg ggccggcctg ctcgaagagc gccgcctgcc 

3116581  cggcggccgg cgcggccggc tccgcctgct gcacgggcgc ttcgtccgcc gccttcgacg 

3116641  aaggcgcgcg ccggtcgcgc gcctcgagaa gcggcagccc ggcgctcgcc gcccaggcgt 

3116701  gctgctccgg ttgcgcgacg acgccgatcg cgcgcatccg cacgtcgttg agcatgccac 

3116761  ggatgtcgtc gagcgggaca cgctcgtgat ccgcgagccg gcgcacgtcg attgcgacga 

3116821  cgtcgtccgc gaagaattcg ggggtcgctt cgaaacgctt gaccaactcg gcgcgcaacg 

3116881  catcgaggtc ggcggttttc acgatgaaca gcaacgtgtc gaccgaaccg ctgcgcagtt 

3116941  cgaagaatgg cgatttttta agcgaCATgg acgttctgca aaaaaatttt gcgtatttta 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

BPSL2596, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

BPSL2597, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt, 

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

142 
 

BPSL2990 – HGW 5/30 

3563101  gggtgtccga cgttacgcag cgagtctTTA cggacggctg ccggtcggga acggccatgc 

3563161  cgctgccggg ttgagcgcgg tcttcacgcc cgatgccgga gcaaccgatg ccgtcgacgc 

3563221  cgtcgtcgcg ggcgcggcct tcttcacgac cgccttcttc ggcgcagcct tctttgcggc 

3563281  agccttcttc gcaggcgcgg ccttcttcgc ggcagccttc ttcgccggcg cggccttctt 

3563341  cgcggcagcc ttcttcgccg gtgcggcctt cttcgcggca accttcttcg ccgcgacctt 

3563401  cttcaccgcg actttcttcg cagcggcctt cttcgccggc gccttcttcg cggcaacctt 

3563461  cttcgccgcg accttcttca ccgcgacttt cttcgcagca gccttcttcg ccggcgcctt 

3563521  cttcgcggca accttcttag ctgcaacctt cttcgccggc gcggccttct tcgccgcaac 

3563581  cttcttcacc gcgaccttct tcgcggcaac cttcttcacc gctgccttct tggccggtgc 

3563641  agccttcttg gcgacgacct tcttcgcggc agccttcttg gctgccggct tcttcttggc 

3563701  aagtgcCATc attttctcct tcaggttcag atgagagtca gttcaaacta cacccttcgt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

BPSL2990, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

143 
 

BPSS1490 bis 1492 - HGW 15/93 

2029501  ttcgaccgga agcctcggct ttcgctgcgc ccgctcgatt tctggagatc gaccATGaag 

2029561  ctcgactatt tcaccgcgcg cggcgcgctc gccctgctcg ccgccgcgtg cgtggccacg 

2029621  gcggcgcacg gcgcggacgc gcccgccgcc gcggccacgc cgcctgccgc gacggcaacc 

2029681  gattcgctgt atcaggcgaa cgcgacgctg accgatcagg acggcaaaac attccgcctc 

2029741  gccgatctgc gcggcacgcc gacgctcgtc agcatgttct acacctcgtg caagatggtg 

2029801  tgcccgatgc tgttcgagac gatcgggctc acgctcgacg cgggcggcga gcccgctcgc 

2029861  aagcgcatca aggtcgtcgc ggtcacggtc gatcccgatc gcgattcggt cgcggtattg 

2029921  cgcaagaccg cgaacgcgca cggcctcgac gcgcgctggc ggctcgtgcg caccgaccgc 

2029981  gacagcacgc gcaccgtcgc cgcgctgctc ggcattcagt accgcaagct cgcgagcggc 

2030041  gaattcaatc attcgagcac gatcgtgctg ctcgacgcgg acggccgcat cgtcgcgcat 

2030101  acgaacacgc tcggcgaaac cgatcccgcg ttcgtcgacg cgatgcgcaa gcagctcgcc 

2030161  gcgcagTAAg cgccgtctcg ccgcgcccgg cacggcgagc ctcgatcgcg tcgcgcgcat 

2030221  cgcctgttcc gttgcgatga ggcgcggccg ccgtgggccg catccgccga tgcgcgacgg 

2030281  ggcgcgccga gccccgttaa aacgcgccgc agcggctccg cccggcgacg cgggcggctt 

2030341  gccgcgacgc cgcccgcccc cgccctccga atttctatcc cgcttgcccc gcgcgcatct 

2030401  tccggccgtg cgcgcgccac gcgccggcac ttgcgcgccc ccgaatcgac gccgcgcaat 

2030461  agcgctgcgc catcgccgac gttcggcctc accgctcgcg cgagcgcgcc gatcacccgc 

2030521  gctgttcgcc gatcgtgccg cgagccgact gcatccgccg ctcggcgacc gatgccgcac 

2030581  gcgaacgcgc gagcgatgtg ccggtcgccc ggcgcaaccg cgaatcgtct tcccgatatc 

2030641  gtcctcccga ttccggatcg gctcgatgcc cggatggagc cgccgaaatc ggcggcgagc 

2030701  ccatcagcga cgcgacacga acatcgatcg cctcgcggct gcgtcgcgcg ccgtcgcctg 

2030761  ttcattcccg cgggatgccg aaccatcggc gagccctttc acgaagcgtg cgcgttacct 

2030821  tccttcacca aactgccgcg actgattcaa cacgacgcgc gacgcttctg cgccgacgcg 

2030881  cttcgcttcg cgcgcgcgct cgcacccgtt cgccgcgtcg atccggacac cacgccccac 

2030941  ccgccgcgtc gattccgttc acgcggattt tccgctccgg cgcattccag tctcgcccga 

2031001  atcggcccgc cggaatcgtc caatatcggt tatttccccg acgcccgaat gccggccgct 

2031061  tgaaataatc gccctcctga atgatcgacc gaacgatcgg cgccatcact gccgatgccg 

2031121  ttccatcggc gcacgcgatc gcgatgcgaa tcgcgatcgc cccgtcaccg ggagcgcgcc 

2031181  ggatgctcgc ccaggaggac ctaccgaATG agccaatccc gtcaaacgcg gcgcgacgac 

2031241  atcgcgaacg cgaaacgccg acgattcatc gcacgcgcgt cggcgtgcac cgcaggcgcg 

2031301  ctcgcgtcgc catacgccgc gcatgccgcg cgggcggccg gcggcaagcc gcgcgacgca 

2031361  agcggcgcgc aagacgtcgc gatcgacgcg tcgatcgcgt cgccgaacca ggactcgcgc 

2031421  gtgcgcacgc tcgtgcttca ctacaccgct cagacgctcg cgcgttccgt cgcactgctg 

2031481  accgatccgg cgcggcccgt cagcgcgcac tatctcgtgc ccgatgcggc cgacgcgggc 

2031541  acgctctttc gcgtgtatgc actcgtgccc gaaacgaacc gcgcgtggca cgcgggcgtg 

2031601  agctactggc aaggcgagcg cctgctcaac gcgagttcga tcggcgtcga aatcgtcaac 

2031661  accggctttc ccgacgcgga tgaaaacgcg ccgctgatgc ggcgccgatg ggcgccgttc 

2031721  ccggacgcgc agatggcggt cgtcggccgc ctcgcggccg acatcgccgc gcgtcacgaa 

2031781  atcccgccgc agaaggttgt cgggcactcg gacatcgcgc ccggccgcaa gctcgatccg 

2031841  ggcccgctct ttccgtggcg aatgctgcac gagcaatacg gcgtcggcgc atggccggac 



Anhang 
 

144 
 

2031901  gcgatcgccg tcgagtacta ccgcgcttgc cggccgtttc gcggagacat cgccgaattg 

2031961  caggcgaagc tcctcgctta cggctacgac acgccgcaaa ccggcgtgct cgatctgcgc 

2032021  acgacggacg tgatcgccgc gttccagatg cacttccgcc cggcgcgata cgacggcgtg 

2032081  cccgatgccg agaccgtcgc gatactcgat gcgctgctgg acaaatacat cgagcgcgac 

2032141  aggcagcggt tgcgcgacgg gcaagccgcc ctgcccgaga aggacgaccg cgcgcccgcg 

2032201  gcgggctccg ccgcggcgaa gccgctcgct TAGtcgaacg taacgaaggc gcgacgtgcc 

2032261  gcgagcggcg aagcgccgcc gccgcgcgcg cggttgcgcg cgaacgcgcg tgcgcctcgc 

2032321  acgcccgctt cgcggcgcgc cacgaaccac gattgccatc atgcctccct ctccttcgta 

2032381  ttccgacgcg aacgccaggc gaagcgcgca cgagccgccg aaggtcacgt tctgcggctc 

2032441  gccgcaaacg ctcgacgcac atgcgccgcc ggcgttcgcc cctcgttcgc gcgcgccgca 

2032501  gGTGccggcc gcgccgactg gcacacatgc aggctcacct gcgcacatac aggcgccaac 

2032561  gcatgcgcga ggcttcgcac cgcccgccga cataccgacc tggtccggca ccgaaggcgt 

2032621  gcgcttcgac ttcaacgacg gctgccgcgt gctgttgccc gacggcgact ggacggtccg 

2032681  cctgagcgac atgcacaccg atacgccgct gttcgacgcg cagatcggcg cgggcatcgt 

2032741  cacgagcacg cgcaggcact tcgtgccgtt ccagatcgaa atcgactcgg gcgagaagcg 

2032801  cgtcttcaag caccagttcg acgcgcacgg caagccggtg ctgattcagt tcgaggcggg 

2032861  ccggctcggc gaagcgctcg gctggttcgg ctatgccgtg aaattccagc ggcgacatcg 

2032921  ttgcaggctc acgtgcgcga tgccggcgcc gctgatcgcg ctgctgaagc cgggctatcc 

2032981  ggacatcgaa ttcgtgacgc ccgagctcgt caagcccgag tgctattacg cgacataccg 

2033041  gctcgggcgc tttaccggcg acgaagcgcg cgcgtaccag ccgagcgcgc cgcaactcgt 

2033101  cggcgtgcat cgcagcgccg cgtacatgct cggcgtcgat ccgcgcgagg cgccgccgcg 

2033161  catcgagctc gccgacgaca gccggccgct cgcgggccgc tatgtctgca tcgccgcgca 

2033221  aagcgcgctg cgctgcgcgc gctgggagcg acccggcggc tggcggcaag tgcagcgatt 

2033281  tctgacggcg gccggctatc ggatcgtctg cgtcgattcg ccttcgcccg atgtcgccga 

2033341  cgaaagcagc gcgctcgcgc aagtcgcgca cgttcttcca cccgacacgc cgtggacaga 

2033401  acgcgcacgg tggctgcggc atgcggcgtg cctgatcggc gtgcccggcg atctcgcgtg 

2033461  gcttgcgtgg gcggtcggcg cgcccgtcgt gctgatcagc ggattcacgc atccggtcag 

2033521  cgaattcgac acgccgtacc gcgtgatcaa tttccatgcg tgcaatagct gctggaacga 

2033581  cgcgagcgcg aacttcgacg atgccgatgc atcggcatgc ccgcgtcacg cgggaacgtt 

2033641  gcggcagttc gaatgtgcgc ggctcgtgag ctacgcgcag gtcaaacacg ctgccgttcg 

2033701  actgctggag gcgtgcgcgc cgcctcgctc gccggatcaa gcccatgcct tcctcgacTA 

2033761  Atcccacgtc actgccaatc gatATGcacg ccaaagcttc ctccagccac gcgcccgacg 

2033821  cgcccaagcc cagctccatt gccaccacgc tctgccgggc gcttgcatcc ctttccctcg 

2033881  gcttgtcgat ggacgccgag gccaatcccc ccgaaccgcc gggcggcacc aacattcccg 

2033941  tgccgccacc gatgccgggc ggcggcgcaa acattcccgt gccaccgccg atgccgggcg 

2034001  gcggcgcgaa catcccgccc ccgccgccgc ctcccggcgg cattggcggc gcaacgccct 

2034061  cgcccccgcc gctcacaccg gtcaacggca acccgggcgc gagcacgccg accaagaccg 

2034121  gtctgctgaa aacgctcaat cggttgtccg cggagcttca gaacaacccg cgtgtaaccg 

2034181  aggacgtagt cgacaacgtg gacgcggtca tccgaaacgc cgtcaatctg gcgcccgatg 

2034241  cgaacgggga cttctccggc cgctcggcga tgccgatcga aatggccgcg aacgccgcgc 

2034301  tgagatcgct gaagaaaaat ccgggcgacg ccggccatgc cgctccggca tacctgcctg 

2034361  ccgagcggat cggccagttg cgggaaaagg tccgaaggac catcgaggcg ctcgaatcga 

2034421  accgcccacc gaaaccgcag ccgcggtcga caccaccgca atcgacgcca cccaagccga 



Anhang 
 

145 
 

2034481  cgcagcaccc gaccgcgccc aacccgaacg tacccgacgc atcgacgcct gatgcatcga 

2034541  cgcctgacgc ttcgacgccc gacgcatcga cgcccgacgc atcgacgccc agccgacctg 

2034601  cccctgcccc ccgagcgggc acgggcgcgc ccgctgcttc ggcggcgacg cgcgcccccg 

2034661  cctttgcaaa ccgcgtgcgc aagccgaatc cggctatgcc cgccgcgtcg tcgcatgcga 

2034721  tcgcgagcga cttcgcgtcg agcaacgcgt tcgcgatcgg cgacgactcg accgccgtcg 

2034781  gagcgcaagc gatcgcgttc agcgagcaat cgatcgccat aggctcgcgc gcgattgccg 

2034841  ccggcgcccg ttcgatcgcc gtcggcacgg acgcgacagc agccgccccc gattcggtcg 

2034901  ccctcggctc gggctccatc gccgaacgcg aaggcacggt gtccgtcggc agagacggcc 

2034961  acgaacgcca gatcacccat gtcgcatccg gcaccgagcc caccgacgcc gtcaacgtca 

2035021  cgcaactgcg cgcggcaatg tcgaacgcca acgcgtacac gaaccagcgc atcggcgatc 

2035081  ttcagcagag catcaccgac accgcgcgcg acgcgtattc cggcgtcgcc gccgcgaccg 

2035141  cgctgacgat gattcccgat gtcgaccgcg acaagagggt gtcgatcggc gtcggcggcg 

2035201  cggtctacaa gggccatcgc gccgtcgcgc tcggcggcac cgcgcgcatc aacgaaaacc 

2035261  tcaaggtgcg ggcgggcgtc gcgatgagcg cgggcggcaa tgccgtgggc atcggcatga 

2035321  gctggcaatg gTAAgcaccc gcaaaccccc ccgggcatcg ctcagcgccg gccagcgcgc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

BPSS1489, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

BPSS1490, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

BPSS1491, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

BPSS1492, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

146 
 

BPSL2397 – HGW 8/35 

2893981  gcgggTCAtg acggcggcgc tccgctgatc cgcgcgccgc gcggcatccg cgcacgcgcg 

2894041  ccgccgccga acacgtcggc gaagccgccg cacgcgacgc ccgccgcctg caccgcggcc 

2894101  gcgacgcgcg gcgacagcag cgcggcaagc tcgtcggccg gccggtagtc gcgcatcgaa 

2894161  ggcgtgatcg ggccgtcgcc cgcctcggcc ggatgggaat agatctcgcc gacgcccgcc 

2894221  ggcagcttcg cgagcgcggc gagcagcgcc gcctcgtcca tcgcgcccgt gtgttcgatg 

2894281  ccgacgacgt aatcgttgtg cgcgatgccc gcgcggtcga gccgcgcgcg cacgagcgcg 

2894341  atccacggct tcagccagaa cggcgtcgaa ggctcgtacg gcagccgcat cgcggcaagc 

2894401  ccgaactcgc ggccgatgtc gacgatcatc gacagcacgg tcggatgcag atggaaatgc 

2894461  ttgtgcgtgt tcacgtgatc gagcacgagc ccggtcgacg cgaacgcttc gaactgcgcg 

2894521  cggatctcgc ggcgcagttg cgcccgcacg tgcggcagga agaagaagcg gcagccgtcc 

2894581  ttcgccatcg cgtcgcgaaa gcgcccgtcg gggccgacga gcgccgcaat cgcatgcgcg 

2894641  ggcagcgtcg cggggccgtc ggcgagcacg atgtgcaggc cgacggcgag cgatggcagg 

2894701  cgcttcgccc gctcgatcgc gtcgcgcgcg gccggcgcgc cgaccatcag gctcgcggcc 

2894761  gacagcacgc cgtcgcggtg cgcacgctcg acggccgcgt tgacccgctc atgcaggccg 

2894821  aagtcgtccg ccgtgaagat cagcgcgcgc ggcgccgcgt cacaagccgc CACcgatcac 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

BPSL2397, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

147 
 

BPSS0267 – HGW13/10 

354301  cggcctgcaa cgggccgcca acgcagccgg ccgcTCAagc cgacagcagc gatccggtgc 

354361  ggatcggcgt cgcgccggcg atccgcgcga cttccatgcc ggccgtcgcg aagcgcgcga 

354421  tctgccgcgc atacagcacg ccggacacgc tgctcttcaa cgtgacgacg cgatcggtca 

354481  gcggatcgac gatgtcggcc acgtcctggc ccgcctcgat ccatacgccg accggcgtgt 

354541  ggaacacgat cacgcccgac accggcgcga cgagcggatc ggtgcccgcg agcggcgtgg 

354601  ccgcgaattc gagcggcggc tgcggcgcgg gcgtgccgtc gatcgcgccg cgcagcgtca 

354661  ggtattcgac gagcgcctgc gcgtcgtgct cggcgagctc gtacgacacg tcgcgctcgc 

354721  tgcgcagctc gaccgtcacc gagatcgtgc cgttcggaat cggatgacgt tcgccgaagc 

354781  ggccgcgcag ctcggaccag cagaagctgt ggatttcgtc gaacggattg ccgaccgagt 

354841  tcagcgcgag cagcgacgcc ttcgcgccca gatagcgcga cagcggctcg acgtcgtccc 

354901  acaggtccgg attcgtgtag atgtgcatca ccgcgtcgca gtcgcagtgc agatcgagca 

354961  cgatgtccgc gtcatacgac agccgctgca gcgcgagccg ctgcgattcg agctcggtgc 

355021  gcggcttctg ctcggcaagc gcctcgcgca tcgcgccgcg cacggcggcg aggttcgcgg 

355081  ccgcgtcgtg cgtgaggcgc ccttcgatgc gcggaatcac gagcgcggcg agatcgtgga 

355141  aattgcggtt gaagttctgc atcgagccga gctcgaagcg gccgagatga tcgccgaaca 

355201  cgtgctgcgc gaggccgatc gggttcgcga ccggcacgac gacgatctcg tcgcgcagcc 

355261  tgcccgccgc ctcgagcgcc gcgagcttgc ggcgcagcag cgtggcgacg agcatgccgg 

355321  gcagctcgtc cgcgtgcagc gacgcctgga tgtacacctt cttcccgccg cgcgggccgt 

355381  aatggaaact cgtgatgtgg cgcgccgtgc cgacggccgg cgagatcagc ggatgggtct 

355441  gcgtttgCAT gatgggaggc ggcggcgcag ccgccgcgcg tcgttcgatg tcggtgaatg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

BPSS0267, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

148 
 

BPSL0410 – HGW 13/38 

444901  aaacgacATG accgaaccga acaagaccgt cgagctgaca ggcgaaatcg ccacgcccaa 

444961  ggaaacgctg ctcgagtttc cgtgcgactt cccgatcaag gtgatgggcc gcgcgcatcc 

445021  ggagttcaag gatacgatct tcaaggtcgt gagcgtgcac gacaacgaga tcgatctcga 

445081  gaagatcgag gagcgcgcgt cgagcggcgg caactacacg ggcctcacga tcaccgtgcg 

445141  cgcgacgagc caggcgcagc tcgacaacat ctaccgcgcg ctgacgggcc atccgatggt 

445201  caaggtcgtc ctgTGAcggc cggccgctag ttttcctcct tgccgcgcgc acgcgcggcc  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

 

 

BPSL0410, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 

 



Anhang 
 

149 
 

BPSL0658 – HGW 20/79 

747301  gggtttgaca ggggcgattc gccgaacgat agATGccgcc taaaacgtta ttcccgctcg 

747361  tcccagcttg cgatgccgcg ccgcgcaaaa aacggctcgc ggtcgcgctt ttggccgtac 

747421  cgggcctcgt gccggcggtg tcgcaggccc agctgtcggg cgccgctgcc gagccgcagg 

747481  cgttcggctc gccgtgggac ctgcgcctcg cgccgcagct cgacgagcat ccgcaaaagc 

747541  agggcggcaa gcccgcgacg ttcgtgctcg ccgatcatac gaacggcacc gccgagcagg 

747601  atctcgccgc gaagggggcg gccgagatcc gccgcggcaa cgcggccgtc aaggcggatg 

747661  cgatccacta cgatcaggac accgacatgg ccgacgcgta cggcaaggtc acggtggcca 

747721  acggcggcac gacgttctcg gggcccgagg cgcatctgaa ggtcgaggcg aatcagggtt 

747781  tcatgacgac gccgaagtac cgcttcacgg cgacgggcgg cacgggcagc gccgagcggg 

747841  tgcagcttct cgacagcgag cgctcggtgt tcacgaacgg cacgtacacg ggctgccagt 

747901  gctcgacgaa tccggcgtgg tacatcaagg gcagcgagtt cgatttcgat acgggcgccg 

747961  acgagggcgt cgcgcgcaac ggcgtgctgt tcttccaggg cgtgccgctc ttcggcagcc 

748021  cctggctcac gttcccgctg tcgggcgatc ggcgcagcgg cttcctgccg ccgacgttct 

748081  cgccgttcag ctcgacgaac ggcttcgagt tgtcgctgcc gtactacttc aacatcgcgc 

748141  cgaaccgcga tctgacgatc acgccgcaca tcatctcgaa gcgcgggatc ttcacgcagg 

748201  cgacgttccg ctatctgtcg acgaactact cgggcacgct gacgggtgaa tacctgccgg 

748261  acgaccgcgt cgcccaccgc aaccgctacg cgattttctg gcagcaccag cagaacttcg 

748321  gcaacggctt cggcggctac gtttactaca acaaggtctc ggacaacctg tatcccgaag 

748381  agctcggctc gacgaaccag ttcgtcaacg gggtccagac cgtctatcag caggaagccg 

748441  gcctcacgta caacaacggg ccgtggtcgg tgctcggccg ctaccagcac tggcagacgc 

748501  tgccgccgtc ggccgcgcct tacgggcgcg agccgcagtt gaacgtgaag tacacgaagt 

748561  acaacgtcgg cggcttcgac ttcggcgcgg aagccgatta ttcgcgcttc cggatcacga 

748621  cggcggacca gccggaaggc gaccgcgtga tgttcaaccc gtacgtgtcg tacgggttgt 

748681  acggccccgg ctacttcttc gtgccgaagg cgcagctgca catggcgtcg tacgacctga 

748741  cgacgacgac gggcggcgtg cccggccagc cgaagcgctt cacgtactcg atcccgacgc 

748801  tcagcctcga caccgggctc gtgttcgacc gctcggtgcg cctgttcggc caggacttca 

748861  tccagacgct ggagccgcgc ctgttctacg tgtacacgcc gtaccggaac cagtcgaacg 

748921  cgccgctctt cgacacggcc gtgtcggact tcgggctcgc ggaaatcttc acgccgaaca 

748981  cgttcgtcgg caacgaccgg atcgccgacg cgaaccgcct gacggccgcc ctcacgaccc 

749041  gcttcatcaa tccgacgacg ggcgacgagc gcgcgcgctt cgtgatcgcg cagcagtatt 

749101  acttcaccga tcagcgggtg acgctcctgc cgaccgaggc gcccgcgacc gcgcggcact 

749161  cggacctgat cctcggcgcg tcggtcaagc tcggcgcggg tttcgcgtcg gagacggcgt 

749221  tccagtacaa cgtcgacaac aaccagctcg tgaagtcgag cgtgggcttc ggctatagcc 

749281  cgggcgagcg gcgcgtgatc aacgtcggct accgctacac gcggcagaac ccgacgctca 

749341  gcaacgagcc gatcaaccag atcctcatgt ccgcgcaatg gccgctcacg cggcggctct 

749401  atgcggtcgg ccgtctgaac tacgatctcg cgagcagccg ggttgtcgac ggtctcgtcg 

749461  gcttccagta cgatgccgac tgctgggcgt tcggcgtcgg cgtccagcgg tacgcgaacg 

749521  gcctgaactc gtcggggcag cagaattcgt cgacccgtgt gctcgcgcag ctcgtgctca 

749581  aggggctgac gagcatcgac aacgggctcg tgaccgcgtt ccgcgccggc gtgcagggct 

749641  acacgccgct gccgcccgcg ccggcgccgc tgtcgcgctt cagtaattac gatTAAccgc 

______________________________________________________________________ 
 

BPSL0658, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL0783 – HGW 20/85 

910321  tgtcggtgcg tgtcggacgc ccgcgcccgc acagcacggg gttttttttg tataGTGcgc 

910381  cggttgctga cacccggttt gctcatgcct tcttcctttc tgcgttctct atcgctgatc 

910441  gcgcttgccg tcgccctgat cctgccgtat gcgatcacga accacaccta tccgatcccg 

910501  accttctatt ccgaattcgc cgcgttcgcg ctgtattggg ggctcggcgc gagcgtcgtc 

910561  ctgctcgtga aagccgagcg cgccgagcag ccgttcgcgg cgccgatggc gctcgtcgcg 

910621  ccgctcgggt tcggcgcggt attgcttgcg cagatcgcgc tgctgccgct gcgccagccc 

910681  tcgatgaact ggctcgcgat gggctacctg ctcggcgcgc tcgtcgcgat gcaggccggg 

910741  tatgcgctcg cgcgcgtgaa catggtcgat atggtcgcgc ggatgatcgc gggcgcgacg 

910801  atcgtcggcg gcgtcgtcgc ggtcgcctgc cagttcgtgc agctgttcca tctggagacg 

910861  acgttctcgc cgttcgtcgt gtcgtatggc gtgaccgtcg agcgccgccc gtacggcaac 

910921  atggcgcagg ccaaccactt ggcgacctat atcgcgttcg cgctcgcggg cgcgctctat 

910981  ctcgtgcaga cgcggcggat gccggcgctc gcgtgggcgg cgctatcggc gctgctgtcg 

911041  gtcgggctcg cgctgaccgt gtcgcgcggg ccttggctgc aggtcggcgt gatggtggtc 

911101  gccggcttct ggatggcgtt cgcgcaggcc cggcgcgacc cggcggcgag ccgcgcgcgc 

911161  gcgtgggcga ttcccgtcgt gctcggcgtg ctgttcgtcg cggtcaacgt cgcggtgcgc 

911221  tgggccaacg tgcactacca tctcggcctc gcggaatccg ccgcggaccg catgcgcgac 

911281  gccggtcaga tcgcgccgcg cctcgcgctc tggaagtacg gcctcacgat gttccgcgag 

911341  catccgctgc tcggcgtcgg ctggggcgag ttcccgatcc accagttcga gctcgcgcgc 

911401  cggctgggcg gcgtcgagat cgcgaacaac tcgcacgaca tcttcatcga tctgctcgcg 

911461  aaatccggct tgctcggcct cggcgtgctg ttcgtcgcgc tcgtcgcgtg gttcgtgcgc 

911521  gcgctgcgcg tgccgcatac cgagagccgc gtgttcggtt tcgcgctcgt cggcatcgtg 

911581  ctgatgcatg cgctcgtcga atatccgcag cagtacacgt tcttcctgct gcccgtgatg 

911641  ttcgtgatcg gcctgctcga gacgaagccg ctacgcgcgc tgcccggccg cgcggcgttc 

911701  gtgctgttcg cggcgctatc ggtggcgggg cttgcgtcgc tgtatccgat cctgcgcgac 

911761  taccagcgcg ccgaggtgct gtattacggc acgaatccgg ccgagcaata ccgcgcgcac 

911821  cagtcgttcc tgttcggcgc ctggggggat tacggcgcgg cgacgctgct cgcgatctcg 

911881  cgcgagaacc tgccggcgaa gctcgccgcc cacgaaagcg cgatcgcgct gctgccgggc 

911941  gagacggtgc tgcgccgcta cgcggtgctg caggcgctcg acggccgcga gaccgacgcg 

912001  ctcgatacga tcgagcgttt gcgcgtgttc gcggaggagc tgcacgactg gccggtgcag 

912061  ctcgccgcgc tgtacaagct gctcgacgac cagccgtcgc tgaagtcgtt caaggcggcg 

912121  ctcgtcgcga aatacgggac gcccgcggcg aacctgtcgg cggacgacga ggaagacgac 

912181  ggcgacgatT GAttgtcggc cggccgcgtt tagaccgcga tccatcggga agccgccgct 
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BPSL0783, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSS1505 – HGW 22/18 

2052901  catcATGaaa atcgtcaaac ccgaaacgct cgcgctgatg tgccgcacgc tgcgcatcga 

2052961  acgcgccgac cggctgtcga tcggcgcgct cgcctgcttc gcgctgcgcg cgcacgcgcc 

2053021  cgacggcccc ggcgatctcg cgccggaggc cacgctctgg cagatcgccc agcaatggct 

2053081  cggcgcccat gcgccgctcg acgagggctg gccgaagccg gcgggcgaat ttctcgtcta 

2053141  cggcgacgca tgcgcgccgg cgggccgcga gcacgcgggc ggcgcgccgt tcgcggtgcg 

2053201  cgcgcgcatc ggcgcggcat gcaaggcgcg gctcgtcgat gcgcgcgacc ccgccgaccg 

2053261  ggtactcgcc gattttcgcg cgctgccgcc gtcgcatccg cagcgcgtgc gcgatctcgg 

2053321  gccgttcgac gcgcgctggc tggccgagcg gtggcctcac ctgccttcgg gcacgcgcgc 

2053381  cgagcatttc cataccgcac cccgcgatca gcggatcgcc gggttctggc gcggcgacga 

2053441  ggacatcgag ctcgtcaacc tgcacgcgca gcatccgatc gtcgccggcg cgttgccgcg 

2053501  cgtgcgggcg cgctgcttcg tcgagcgctc ggccggcggc gcgacgcgcg tcgacgcgtg 

2053561  cccgatgcgc gcggaaaccg tctggctgtt ccccggcgcg gcatgcggca tcgtcctata 

2053621  ccgcgggctc gccacgatcg acgacgaaga cggcgacgac gtcttgcgcg tgatcgccgg 

2053681  ctgggaagat gccgccgcgc cgccgttgcc cgccgacgct tatctcggcc ggccggcctc 

2053741  cgggggcgcc ggctcgcgcc cgacgcccgc gcccgacgcc gcgcccgtgg cgtctgtggt 

2053801  gcccgccgcg ctcaccgccg aagaagcgca cgccgacgaa catgcgccgg gcggatcggc 

2053861  atcggcctcg caggcgcact cgccggcagc gcccgagttc cccgaagcac cgcacgcgcc 

2053921  ggatctgtcc gcgctcgaac gggaagcggc ggcgcttgcc gggcaaaccg acgcgttgct 

2053981  cgccgggctg ggcatcaccg aagcggacat cgcgcgcttg ctgcccgcgc gcgacgcccc 

2054041  cgccgagctg aatctggatc agctcgccac gctcgcggcc gaactcgacg cgcaaaccgc 

2054101  acagtggcag gcgcagcaag cggcggcggc cgtcgagcgc ggcgacgcgg cctcggcgac 

2054161  gcccgccgcg ccggccacgc cggatgccga ggccgcgcac gaagcgtcgc tggccgacct 

2054221  gcttcggcag gccgacgcgc aaatgcgcgc cctcgtcgag cagcacggcc tgtcgcgcgc 

2054281  acgaatggag gcggccgcgc gaaccctgcc ggagctcgcg ccccttgcgg gctcgctcga 

2054341  tgccctcgac gcactcgatg cgccgctcga cgtcgatgcc ttgacggcag ggctcgccgc 

2054401  cgccggcggc gacgcggcgg ccgaaccgga tacgccggcc gaaccgagcc cgccggcgcc 

2054461  cgcgaacgaa ttcgccgccg ccgtgcccgc ccccgcatcg tccaccgccg cgccgccggt 

2054521  ggacgatgcg ccgccagggc cgctcacgcg cgagcaagta atcgagcgcc acgcgcgcgg 

2054581  gctcggcttc gccggcctcg acctgagcgg cctggacctg tcgtcggccg cgctcgagcg 

2054641  cgcggacttt cgccgcgcac gcctcgaacg cacccgcttc gcgggctgcc ggctcgccgg 

2054701  cgcatcgttc gagcgcgcgc tgctgtcgca cgccgatttc tcgaacgcgg acctgcgcga 

2054761  cgcggtcttc gccggcgcct ccgcgcccgg cgcatcgtgg cgcggcgccg tgctcgagcg 

2054821  cgcgcgcctc gagcacggcg acttcagcgg cggcgacttc gcgcaagcgt cgctcgccga 

2054881  cagccattgc gcgcacgcgc agttcgacgc gagcgcgatg acggcgctcg tcgcggcgcg 

2054941  catcgacggc acgcacgcga gcttcgccgg ctgcacgctc gacgccgccg atttcacgtc 

2055001  ggcgcgcctg ccgcgcgcga atttccagca tgcgacgctc gcggacgcgg cgctcgcctg 

2055061  cgcgcactgc gacggcgccg aatggtacgg cgcgcaggcg ccgcgtgccc ggcttcgcgc 

2055121  ggcgtcgctg cgcggctcgc gcgcggacgc gtcgacgtcg ttccggcaag ccgatctgag 

2055181  cagcgccgcg ctcgacgacg cgaactggga cggcgtcgac ctgcgcggca cgaacctgca 

2055241  cgaggcgacg ctcgacggcg cgagcctcgc gcgcgcgaac gcgagcggcg cgcaactgac 

2055301  gcgcgcgcgc gcacggcgcg cggatctgac ccaggccgac ctcacgcacg cggatgcgcg 

2055361  ctgctcgaac ctgcacggcg catcgctgcg ccgcgcacgg ctcggcggca cgcaactgca 

2055421  atcgagcaac ctgtacggcg ccgactgcta cggcaccgcg ctcgcccggc cgcagctcga 

2055481  cggcgcgaat atcgagcgca cgctcctcgc cgtgccgggc cgccccgaac tcgccgcctc 

2055541  ccgcTGAttc cctcgacgcc ttccatgtcc gacctcgttc acacggcgct cgccgccctc 

______________________________________________________________________ 
 

BPSS1504, Start- und Stopcodon in Großbuchstaben 

Sequenz, die sich an das Transposon anschließt, durch Selbstklonierung ermittelt,  

rot unterlegt ist das erste Nukleotid nach dem Transposon 
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BPSL0918 – HGW 12/85 

1070881  ggcgccgatt gaacgagtac cccATGagcc tcatcgacct tgcagaagtg aagcccggtt 

1070941  cgcacgtcac gcttcattac cggctcgccc ttgccgacgg cgccgacatc gtcaacacgt 

1071001 tctccgacaa gcccgccacg ctcctgctcg gcgcggggca gctcgcgccg tcgctggagg 

1071061  agattctgat cggcctgaag gcgggcgacc attcgacctt ccggctagcg cccgagcacg 

1071121  cgttcgggcc gcgcaatccg gacatgatcc agcgcgtgtc gctcgcgacg ctgcgcgaga 

1071181  acggcatgat cggcgacgat ttcgcgccgg gcgacctgat cgagttcaat gcgccggacg 

1071241  gcggccgcta cgcgggcgtg ctcaaggaga tcggcgagac ctccgcgctc ttcgatttca 

1071301  atcatccgct cgcgggccag gcgctcacgt tcgaagtgaa tatcatcggg attctgTAAt 
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