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Zusammenfassung 

Das grampositive, humanpathogene Bakterium Listeria monocytogenes ist bekannt als 

Verursacher der sogenannten Listeriose, einer Erkrankung, welche sich bei anfälligen Individuen 

nach Aufnahme der Bakterien über kontaminierte Nahrungsmittel entwickeln kann. Aufgrund 

seiner Fähigkeit, extreme Bedingungen zu überstehen, stellt L. monocytogenes ein großes 

Problem für die Nahrungsmittelindustrie dar. Die Listeriose kommt im Vergleich zu anderen 

Zoonosen zwar selten vor, steht jedoch aufgrund ihrer hohen Letalitätsrate trotzdem im Fokus 

der Gesundheitsüberwachung. Listerien sind in der Lage, sich innerhalb von Wirtszellen zu 

vermehren und sich auch zwischen den Zellen fortzubewegen. Des Weiteren können sie die Blut-

Hirn- sowie die Blut-Plazenta-Schranke überwinden, wodurch die Listeriose besonders gefährlich 

ist für Schwangere, Föten und immunkomprimierte Personen. Die Pathogenitätsfaktoren waren 

und sind zentraler Bestandteil vieler Forschungsarbeiten. Wenige Daten gibt es jedoch bisher 

über den listeriellen Metabolismus, der an die während einer Infektion vorherrschenden 

Bedingungen angepasst werden muss, und als sogenannter „Pathometabolismus“ eine enge 

Wechselwirkung mit dem Wirt darstellt. In dieser Arbeit wurde der Stickstoff-(N)-Metabolismus 

von L. monocytogenes in vitro (Teil 1) und in vivo mit Caenorhabditis elegans als Kolonisierungs-

modell (Teil 2) untersucht. Als zentrale Analytikmethode diente dabei das sogenannte 

Isotopologue Profiling, das bereits erfolgreich in Studien zum Kohlenstoff-Metabolismus mit 13C 

Anwendung fand. 

Im ersten Teil der Arbeit wurde Isotopologue Profiling erstmalig für die Untersuchung des N-

Stoffwechsels eines pathogenen Bakteriums etabliert. Beim Wachstum in einem definierten 

Minimalmedium mit 15N-markierten Substanzen konnten so diejenigen Substrate ermittelt 

werden, die L. monocytogenes für den Anabolismus von Aminosäuren (AS) und Proteinen 

verwendet und damit der tatsächliche Beitrag dieser Verbindungen zum N-Metabolismus 

quantifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass Glutamin und Ammonium, die als wichtige N-

Quellen bei Bakterien bekannt sind, zwar einen Großteil des zentralen Stickstoffs liefern, jedoch 

auch weitere Verbindungen genutzt werden. So wurde belegt, dass auch die verzweigtkettigen 

AS Valin, Leucin und Isoleucin und außerdem Methionin N-Donoren darstellen. 

Überraschenderweise wurden Arginin, das als N-Quelle für Bacillus sp. bekannt ist, sowie Cystein 

unter in vitro Bedingungen von Listerien nicht für den AS-Aufbau eingesetzt, sondern direkt in 

Proteine eingebaut. In dieser Studie konnte außerdem zum ersten Mal experimentell die Nutzung 

von Ethanolamin und Glucosamin als N-Quellen ermittelt werden, die bisher nicht als solche 

bekannt waren und aufgrund ihres reichhaltigen Vorkommens im Darm für die listerielle 

Replikation in vivo vermutlich eine Bedeutung haben. Glucosamin wurde von L. monocytogenes 

auch gleichzeitig als Kohlenstoff-Quelle verwendet. Durch den Einsatz von Mutanten wurde die 

Rolle der drei Gene des N-Metabolismus glnR, lmo0560 und nrgB näher beleuchtet. Gleichzeitig 

wurden so die Möglichkeiten demonstriert, mit Hilfe des Isotopologue Profiling potentielle 

Angriffspunkte für neue Antibiotika zu ermitteln. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Nematode C. elegans, der als Modellorganismus in vielen 

Forschungsgebieten dient, als Kolonisierungsmodell für L. monocytogenes etabliert. Im 
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Gegensatz zu früheren Studien anderer Arbeitsgruppen stellte sich heraus, dass 

L. monocytogenes für den Wurm nicht pathogen ist, sich jedoch in dessen Darm vermehrt. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein Versuchsaufbau entwickelt, um mit Hilfe von Isotopologue 

Profiling Stoffflüsse zwischen L. monocytogenes und C. elegans zu untersuchen. Diese Methode 

wurde dabei zum ersten Mal zur Untersuchung von N-Flüssen zwischen einem mehrzelligen 

Organismus und einem kolonisierenden, humanpathogenen Bakterium eingesetzt. Bei der 

Markierung des Wurmes mit 15N konnten außerdem die hohen, metabolischen Umsatzraten von 

C. elegans demonstriert werden. Zur Isolation von L. monocytogenes nach der Proliferation im 

Darm der Nematoden wurde ein Protokoll entwickelt, das unter anderem die immunomagnetische 

Separation (IMS) beinhaltet. Bei der anschließenden Untersuchung der bakteriellen Proteine 

wurde der Einbau von Stickstoff aus den Nematoden in listerielle AS nachgewiesen. Ein Großteil 

des N-Bedarfs von L. monocytogenes wurde jedoch durch den Darminhalt abgedeckt, wobei N-

haltige AS und Oligopeptide bevorzugt direkt in listerielle AS einbaut wurden, was die Bedeutung 

von Transportern dieser Substrate für die bakterielle Replikation während einer Infektion 

unterstreicht. Mit Hilfe von Isotopologue Profiling konnte diese Arbeit zur weiteren Aufklärung des 

N-Metabolismus von L. monocytogenes beitragen und bietet somit eine fundierte Grundlage für 

weiterführende Stoffwechselstudien von pathogenen, wie auch nicht-pathogenen Bakterien, 

sowohl in vitro als auch in vivo. 
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Abstract 

The gram-positive human pathogen Listeria monocytogenes is the causative agent of the disease 

listeriosis, an infection usually caused by the uptake of the bacteria via contaminated food. As a 

result of its ability to survive extreme conditions, L. monocytogenes poses a serious threat to the 

food industry. Compared with other zoonoses, cases of listeriosis are rare, but due to its high 

lethality rate it is still of central interest for health surveillance. Listeriae are able to replicate 

intracellularly and move between cells. Moreover, they are capable to cross the blood-brain and 

the blood-placenta barrier, which is why listeriosis is especially dangerous for pregnant women, 

foetuses and immunocompromised individuals. The virulence factors, that allow 

L. monocytogenes to express pathogenicity, are addressed by many research projects. By 

contrast, little data is available about the listerial metabolism, especially the nitrogen- 

(N)-metabolism, which needs to be adjusted to the changing conditions of the host environment. 

This close interaction between a pathogen and a host during infection is now described as 

“pathometabolism”.  

In this study, the N-metabolism of L. monocytogenes was investigated in vitro (part 1) and in vivo 

in Caenorhabditis elegans as a colonisation model (part 2), using isotopologue profiling. In the 

first part of this thesis, 15N-isotopologue profiling was established. After growth in a defined 

medium supplemented with 15N-labeled substrates, those N-sources were determined, that are 

used by L. monocytogenes for the anabolism of amino acids and proteins. Moreover, the 

individual contributions of these substrates to the core N-metabolism were quantified. It could be 

shown that glutamine and ammonium, which are known as important N-sources for bacteria, 

provide the majority of the central nitrogen, but other sources are used simultaneously. The 

branched-chain amino acids valine, leucine and isoleucine, and also methionine could be verified 

as N-donors as well. Surprisingly arginine, that is a source of nitrogen for Bacillus sp., and 

cysteine were not used for the de novo synthesis of amino acids under in vitro conditions, but 

were directly incorporated into proteins. Ethanolamine and glucosamine were identified as further 

N-sources, which are abundant in the intestine and could therefore be of major importance for the 

listerial replication in vivo. Within the scope of this study, the use of these two substances as N-

sources of L. monocytogenes was experimentally demonstrated for the first time. Additionally, 

glucosamine can be used to replace the carbon source. Perturbations of N-fluxes, caused by 

gene deletions, provide data that contribute to a better understanding of the role of the three 

genes of the N-metabolism glnR, lmo0560, and nrgB. These experiments also highlight the 

potential of isotopologue profiling in order to find targets for novel therapeutic substances. 

In the second part of this study the nematode C. elegans, which has been used as a model 

organism in many research areas, was established as a colonisation model of L. monocytogenes. 

In contrast to earlier findings it was shown, that L. monocytogenes replicates in the nematode’s 

intestine and is not pathogenic to the worm. Based on this finding, an experimental setup was 

developed to investigate metabolic fluxes between L. monocytogenes and C. elegans. Here, for 

the first time isotopologue profiling was used to study N-fluxes between a multicellular organism 

and a colonising, human-pathogenic bacterium. By labelling the worm with 15N, the high metabolic 
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turnover rates of the nematode were demonstrated. For isolation of L. monocytogenes after 

proliferation in the worm’s gut a method was established, which includes immunomagnetic 

separation (IMS). Results obtained from isotopologue profiling analysis of bacterial proteins 

revealed the incorporation of nematode-derived nitrogen into listerial amino acids, and hence for 

the first time, provides evidence for a nutrient flux from a host to a colonising bacterium. However, 

the majority of nitrogen that is required by L. monocytogenes was taken from the gut contents, 

and N-containing amino acids and oligopeptides were preferentially directly incorporated into 

amino acids. This points to an important role of transporters for these substrates for the listerial 

replication during infection. Using isotopologue profiling, this study enhances our understanding 

of the N-metabolism of L. monocytogenes, and is an important basis for future research for both 

in vitro and in vivo approaches. 
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§geteilte Erstautorenschaft 

Zusammenfassung 

Die Stickstoff-(N-)Quellen des grampositiven Pathogens Listeria monocytogenes und die 

individuellen Beiträge dieser Substrate zur Gesamtversorgung des Bakteriums mit Stickstoff 

sind noch weitgehend unbekannt. Zur Untersuchung des N-Metabolismus von 

L. monocytogenes wurde daher die Methode 15N-Isotopologue Profiling etabliert. Die 

Bakterien wurden in einem mit potentiellen, 15N-markierten N-Quellen angereicherten, 

definierten Minimalmedium angezogen, und anschließend geerntet. Die Aminosäuren 

wurden durch saure Hydrolyse gewonnen und mit GC-MS analysiert, wobei die 15N-

Anreicherung und die Isotopenzusammensetzung bestimmt wurden. Die unterschiedlichen 
15N-Profile spiegelten die gleichzeitige Nutzung von Ammonium, Glutamin, Methionin und, zu 

einem geringeren Anteil, der verzweigtkettigen Aminosäuren Valin, Leucin und Isoleucin zu 
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Aminodonor für den zentralen N-Metabolismus außerdem auch mit den zahlreich im Darm 

vorhandenen Verbindungen Ethanolamin und Glucosamin ersetzen. Unterbrechungen der N-

Flüsse durch Gendeletionen zeigen die Beteiligung der Ethanolamin-Ammonium-Lyase und 

suggerieren für den listeriellen Regulator GlnK eine im Vergleich zu GlnK von Escherichia 

coli unterschiedliche Rolle. Der Metabolismus von N-haltigen Nährstoffen zeigt die hohe 

Flexibilität des pathogenen Bakteriums L. monocytogenes bei der Ausbeute von N-Quellen, 

die auch bei der Proliferation während einer Infektion von Bedeutung sein könnten. 

Beiträge 

Die Entwicklung der biologischen Versuchsaufbauten sowie deren Durchführung erfolgten 
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Zusammenfassung 

Listeria monocytogenes ist ein grampositives, fakultativ intrazelluläres Bakterium. Aufgrund 

des saprophytischen Lebensstils wird angenommen, dass L. monocytogenes 
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Nematode ist hingegen wenig bekannt. Daher wurden hier ein Kolonisierungsmodell für 

L. monocytogenes und eine Methode für die effiziente Isolierung und Aufreinigung des 

Pathogens aus dem Darm der Nematoden entwickelt. Nach vollständiger Markierung von 

C. elegans mit 15N konnten bei der Analyse der Isotopologen nach Messung mit GC-MS hohe 

metabolische Umsatzraten der Nematoden detektiert werden. Des Weiteren konnte ein 

signifikanter N-Fluss aus den Nematoden in listerielle Proteine während der bakteriellen 

Proliferation beobachtet werden. Zum Vergleich wurde außerdem der N-Fluss zwischen dem 

Darminhalt der Nematoden und L. monocytogenes gemessen, indem C. elegans mit 15N-

markierten Escherichia coli OP50 gefüttert wurden. In beiden Versuchsaufbauten zog 

L. monocytogenes den direkten Einbau von Histidin, Arginin und Lysin der de novo-

Biosynthese vor. Unsere Daten suggerieren, dass die Kolonisierung von C. elegans für 

L. monocytogenes eine Strategie darstellt, um sich den Zugang zu Nährstoffen wie Stickstoff 

zu erleichtern. 

Beiträge 

Die Entwicklung der Experimente mit C. elegans und deren Durchführung erfolgte durch 

Tanja Kern. Erika Kutzner führte die biochemische Probenaufbereitung sowie die GC-MS 

Messungen für das Isotopologue Profiling durch. 

3. Fuchs Thilo M., Eisenreich Wolfgang, Kern Tanja, Dandekar Thomas (2012). Toward a 

systemic understanding of Listeria monocytogenes metabolism during infection. Frontiers in 

Microbiology. 3: 23. doi: 10.3389/fmicb.2012.00023 

Zusammenfassung 

Listeria monocytogenes ist ein durch Lebensmittel übertragbares, humanpathogenes 

Bakterium, das bei anfälligen Menschen und Tieren eine invasive Infektion hervorrufen kann. 

Für die Proliferation in einem Wirt bedient sich dieses fakultativ intrazelluläre Bakterium an 

spezifischen metabolischen Stoffwechselwegen, Transportern und enzymatischen 

Funktionen, deren Expression die koordinierte Aktivität eines komplexen, regulatorischen 

Netzwerks benötigt. Der hoch adaptierte Metabolismus von L. monocytogenes hängt stark 

von der Nährstoffzusammensetzung der verschiedenen Umgebungen ab, auf die es während 
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einer Infektion trifft. Durch Transkriptom- und Proteom-Analysen kann die räumlich und 

zeitlich dynamische Genexpression während der Replikation dieses Pathogens in kultivierten 

Zellen oder in vivo aufgedeckt werden. Metabolische Anhaltspunkte sind die Nutzung von 

ungewöhnlichen C2- und C3-Körpern, der Metabolismus von Pyruvat, der Zugang zu Thiamin, 

die Aufnahme von Peptiden, die Beschaffung oder de novo-Biosynthese bestimmter 

Aminosäuren und der Abbau von Glucosephosphat über den Pentosephosphatweg. Diese 

Beispiele illustrieren die Beeinflussung des Energie-, Kohlenstoff- und Stickstoff-

metabolismus durch in vivo Bedingungen, was wiederum das listerielle Wachstum 

beeinträchtigt. Die Nutzung, Analyse und Modellierung vorhandener Datensätze diente als 

erster Versuch, den listeriellen Metabolismus während einer Infektion auf systemischer 

Ebene verstehen zu können. L. monocytogenes könnte somit als Modellorganismus für die 

Systembiologie von grampositiven, fakultativ intrazellulären Bakterien dienen. Die Publikation 

beschäftigt sich mit den bisher bekannten, metabolischen Pathogenitätsfaktoren von 

L. monocytogenes, die während einer Infektion von Bedeutung sind, und stellt die Methode 

des Isotopologue Profiling und die damit einhergehenden Möglichkeiten für zukünftige 

Forschungsarbeiten vor. 

Beiträge 

Die Literaturrecherchen und das Verfassen des Manuskripts erfolgten durch Thilo M. Fuchs, 

Wolfgang Eisenreich, Tanja Kern und Thomas Dandekar. Die Abbildung wurde von Tanja 

Kern und Thilo M. Fuchs erstellt. 

Sonstige Publikationen 

4. Eisenreich Wolfgang, Kutzner Erika, Kern Tanja, Fuchs Thilo M. (2016). Bakterieller 

Stoffwechsel als Pathogenitätsfaktor. Ein neuer Ansatz in der Infektionsbiologie. 

Naturwissenschaftliche Rundschau. 69(4): 174–180. 

Zusammenfassung 

Die bakterielle Pathogenitätsforschung beschäftigte sich lange Zeit überwiegend mit klassischen 

Virulenzfaktoren wie Adhäsinen oder Toxinen. In den letzten Jahren rückte jedoch ein neues 

Thema in den Vordergrund, nämlich die besondere Rolle des bakteriellen Stoffwechsels, dessen 

Anpassung an die sich ändernden Umgebungsbedingungen für eine erfolgreiche Infektion 

essentiell ist. Die physiologische Grundlagenforschung, die ihre größten Erfolge bereits in der 

ersten Hälfte des letzten Jahrhunderts feierte, erlebt neuerdings in der Synthese mit der 

modernen Virulenzforschung eine aufsehenerregende Renaissance. Durch die Anwendung der 

heutzutage verfügbaren hochsensitiven Methoden der Bioanalytik und Molekularbiologie wurde 

deutlich, dass sich der zentrale Stoffwechsel von Pathogenen nicht selten von den klassischen 

Wegen unterscheidet und darüber hinaus eine große Dynamik hinsichtlich der Anpassung an die 

jeweiligen Wirtsorganismen aufweist. Im Bereich der modernen Infektionsbiologie stehen daher 
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mehr und mehr die folgenden Fragestellungen im Mittelpunkt: Wie ernähren und vermehren sich 

bakterielle Krankheitserreger im befallenen Wirtsorganismus und welche Stoffwechselschritte 

sind dabei aktiv? Wie reagiert der Stoffwechsel betroffener Wirtszellen auf eine Infektion? Wird 

er dabei sogar für die Zwecke der Pathogene manipuliert? Gibt es unter Infektionsbedingungen 

für das Wachstum der Eindringlinge essentielle und spezifische Stoffwechselreaktionen, die 

durch neuartige, maßgeschneiderte Antibiotika unterbrochen werden können? Der 

Übersichtsartikel nennt einige Beispiele für Stoffwechsel-Anpassungen pathogener Bakterien, 

stellt die Methode des Isotopologue Profiling vor, die bereits erfolgreich in Metabolismus-Studien 

eingesetzt wurde, und hebt die Bedeutung dieser Untersuchungen für aktuelle 

Pathogenitätsstudien hervor. 

Beiträge 

Das Verfassen des Manuskripts erfolgte durch Wolfgang Eisenreich, Erika Kutzner, Tanja Kern 

und Thilo M. Fuchs. Die Abbildungen wurden von Erika Kutzner und Thilo M. Fuchs erstellt.  
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1. Einleitung 

1.1 Listeria monocytogenes 

1.1.1 Entdeckung und Charakterisierung 

Das grampositive Bakterium Listeria monocytogenes ist bekannt als Verursacher der 

sogenannten Listeriose. Listerien sind 1–3 µm große, peritrich begeißelte, stäbchenförmige 

Bakterien, die keine Sporen bilden (Abbildung 1). Sie werden zum Phylum der Firmicutes gezählt, 

sind fakultativ anaerob und ihre DNS weist einen geringen GC-Gehalt von durchschnittlich 39 % 

auf (Glaser et al., 2001). Als ubiquitäre Bakterien kommen Listerien sowohl im Wasser als auch 

in der Erde vor (Weis und Seeliger, 1975; Farber und Peterkin, 1991; Moshtaghi et al., 2003; 

Schuchat et al., 1991) und werden folglich auch oft auf Produkten aus der Landwirtschaft 

gefunden (Soni et al., 2014). Auch aus dem Gastrointestinaltrakt verschiedener Tiere und dem 

Menschen konnten Listerien bereits isoliert werden (Weis und Seeliger, 1975; Farber und 

Peterkin, 1991). 

Listeria wurde erstmals 1926 von Murray, Webb und Swann beschrieben, die dieses Bakterium 

nach einem epizoonotischen Ausbruch aus Tieren isolierten. Sie nannten es Bacterium 

monocytogenes (Murray et al., 1926), da eine Infektion bei diesen Tieren durch eine sogenannte 

Monozytose charakterisiert war, einen Anstieg der im Blut zirkulierenden Monozyten. Eben jenes 

Bakterium wurde 1927, nur ein Jahr später, in Südafrika von einem Wissenschaftler namens Pirie 

entdeckt. Er schlug für diese neue Gattung den Namen Listerella vor, im Gedenken an Lord Lister, 

einem zur Zeit der Jahrhundertwende berühmtem Chirurg und Pionier auf dem Gebiet der 

Bakteriologie. Der endgültige und offizielle Name Listeria monocytogenes wurde im Jahre 1940 

vergeben, ebenfalls von Pirie, und anschließend in die sechste Version des “Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology” übernommen (Pirie, 1927; Gray und Killinger, 1966; Mateus et al., 

2013). 

 

Abbildung 1: Bakterien der Gattung Listeria monocytogenes im Hellfeld-Mikroskop. 
Die stäbchenförmigen Bakterien besitzen peritriche Geißeln und bilden keine Sporen. 
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Die Gattung Listeria umfasst derzeit die folgenden Spezies: L. monocytogenes, L. innocua, 

L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. grayi (Rocourt und Buchrieser, 2007), L. marthii (Graves 

et al., 2010), L. rocourtiae (Leclercq et al., 2010) und die neu entdeckte Spezies 

L. weihenstephanensis (Lang Halter et al., 2013). In den letzten Jahren wurden außerdem acht 

weitere Spezies identifiziert, nämlich L. fleischmannii sp. nov. (Bertsch et al., 2013), L. floridensis 

sp. nov., L. aquatica sp. nov., L. cornellensis sp. nov., L. riparia sp. nov., L. grandensis sp. nov. 

(den Bakker et al., 2014) und außerdem L. booriae sp. nov. und L. newyorkensis sp. nov. (Weller 

et al., 2015), sodass derzeit insgesamt 15 verschiedene Spezies bekannt sind. Zu den bisher 

bekannten Pathogenen zählen lediglich L. monocytogenes, welches Menschen und Tiere 

infizieren kann, sowie L. ivanovii, das Wiederkäuer befällt. Einzelne Fälle von durch L. ivanovii 

verursachter, humaner Gastroenteritis und Bakteriämie sind bekannt, jedoch wird L. ivanovii im 

Vergleich zu L. monocytogenes als weniger virulent angesehen (Snapir et al., 2006; Guillet et al., 

2010). 

Die Suche nach Verwandtschaften zwischen genetischen Linien, Ribo- und Serotypen ist ein 

wichtiges Untersuchungsinstrument bei Ausbrüchen mit L. monocytogenes (Nadon et al., 2001). 

Durch Stammtypisierungen lassen sich oft Zusammenhänge zwischen verschiedenen Fällen 

finden, was wiederum ermöglicht, potentielle Ursachenherde zu finden und Risiken für bestimmte 

Listeria-Isolate einzuschätzen. Listerien können, basierend auf den Unterschieden der 

somatischen (O) Antigene und den Antigenen auf ihren Flagellen (H), in verschiedene Serotypen 

unterteilt werden (Seeliger und Hohne, 1979). Obwohl 12 Serotypen unterschieden werden, 

konnten in den meisten Fällen nur drei davon, nämlich 1/2a, 1/2b und 4b mit Krankheiten beim 

Menschen assoziiert werden (Liu, 2006; Barbuddhe et al., 2008). Die vollständige Sequenzierung 

des Genoms von L. monocytogenes ermöglichte weitere Einblicke in die Pathogenität dieses 

Bakteriums. Durch den Vergleich mit der nicht-pathogenen Spezies L. innocua konnten 270 

(L. monocytogenes) sowie 149 (L. innocua) stammspezifische Gene gefunden werden. Im Fall 

von L. monocytogenes handelt es sich hierbei um viele Faktoren, von denen bereits bekannt ist, 

dass sie eine Rolle bei der Virulenz spielen, nämlich die für den Eintritt in die Wirtszellen 

notwendigen Internaline, LLO und PlcA, welche für die Flucht aus der Vakuole wichtig sind, oder 

ActA und PlcB, die L. monocytogenes eine auf Aktin-Polymerisierung basierende, intrazelluläre 

Fortbewegung ermöglichen (Glaser et al., 2001). 

Listerien besitzen peritriche Flagellen, die hauptsächlich zwischen 20 °C und 25 °C exprimiert 

werden. Bei höheren Temperaturen (37 °C) konnten nur mehr wenige flagelläre Proteine auf der 

Oberfläche der Bakterien gefunden werden (Peel et al., 1988). Zwischen 30 °C und 37 °C zeigt 

L. monocytogenes bei neutralem pH-Wert ein normales Wachstum (Petran und Zottola, 1989). 

Das Bakterium überlebt eine breite Temperaturspanne von 0 °C bis 45 °C, pH-Werte zwischen 

4.0 und 9.6 und Salzkonzentrationen (Natriumchlorid) von über 10 % (Glaser et al., 2001; 

Hudson, 1992; Yousef und Lado, 2007; Petran und Zottola, 1989; Shabala et al., 2008). Die 

Tatsache, dass Listerien extreme Bedingungen überstehen und demzufolge auch konventionelle 

Methoden der Lebensmittelkonservierung überleben, stellt ein großes Problem für die 

Nahrungsmittelindustrie dar. Obwohl diese Bakterien durch Pasteurisierung und verschiedene 
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Methoden des Kochens abgetötet werden können, ist eine Kontamination nach der Produktion 

aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens nicht ungewöhnlich. Man findet sie deshalb auch oft auf 

Rohkost und Fertigmahlzeiten wie Obst und Gemüse, Milchprodukten, Fleisch, Meeresfrüchten 

oder Geflügel (Meloni et al., 2009; Jamali et al., 2013), da all diese Nahrungsmittel das Wachstum 

der Bakterien unterstützen. Dies unterstreicht zum einen die Notwendigkeit von umfassenden 

Aufklärungs- und Hygienemaßnahmen in der Nahrungsmittelindustrie, um das Bewusstsein für 

dieses Gesundheitsrisiko zu stärken, und zum anderen den Bedarf an neuen und schnelleren 

Diagnostikmethoden, um potentielle Kontaminationen rechtzeitig erkennen und darauf reagieren 

zu können. 

1.1.2 Listeriose – Ausbrüche und Krankheitsverlauf 

Humane Listeriose wird normalerweise durch die Aufnahme kontaminierter Nahrung wie rohen 

Fleisch- und Wurstwaren, Milchprodukten wie Käse, Eiern, Meeresfrüchten und auch Gemüse 

verursacht. Die Infektionsdosis ist unbekannt, da sie sowohl vom Stamm abhängig ist, als auch 

vom Immunstatus der betroffenen Person. Die meisten Fälle tauchen sporadisch auf und können 

oft auf den Verzehr kontaminierter Lebensmittel zurückgeführt werden, was die Annahme 

unterstreicht, dass die natürliche Infektionsroute über den Gastrointestinaltrakt läuft. Trotzdem 

gab es aber auch bereits Ausbruchsfälle, bei denen sich keine Verbindung mit Lebensmitteln 

knüpfen ließ, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sporadische Fälle von 

Listeriose gibt, die nicht durch die Nahrungsaufnahme verursacht wurden (Farber und Peterkin, 

1991). 

Die klassische Diagnostikmethode bei der Listeriose ist die Isolation und Kultivierung der 

Bakterien aus normalerweise sterilen Körperflüssigkeiten, wie beispielsweise Blut oder 

Rückenmarksflüssigkeit. Eine Kultivierung aus dem Stuhl der Patienten ist für eine Diagnose 

ungeeignet, da gesunde Personen oft asymptomatische Träger von L. monocytogenes sein 

können. In einer Studie zu diesem Thema konnte bei gesunden Erwachsenen durchschnittlich 

zweimal pro Jahr L. monocytogenes im Stuhl nachgewiesen werden (Grif et al., 2003). Die 

meisten Länder innerhalb der Europäischen Union (EU) haben eine jährliche Inzidenz von 2–10 

gemeldeten Fällen pro einer Million Einwohnern pro Jahr (de Valk et al., 2005). 2015 wurden dem 

Robert-Koch-Institut in Deutschland 662 Fälle von humaner Listeriose gemeldet (Robert Koch 

Institut, 2016). Abbildung 2 zeigt die Bekanntmachungsraten von Zoonosen, also zwischen 

Mensch und Tier übertragbaren Krankheiten, in bestätigten Fällen in der EU aus einer 

Überwachung der Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) im Jahr 2013, 

welche in 32 europäischen Ländern durchgeführt wurde. Campylobakteriose ist dabei die am 

häufigsten gemeldete gastrointestinale Krankheit in der EU, gefolgt von der Salmonellose, wobei 

der Schweregrad beider Erkrankungen mit 0,05 % bzw. 0,14 % in Bezug auf die Letalitätsrate 

gering ist (EFSA und ECDC, 2015). Bestätigte Fälle von Listeriose sind hingegen in ihrer 

Häufigkeit gering, jedoch steht diese Erkrankung trotzdem im Fokus der 
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Gesundheitsüberwachung, da sie eine der höchsten Sterberaten unter allen von Lebensmitteln 

verursachten Infektionen aufweist, welche bei dieser Überwachungsstudie bei 15,6 % lag. 

 

Abbildung 2: Gemeldete und bestätigte Fälle von Zoonosen beim Menschen in der EU im Jahr 2013. 
Die Campylobakteriose stellt dabei die am häufigsten gemeldete zoonotische Erkrankung dar, gefolgt von 
der Salmonellose. Fälle von Listeriose sind im Vergleich dazu selten (EFSA und ECDC, 2015). 

Nach wie vor gibt es keine Impfung gegen die Listeriose. In den Vereinigten Staaten von Amerika 

(USA) stehen Listerien als Todesursache unter den mit Lebensmitteln übertragenen Pathogenen 

an dritter Stelle (Scallan et al., 2011). Außerdem ist die Diagnose aufgrund der langen 

Inkubationsperiode und der unspezifischen Symptome sehr schwierig (Mateus et al., 2013), was 

somit die Suche nach Zusammenhängen zur Verhinderung weiterer Infektionen erschwert. Einer 

der größten Listeriose-Ausbrüche der letzten Jahre und außerdem in der Geschichte der USA in 

den letzten 90 Jahren ereignete sich im Jahr 2011 und resultierte in 147 Krankheitsfällen, 33 

Toten und einer Fehlgeburt bei Einwohnern von 28 Staaten. Der Ausbruch konnte auf den 

Verzehr von Cantaloupe-Melonen einer bestimmten Farm in Colorado zurückgeführt werden 

(CDC, 2011). Andere Fälle von Ausbrüchen in den letzten Jahren waren meistens mit 

kontaminierten, rohen Fleisch- oder Wurstwaren assoziiert (Winter et al., 2009; Gilmour et al., 

2010; Hächler et al., 2013) oder durch belasteten Käse verursacht worden (Koch et al., 2010; 

Choi et al., 2014; Schoder et al., 2014; Swaminathan und Gerner-Smidt, 2007). Zur Erhöhung 

der Sicherheit von Lebensmitteln stellen Bakteriophagen eine vielversprechende Alternative zu 

Konservierungsstoffen dar. Phagen wurden bereits erfolgreich zum Schutz von Nahrungsmitteln 

vor einer listeriellen Besiedelung verwendet (Hagens und Loessner, 2014). So konnte 

beispielsweise die Applikation des Bakteriophagen LISTEX P100 auf rohem Lachsfilet die 

bakterielle Menge von L. monocytogenes signifikant reduzieren und außerdem auch deren 

Wachstum verhindern (Soni, 2010). Auch auf Edelstahl-Oberflächen konnte eine Reduktion der 

kolonieformenden Einheiten (CFU) erreicht werden (Soni und Nannapaneni, 2010). Bei 

immobilisierten Phagen auf Cellulose-Membranen konnte außerdem gezeigt werden, dass diese 

Listerien binden und lysieren können, was für die Entwicklung antibakterieller 
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Verpackungsmaterialien von Interesse sein könnte (Anany et al., 2011). Neben diesem Einsatz 

in der Lebensmittelindustrie wurden Phagen ebenfalls mit Erfolg zur Bekämpfung bakterieller 

Infektionen eingesetzt. Bei L. monocytogenes ist dies jedoch aufgrund des intrazellulären 

Wachstums der Bakterien nicht möglich, was die Verwendung von Phagen auf den 

Herstellungsprozess von Lebensmitteln beschränkt (Hagens und Loessner, 2014). 

Eine Listerien-Infektion in gesunden Erwachsenen kann asymptomatisch bleiben oder zu einer 

nicht-invasiven, selbstlimitierenden, gastrointestinalen Erkrankung führen (Ooi und Lorber, 2005). 

Bei anfälligen Menschen können schwerwiegenden Infektionen auftreten. Die invasive Form der 

Listeriose kann zu Schwangerschaftsabbrüchen, Früh- und Totgeburten führen. Bei 

Neugeborenen kann eine Sepsis und eine Hirnhautentzündung verursacht werden, was meist 

tödlich verläuft. Bei immunsupprimierten Personen können Meningitis, Enzephalitis, 

Meningoenzephalitis und Sepsis auftreten (Schuchat et al., 1991; Bell und Kyriakides, 2005; 

Abram et al., 2003). Die nicht-invasive Form führt zu unspezifischen, erkältungsähnlichen 

Symptomen wie Fieber, Kopfschmerzen und Durchfall (Vázquez-Boland et al., 2001). Zur 

Behandlung werden Antibiotika eingesetzt, bevorzugt β-Lactam-Antibiotika, oder eine 

Kombination mit Aminoglykosiden, welche für einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen 

eingenommen werden müssen (Hernandez-Milian und Payeras-Cifre, 2014). 

1.1.3 Infektionszyklus von L. monocytogenes 

Der Infektionszyklus von Listeria beginnt nach dem Verzehr von kontaminierter Nahrung 

(Abbildung 3). Die Listerien wandern durch den Verdauungstrakt in Richtung Darm, wobei sie das 

saure Milieu des Magens überstehen müssen. Die Adhäsion an und Invasion in Epithelzellen 

stellt einen aktiven Prozess dar, welcher durch die Internaline A und B (InlA und InlB) vermittelt 

wird. Diese beiden Faktoren sind sowohl notwendig als auch ausreichend für einen bakteriellen 

Eintritt in nicht-professionelle, phagozytierende Zellen wie Epithelzellen, Enterozyten, 

Fibroblasten und Hepatozyten sowie Makrophagen und dendritische Zellen (Kuhn und Goebel, 

1997; Hamon et al., 2006; Gaillard et al., 1991; Dramsi und Cossart, 1998). Der spezifische 

Rezeptor für InlA, das Ca2+-abhängige Transmembranprotein E-Cadherin, befindet sich auf der 

Oberfläche eukaryotischer Zellen (Mengaud et al., 1996; Dussurget et al., 2004). Es konnte 

gezeigt werden, dass InlA-vermittelte Zelladhäsion von Listerien einen wirtsspezifischen Prozess 

darstellt, der beim Menschen, bei Hunden, Hasen, Meerschweinchen und Wüstenrennmäusen 

erfolgreich ist. Lediglich eine einzelne Aminosäure (AS) im E-Cadherin von Mäusen ist dafür 

verantwortlich, dass Listerien nicht in Mauszellen eindringen können (Lecuit et al., 1999). Mäuse 

sind allerdings für Studien der Wirt-Pathogen-Interaktion wichtig, weswegen transgene Stämme 

gezüchtet wurden, die humanes E-Cadherin exprimieren und dadurch für Pathogenitätsstudien 

mit L. monocytogenes verwendet werden können (Lecuit et al., 2001). InlB interagiert mit Met, 

dem Rezeptor für Hepatozyten-Wachstumsfaktoren, welcher auf der Oberfläche von Wirtszellen 

exprimiert wird. Diese Bindung ermöglicht L. monocytogenes, in die Zelle einzudringen (Shen et 

al., 2000). Durch die Adhäsion der Listerien werden Signalwege aktiviert, die zur Veränderung 
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des Cytoskeletts und zum Eintritt der Listerien über einen sogenannten “Zipper”-Mechanismus 

führen. Die Bakterien werden daraufhin in einer Vakuole, dem Phagosom, internalisiert. Durch 

die Sekretion zweier Phospholipasen, PlcA und PlcB und dem porenbildenden Toxin Listeriolysin 

O wird die Vakuolenmembran zerstört, was eine listerielle Vermehrung im Cytoplasma der 

Wirtszellen ermöglicht. Listerien können sich auch mit Hilfe des auf der bakteriellen Oberfläche 

befindlichen Proteins ActA durch Aktin-Polymerisierung von Zelle zu Zelle bewegen. Der Kontakt 

zum extrazellulären Milieu wird auf diese Weise minimiert und ein Zusammentreffen mit 

zirkulierenden Antikörpern oder anderen Zellen des Immunsystems vermieden. Dies könnte eine 

Erklärung dafür sein, dass Antikörper bei der Immunität gegen Listerien keine große Rolle spielen 

(Portnoy, 1992; Hamon et al., 2006). Andere intrazelluläre Bakterien wie Mycobacterium sp., 

Rickettsia sp., Shigella sp. and Burkholderia sp. sind ebenfalls in der Lage, Vesikel zu lysieren, 

um damit ins Cytosol zu gelangen, und sich von dort aus über Polymerisierung des Wirtszell-

Cytoskeletts innerhalb und zwischen Zellen fortzubewegen (Stevens et al., 2006). 

 

Abbildung 3: Infektionszyklus von L. monocytogenes. 
Die Bakterien gelangen über kontaminierte Nahrungsmittel in den Intestinaltrakt und dringen von dort mit 
Hilfe von Internalinen in Epithelzellen ein. Über die Blut- oder Lymphflüssigkeit gelangen sie zu den 
Lymphknoten und Organen wie Leber und Milz. Listerien sind außerdem in der Lage, die Blut-Hirn- sowie 
die Blut-Plazenta-Schranke zu überwinden (modifiziert nach Cossart und Toledo-Arana, 2008). 

Nach Invasion in die Epithelzellen des Darms vermehren sich Listerien bevorzugt in den Peyer-

Plaques. Dort wird hly, welches das porenformende Cytolysin Listeriolysin codiert, als essentieller 

Virulenzfaktor benötigt (Vázquez-Boland et al., 2001). Nachdem die Darmbarriere überwunden 

wurde, verteilen sie sich in der Blut- oder Lymphbahn und gelangen so zu Organen wie den 

Mesenteriallymphknoten, der Leber oder Niere (Marco et al., 1992; Pron et al., 1998). Bakterien 

im Blut oder der Leber werden, nach dortiger Anreicherung und Replikation in Hepatozyten, 

normalerweise von Makrophagen aus Niere und Leber sehr schnell entfernt. Spezialisierte 

Makrophagen, die sogenannten “Kupffer”-Zellen, spielen eine wichtige Rolle in der Bekämpfung 

der Listerien und der Induktion von antigenabhängiger Proliferation der T-Lymphozyten sowie 

Cytokinsekretion zum Aufbau einer antilisteriellen Immunität. Neutrophile Granulozyten sind 
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ebenfalls wichtig, um eine Listerien-Infektion unter Kontrolle zu halten und letztendlich zu 

eliminieren (Vázquez-Boland et al., 2001). Bei immunkompetenten Menschen kann eine 

bakterielle Infektion durch diese Immunfunktionen beseitigt werden. Dies müsste häufig der Fall 

sein, betrachtet man die hohe Frequenz, mit der man diesem ubiquitären Bakterium ausgesetzt 

ist und die Tatsache, dass bei gesunden Personen oft anti-Listerien T-Lymphozyten gefunden 

werden (Munk und Kaufmann, 1988; Zlei et al., 2003). Falls die Listerien aufgrund von Defiziten 

der Immunabwehr nicht eliminiert werden, können sie ernsthafte Komplikationen verursachen (s. 

Abschnitt 1.1.2, S. 16) und letztendlich zum Tod des Patienten führen. 

1.2 Metabolismus von L. monocytogenes 

1.2.1 Pathometabolismus - Metabolismus triff Virulenz 

Der Wechsel des Umfeldes aus der Umwelt in einen Wirt erfordert viele Anpassungsprozesse 

und präzise, regulatorische Mechanismen, die Listeria eine erfolgreiche Invasion und Replikation 

in Wirtszellen ermöglichen. Diese Umstellungen umfassen beispielsweise den Verlust der 

Flagellen und das Umschalten auf die Aktin-basierte Fortbewegung zwischen Zellen sowie die 

Manipulation des Wirts, um dessen Immunsystem zu entgehen. Die meisten der Gene, die bei 

L. monocytogenes nach dem Wirtseintritt exprimiert werden, unterliegen der Kontrolle des 

zentralen Virulenzregulators PrfA (Kreft und Vázquez-Boland, 2001; Bruno und Freitag, 2010). 

Auch der alternative Sigmafaktor σB, ein weiterer Schlüsselregulator, ist für die Virulenz, für die 

Anpassung an die sich ändernden Umweltbedingungen und für die Stressantwort wichtig (Abram 

et al., 2008). Von besonderer Bedeutung ist jedoch vor allem die Anpassung an die sich 

ändernden Nährstoffbedingungen beim Wechsel in eine neue Umgebung, da diese im Darm, 

innerhalb von Wirtszellen und in Körperflüssigkeiten, wie Blut oder Lymphe, völlig unterschiedlich 

sind. Ein funktionierender Metabolismus ist dabei eine Vorraussetzung für die Expression der 

Virulenz pathogener Bakterien. Die metabolisch generierte Energie und neu synthetisierte 

Stoffwechselprodukte werden für die Kolonisierung des Darmepithels, die Proliferation im Darm, 

zur Produktion von Virulenzfaktoren, zum Umgehen der Immunabwehr des Wirts und letztendlich 

zur weiteren Verbreitung der Bakterien in der Umwelt benötigt (Staib und Fuchs, 2014). 

In der Pathogenitätsforschung fand der Metabolismus bisher wenig Beachtung, da sich das 

Interesse in diesem Feld hauptsächlich auf klassische Virulenzfaktoren wie die oben genannten 

beschränkte. Dies änderte sich jedoch in den letzten Jahren durch neue Forschungsergebnisse, 

nicht zuletzt aus dem von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstützten 

Schwerpunktprogramm SPP1316 (Wirtsadaptierter Metabolismus von bakteriellen 

Infektionserregern), unter welchem auch die vorliegende Forschungsarbeit aufgehängt ist. In 

vielen dieser Studien konnte gezeigt werden, dass es regulatorische Verbindungen zwischen 

dem Stoffwechsel und der Ausprägung der bakteriellen Virulenz gibt, und der bakterielle 

Metabolismus, bzw. die Fähigkeit von Bakterien zur Anpassung an bestimmte Nährstoffnischen, 

für eine erfolgreiche Infektion essentiell ist (Eisenreich et al., 2010; Fuchs et al., 2012a; Fuchs et 
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al., 2012b; Abu Kwaik und Bumann, 2015; Eisenreich et al., 2016). Dies betrifft nicht nur den 

bakteriellen Stoffwechsel, sondern auch die durch eine Infektion induzierten metabolischen 

Veränderungen in der Wirtszelle. Diese enge Wechselwirkung der beiden Interaktionspartner und 

die damit einhergehenden, vielfältigen Abhängigkeiten werden inzwischen als 

„Pathometabolismus“ bezeichnet (Abbildung 4). Dessen Untersuchung ist zum einen notwendig, 

um bakterielle Infektionen, die von intrazellulären Pathogenen verursacht wurden, besser 

verstehen zu können, zum anderen können so auch wichtige Gene und Faktoren gefunden 

werden, die für die Entwicklung neuartiger, antibakterieller Therapeutika von Bedeutung sind. Im 

Zuge der zunehmenden Anzahl an Antibiotikaresistenzen ist das Auffinden neuer Ansatzpunkte 

von hoher Bedeutung. Metabolische Faktoren stellen hierfür ideale Kandidaten dar, insbesondere 

solche, die im Infektionsgeschehen für L. monocytogenes essentiell sind. Mit geeigneten 

Medikamenten könnten bestimmte Stoffwechselwege unterbrochen und Infektionen so besser 

behandelt werden (Eisenreich et al., 2015). 

 

Abbildung 4: Der Pathometabolismus. 
Dieser Begriff beschreibt die enge Wechselwirkung von Wirt und Pathogen und die damit einhergehenden, 
vielfältigen Abhängigkeiten (modifiziert nach Eisenreich et al., 2016). 

1.2.2 Kohlenstoff-Metabolismus 

Zur Versorgung mit Energie und Kohlenstoff (C) beziehen Listerien Zucker und Zuckeralkohole 

über sogenannte PTS-Systeme (Phosphotransferase-Systeme), von denen ungewöhnlich viele 

im Genom von L. monocytogenes codiert sind (Glaser et al., 2001). 11,6 % aller Gene codieren 

für Transporter, von diesen wiederum 26 % für den PTS-mediierten Transport von C-Quellen. Als 

solche verwenden sie beim Wachstum in einem definierten Medium bevorzugt Glucose, Fructose, 

Mannose und Cellobiose (Tsai und Hodgson, 2003; Slaghuis et al., 2007). Diese Zucker werden 

in reichhaltigem Medium hauptsächlich über die Glykolyse abgebaut, in nährstoffärmerer 

Umgebung scheinbar jedoch über den Pentosephosphatweg (PPP), da die Gene für den PPP 

beim Wachstum in einem Minimalmedium (MM) induziert wurden und diese für die Glykolyse nur 
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noch gering reguliert waren. Der gleiche Effekt konnte auch für L. monocytogenes gezeigt 

werden, die im Cytosol von Säugerzellen wuchsen (Joseph et al., 2006). Der Citratzyklus (TCA), 

welcher zur Energiegewinnung und Bereitstellung von Zwischenprodukten für anabolische 

Zwecke dient, ist bei Listerien unvollständig, da das Enzym α-Ketoglutarat-Dehydrogenase fehlt 

(Eisenreich et al., 2006; Trivett und Meyer, 1971). Folglich wird Oxalacetat, welches einen 

Vorläufer für die Synthese von AS der Aspartat-(Asp)-Familie darstellt, hauptsächlich durch die 

Carboxylierung von Pyruvat über die Pyruvatcarboxylase (PycA) gewonnen (Eisenreich et al., 

2006). Auch phosphorylierte Hexosen, wie Glucose-6-Phosphat, können als C-Quellen 

verwendet werden, wofür der Transporter UhpT identifiziert werden konnte (Chico-Calero et al., 

2002). C2-Körper und auch Fettsäuren scheiden aufgrund eines fehlenden Glyoxylat-Zyklus als 

C-Quellen aus, jedoch kann der C3-Körper Glycerin effektiv verstoffwechselt werden (Tsai und 

Hodgson, 2003; Hain et al., 2007; Joseph et al., 2008). AS können nicht als alleinige C-Quelle 

dienen, ohne die Anwesenheit weiterer Substrate findet ein rascher Eintritt in die stationäre Phase 

statt (Gefen et al., 2014). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass AS beim Wachstum im 

Cytosol einer Wirtszelle hauptsächlich direkt in die Proteine eingebaut und nicht katabolisiert 

werden (Grubmüller et al., 2014). 

1.2.3 Stickstoff-Metabolismus 

Stickstoff (N) ist ein essentieller Baustein für AS, Nukleinsäuren und andere zelluläre 

Komponenten. Bakterien können ihren N-Bedarf durch einfache Moleküle, wie anorganisches N2 

oder Nitrat, abdecken, aber sie können auch komplexe Moleküle, wie AS oder Nucleoside, 

verwenden. Stickstoff wird über verschiedene Wege in die AS Glutamat (Glu) und Glutamin (Gln) 

eingebaut, welche bei zellulären, biosynthetischen Reaktionen eine wichtige Rolle als Lieferanten 

dieses essentiellen Elements spielen. Über den listeriellen Metabolismus und den N-Bedarf im 

Speziellen konnten viele Erkenntnisse durch die Entwicklung von MM gewonnen werden (Siddiqi 

und Khan, 1982; Phan-Thanh und Gormon, 1997; Schneebeli und Egli, 2013). Diese spezifischen 

Wachstumsmedien, bei denen die genaue Zusammensetzung bekannt ist und exakt verändert 

werden kann, werden für Substratstudien bei Bakterien verwendet. Sie ersetzen die sogenannten 

Vollmedien, wie beispielsweise BHI (Hirn-Herz-Bouillon), die mit nährstoffreichen Zusätzen wie 

Hefeextrakt oder Pepton aufgrund der Nährstoffanforderungen von L. monocytogenes für lange 

Zeit in vielen Studien verwendet wurden. Nur mit einem genau definierten Medium können 

Aussagen darüber getroffen werden, welche Stoffe in welcher Menge für die bakterielle 

Proliferation notwendig sind. 

Die Assimilation von Stickstoff verläuft zwischen den Substraten α-Ketoglutarat, Glu und Gln 

(Abbildung 5). Dabei katalysiert die NADPH2-abhängige Glutamatdehydrogenase (GDH, 

lmo0560) die Konvertierung von Glu zu α-Ketoglutarat und umgekehrt. Mit Hilfe der 

Glutamatsynthase (GOGAT, lmo1733/1734/gltD) entstehen durch Übertragung der Amidgruppe 

von Gln auf α-Ketoglutarat zwei Moleküle Glu. Das für die letztere Reaktion benötigte Gln wird 

wiederum durch die ATP-abhängige Glutamat-Ammonium-Ligase (GS, lmo1299/glnA), durch die 
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Übertragung eines Moleküls Ammonium auf Glu, gebildet. Der GS-GOGAT-Weg ist unter N-

limitierenden Bedingungen der dominante und konservierte Weg zur Assimilation von 

Ammonium, wohingegen die GDH aufgrund ihrer geringen Affinität zu Ammonium nur bei hohen, 

intrazellulären Ammonium-Konzentrationen aktiv ist (Forchhammer, 2007; Reitzer, 2003). Bei 

beiden Wegen wird α-Ketoglutarat, welches das C-Gerüst von Glu darstellt, aus dem TCA 

gewonnen. Diese Reaktion stellt daher eine wichtige, metabolische Verknüpfung dar, die den N- 

mit dem C-Metabolismus verbindet (Commichau et al., 2006; Sonenshein, 2007; Gunka und 

Commichau, 2012). 

 

Abbildung 5: Der Auf- und Abbau von Glutamat bei L. monocytogenes. 
Die Biosynthese von Glutamat verbindet den C- und N-Metabolismus über das gemeinsame 
Zwischenprodukt α-Ketoglutarat (modifiziert nach Gunka und Commichau, 2012). Abkürzungen: GS, 
Glutamat-Ammonium Ligase; GOGAT, Glutamatsynthase; GDH, Glutamatdehydrogenase. 

Bacillus subtilis ist das am besten charakterisierte grampositive Bakterium mit geringem GC-

Gehalt in der DNS, und dient daher auch als Modellorganismus für den N-Metabolismus (Gunka 

und Commichau, 2012). Bei B. subtilis werden die meisten Gene des N-Metabolismus von den 

Transkriptionsregulatoren TnrA und GlnR kontrolliert, im Gegensatz zu Enterobakterien, bei 

denen diese von einem Ntr-Zweikomponentensystem geregelt werden (Magasanik, 1993; Merrick 

und Edwards, 1995). L. monocytogenes besitzt ähnliche Gene wie B. subtilis für diese 

Regulation, jedoch fehlt TnrA, sodass die Koordination der verschiedenen Reaktionen 

ausschließlich über GlnR (lmo1298, globaler N-Regulator) verläuft (Doroshchuk et al., 2006). Das 

GlnR-Regulon ist bei Streptococcus spp. und Staphylococcus spp., welche ebenfalls kein TnrA 

besitzen und GlnR dessen Funktion übernommen hat, hochkonserviert (Castellen et al., 2011; 

Kloosterman et al., 2006; Larsen et al., 2006), sodass für L. monocytogenes ein ähnlicher 

Mechanismus angenommen wird. Gene, die beim GS-GOGAT-Weg beteiligt sind (glnA, gltAB), 

sind intrazellulär hochreguliert und könnten für die Anpassung an das intrazelluläre Milieu und die 

Proliferation im Cytosol einer Wirtszelle essentiell sein (Joseph et al., 2006). 

Stickstoff-Quellen von L. monocytogenes 

Gln konnte bei Listeria beim Wachstum in modifizierter, mit AS angereicherter Welshimer’s 

Bouillon (MWB) als primäre N-Quelle identifiziert werden (Premaratne et al., 1991; Welshimer, 

1963). Diese AS ist ein optimaler N-Lieferant für viele bakterielle Spezies wie z.B. B. subtilis 

(Merrick und Edwards, 1995; Hu et al., 1999; Detsch und Stülke, 2003) oder Corynebacterium 
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glutamicum (Rehm et al., 2010). Sie kann leicht zu Glu umgebaut werden, welches den Haupt-

Stickstoffdonor für andere AS und die Nucleosid-Biosynthese darstellt. Weitere AS könnten 

ebenfalls als N-Quellen dienen, da die Gene für viele ihrer zum Abbau notwendigen Wege im 

Genom von L. monocytogenes vorhanden sind (Glaser et al., 2001). Lediglich zwei AS, Methionin 

(Met) und Cystein (Cys), erwiesen sich in Wachstumsexperimenten mit systematischer Deletion 

von Enzymen der Biosynthesewege als essentiell. Der Grund dafür könnte an den fehlenden 

Genen zur Sulfatreduktion liegen, bei der Sulfid entsteht, welches einen Vorläufer in der Cys-

Synthese darstellt und da Thiosulfat, ein alternatives Vorläufermolekül, Cys nicht ersetzen kann. 

Die beim Wachstum mit nur diesen beiden essentiellen AS Met und Cys beobachtete lange 

Latenzphase kann durch Zugabe eines AS-Mixes kompensiert werden (Tsai und Hodgson, 2003). 

Die verzweigtkettigen AS (BCAAs) Leucin (Leu), Isoleucin (Ile) und Valin (Val) wirken sich in 

definiertem Medium stark fördernd auf die Wachstumsrate aus, sodass diese AS ebenfalls einen 

essentiellen Beitrag zum N-Umsatz leisten könnten (Premaratne et al., 1991; Welshimer, 1963). 

Gln kann durch anorganisches Ammonium ersetzt werden, wodurch die listeriellen 

Wachstumsraten sogar erhöht werden (Tsai und Hodgson, 2003; Kaspar et al., 2014). 

L. monocytogenes ist aufgrund fehlender Gene für die benötigten Reduktasen nicht in der Lage, 

Nitrat oder Nitrit zu reduzieren. Die Versorgung mit Stickstoff beschränkt sich daher auf reduzierte 

N-Quellen. Auch Harnstoff kann nicht verstoffwechselt werden, da bei Listerien die dafür 

benötigte Urease fehlt (Glaser et al., 2001). Arginin (Arg) wurde bisher ebenfalls als wichtige N-

Quelle vermutet, da diese AS in manchen Listerien-Stämmen die Wachstumsrate erhöht, und in 

einigen sogar für das Wachstum notwendig ist (Friedman und Roessler, 1961; Tsai und Hodgson, 

2003; Premaratne et al., 1991; Welshimer, 1963). Der Abbau von Arg und die 

Ammoniumproduktion daraus können ausschließlich über den Arginin-Deiminase-(ADI)-Weg 

laufen (Ryan et al., 2009), da die Gene für die Arginase oder die Arginin-Oxygenase-

Stoffwechselwege, welche von Bacillus und anderen Spezies genutzt werden, fehlen (Glaser, 

2001). Als weitere, von L. monocytogenes nutzbare Quellen, kommen außerdem Ethanolamin 

und Glucosamin in Frage (s. Abschnitt 1.2.6, S. 27). 

1.2.4 Metabolismus während der Replikation im Wirt 

Trotz weniger verfügbarer Daten über den listeriellen Metabolismus zeigten mehrere Studien in 

den vergangenen Jahren, dass es signifikante Unterschiede zwischen dem in vivo- und dem in 

vitro-Stoffwechsel gibt (Muñoz-Elías und McKinney, 2006; Toledo-Arana et al., 2009; Eisenreich 

et al., 2010). In Transkriptom-Analysen, bei denen das Wachstum von Listeria in 

Standardmedium mit dem im Blut und im Darm verglichen wurde, waren zahlreiche Gene 

unterschiedlich reguliert, davon ein großer Anteil an Genen, die am bakteriellen Metabolismus 

beteiligt sind (Toledo-Arana et al., 2009). 

Die listerielle Infektionsroute beginnt im Gastrointestinaltrakt, nach der Aufnahme kontaminierter 

Nahrung. An die 1000 bakterielle Spezies besiedeln den menschlichen Darm, ein einzelner 

Mensch beherbergt dort mindestens 160 Spezies, die eine bakterielle Menge von ca. 104 
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prokaryotischen Zellen ausmachen (Qin et al., 2010). Neben anderen Stressfaktoren, die es zu 

überwinden gilt, herrscht hier daher auch ein Konkurrenzkampf um Nährstoffe, sowohl mit dem 

Wirt, als auch mit der kommensalen Mikrobiota. Enteropathogene müssen, um in diesem Milieu 

überleben zu können, spezielle metabolische Nischen besiedeln. Der Abbau von myo-Inositol 

(Legakis et al., 1976; Yoshida et al., 1997; Kawsar et al., 2004), Ethanolamin, welches von 

Phosphatidylethanolamin abgespalten wird (Roof und Roth, 1988; Tsoy et al., 2009; Garsin, 

2010), Fucose aus mukosalen Glycokonjugaten (Salyers und Pajeau, 1989; Snider et al., 2009; 

Staib und Fuchs, 2014) oder 1,2-Propanediol als Fermentationsprodukt von Fucose oder 

Rhamnose (Conner et al., 1998; Korbel et al., 2005; Staib und Fuchs, 2014) sind dabei nur einige 

Beispiele für spezielle Nährstoffquellen, durch deren Nutzung Enteropathogene einen 

Wachstumsvorteil erreichen können. Die Konzentration der verwendbaren Substrate variiert 

dabei je nach Darmabschnitt (Staib und Fuchs, 2014). Ein Beispiel für eine besondere 

Wechselwirkung mit dem Wirt konnte für Salmonella gezeigt werden. Tetrathionat wird von diesen 

Bakterien als Elektronenakzeptor für den anaeroben Abbau von Ethanolamin benötigt (Price-

Carter et al., 2001). Die Bildung dieser Verbindung resultiert aus dem von Darmbakterien 

gebildeten Schwefelwasserstoff (H2S), welcher toxisch ist und deshalb ebenfalls von diesen 

weiter in Thiosulfat umgewandelt wird. Thiosulfat kann dann anschließend durch reaktive 

Sauerstoffradikale (ROS) zu Tetrathionat oxidiert werden. Diese ROS werden dabei im Zuge der 

Immunantwort des Wirts auf die Salmonelleninfektion durch Entzündungsreaktionen produziert 

(Winter et al., 2010). L. monocytogenes besitzt keine orthologe Tetrathionat-Reduktase, kann 

diesen Elektronen-Akzeptor daher scheinbar nicht nutzen. Die pdu-Gene, die zur Nutzung von 

Propanediol benötigt werden, sind neben denen für die Ethanolamin-Nutzung (eut) während des 

intrazellulären Wachstums in Epithelzellen sowie im Darm von Mäusen hochreguliert, was darauf 

hindeutet, dass Propanediol und Ethanolamin für die listerielle Pathogenität von Bedeutung sind 

(Archambaud et al., 2012). Beim Wachstum in Minmalmedium (MM) mit Propanediol oder Vitamin 

B12 unter verschiedenen Bedingungen konnte jedoch auch unter Zugabe möglicher 

Elektronenakzeptoren wie Tetrathionat, Nitrat, Dimethylsulfoxid oder Fumarat kein Wachstum 

erreicht werden, weshalb vermutet wird, dass L. monocytogenes einen anderen, für seine in vivo-

Nische spezifischen Elektronenakzeptor für die Nutzung von Propanediol oder Ethanolamin unter 

anaeroben Bedingungen benötigt (Mellin et al., 2013). In einer Studie konnte außerdem auch 

gezeigt werden, dass die Anwesenheit der umgebenden Mikrobiota sich ebenfalls auf die 

Genexpression von L. monocytogenes auswirkt. So führte die An- oder Abwesenheit 

verschiedener Stämme von Lactobacillus sp. im Darm eines Mausmodells zu unterschiedlichen 

Transkriptionsmustern bei den Listerien (Archambaud et al., 2012). 

L. monocytogenes ist, neben Bakterien wie enteroinvasiven Escherichia coli und Shigella flexneri, 

auch in der Lage, sich innerhalb des Cytosols einer Wirtszelle zu vermehren. Dort herrscht ein 

neutraler pH-Wert und Magnesium, Natrium, Eisen und bis zu 100 mögliche Kohlenstoff-, 

Stickstoff-, Phosphat- und Sulfatquellen liegen in geringer Konzentration vor (Ray et al., 2009). 

Die genaue Zusammensetzung des Cytosols ist jedoch immer noch nicht bekannt und hängt stark 

von der Art der Zelle ab. Bisher wurde angenommen, dass das Cytosol ein sehr nährstoffreiches 

Kompartiment darstellt, jedoch zeigten Experimente, bei denen extrazelluläre Pathogene wie 
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Yersinia enterocolitica und E. coli ins Cytoplasma injiziert wurden, dass diese dort nicht wachsen 

konnten (Goetz et al., 2001). Dies kann zum einen bedeuten, dass vorhandene Nährstoffe nicht 

zugänglich sind, oder dass metabolische Anpassungen der Bakterien notwendig sind, um ein 

Überleben dort zu bewerkstelligen. Der Zusammenhang mit der Virulenz wird durch die Tatsache 

deutlich, dass nicht-pathogene Stämme wie L. innocua nicht in der Lage sind, sich im Cytoplasma 

effektiv zu vermehren (Slaghuis et al., 2004). 

1.2.5 Intrazelluläre Nutzung von Kohlenstoff und anderen Nährstoffen 

Dem C-Metabolismus kommt eine entscheidende Rolle bei der listeriellen Virulenz zu. Sämtliche 

Gene für ABC-Transporter sind in Listerien konserviert, jedoch nicht solche für PTS-Systeme, wie 

ein Vergleich von L. monocytogenes mit dem nicht-pathogenen Stamm L. innocua ergab (Glaser 

et al., 2001; Buchrieser et al., 2003). Beim Wachstum in MM mit PTS-Zuckern wie Glucose, 

Mannose oder Cellobiose kann eine starke Kohlenstoff-Katabolitrepression (CCR) und eine 

geringe Aktivität des zentralen Virulenzregulators PrfA beobachtet werden (Mertins et al., 2007), 

welcher auch unter anderem die Gene für den Eintritt in die Wirtszelle (inlA, inlB), für das 

Verlassen des Phagosoms (hly, plcA und plcB) und für die intra- und interzelluläre Fortbewegung 

(actA) kontrolliert (Vázquez-Boland et al., 2001). Auch beim Wachstum im Cytoplasma zeigen die 

vom zentralen Virulenzregulator PrfA kontrollierten Gene in Anwesenheit von Glucose eine 

geringere Expression (Joseph et al., 2006; Joseph et al., 2008). Die für die Glykolyse 

notwendigen Faktoren werden ebenfalls nicht hochreguliert, was vermuten lässt, dass wenig freie 

Glucose im Cytoplasma vorhanden ist und Listerien sich dort eher an alternativen Quellen 

bedienen (Hain et al., 2007). Eine Überexpression von PrfA führt sogar zu einer Inhibition der 

Glucose-Aufnahme (Marr et al., 2006), was die Vermutung, dass Glucose im 

Infektionsgeschehen eine untergeordnete Rolle spielt, weiter untermauert. 

Stattdessen können Glycerin und Glucose-6-Phosphat als C-Quellen genutzt werden (Eylert et 

al., 2008). Glucose-6-Phosphat wird dabei über den Antiporter UhpT (lmo0838) aufgenommen, 

der bei nicht-pathogenen Listeria-Spezies nicht vorhanden ist. Infizierte Wirtszellen einer 

primären Zelllinie nahmen dabei im Vergleich zu nicht-infizierten vermehrt Glucose auf, was 

möglicherweise auch durch die Bakterien selbst induziert wird, da diese wiederum von 

L. monocytogenes nach Phosphorylierung als Glucose-6-Phosphat genutzt werden kann 

(Gillmaier et al., 2012). Die Verbindung zur Pathogenität von L. monocytogenes wird weiterhin 

durch die Tatsache deutlich, dass UhpT von PrfA gesteuert wird (Chico-Calero et al., 2002; 

Toledo-Arana et al., 2009). Die hpt-Gene waren außerdem während des intrazellulären 

Wachstums von L. monocytogenes stark hochreguliert und ein Defekt in diesen Genen führte zu 

deutlich verringerten Replikationsraten (Chico-Calero et al., 2002; Milohanic et al., 2003). Im 

Gegensatz dazu zeigten von PrfA regulierte Gene mit dem nicht-PTS-Zucker Glycerin als C-

Quelle eine hohe Transkription. Auch waren die Gene für diverse PTS-Transportsysteme 

induziert sowie jene für den PPP, welcher bei alternativen C-Quellen anstelle von Glucose 

bevorzugt für deren Katabolismus verwendet wird (Chatterjee et al., 2006; Joseph et al., 2006; 
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Joseph et al., 2008). Beim Wachstum im Darm waren Gene für die Glycerin-Aufnahme und 

dessen Abbau zur Energieversorgung hochreguliert (Toledo-Arana et al., 2009) wohingegen 

Glucose-6-Phosphat eher für anabole Zwecke genutzt wird (Grubmüller et al., 2014). Dies zeigt 

deutlich, wie sich L. monocytogenes durch die flexible und zeitgleiche Nutzung verschiedener 

Nährstoffquellen für unterschiedliche metabolische Reaktionen an ein Überleben in einer 

Wirtszelle angepasst hat. 

Da Listerien einen unvollständigen Citratzyklus besitzen, kann das Oxalacetat darin nur durch 

Carboxylierung von Pyruvat gebildet werden. Eine Mutante im zugehörigen Gen pycA konnte sich 

zwar in einem reichhaltigen Medium wie BHI (Hirn-Herz-Bouillon) noch vermehren, nicht jedoch 

in Säugerzellen, und in einem Maus-Sepsismodell ließ sich sogar eine hohe Attenuierung 

beobachten (Schär et al., 2010). Da die Pyruvatcarboxylase abhängig von der Lipoat-Protein-

Ligase LplA1 ist, war eine Mutante mit einem Defekt in diesem Enzym ebenfalls stark im 

intrazellulären Wachstum inhibiert (O'Riordan et al., 2003). Dies führt vor Augen, dass die 

Pyruvatcarboxylase für die Infektion von entscheidender Bedeutung ist, und somit ein 

Schlüsselenzym im zentralen Metabolismus von L. monocytogenes darstellt (Schär et al., 2010).  

Listerien sind weiterhin nicht in der Lage, bestimmte Vitamine wie Riboflavin, Thiamin oder Biotin 

selbst zu synthetisieren, weshalb diese beim Wachstum in einem MM zugesetzt werden, und bei 

einer Infektion im Wirt von jenem bezogen werden müssen. Die intrazelluläre Proliferation hängt 

daher auch von der Verfügbarkeit dieser Vitamine ab, was für Thiamin und dessen Aufnahme 

über thiT (lmo1429) bereits gezeigt werden konnte, da eine Mutante in diesem Gen in 

Epithelzellen eine verringerte Replikationsrate zeigte (Schauer et al., 2009). Beim Wachstum im 

Darm waren pycA und auch thiT herunterreguliert (Toledo-Arana et al., 2009), was bedeuten 

könnte, dass diese Gene hauptsächlich bei intrazellulärem Wachstum eine Rolle spielen. 

Auch viele andere Proteine, die am Transport bestimmter Nährstoffe beteiligt sind, erscheinen 

essentiell, wie beispielsweise für Eisen (lmo1683) oder Ferrochrom (lmo2430; Toledo-Arana et 

al., 2009; Chatterjee et al., 2006). Die verstärkte Synthese von Purinen und Pyrimidinen bei 

intrazellulär replizierenden Listerien, die für deren Proliferation essentiell ist, deutet hingegen 

darauf hin, dass diese Verbindungen innerhalb der Zelle rar oder schwer zugänglich sind (Joseph 

et al., 2006; Schauer et al., 2010). Das Gen relA, welches den Repressor CodY reguliert, der bei 

der stringenten Antwort von Bakterien und somit bei der Umstellung des Metabolismus bei 

Nährstoffknappheit eine Rolle spielt, ist vermutlich ebenfalls für das Überleben in vivo von 

Bedeutung, da eine Mutante beim intrazellulären Wachstum in Epithelzellen und Makrophagen 

stark attenuiert war (Bennett et al., 2007). 

1.2.6 Intrazellulärer Stickstoff-Metabolismus 

Ähnlich wie beim Kohlenstoff scheinen sich Listerien auch in Bezug auf den Stickstoff innerhalb 

eines Wirtes an alternativen Quellen zu bedienen, was einerseits auf deren Verfügbarkeit 

zurückzuführen ist, andererseits aber auch vermutlich dazu dient, die Beeinträchtigung des 
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Wirtes zu minimalisieren, um sich diese geschützte Umgebung möglichst lange zu erhalten. 

E. coli Stämme, welche eine Nitrat-Reduktase besitzen, profitieren ähnlich wie Salmonellen bei 

der Tetrathionat-Nutzung (s. Abschnitt 1.2.4, S. 24) von Entzündungsreaktionen im Darm. Nitrat, 

das während einer Infektion entsteht, kann von ihnen als Elektronenakzeptor verwendet werden, 

wodurch sie sich einen Wachstumsvorteil verschaffen können (Winter et al., 2013). Eine solche 

Strategie ist bei Listerien aufgrund der fehlenden Nitrat-Reduktase-Gene jedoch nicht möglich 

(Glaser et al., 2001).  

Gene, die an der Biosynthese für Glu und Gln beteiligt sind, waren in Studien bei intrazellulärer 

Replikation hochreguliert (Joseph et al., 2006), Gln wird also unter diesen Bedingungen von den 

Bakterien vermehrt selbst synthetisiert. Des Weiteren war das Gen für den Gln-Transporter 

lmo0847 sowohl im Blut als auch im Darm herunterreguliert (Toledo-Arana et al., 2009). Es wird 

daher angenommen, dass für die Versorgung mit Stickstoff anstelle von Gln andere N-Quellen 

wie Ammonium, Arg oder Ethanolamin dienen können, da zahlreiche Studien Hinweise für diese 

These liefern (Buchrieser et al., 2003; Joseph et al., 2006; Joseph und Goebel, 2007; Ryan et al., 

2009; Fuchs et al., 2012b; Staib und Fuchs, 2014). Das Gen für den Ammoniumtransporter NrgAB 

war bei Studien im Mäusedarm herunter-, in humanen Epithelzellen jedoch stark hochreguliert 

(Toledo-Arana et al., 2009; Joseph et al., 2006). ArpJ, ein Arginin ABC Transporter, wird in 

Makrophagen verstärkt exprimiert (Klarsfeld et al., 1994). Ethanolamin kann von vielen 

pathogenen Bakterien und auch von L. monocytogenes, vor allem innerhalb eines Wirtes, als 

Nährstoffquelle verwendet werden. Es wird dabei vermutlich hauptsächlich in Form von 

Phosphatidylethanolamin über den Transporter EutH (lmo1186) aufgenommen. 

Phosphatidylethanolamin ist ein in den Membranen von Säugetier- und Bakterienzellen häufig 

vorkommendes Phospholipid, welches über eine Phospholipase (PlcB) zu Glycerin und 

Ethanolamin abgebaut werden kann (s. Abbildung 6). In Bezug auf die Nährstoffversorgung von 

Bakterien stellen Epithelzellen im Darm und die Wirtsdiät somit üppige Quellen für Ethanolamin 

dar. Das Molekül besteht aus einem primären Amin und einem primären Alkohol, kann über die 

Ethanolamin-Ammoniak-Lyase EutBC in Ammonium und Acetaldehyd gespalten und von vielen 

Bakterien wie beispielsweise Salmonella spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp. oder 

Escherichia spp. als einzige C-, N- oder Energiequelle verwendet werden (Roof und Roth, 1988; 

Garsin, 2010; Srikumar und Fuchs, 2011; Staib und Fuchs, 2014). L. monocytogenes besitzt alle 

Gene des eut-Operons, die für die Metabolisierung von Ethanolamin notwendig sind (Glaser et 

al., 2001), weswegen die Nutzung dieses Substrats, möglicherweise auch primär unter in vivo-

Bedingungen, sehr wahrscheinlich ist. Auch für plcB konnte gezeigt werden, dass das Gen beim 

Wachstum innerhalb von Wirtszellen erheblich hochreguliert ist, Ethanolamin also vermehrt 

gebildet wird. Eine Mutation resultierte bei cytosolischem Wachstum in einer dezimierten 

Replikationsrate (Goetz et al., 2001). Die Ethanolamin-Lyase EutABC scheint darüber hinaus für 

ein normales intrazelluläres Wachstum notwendig zu sein, da eine Mutante im Gen eutB sich in 

der Epithelzelllinie Caco-2 schlechter vermehren konnte als der Wildtyp (Joseph und Goebel, 

2007; Joseph et al., 2006). Da Ethanolamin aus Phosphatidylethanolamin gebildet werden kann, 

kommen auch Phospholipide, welche zahlreich im Wirtsdarm vorhanden sind, als N- aber auch 

als C- und Energiequelle während einer Infektion in Frage. 
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Für diese Hypothese spricht außerdem, dass Ethanolamin in vivo nur unter anaeroben 

Bedingungen metabolisiert werden kann, da hierfür Cobalamin (Vitamin B6) als Cofaktor benötigt 

wird, welches nur unter Sauerstoffabschluss synthetisiert wird (Price-Carter et al., 2001; Winter 

et al., 2010; Srikumar und Fuchs, 2011). 

Auch das Monosaccharid N-Acetylglucosamin (GlcNAc) kann L. monocytogenes anstelle von 

Glucose als C-Quelle dienen (Pine et al., 1989; Premaratne et al., 1991). GlcNAc und 

Ethanolamin kommen ubiquitär im Darm vor und sind daher in Bezug auf den listeriellen 

Metabolismus unter in vivo-Bedingungen von besonderem Interesse (Staib und Fuchs, 2014; 

Martin et al., 2009). Da es sich bei Glucosamin (GlcN) um einen Aminozucker handelt, könnte 

dieser ebenfalls als N-Quelle verwendet werden. Die Aufnahme erfolgt in Form von GlcNAc oder 

GlcN, worauf ein Umbau in GlcN-6-Phosphat erfolgt (s. Abbildung 6). Anschließend wird dieses 

entweder weiter für die Biosynthese von Peptidoglycan verwendet, oder aber zu Fructose-6-

Phosphat und Ammonium abgebaut (Popowska et al., 2012). 

Mindestens sechs listerielle Transporter wurden in einer Studie identifiziert, die für das Überleben 

und die erfolgreiche Replikation in Makrophagen essentiell sind. Diese sind höchstwahrscheinlich 

an der Aufnahme von AS und Oligopeptiden beteiligt (Joseph und Goebel, 2007; Schauer et al., 

2010). Auch der Oligopeptid-Transporter lmo0135-0137 trägt zur Proliferation in murinen 

Makrophagen und auch in Caco-2-Zellen bei (Chatterjee et al., 2006; Schauer et al., 2010). Das 

Oligopeptid-bindende Protein OppA, Teil des Oligopeptid-Permease-Operons opp, ist ebenfalls 

für das intrazelluläre Überleben von L. monocytogenes wichtig, eine oppA-Mutante war beim 

Wachstum in Makrophagen und im Mausmodell signifikant beeinträchtigt (Borezee et al., 2000). 

Diese Ergebnisse stärken die Annahme, dass L. monocytogenes bei der intrazellulären 

Versorgung mit Nährstoffen auch Oligopeptide für die Versorgung mit AS und damit auch als N-

Quelle verwendet. 

Dass AS generell für eine effiziente Proliferation wichtig zu sein scheinen, konnte in einer 

Pilotstudie gezeigt werden, in der 13C in den Stoffwechsel von Makrophagen eingeführt wurde. 

Hier stellte sich heraus, dass bis zu 50 % der AS Alanin (Ala), Asp und Glu von der Wirtszelle 

stammten und außerdem nur die Hälfte der untersuchten AS de novo synthetisiert wurden (Eylert 

et al., 2008). Auch bei weiterführenden Studien dieser Art bauten Listerien die vom Wirt 

aufgenommenen AS eher direkt in Proteine ein, als sie abzubauen, möglicherweise aufgrund 

eines Mangels an katabolischen Intermediaten und Cofaktoren, wie Pyruvat oder Succinyl-CoA, 

die für den Aufbau der AS essentiell sind. Die de novo-Synthese bestimmter AS, insbesondere 

der BCAAs, ist jedoch trotz allem essentiell für die intrazelluläre Replikation (Grubmüller et al., 

2014). Stämme, die auxotroph waren für die aromatischen AS Phenylalanin (Phe), Tryptophan 

(Trp) und Tyrosin (Tyr) waren weniger virulent im Mausmodell als der Wildtyp (Marquis et al., 

1993), was die Notwendigkeit dieser Biosynthesen unterstreicht. Auch konnten bei der 

Untersuchung von L. monocytogenes Insertions-Mutanten, welche in Epithelzellen eine 

Attenuierung zeigten, zahlreiche Gene identifiziert werden, die am AS-Metabolismus beteiligt sind 

(Schauer et al., 2010). 
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Im Vergleich zum nicht-pathogenen Stamm L. innocua besitzt L. monocytogenes eine größere 

Anzahl an stoffwechselrelevanten Genen, wobei die Gene für den C- und N-Metabolismus und 

für Transportproteine rund 17 % des gesamten Genoms ausmachen (Glaser et al., 2001). 

Zusammenfassend lässt sich somit abermals betonen, dass der bakterielle Stoffwechsel und 

dessen Anpassung an die veränderte Umgebung beim Eintritt in einen Wirt und der Besiedelung 

verschiedener Nischen für die Pathogenität und Virulenz von zentraler Bedeutung sind. Eine 

schematische Übersicht des listeriellen N-Metabolismus mit den zugehörigen AS-

Synthesewegen sowie Transportern für relevante N- und C-Substrate ist in Abbildung 6 

dargestellt. 

1.3 Isotopologue Profiling 

Die Untersuchung von biosynthetischen Stoffwechselwegen und Stoffflüssen unter in vivo-

Bedingungen ist von essentieller Bedeutung, um den Metabolismus und die Physiologie von 

Mikroorganismen verstehen zu können. Viele wichtige Eigenschaften können aus 

Genomsequenzen, RNS-Transkripten, Protein- und Metabolit-Profilen und der Modellierung der 

daraus gewonnenen Daten abgeleitet werden. Eine direkte Beobachtung der Stoffwechselwege 

von L. monocytogenes während des Wachstums in eukaryotischen Zellen scheiterte jedoch 

bisher am Mangel an adäquater Methodik (Fuchs et al., 2012b). 

Ein neuerer Ansatz für die quantitative Analyse von metabolischen Flüssen, die durch biologische 

Systeme fließen, ist das sogenannte Isotopologue Profiling. Die Methode basiert auf der 

Verwendung von Isotopen, Atomen, die eine andere Masse aufweisen als die normalerweise 

natürlich auf der Erde vorkommende. Kohlenstoff existiert beispielsweise hauptsächlich als 12C 

(98,9 %), wohingegen das schwerere Isotop 13C nur zu 1,1 % vorkommt. Stickstoff existiert zu 

99,6 % als 14N, der natürliche Anteil an 15N liegt jedoch unter einem Prozent (Meija et al., 2016). 

Der Massenunterschied solcher Moleküle, die ein schwereres Atom enthalten, ist mit Hilfe von 

Massenspektrometrie messbar (Lee und Lee, 1998). Durch die Zugabe solcher ganz oder 

teilweise „markierter“ Substrate zu einem Kulturmedium werden diese während des Wachstums 

von den Bakterien aufgenommen und verstoffwechselt. Die Isotopologen, diejenigen Moleküle, 

die markierte Atome enthalten, durchlaufen eine Vielzahl enzymatisch katalysierter Reaktionen, 

werden entweder direkt in andere Verbindungen eingebaut oder degradiert und zur Neusynthese 

von Zellbestandteilen verwendet. Dabei verteilen sie sich im gesamten Stoffwechselnetzwerk und 

bilden somit einen hochkomplexen Metabolitfluss, was zur Folge hat, dass mit dieser Methode 

ein breites Spektrum an biosynthetischen Stoffwechselwegen abgedeckt, untersucht und 

letztendlich rekonstruiert werden kann (Eisenreich und Eylert, 2010; Eisenreich et al., 2016). 

Um das metabolische Schicksal eines markierten Substrates zu verfolgen, werden die 

bakteriellen Proteine isoliert und durch saure Hydrolyse zu AS aufgeschlossen (Eisenreich et al., 

2006). Für die Analyse der Isotopenverteilung in den Proteinen werden die 

Magnetresonanzspektroskopie (NMR) und die mit der Gaschromatografie gekoppelte 
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Massenspektrometrie (GC-MS) eingesetzt. MS ist ein gut etabliertes Werkzeug zur Bestimmung 

der Isotopologen-Muster in AS und weist eine hohe Sensitivität auf (Zamboni und Sauer, 2009). 

Bereits bei geringen Probenmengen von 108 Bakterienzellen oder 1 mg trockenem Zellpellet 

können Signale mit einem hohen Signal-Stör-Verhältnis bei der Messung von proteingebundenen 

AS gewonnen werden (Eisenreich et al., 2010). Diese Mengen können bei in vitro- oder 

Zellkulturexperimenten leicht erzielt werden, in vivo stößt die Methode allerdings an ihre 

Auflösungsgrenzen und konnte daher bislang nicht bei Infektionen von Mäusen angewandt 

werden. 

Die aus der Proteinhydrolyse gewonnenen AS werden in Tert-Butyldimethylsilyl-Derivate 

(TBDMS) konvertiert und durch MS anhand ihrer Masse aufgetrennt. Auf Basis der entstehenden 

Massenmuster kann für ungefähr 50 Massenfragmente aus 15 TBDMS-AS bestimmt werden, 

welche markierten Atome diese enthalten (Fuchs et al., 2012b). Von diesen Analyten lassen sich 

bei 29 Fragmenten von 12 TBDMS-AS (Gly, Glycin; Ala; Ser, Serin; Asp; Thr, Threonin; Glu; Val; 

Leu; Ile; Met; Tyr; Phe, Phenylalanin) die Isotopenzusammensetzungen zuverlässig 

quantifizieren (Antoniewicz et al., 2007). Durch unterschiedliche Markierungsstrategien, die zu 

spezifischen Profilen in diesen Fragmenten führen, können in solchen Studien bestimmte 

Biosynthesewege identifiziert werden. Für zuverlässige und vollständige Daten sollte die 

Anreicherung mit dem markierten Substrat bei 0,2 % oder höher liegen (Fuchs et al., 2012b). 

Die genaue Position der markierten Isotope im Molekül kann mit GC-MS nur beschränkt 

untersucht werden. Besser geeignet dafür ist die NMR-Spektroskopie, da hier über spezifische 

Frequenzsignale in einem Magnetfeld diejenigen Positionen innerhalb einer AS, die von 

markierten C-Atomen besetzt werden, genau erfasst werden können. Für die Messung wird 

aufgrund der geringen Sensitivität (Eisenreich und Bacher, 2007) jedoch viel mehr 

Probenmaterial benötigt, nämlich mindestens 1012 Bakterienzellen oder 10 mg trockenes 

Zellpellet. 

 

Abbildung 7: Übersicht über die Isotopologue Profiling Analyse. 
Die Bakterien werden in einem Medium angezogen, dem markierte Substanzen zugesetzt wurden. Während 
der Proliferation werden die markierten Atome aufgenommen und verstoffwechselt. Nach Hydrolyse der 
bakteriellen Proteine werden die AS mit Gaschromatographie (GC) aufgetrennt und der 13C-Gehalt 
massenspektrometrisch (MS) bestimmt. Abkürzung: R, Rest (modifiziert nach Eisenreich et al., 2016). 
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Isotopologue Profiling stellt eine Schlüsseltechnologie dar, um Stoffflüsse in Bakterien zu 

definieren und metabolische Netzwerke zu entschlüsseln. Die Methode, welche in Abbildung 7 

dargestellt ist, wurde an L. monocytogenes eingeführt und wird mittlerweile bereits bei 

verschiedenen anderen Bakterien wie Salmonellen, Staphylokokken, Streptokokken, Yersinien, 

Pseudomonaden, Legionellen und Chlamydien, sowie Pflanzen und Tieren erfolgreich zur 

Aufklärung und Belegung metabolischer Gegebenheiten angewandt (Eisenreich et al., 2010; 

Eisenreich und Eylert, 2010). Bei L. monocytogenes wurde beispielsweise gezeigt, dass 

Kohlenstoff aus der Glucose für den Aufbau von AS verwendet wird, und dass das Fehlen einer 

α-Ketoglutarat-Dehydrogenase im dadurch unvollständigen Citratzyklus zur Folge hat, dass das 

Intermediat Oxalacetat durch Carboxylierung von Pyruvat gebildet wird (Eisenreich et al., 2006). 

Beim Wachstum von L. monocytogenes in Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die 

Bakterien verschiedene C-Substrate aus dem Cytosol der Wirtszelle nutzen. 50–100 % der AS 

wurden dabei vom Wirt bezogen, und auch C3-Körper wie Glycerin dienten als C-Quellen (Eylert 

et al., 2008). 

Isotopologue Profiling wurde bisher nur für die Untersuchung des C-Metabolismus unter 

Verwendung von 13C eingesetzt. Ähnliche Experimente zur Untersuchung des N-Stoffwechsels 

mit markiertem Stickstoff wurden bislang nicht durchgeführt. 

1.4 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus 

Caenorhabditis elegans ist ein freilebender, nicht parasitischer Fadenwurm aus der Familie der 

Rhabditidae. Er kommt ubiquitär in der Erde vor und durchläuft während seiner Entwicklung zum 

adulten Wurm nach der Embryonalphase im Ei vier Larvenstadien (L1–L4), was ca. 3 Tage dauert 

(Altun und Hall, 2009). Dabei erreicht er eine Größe von ungefähr 1 mm. Die meisten dieser 

Würmer sind Hermaphroditen, jedoch gibt es auch männliche Exemplare, die jedoch selten 

vorkommen und an der geringeren Größe sowie dem typischen, gefächerten Schwanz zu 

erkennen sind (Abbildung 8). C. elegans ist einfach zu kultivieren, hat eine kurze Generationszeit 

von zwei bis vier Tagen und eine definierte Anzahl von 959 Zellen (Conradt und Xue, 2005; Corsi 

et al., 2015). Aufgrund dieser Eigenschaften etablierte der Nobelpreisträger Sydney Brenner 

C. elegans in den siebziger Jahren als Modellorganismus für die Entwicklungsbiologie für seine 

genetischen und neuronalen Studien (Brenner, 1974). Seitdem ist die Zahl der Forschungslabore, 

die an oder mit diesem Wurm arbeiten, auf über 1000 gestiegen und jährlich werden auf 

Forschungsgebieten wie der Genetik, der Entwicklungsbiologie, Neurologie oder Zellbiologie 

mehr als 1200 Artikel publiziert (Corsi et al., 2015). Dabei werden die unterschiedlichsten 

Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson, Depression oder Diabetes untersucht (Hulme und 

Whitesides, 2011). Einige bahnbrechende wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem Gebiet der 

Biologie und Medizin wurden durch Experimente in C. elegans gewonnen, diese betreffen die 

Krankheiten Alzheimer, Diabetes Typ 2 und Depression (Kaletta und Hengartner, 2006). 
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C. elegans kann mit vielen verschiedenen krankheitserregenden Organismen infiziert werden. 

Der Darm des Wurmes weist einige charakteristische Ähnlichkeiten mit humanen Darmzellen auf, 

weshalb er daher auch gerne für Studien zur Pathogen-Darm-Interaktion verwendet wird 

(McGhee, 2007). Durch seine Transparenz eignet er sich außerdem unter Einsatz von in vivo-

Fluoreszenzmarkern gut für mikroskopische Studien, um beispielsweise das Wachstum von 

Axonen zu verfolgen, oder aber für Infektionsstudien unter Verwendung von mit grünem, 

fluoreszierenden Protein (GFP) markierten Bakterien. Auf diese Weise kann eine Infektion von 

Beginn an verfolgt und die Verteilung der Bakterien im Wurm beobachtet werden. C. elegans 

lässt sich weiterhin mit stabilen Isotopen, wie 15N oder 13C, für Metabolismus-Studien, wie 

Isotopologue Profiling, markieren (Gouw et al., 2011; Kern et al., 2016). 

 

Abbildung 8: Adulte Nematoden vom wildtypischen Stamm C. elegans N2. 
Links ist ein hermaphroditischer Wurm zu sehen, rechts ein männlicher Wurm. Die männlichen Exemplare 
kommen selten vor und sind an der geringeren Körpergröße sowie dem typischen, gefächerten Schwanz zu 
erkennen. 

Der Wurm fand als Modellorganismus bereits in vielen Pathogenitätsstudien mit Bakterien 

Verwendung, wie beispielsweise mit Salmonella enterica, Staphylococcus spp., Pseudomonas 

aeruginosa, Enterococcus faecalis und Yersinia spp. (Aballay et al., 2000; Begun et al., 2007; 

Darby et al., 1999; Garsin et al., 2001; Labrousse et al., 2000; Maadani et al., 2007; Spanier et 

al., 2010; Styer et al., 2005; Sifri et al., 2005; Darby, 2005), von denen auch viele 

Krankheitserreger beim Menschen darstellen. C. elegans ernährt sich prinzipiell von Bakterien, 

wodurch er unter einfachen Bedingungen im Labor kultiviert werden kann, jedoch konnte in 

diversen dieser Arbeiten gezeigt werden, dass Pathogene dem mechanischen und humoralen 

Stress trotzen können, dem sie im Darm des Wurmes ausgesetzt sind. Infektionen mit 

entsprechenden Stämmen können somit durch Fütterung des Wurmes mit den jeweiligen 

Bakterien herbeigeführt werden. Bei Experimenten, in denen C. elegans mit dem grampositiven 

Bakterium Enterococcus faecalis infiziert wurde, konnte beispielsweise ein Faktor gefunden 

werden, dessen Deletion auch im Mausmodell zu einer Attenuierung bei der Virulenz führte. 

Hierbei handelt es sich um fsrB, welcher Teil eines Quorum-Sensing-Systems darstellt und somit 

für die chemische Kommunikation der Bakterienzellen untereinander wichtig ist (Garsin et al., 

2001). Als weiteres Beispiel konnten durch Untersuchung einer Transposonbank in C. elegans 

attenuierte Mutanten von Pseudomonas aeruginosa gefunden werden, welche Defekte in 
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regulatorischen Genen aufwiesen. Die Relevanz dieser Gene für eine Infektion bei höheren 

Organismen konnte später auch im Mausmodell bestätigt werden (Tan et al., 1999). 

C. elegans bietet somit als Modellorganismus für in vivo-Studien mit bestimmten Pathogenen 

eine einfache, kostengünstige und zeitsparende Alternative im Vergleich zur Verwendung von 

Zellkultur- oder Mausmodellen, kann jedoch nicht als völliger Ersatz dienen. Hierbei muss 

weiterhin betont werden, dass auf Seiten der Pathogene primär Virulenzfaktoren untersucht 

werden können, welche evolutionär konserviert sind, da diese oftmals auch bei unterschiedlichen 

Spezies einen ähnlichen Effekt verursachen (Garsin et al., 2001). Bezogen auf den Wurm lassen 

sich wiederum hauptsächlich die Mechanismen der innaten Immunantwort studieren, welche 

ebenfalls zu großen Teilen konserviert sind, und somit einem ähnlichen Ablauf unterliegen wie 

bei Säugetieren. 

Unter den grampositiven Bakterien konnte die Pathogenität gegenüber C. elegans für einige 

Vertreter dieser Gruppe wie E. faecalis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus oder 

Microbacterium nematophilum bestätigt werden (Garsin et al., 2001; Sifri et al., 2003; Hodgkin et 

al., 2000). Wenige Studien haben sich bisher mit der Interaktion von C. elegans und Listeria sp. 

beschäftigt. Die Ergebnisse sind ferner sehr kontrovers, unter anderem wurde von einer 

verkürzten Lebensspanne nach Fütterung mit L. monocytogenes berichtet (Thomsen et al., 2006; 

Forrester et al., 2007), andererseits von einem verlängerten Überleben der Würmer (Guha et al., 

2013). In der zuletzt genannten Studie wurde weiterhin spekuliert, dass C. elegans vermutlich 

einen Vektor für L  monocytogenes darstellt, welcher den Bakterien die Verbreitung in der Umwelt 

ermöglicht. Dies würde bedeuten, dass L. monocytogenes im Wurm überleben und sich dort 

eventuell sogar vermehren kann. Bei einer solchen Interaktion wäre C. elegans ein geeignetes 

Kolonisierungsmodell zur Untersuchung von Nährstoffflüssen im Darm, zwischen dem Wurm und 

L. monocytogenes. Da sich C. elegans außerdem mit stabilen Isotopen nahezu vollständig 

markieren lässt, könnte hier auch die Methode des Isotopologue Profiling (s. Abschnitt 1.3, 31), 

unter Verwendung von 15N, für die Untersuchung von N-Flüssen, eingesetzt werden. 

1.5 Ziel der Arbeit und angewandte Methodik 

Teil 1: Untersuchung von N-Quellen von L. monocytogenes 

Metabolismus-Studien bei Listerien, sowohl in vitro als auch in vivo, haben sich in der 

Vergangenheit hauptsächlich mit dem C-Metabolismus beschäftigt. Mit Hilfe von 13C-

Isotopologue Profiling und L. monocytogenes Stämmen, welche Mutationen in relevanten Genen 

tragen, konnte die Aufnahme und Metabolisierung von Stoffen aus dem Wirt bewiesen und 

bestimmte Biosynthesewege rekonstruiert werden (Eisenreich et al., 2006; Eylert et al., 2008; 

Eisenreich et al., 2010). Über den N-Metabolismus von L. monocytogenes gibt es hingegen 

bisher nur wenige Daten, und Isotopologue Profiling mit markiertem Stickstoff, analog zu den 13C-

Experimenten, wurde ebenfalls noch nicht durchgeführt. Studien der letzten Jahre über den 

listeriellen N-Metabolismus beschäftigten sich in vitro hauptsächlich mit dessen Regulation 
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(Doroshchuk et al., 2006; Groot Kormelink et al., 2012), z.B. unter dem Einfluss verschiedener 

Temperaturen (Kaspar et al., 2014), mit der Identifizierung verschiedener Gene, die im N-

Metabolismus eine Rolle spielen und mit ihrer differentiellen Regulierung beim Wachstum in 

Medium im Vergleich zu anderen Wachstumsumgebungen wie eukaryotischen Zellen, Blut oder 

dem Darm von Mäusen (Joseph et al., 2006; Toledo-Arana et al., 2009). Bisher publizierte Daten 

über die Nutzung von N-Quellen stammen aus verschiedenen Studien zur Entwicklung von 

Wachstumsmedien (s. Abschnitt 1.2.3, S. 22). In diesen Studien lag der Fokus nicht auf der 

Identifizierung von N-Quellen, welche auch in vivo relevant sein könnten, ebenso wenig wurde 

ermittelt, in welchem Ausmaß Stickstoff aus diesen Quellen tatsächlich für den zentralen N-Bedarf 

von L. monocytogenes und den Aufbau von Aminosäuren eingesetzt wird. 

Das Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung des N-Metabolismus von L. monocytogenes 

zum einen unter in vitro-Bedingungen, beim Wachstum in einem Minimalmedium (Teil 1), und 

zum anderen unter in vivo-Bedingungen, bei der Replikation in C. elegans (Teil 2). Die 

Isotopologue Profiling-Methode sollte im ersten Teil dieser Arbeit zunächst für die Untersuchung 

des N-Metabolismus mit 15N etabliert werden. Im Anschluss sollten verschiedene N-Quellen von 

L. monocytogenes identifiziert und deren Verwendung im Anabolismus von Proteinen bzw. AS 

quantifiziert werden. Dabei sollten außerdem auch Mutanten eingesetzt werden, die Defekte in 

am N-Stoffwechsel beteiligten Genen tragen, um mit diesen Ergebnissen genauere Erkenntnisse 

über den N-Metabolismus von L. monocytogenes gewinnen zu können. Dafür sollten folgende 

Versuchsbedingungen angewendet werden: 

• Anzucht von L. monocytogenes in einem definierten MM, welches nach dem Rezept für 

MWB hergestellt wird (Premaratne et al., 1991). In diesem Medium ist Glucose die C-

Quelle. Des Weiteren enthält es Salze, verschiedene AS (unter anderem Gln und Arg), 

Eisen, Magnesium und essentielle Vitamine. 

• Ersetzen der zu untersuchenden Substrate, falls im Medium vorhanden, mit der 

entsprechenden 15N-markierten Substanz. Die Standardrezeptur wird dabei für die 

Versuche jeweils so modifiziert, dass die Zahl der potentiellen N-Quellen im Medium 

beschränkt ist. Für die Versuche mit 15N-Ammonium, Ethanolamin und Glucosamin wird 

somit kein Gln zugesetzt. 

• Aufgrund fehlender Daten Ermittlung der Wachstumsparameter bei der Verwendung von 

Ethanolamin und Glucosamin. 

• Kultivierung der Bakterien unter Schütteln bei 37 °C bis zur logarithmischen Phase und 

anschließendes Abtöten mit Natriumazid (NaN3). 

• Waschen der Bakterienpellets mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS), Autoklavieren 

und Lagerung bei -20 °C für das Isotopologue Profiling. 

Die durch Erika Kutzner am Lehrstuhl für Biochemie (Garching) durchzuführende, biochemische 

Analytik sollte in folgenden Schritten erfolgen: 
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• Etablieren der Messparameter für die Messung von 15N in den bakteriellen Proteinen. 

• Saure Hydrolyse der Proben zur Gewinnung der bakteriellen AS. 

• Auftrennen und Untersuchen der AS auf ihren 15N-Gehalt mit GC-MS. 

Auf diese Weise sollte herausgefunden werden, welche Substrate L. monocytogenes generell als 

N-Quellen verwendet, und in welchem Umfang der Stickstoff aus diesen Quellen für den 

Anabolismus von Proteinen bzw. AS genutzt wird. Zusätzlich sollten einzelne der identifizierten 

Substrate mit L. monocytogenes Stämmen getestet werden, die Mutationen in bestimmten, am 

N-Metabolismus beteiligten Genen tragen, um durch eine Veränderung der Isotopen-

Zusammensetzung in den AS dieser Mutanten Rückschlüsse auf metabolische Wege ziehen zu 

können. Abbildung 7 zeigt eine Übersicht über den experimentellen Ansatz. 

Teil 2: Untersuchung von Stoffflüssen zwischen C. elegans und 
L. monocytogenes 

Bisherige Pathogenitätsstudien mit C. elegans liefern keine klaren Ergebnisse darüber, ob sich 

L. monocytogenes gegenüber dem Nematoden virulent verhält, oder ob diese beiden 

Organismen in einer symbiotischen Beziehung zueinander stehen (s. Abschnitt 1.4, S. 33). Die 

Methode des Isotopologue Profiling wurde in der Vergangenheit mit 13C sowohl in vitro, beim 

Wachstum in Medium, als auch in vivo, beim Wachstum in Zellkultur eingesetzt. Für Studien zur 

Messung von Metabolitflüssen bei vielzelligen Organismen wie C. elegans wurde Isotopologue 

Profiling bislang jedoch nicht verwendet. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte daher zunächst die 

Eignung von C. elegans als Kolonisierungsmodell für L. monocytogenes untersucht werden. Zu 

diesem Zweck sollten Pathogenitätsstudien durchgeführt werden, um herauszufinden, in 

welchem Umfang L. monocytogenes die Lebensspanne des Wurmes beeinflusst und ob eine 

persistente Besiedelung des Nematodendarmes erreicht werden kann. Falls eine Besiedelung 

stattfindet, sollte die im ersten Teil der Arbeit etablierte Methode des 15N-Isotopologue Profiling 

eingesetzt werden, um die N-Flüsse zwischen C. elegans als Wirt und L. monocytogenes als 

besiedelndes Bakterium untersuchen zu können, und Hinweise dafür zu finden, welche Stoffe 

dabei von L. monocytogenes aufgenommen werden. Aufgrund des Neuigkeitscharakters dieses 

experimentellen Ansatzes waren sämtliche Schritte ebenfalls erst zu entwickeln und zu 

etablieren. Dafür sollten folgende Versuchsbedingungen angewendet werden: 

• Dokumentieren des Überlebens von C. elegans nach Fütterung mit L. monocytogenes 

im Vergleich zum Standard Futterstamm E. coli OP50. 

• Untersuchung der auf diese Weise „infizierten“ Nematoden über einen Zeitraum von einer 

Woche auf eine persistente Besiedelung durch Kultivierung auf Selektivagar und 

Mikroskopierung. 

• Bei gegebener Persistenz Entwicklung einer Methode zur Isolation der Listerien aus dem 

Nematodendarm, um eine anschließende Untersuchung der Bakterienproteine mit GC-

MS zu ermöglichen. 
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• Markierung von C. elegans mit 15N und Charakterisierung. 

• Untersuchung der Stoffflüsse mit Isotopologue Profiling in zwei verschiedenen 

Versuchsaufbauten, wobei einmal C. elegans und einmal der Futterstamm E. coli OP50 

vorab mit 15N markiert werden, um herauszufinden, aus welchen Quellen Listerien im 

Nematodendarm ihre N-Zufuhr beziehen. 

Die durch Erika Kutzner am Lehrstuhl für Biochemie (Garching) durchzuführende, biochemische 

Analytik sollte in folgenden Schritten erfolgen: 

• Saure Hydrolyse der Proben zur Gewinnung der bakteriellen AS. 

• Auftrennen und Untersuchen der AS auf ihren 15N-Gehalt mit GC-MS. 

Eine detaillierte Beschreibung der in dieser Arbeit etablierten und verwendeten Methoden ist in 

Kutzner et al. (2016) und Kern et al. (2016) enthalten und weiterhin auch in Teilen in der 

Ergebnisdiskussion aufgeführt. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 

2.1 Identifizierung von N-Quellen von L. monocytogenes (Teil 1) 

2.1.1 Entwicklung von 15N-Isotopologue Profiling 

Die Isotopologue Profiling-Methode wurde bereits erfolgreich für die Untersuchung des C-

Stoffwechsels bei L. monocytogenes eingesetzt. Hierbei konnte mit Hilfe von 13C-markierten 

Substanzen der C-Metabolismus in vitro oder unter in vivo-Bedingungen, beim Wachstum in 

eukaryotischen Zellen, weiter charakterisiert werden (Eisenreich et al., 2006; Eylert et al., 2008; 

Grubmüller et al., 2014; Joseph et al., 2008; Eisenreich et al., 2010). Für den N-Metabolismus 

wurde diese Methode bisher nicht verwendet, weswegen zunächst ein Protokoll etabliert werden 

musste, welches Isotopologue Profiling für den Einsatz von 15N nutzbar macht. Hierfür wurde 

L. monocytogenes in Standard-MM angezogen. Aus den Bakterienpellets wurden die einzelnen 

AS mittels saurer Hydrolyse gewonnen. Trp, Met und Cys werden unter diesen Bedingungen 

abgebaut, weswegen deren Detektion mit dieser Methode nicht möglich ist. Asparagin (Asn) und 

Gln werden zu Asp und Glu hydrolysiert, die 15N-Werte für Asp und Glu beinhalten somit auch 

diese für Asn bzw. Gln. Alle sonstigen, messbaren AS konnten bei der GC-MS-Analyse klar 

voneinander differenziert werden (Tab. S3 in Kutzner et al., 2016). 

Im nächsten Schritt wurden zur Etablierung der 15N-Detektion eine Standardlösung von [U-
15N4]Arg sowie ein 15N-Algal-Aminosäuremix gemessen. Hierbei konnten solide Daten darüber 

generiert werden, welche AS generell 15N enthalten und, im Falle der AS mit mehr als einem N-

Atom (Lys; Histidin, His; Arg), wie viele dieser N-Atome markiert sind (Tab. S2 und S4 in Kutzner 

et al., 2016). Durch die Analyse solcher Fragmente können Rückschlüsse auf den Metabolismus 

der AS gezogen werden, da die Anzahl der markierten Atome im Molekül in direktem 

Zusammenhang mit den zugrundeliegenden, enzymatischen Reaktionen steht. AS enthalten in 

ihrem Grundgerüst ein N-Atom in der Aminogruppe. Je nach Beschaffenheit der Seitenkette 

kommen null bis vier weitere N-Atome hinzu. Beim Ionisierungsprozess von His (3 x N) und Arg 

(4 x N) entstehen Fragmente, die nur aus der Imidazol- oder Guanidin-Seitenkette bestehen, 

sodass bei diesen AS die Lage des markierten N-Atoms bestimmt werden kann, ob dieses sich 

also im Grundgerüst, in der Seitenkette oder neben dem α-C-Atom befindet. Bei Lys (2 x N) 

entsteht nur ein Fragment, somit können mit GC-MS bei dieser AS keine genaueren Aussagen 

über die Lage des markierten Stickstoffs getroffen werden. Der Großteil aller AS enthält jedoch 

nur ein N-Atom. 

Im Gegensatz dazu befinden sich im Grundgerüst jeder AS zwei C-Atome sowie weitere in den 

Seitenketten, sodass jede AS insgesamt zwei (Gly) bis elf (Trp) C-Atome besitzt. Bei 13C-

Experimenten spielt die Positionsauflösung der markierten Elemente somit eine größere Rolle 

und die Möglichkeiten, über diese Informationen bestimmte Synthesewege zu rekonstruieren, 

sind daher bei der Untersuchung des C-Metabolismus weitaus umfangreicher. In dieser Arbeit 

sollte belegt werden, aus welchen Quellen und in welchem Umfang L. monocytogenes Stickstoff 
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für den Anabolismus von AS zur Bildung von Proteinen verwendet. Die Methode, unter Nutzung 

von stabilen N-Isotopen und Messung über GC-MS, lieferte hierfür ausreichende Daten, um 

diverse Substrate zu identifizieren und deren Nutzung charakterisieren zu können, und ist in der 

folgenden Abbildung 9 dargestellt: 

 

Abbildung 9: 15N-Isotopologue Profiling. 
L. monocytogenes proliferiert in einem MM, dem mit 15N-markierte Substanzen als potentielle N-Quellen 
zugesetzt werden. Diese werden dabei entweder direkt in Proteine eingebaut oder aber degradiert und für 
den Anabolismus anderer N-haltiger Komponenten verwendet. Die listeriellen Proteine werden im Anschluss 
hydrolysiert. Die Auftrennung der TBDMS-AS zur Detektion von 15N-Mustern in AS erfolgt über 
Gaschromatografie und Massenspektrometrie (GC-MS). Die Massenverhältnisse werden durch 15N 
verändert (modifiziert nach Eisenreich et al., 2010). 

2.1.2 L. monocytogenes nimmt AS auf und bevorzugt den Direkteinbau in Proteine 

Zur Charakterisierung einzelner Substrate, die für ein Wachstum bei Bakterien essentiell sind 

oder wachstumsfördernd wirken, bieten sich definierte Nährmedien an. Ein solches MM wurde 

auch für die Identifizierung von N-Quellen, die L. monocytogenes aufnimmt, verstoffwechselt und 

für den Aufbau von AS nutzt, eingesetzt. Dabei wurden die Bakterien zunächst in einem Medium 

angezogen, in dem anstelle der AS ein vollmarkierter 15N-Algal-Aminosäuremix zugegeben 

wurde. Dieser Mix, welcher auch zur Etablierung der Messparameter verwendet wurde (s. 

Abschnitt 2.1.1, S. 39), enthält kein Cys, Asn, Trp und Gln, weshalb zusätzlich unmarkiertes, für 

Listerien essentielles Cys zugegeben wurde. L. monocytogenes zeigte wildtypisches Wachstum, 

Asn, Trp und Gln können unter diesen Bedingungen also selbst synthetisiert werden. Bei allen 

AS, deren 15N-Gehalt quantifiziert wurde, war eine hohe Gesamtanreicherung messbar, welche 

für His (87%) und Arg (87%) am höchsten, und für Asp (67%) und Thr (67%) am niedrigsten war 

(Abb. 1A, Kutzner et al., 2016). 

Diese hohen Einbauraten zeigen, dass sämtliche AS durch die Listerien effektiv aufgenommen 

und höchstwahrscheinlich zu einem großen Teil direkt für den Proteinaufbau eingesetzt wurden. 
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Da bis auf Cys sämtliche AS im Medium markiert waren, kann mit dieser Methode nicht genau 

festgestellt werden, inwiefern einzelne AS abgebaut wurden, um deren Stickstoff für den 

Anabolismus anderer AS zu nutzen. Bei gleichzeitiger Verwendung von markierten und 

unmarkierten N-Atomen in den Ausgangssubstraten würde dies zu gemischten Isotopologen-

Mustern in AS mit mehr als einem N-Atom (Lys, His, Arg) führen. Viele AS stellen nicht nur gute 

N-Quellen dar, sondern dienen außerdem auch als C- und Energielieferanten. Durch direkten 

Einbau von AS anstatt ihrer Synthese kann eine schnellere Proliferation unter weniger 

Energieaufwand stattfinden (Marin und Krämer, 2009), was auch hier den unmittelbaren Einbau 

aufgrund des reichhaltigen AS-Angebotes erklärt. Eine gute Ausstattung mit verschiedenen 

Transportern ist weiterhin wohl auch unter in vivo-Bedingungen, bei der Proliferation im Darm 

oder in Epithelzellen, und der damit einhergehenden Veränderung des Nährstoffangebots, von 

großer Bedeutung (Borezee et al., 2000; Schauer et al., 2010; Fuchs et al., 2012b). 

L. monocytogenes besitzt dafür ein großes Repertoire an AS- und Oligopeptid-

Aufnahmesystemen. Tab. S1 aus Kutzner et al. (2016) zeigt hierzu eine Übersicht der bisher 

bekannten Transporter des listeriellen N-Metabolismus. Viele dieser Transporter sind beim 

Wachstum in verschiedenen Umgebungen wie BHI, Blut oder dem Darm differentiell reguliert, 

was die bakterielle Anpassung an solch unterschiedliche Milieus ermöglicht (Toledo-Arana et al., 

2009). 

Gln, welches nicht im 15N-AS-Mix enthalten war und für viele Bakterien eine optimale N-Quelle 

darstellt (Hu et al., 1999; Débarbouillé und Fisher, 2002), scheint unter dem Überangebot der 

enthaltenen AS für ein normales Wachstum nicht notwendig zu sein. Gln kann über die Glutamat-

Ammonium-Ligase (GS) aus NH4+ und Glu gebildet werden (s. Abbildung 5). Neben Glu kommt 

Gln eine zentrale Rolle im N-Stoffwechsel zu, da diese beiden AS als Aminogruppen-Donoren für 

den Aufbau anderer AS und für Nucleotide fungieren. Die maximalen 15N-Einbauraten von nur 

88 % in den listeriellen AS deuten darauf hin, dass die fehlenden 12 % aus einer weiteren, 

unmarkierten N-Quelle stammten. Die im Medium befindlichen Vitamine Riboflavin, Thiamin und 

Biotin können als zusätzliche N-Donoren ausgeschlossen werden, da deren Konzentration für 

Markierungswerte in dieser Höhe zu gering ist. Das essentielle, unmarkiert hinzugefügte Cys 

konnte durch weiterführende Versuche ebenfalls ausgeschlossen werden, da Cys kaum für die 

de novo-Biosynthese der AS verwendet wurde (s. Abschnitt 2.1.7, S. 49). Da die Messungen des 

AS-Mixes bei der Etablierung der Methode die vom Hersteller angegebenen durchschnittlichen 

Markierungsraten von 98°% in den einzelnen AS bestätigten (Tab. S4 in Kutzner et al., 2016), 

muss angenommen werden, dass der AS-Mix mit weiteren, unmarkierten N-Quellen kontaminiert 

war. 

2.1.3 Ammonium und Glutamin sind Haupt-N-Quellen für die AS-Synthese 

Da die gleichzeitige Verwendung verschiedener, markierter AS keine detaillierteren Einblicke in 

die Metabolisierung einzelner AS erlaubt, wurde eine Reihe dieser Substrate in Bezug auf ihre 

Bedeutung als N-Quelle separat getestet und L. monocytogenes in markierter Form während der 
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Proliferation in MM zugeführt. Gln und NH4Cl konnten dabei als wichtige N-Quellen identifiziert 

werden, wobei der von diesen Quellen stammende Stickstoff Einbauraten von bis zu 46 % ([U-
15N2]Gln) bzw. 47 % (15NH4Cl) in allen messbaren AS zeigte (Abbildung 10 und Abb. 2A in Kutzner 

et al., 2016). 

 

Abbildung 10: 15N-Einbauraten in listeriellen AS beim Wachstum in MM mit [U-15N2]Gln oder 15NH4Cl 
in Gegenwart von Arg. 
Die hohen Einbauraten von bis zu 46 % ([U-15N2]Gln) bzw. 47 % (15NH4Cl) in allen messbaren listeriellen 
AS zeigen, dass Gln und Ammonium wichtige N-Quellen darstellen. Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten. 

Waren beide Substrate im Medium vorhanden, wurde aus NH4Cl stammender Stickstoff 

bevorzugt verwendet (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016). His wurde in allen Experimenten 

hauptsächlich aus dem Medium aufgenommen und nur in sehr geringen Raten von maximal 5 % 

selbst synthetisiert. Die maximalen 15N-Einbauraten von unter 50 % deuten darauf hin, dass 

neben Gln oder NH4Cl auch andere im MM vorhandene, unmarkierte Substrate für den Aufbau 

von AS verwendet werden.  

In beiden Experimenten zeigten die Markierungsmuster der BCAAs Val, Leu und Ile, dass diese 

trotz ihrer Anwesenheit im MM auch in Raten von 23–25 % (Gln) bzw. 24–28 % (NH4Cl) de novo 

synthetisiert wurden, und zwar unter Nutzung der von Gln oder NH4Cl stammenden 

Aminogruppen. Arg und His, welche beide im Medium vorhanden waren, wurden hingegen nur in 

geringen Mengen von unter 5 % von den Listerien selbst aufgebaut. Dass manche Substrate trotz 

ihres Vorhandenseins im Medium zusätzlich noch zu einem Teil von den Bakterien selbst 

hergestellt werden unterstreicht abermals die enorme Komplexität, mit der L. monocytogenes 

seinen N-Metabolismus zu regulieren scheint. Bei 76 % (Gln) bzw. 70 % (NH4Cl) der markierten 

Lys-Moleküle war nur eines der beiden N-Atome (M + 1) markiert (Abb. S2A in Kutzner et al., 

2016). Der Einbau nur eines markierten N-Atoms aus Gln oder NH4Cl statt zwei N-Atomen ist 

deshalb wahrscheinlicher, da bei der Biosynthese von Lys zwei Enzyme benötigt werden, nämlich 
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die Aspartat-Transaminase (lmo1897), für die Konvertierung des Vorläufers Oxalacetat zu Asp, 

und eine zweite Aminotransferase (lmo1006), zur Aminierung von dessen Seitenkette (Abbildung 

6). Welches dieser beiden N-Atome markiert war, konnte mit GC-MS nicht ermittelt werden. Die 

beiden anderen AS mit mehr als einem N-Atom, His und Arg, waren hauptsächlich M + 1 markiert 

in der am α-C- Atom befindlichen Aminogruppe, ohne Veränderung der Imidazol- oder Guanidin-

Seitenketten. Diese Markierungsmuster der AS könnten somit auf eine komplexere Synthese aus 

verschiedenen Vorgängermolekülen hindeuten, jedoch lassen sich aufgrund der geringen 

Einbauraten keine weiteren soliden Erkenntnisse aus den Markierungsmustern dieser beiden AS 

gewinnen. 

Beim Wachstum mit 15NH4Cl war die Gesamtanreicherung der einzelnen AS mit 15N höher als 

beim Wachstum mit [U-15N2]Gln (Abb. 2A in Kutzner et al., 2016). Die gleichzeitige Zugabe beider 

Substrate in äquimolaren Konzentrationen konnte dieses Ergebnis weiter bestätigen. 15N aus 
15NH4Cl zeigte 1,2-fach (Glu) bis 2,1-fach (Ala) höhere Einbauraten in den messbaren AS als 15N 

aus [U-15N2]Gln (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016). Die Markierungsmuster von Lys zeigten beim 

Wachstum mit 15NH4Cl 1,6-fach mehr (M + 2)-Moleküle verglichen mit dem korrespondierenden 

Experiment, bei dem [U-15N2]Gln eingesetzt wurde (24 % gegenüber 15 %), L. monocytogenes 

scheint daher unter in vitro-Bedingungen exogenes NH4Cl exogenem Gln vorzuziehen, und 

Stickstoff aus NH4Cl effizienter in AS einzubauen. Dies steht im Gegensatz zum Wachstum bei 

B. subtilis, bei dem Gln die ideale N-Quelle darstellt (Hu et al., 1999) und konnte auch speziell 

bei niedrigeren Wachstumstemperaturen von 24 °C nachgewiesen werden. Eine mögliche 

Theorie hierfür wurde so formuliert, dass der Mehrverbrauch von α-Ketoglutarat für den Aufbau 

von Glu beim Wachstum mit Ammonium im Vergleich zu dem mit Gln den Fluss im oxidativen 

Zweig des Citratzyklus verstärkt und somit zu besseren Proliferationsbedingungen führt, wofür 

auch die leicht erhöhte Transkription von Genen des Citratzyklus, wie lmo1566 (Isocitrat-

Dehydrogenase) und lmo1641 (Aconitase), beim Wachstum mit Ammonium sprechen würde 

(Kaspar et al., 2014). 

NH4Cl wird über den Transporter NrgA (lmo1516) in die Bakterienzelle geschleust. Dieser wird 

bei N-Mangel vom Transkriptionsregulator TnrA aktiviert. Bei der Vermehrung im Cytosol sind die 

Gene für den Transport und auch für die Nutzung von NH4Cl hochreguliert. Dies steht im 

Widerspruch zu der Annahme, dass intrazellulär wenig freies NH4Cl verfügbar sein kann, da es 

in großen Mengen toxisch ist (Joseph et al., 2006). Trotzdem wird vermutet, dass NH4Cl während 

der listeriellen Replikation innerhalb von Zellen eine wichtige N-Quelle darstellt. Dies könnte auch 

auf andere (v. a. enterische) Bakterien zutreffen, da mit NH4Cl die schnellsten Wachstumsraten 

erreicht werden können und die Nutzung weiterer N-Quellen in Anwesenheit von NH4Cl 

unterbunden wird (Fisher, 1999; Reitzer, 1996). Solch eine Inhibierung könnte auch mit eine Rolle 

spielen, warum L. monocytogenes bei gleichzeitiger Anwesenheit von Gln und NH4Cl letzteres 

effizienter verwertet und weniger Stickstoff aus Gln in die AS einbaut, als beim Wachstum mit nur 

dieser Quelle. Enterische Bakterien weisen unter Verwendung von NH4Cl die geringsten Mengen 

an GS auf, welche bei der Assimilierung von NH4Cl über GS/GOGAT eine wichtige Rolle spielt. 

Die Bildung von Gln über GS aus NH4Cl und Glu, welches als N-Donor für die Biosynthese von 
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ungefähr 85 % der N-haltigen Zellkomponenten dient, ist jedoch der einzige Weg zur Biosynthese 

von Gln (Abbildung 5). Dieser AS kommt eine zentrale Rolle zu, da sie sowohl als Baustein für 

Proteine als auch als N-Quelle für die Synthese von ungefähr 15 % der N-haltigen Moleküle in 

der Zelle verwendet wird (Fisher, 1999). 

Bei His waren auch bei gleichzeitigem Vorhandensein von Gln und NH4Cl, ähnlich zu den 

Einzelexperimenten, nur sehr geringe 15N-Einbauraten von 3 % (Gln) und 5 % (NH4Cl) messbar, 

was zeigt, dass His hauptsächlich aus dem Medium aufgenommen wird, obwohl 

L. monocytogenes auch alle notwendigen Gene für die Biosynthese dieser AS aus 

Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) besitzt (Glaser et al., 2001). 

2.1.4 Arginin wird direkt eingebaut und nicht für den AS-Aufbau verwendet 

Arg wurde unter Verwendung von 23 % ([U-15N2]Gln) bzw. 37 % (15NH4Cl) 15N aus diesen Quellen 

de novo synthetisiert, wenn es nicht im Medium vorhanden war (Abb. 2B in Kutzner et al., 2016). 

Diese Werte sind vergleichbar mit denen aller anderen AS, die in diesen Experimenten gemessen 

wurden. Bei Anwesenheit von Arg konnten nur geringe Mengen (2–3 %) an 15N aus [U-15N2]Gln 

darin gemessen werden, was auf eine geringe Neusynthese hindeutet (Abb. 2A in Kutzner et al., 

2016). Alle anderen messbaren AS wurden, wenn sie im Medium vorhanden waren, in sämtlichen 

durchgeführten Wachstumsversuchen auch zu größeren Teilen de novo synthetisiert. 

L. monocytogenes zieht es somit vor, die AS Arg aufzunehmen und direkt in Proteine einzubauen, 

ohne den Vorrat durch selbst synthetisiertes Arg weiter aufzufüllen. 

Die Verwendung von Stickstoff aus Arg für den Anabolismus anderer AS wurde mit Hilfe von [U-
15N4]Arg untersucht. Beim Wachstum mit diesem Substrat konnte gezeigt werden, dass es sehr 

effizient aufgenommen wurde, was zu Markierungswerten von 80 % führte, jedoch wurde es nicht 

degradiert und für den Aufbau anderer AS verwendet, da in diesen kaum 15N gemessen werden 

konnte (Abbildung 11). Der dafür benötigte Stickstoff wurde somit von Gln, welches in geringer 

Menge von 0,5 mM zugegeben wurde, um generell listerielles Wachstum zu ermöglichen, und 

den anderen in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen bezogen. Die Tatsache, dass 

L. monocytogenes ohne Zugabe von Gln oder Ammonium in diesem Medium nicht wachsen 

kann, war bereits ein erster Hinweis darauf, dass Arg hier keine ausreichende N-Quelle darstellt. 

Die Arg-Isotopenmuster hingen stark von der An- oder Abwesenheit dieser AS im Medium ab. 

56 % der Arg-Moleküle waren beim Wachstum mit [U-15N4]Arg vollständig an allen vier N-Atomen 

(M + 4) markiert, was den direkten Einbau von Arg in die bakteriellen Proteine bestätigt. Bei 43 % 

der Arg-Moleküle waren nur drei der N-Atome markiert (M + 3), somit muss das α-15N-Atom durch 
14N aus einer anderen Quelle ersetzt worden sein, da die Seitenkette vollständig markiert war 

(Abb. S2 in Kutzner et al., 2016). Dies deutet abermals darauf hin, dass kaum de novo-

Biosynthese von Arg stattfindet, wenn diese AS auch im Medium vorhanden ist, was theoretisch 

durch Repression der anabolen Arg-Gene durch Anwesenheit dieser AS verursacht werden 

könnte (Ryan et al., 2009). Der Austausch des α-N-Atoms konnte auch in den Experimenten mit 

[U-15N2]Gln und 15NH4Cl beobachtet werden, bei denen Arg im Medium zugegeben wurde (Abb. 
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S2A in Kutzner et al., 2016). Markiertes Arg lag in diesen beiden Experimenten nur in geringen 

Mengen von 2 % vor. Dabei handelte es sich hauptsächlich um (M + 1)-Isotopomere, was zeigt, 

dass der Austausch des N-Atoms trotz der Anwesenheit ausreichender N-Quellen stattfindet. Arg 

könnte somit möglicherweise, ohne dabei abgebaut zu werden, als N-Donor für die Synthese von 

nicht-proteinhaltigen Molekülen, wie Nucleotiden oder Aminozuckern, dienen. 

 

Abbildung 11: 15N-Einbauraten in listeriellen AS beim Wachstum in MM mit 15N-Arg. 
Arg zeigte die höchste 15N-Anreicherung und wurde somit effektiv aufgenommen. Die geringen Werte in 
allen anderen messbaren listeriellen AS belegen, dass Arg nicht als N-Quelle für andere AS verwendet 
wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten. 

Ohne Arg im Medium wird dieses unter Verwendung von Stickstoff aus [U-15N2]Gln und 15NH4Cl, 

in Kombination mit unmarkiertem Stickstoff, neu synthetisiert, da unter diesen Umständen alle 

möglichen Kombinationen an Arg-Molekülen, also mit ein bis vier markierten N-Atomen, 

gemessen werden konnten (Abb. S2B in Kutzner et al., 2016). Stickstoff aus Ammonium wird 

bevorzugt, da bei den Experimenten mit 15NH4Cl ein größerer Anteil an (M + 3)- und (M + 4)-
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Isotopomeren gefunden wurde im Vergleich zum Wachstum mit [U-15N2]Gln. Dies kann durch den 

Biosyntheseweg von Arg erklärt werden, der von Glu ausgeht, welches das neben dem α-C-Atom 

gelegene N-Atom liefert (Abbildung 6). Glu wird dabei durch die Transaminierung der 

Carboxygruppe in der Seitenkette mit Hilfe eines weiteren Moleküls Glu zu Ornithin umgeformt, 

sodass zwei der benötigten N-Atome bereits von Glu geliefert werden. Die N-Atome der Guanidin-

Seitenkette hingegen stammen von einem Molekül Ammonium, das aus Carbamoylphosphat 

gewonnen wird, und einem weiteren N-Atom, welches von Asp übertragen wird. Somit führt das 

Wachstum mit NH4Cl zu heterogeneren, 15N-markierten Substraten, die eher zu einer Bildung von 

(M + 3)- und (M + 4)-Isotopomeren führt. 

B. subtilis nutzt Arg oder Ammonium in Abwesenheit der bevorzugten N-Quelle Glutamin (Detsch 

und Stülke, 2003; Fisher, 1999). Im Gegensatz dazu konnte für L. monocytogenes die 

Verwendung von Arg als N-Quelle unter den gegebenen experimentellen Bedingungen widerlegt 

werden. Beim Abbau von Arg in Ornithin, Ammonium und CO2 sind drei Enzyme beteiligt, die 

zusammen das Arginin-Deiminase-(ADI)-System bilden (Abbildung 12), nämlich die Arginin-

Deiminase ADI (lmo0043), die katabole Ornithin-Carbamoyltransferase cOTCase (lmo1587) und 

die Carbamat-Kinase CK (lmo0039), für die homologe Gene bei L. monocytogenes bestätigt 

werden konnten (Cunin et al., 1986; Glaser et al., 2001). Ein Mol Arg führt über das ADI dabei zu 

zwei Molen Ammonium. Die Aktivität der Gene dieses Systems bei L. monocytogenes konnte 

bereits experimentell belegt werden. Hierbei wurde gezeigt, dass das ADI-System beim 

Wachstum und dem Überleben unter sauren pH-Werten eine Rolle spielt, und dass die ADI-Gene 

bei solchem, unter anaeroben Bedingungen und außerdem in Anwesenheit von Arg verstärkt 

exprimiert werden (Ryan et al., 2009). Das ADI System ist bei L. monocytogenes das einzige 

System zum Abbau von Arg. B. subtilis besitzt hingegen noch andere Abbauwege für Arg, 

nämlich über eine Arginase, welche zur Bildung von Harnstoff und Ornithin führt, über eine 

Stickstoffmonoxid-Synthase-Oxygenase (nosA) die Stickstoffmonoxid bildet, und über eine 

Arginin-Decarboxylase und eine Agmatinase (speAB), welche aufeinanderfolgend Agmatin und 

Putrescin bilden. Generell scheint das ADI-System bei der Pathogenität bedeutend zu sein, so 

konnte bereits eine Modulation durch die Virulenzregulatoren PrfA und SigB gezeigt werden 

(Ryan et al., 2009). Bei Streptococcus pyogenes waren Mutanten im Gen arcA (Arginin-

Deiminase) in ihrer Fähigkeit, in Zellen zu gelangen, inhibiert (Degnan et al., 2000), Streptococcus 

suis zeigte starke Attenuierung in Epithelzellen bei Mutation des Arginin-Ornithin-Antiporters ArcD 

(Fulde et al., 2014). Für L. monocytogenes wurde im Mausmodell gezeigt, dass die Gene arcA 

und argR (Arginin-Repressor) bei der Replikation in der Milz eine Rolle spielen. Ein weiterer 

Hinweis darauf ist außerdem, dass sechs der Gene aus dem ADI-Cluster bei dem nicht-

pathogenen Stamm L. innocua nicht vorhanden sind. 

Obwohl die Aktivität für experimentelle Bedingungen wie neutraler pH und Anwesenheit von Arg, 

wie in dieser Arbeit verwendet, bereits nachgewiesen werden konnte (Ryan et al., 2009), wurde 

kein Einbau von 15N aus degradiertem Arg, welches in NH4+ resultiert, in andere AS beobachtet, 

was vermuten lässt, dass das ADI-System bzw. der katabole Zweig davon unter den hier 

verwendeten Bedingungen nicht aktiv war. Für intrazellulär replizierende Listerien konnte gezeigt 
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werden, dass die Synthese von Arg unter diesen Bedingungen induziert wird (Hain et al., 2007), 

und Arg somit entweder keine reichhaltig vorhandene N-Quelle in eukaryotischen Zellen darstellt 

oder aber zusätzlich de novo synthetisiertes Arg für den komplexen Metabolismus von 

L. monocytogenes notwendig ist. 

  

Abbildung 12: Schematische Ansicht des Arginin-Deiminase-Systems (ADI). 
Drei Enzyme bilden den Abbauweg, nämlich die Arginin-Deiminase (arcA), die katabole Ornithin-
Carbamoyltransferase (arcB) sowie die Carbamat-Kinase (arcC). Arg wird dabei über den Arginin:Ornithin-
Antiporter ArcD in die Zelle transportiert. Zwei Mol Ammonium und ein Mol ATP werden pro Mol Arg, welches 
abgebaut wird, generiert. Intrazelluläres Arg, das aus Glutamat gewonnen wird, kann ebenfalls in das ADI-
System eingeschleust werden (modifiziert nach Ryan et al., 2008). 

2.1.5 BCAAs werden sowohl direkt eingebaut als auch katabolisiert 

Da die Verwendung von 15NH4Cl oder [U-15N2]Gln zu keiner vollständigen Markierung (33–46 %) 

in den AS führte und Arg als N-Donor ausgeschlossen werden konnte, wurden weitere, potentielle 

N-Quellen aus dem Medium in markierter Form eingesetzt. Die BCAAs verbessern durch ihre 

Anwesenheit im Medium die listerielle Wachstumsrate (Joseph und Goebel, 2007), was auf eine 

wichtige Rolle im Metabolismus hindeutet. Beim Wachstum mit 15N-Leu, 15N-Ile oder 15N-Val 

konnten in allen anderen messbaren AS Markierungswerte von 10–20 % erreicht werden, 

ausgenommen von His und Arg (Abb. 3 in Kutzner et al., 2016). Diese beiden AS waren im 

Medium vorhanden und wurden bevorzugt aufgenommen. Val, Ile und Leu selbst wurden neben 

ihrem Abbau auch direkt für den Proteinaufbau verwendet, was an der höheren 15N-

Gesamtanreicherung der BCAAs im Vergleich zu allen anderen AS erkennbar war. Die 

Katabolisierung der BCAAs erfolgt über spezifische Transaminasen und führt zur Bildung von 
15N-Glu, und darüber letztendlich zum Einbau markierter N-Atome in AS. Die drei BCAAs dienten 

L. monocytogenes während des Wachstums in MM somit als N-Quelle, obwohl Gln im Medium 

vorhanden war. Im direkten Vergleich wurde Stickstoff aus 15N-Leu oder 15N-Ile in größerem Maße 

in andere AS eingebaut als Stickstoff aus 15N-Val, was wiederum bedeutet, dass weniger Leu und 

Ile direkt in Proteine eingebaut wurde. Die Isotopologen-Muster zeigten ähnliche Ergebnisse wie 

bei den Versuchen mit [U-15N2]Gln (Abb. S3 in Kutzner et al., 2016). 
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Auch bei Experimenten mit 13C war beim Wachstum von L. monocytogenes in Zellen trotz der 

Zugabe von BCAAs eine zumindest geringe Synthese dieser AS messbar, welche außerdem mit 

der Aktivität von PrfA zusammenhängt und somit bei der Virulenz eine Rolle zu spielen scheint. 

Die Anwesenheit von Glucose als C-Quelle scheint außerdem ebenfalls zu einer verminderten 

BCAA-Biosynthese zu führen (Eisenreich et al., 2006; Slaghuis et al., 2007). Der bevorzugte 

Direkteinbau von AS konnte auch bei Infektionsexperimenten in Zellkultur gezeigt werden, bei 

denen diese in 13C-markierter Form in den Stoffwechsel eingeschleust wurden. Während der 

intrazellulären Replikation von L. monocytogenes stellten AS nicht die hauptsächlichen C-

Lieferanten für die Kohlenstoffgerüste zur AS-Biosynthese dar. Stattdessen schien die Mehrzahl 

der glykogenen und ketogenen AS direkt in Proteine eingebaut zu werden, möglicherweise 

aufgrund einer Knappheit an essentiellen, katabolen Intermediaten (Grubmüller et al., 2014). 

Mutierte Stämme von L. monocytogenes, die keine der drei verzweigtkettigen AS synthetisieren 

konnten, waren in der Replikation innerhalb von Zellen und somit in ihrer Virulenz inhibiert, nicht 

jedoch solche Stämme, die auxotroph waren für andere AS wie Phe, Gly oder Pro (Marquis et al., 

1993). Die de novo-Synthese der BCAAs unter intrazellulären Wachstumsbedingungen konnte 

auch in einer Transkriptomstudie nachgewiesen werden. Die Gene für die Biosynthese von Ile 

und Val waren in dieser Studie bei L. monocytogenes hochreguliert und eine Mutante im Gen ilvD 

(Dihydroxysäure-Dehydratase), welches für die Synthese dieser AS notwendig ist, war beim 

Wachstum in Epithelzellen attenuiert (Hain et al., 2007). Die BCAAs scheinen daher für 

L. monocytogenes, auch in Bezug auf die Virulenz, eine wichtige Rolle zu spielen. Da ihre 

Synthese von einigen grundlegenden katabolischen Vorläufermolekülen (Oxalacetat, Pyruvat 

und Acetyl-CoA) abhängt, stellen die BCAAs auch einen wichtigen Indikator für den generellen 

Ernährungsstatus der Bakterienzelle dar (Slaghuis et al., 2007). 

2.1.6 Methionin wird als N-Quelle verwendet 

Neben den bereits bestätigten N-Quellen Gln, Ammonium und den BCAAs wurden außerdem die 

für L. monocytogenes essentiellen AS Met und Cys getestet. Beim Wachstum mit 15N-Met 

konnten Anreicherungswerte von 3–28 % gemessen werden (Abb. 4 in Kutzner et al., 2016). Bei 

allen bisherigen Experimenten mit 15N-markierten Substanzen war die automatische, programm-

basierte Auswertung von Met nicht durchführbar, da Met leicht oxidiert wird (Pickering und 

Newton, 1990) und die Anzahl der intakten Met-Moleküle nach der sauren Hydrolyse somit zu 

gering für die GC-MS Analyse war. Durch manuelle Auswertung konnte in diesem Experiment 

jedoch für Met eine 15N-Anreicherung von 66 % festgestellt werden. Am geringsten war der 15N-

Anteil für His und Arg, da diese AS direkt aufgenommen und in Proteine eingebaut werden. 

Überraschend waren die Werte für Phe und Tyr, die signifikant höher waren als in den 

vorhergehenden Experimenten (28 % bzw. 21 %). Dies könnte möglicherweise dadurch erklärt 

werden, dass die Transaminierung von Asp, Cys, Phe und Tyr vom gleichen Enzym katalysiert 

wird, nämlich der Aspartat-Aminotransferase (lmo1897). Dieses Enzym setzt Glu zu α-

Ketoglutarat um und katalysiert auch die umgekehrte Reaktion. 15N-Met wird zunächst zu Cys 

abgebaut, welches dann anschließend durch die Aspartat-Aminotransferase über den Transfer 
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eines markierten Stickstoff-Atoms von Met auf α-Ketoglutarat transaminiert wird, wodurch Glu 

entsteht. Aus diesem 15N-Gln wird durch das gleiche Enzym wiederum Phe und Tyr gebildet. 

Trotz dieser Katabolisierungsreaktionen wurde Met zu einem Großteil allerdings direkt in die 

listeriellen Proteine eingebaut, was zu den hohen Markierungswerten von bis zu 65 % in Met 

führt. Ein Restanteil von 35 % wurde allerdings de novo synthetisiert, in Anwesenheit von Cys, 

welches einen direkten Vorläufer in der Met-Synthese darstellt. His, Lys und Arg zeigten ähnliche 

Isotopenmuster wie in den Experimenten mit den BCAAs (Abb. S2C in Kutzner et al., 2016), was 

die Desaminierung von Met bestätigt. Met konnte hier als weitere N-Quelle belegt werden, wenn 

auch zu geringeren Anteilen im Vergleich zu allen anderen identifizierten Substraten. Eine 

Ursache dafür könnte der komplexere Abbauweg dieser AS darstellen. Des Weiteren legt die 

Tatsache, dass Met von L. monocytogenes nicht selbst synthetisiert werden kann, die Vermutung 

nahe, dass diese AS bevorzugt aufgenommen und direkt verstoffwechselt wird. 

2.1.7 Cystein wird hauptsächlich direkt in Proteine eingebaut 

Cys kann über die Cystathionin-β-Lyase (lmo1679) zu Pyruvat und Ammonium abgebaut werden. 

Beim Wachstum mit 15N-Cys konnten jedoch nur sehr geringe 15N-Werte in den AS gemessen 

werden. Die maximalen Einbauraten lagen bei 3 % für Ala und 2,5 % für Thr, bei allen anderen 

AS bei unter 1,5 % (Abb. 4 in Kutzner et al., 2016). N-Atome aus Cys werden somit grundsätzlich 

zwar in andere AS eingebaut, jedoch nur zu einem sehr geringen Anteil. Diese Vermutung wurde 

auch durch ein weiteres Experiment bestätigt, bei dem L. monocytogenes mit dem 15N-

Aminosäuremix plus 15N-Cys angezogen wurde, und bei dem die 15N-Gesamtanreicherungen in 

den AS durch die zusätzliche, markierte N-Quelle nicht anstiegen (nicht gezeigt). 

L. monocytogenes kann diese AS nicht selbst synthetisieren und verwendet sie daher unter 

diesen Bedingungen scheinbar ausschließlich für den Direkteinbau in Proteine. 

L. monocytogenes EGD-e besitzt die Gene zur Synthese von Met über L-Homocystein (Glaser et 

al., 2001), jedoch nicht für den Aufbau von Cys. Einige andere Listerienstämme sind jedoch für 

das Wachstum auch auf die Zugabe von Met angewiesen (Friedman und Roessler, 1961; 

Premaratne et al., 1991; Tsai und Hodgson, 2003). Bei der Proliferation innerhalb von Wirtszellen 

ist L. monocytogenes je nach Stamm daher auf die Versorgung mit wenigstens der AS Cys 

angewiesen. Cys ist für Säugerzellen nicht essentiell, Met hingegen schon, somit könnte für beide 

Parteien hier ein Wachstumsvorteil in Bezug auf die Nährstoffversorgung mit diesen AS 

entstanden sein (Slaghuis et al., 2007). 

2.1.8 Ethanolamin ist eine alternative N-Quelle 

Da die Rolle der eut-Gene bei der N-Versorgung von L. monocytogenes bisher nicht 

experimentell belegt wurde, wurden Versuche durchgeführt, um herauszufinden, ob Ethanolamin 

als hauptsächliche N-Quelle genutzt werden kann, und ob daraus gewonnener Stickstoff 

tatsächlich für die AS-Synthese verwendet wird. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden 

zunächst die Wachstumsbedingungen für diese Substanz etabliert. L. monocytogenes wurde in 
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MM ohne Gln angezogen, als C-Quelle wurde statt Glucose Glycerin zugesetzt. Dieses entsteht 

beim Abbau von Phosphatidylethanolamin und mindestens zwei Gene, die bei der Ethanolamin-

Nutzung involviert sind (eutE und eutJ), werden in Gegenwart dieses Zuckeralkohols induziert 

(Joseph et al., 2006). Außerdem wurde Cobalamin zugegeben, da dieses als Coenzym für die 

Ethanolamin Ammoniak Lyase EutBC notwendig ist. Ethanolamin wurde in Konzentrationen von 

4 bis 82 mM getestet, wobei sich herausstellte, dass ab Konzentrationen von über 50 mM kein 

Wachstum mehr stattfand (nicht gezeigt) und 30 mM zu Wachstumsraten führte, die mit denen 

durch 4,1 mM Gln oder Ammonium erreichten vergleichbar waren (Abb. 5A in Kutzner et al., 

2016). Die verlängerte Latenzphase im Vergleich zum Wachstum in Standard-MM resultiert aus 

der Nutzung von Glycerin als C-Quelle, anstelle von Glucose. Eine Mutante, die einen Defekt im 

Gen eutB (große Untereinheit der Ethanolamin-Ammoniak Lyase) aufweist, war unter diesen 

Bedingungen in der Proliferation stark inhibiert. Das Wachstumsverhalten ähnelte dabei dem des 

wildtypischen Stammes in einem Medium ohne Zugabe von Ethanolamin als notwendige N-

Quelle (Kontrolle), was die Bedeutung des Enzyms für die Ethanolamin-Nutzung demonstriert. 

Für solch eine Mutante konnte auch beim Wachstum in Caco-2-Zellen eine reduzierte 

Replikationsrate gezeigt werden, was einen Hinweis darauf liefert, dass die Versorgung mit 

Ethanolamin für L. monocytogenes beim Wachstum in vivo eine wichtige Rolle spielt (Joseph et 

al., 2006). 

Die N-Einbauraten in die einzelnen AS wurden nach Anzucht mit 15N-Ethanolamin untersucht und 

zeigten hohe 15N-Werte von 30 % (Val) bis 66 % (Glu), ausgenommen His und Arg, welche, wie 

bei den vorhergehenden Versuchen, aus dem Medium bezogen wurden (Abb. 5B in Kutzner et 

al., 2016). Die Ergebnisse lieferten mit den vorherigen Experimenten mit 15NH4Cl vergleichbare 

Werte, was durch die Entstehung von Ammonium beim Abbau von Ethanolamin zu erklären ist. 

Glu enthält am meisten 15N aus Ethanolamin, da das daraus gewonnene Ammonium über die 

GDH zu Gln assimiliert wird und aus diesem bei der sauren Hydrolyse Glu entsteht (Abbildung 

6). Daher waren auch die (M + 2)-Muster von Lys, wie bei Verwendung von 15NH4Cl, höher als 

beim Wachstum mit allen anderen Substraten, da bei der Synthese dieser AS, ausgehend von 

Oxalacetat, zwei Moleküle Glu verwendet werden (Abb. S2D in Kutzner et al., 2016). Die 15N-

Einbauraten beim Stamm EGD-e ∆eutB waren unter Verwendung von 15N-Ethanolamin, wie 

erwartet, sehr gering (Abb. 5B in Kutzner et al., 2016), da diese Mutante Ethanolamin nicht 

abbauen und dieses somit nicht als N-Quelle verwenden kann, wie auch im 

Wachstumsexperiment im Vorfeld gezeigt wurde. 

Die Daten demonstrieren, dass L. monocytogenes Ethanolamin unter den beschriebenen 

Wachstumsbedingungen tatsächlich als eine mit Gln oder Ammonium vergleichbare N-Quelle für 

die AS-Synthese verwenden kann. Für eine Rolle bei der Pathogenität spricht die 

Hochregulierung der eut-Gene beim Wachstum in Säugerzellen, im Mausmodell oder in Blut 

(Joseph et al., 2006; Toledo-Arana et al., 2009; Garsin et al., 2001; Archambaud et al., 2012). 

Neben der Nährstofftheorie könnte der Ethanolamin-Abbau außerdem auch die Immunfunktionen 

des Wirtes beeinflussen, da durch das dabei entstehende Acetyl-CoA Acetat gebildet werden 

kann, welches über einen speziellen Rezeptor im Darm Funktionen des angeborenen 
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Immunsystems und Entzündungsprozesse moduliert (Maslowski et al., 2009; Garsin, 2012). Die 

Gencluster für die Ethanolamin-Nutzung in pathogenen Bakterien sind sehr ähnlich, was 

ebenfalls dafür spricht, dass die Versorgung mit diesem Nährstoff maßgeblich zur Proliferation 

beiträgt. Dass die Nutzung alternativer N-Quellen wie Ethanolamin oder Propanediol auch 

aufgrund einer auftretenden Nährstoffkonkurrenzsituation induziert werden kann zeigt eine 

Studie, bei der im Darm von Mäusen wachsende L. monocytogenes-Bakterien bei Anwesenheit 

verschiedener Stämme von Lactobacillus sp. die Transkription eben jener Gene für die Nutzung 

dieser Substrate hochregulierte (Archambaud et al., 2012). 

2.1.9 Glucosamin kann als hauptsächliche C- und N-Quelle verwendet werden 

Glucosamin (GlcN) führte in einer Konzentration von 20 mM in MM ohne Glucose, Gln und Arg 

zu Proliferationskurven vergleichbar mit denen beim Wachstum mit Gln oder Ammonium, was 

belegt, dass es von L. monocytogenes sowohl als C- als auch als N-Quelle verwendet werden 

kann (Abb. 5A in Kutzner et al., 2016). Die 15N-Einbauraten waren im Vergleich zu denen aus 
15N-Ethanolamin signifikant niedriger (Abb. 5B in Kutzner et al., 2016), was auf die 

unterschiedlichen 15N-Ausgangsmengen der eingesetzten Substrate zurückgeführt werden 

könnte (20 mM GlcN im Vergleich zu 30 mM Ethanolamin). GlcN ist eine Komponente der C-

Seitenketten von intestinalem Mucin und ist für die Nutzung als C-Quelle bereits bekannt 

(Premaratne et al., 1991). N-Acetylglucosamin (GlcNAc) kommt in zahlreichen natürlichen 

Polymeren als monomere Einheit vor, wie z.B. im Chitin bei Arthropoden und der Zellwand vieler 

Pilze. GlcN und GlcNAc sind außerdem wichtige Bausteine vieler Lipopolysaccharide und auch 

für die Peptidoglycanschicht bakterieller Zellwände, bei der N-Acetylglucosamin und N-

Acetylmuraminsäure β(1→4) glycosidisch miteinander verknüpft sind (Moye et al., 2014). GlcN 

gelangt über ein Phosphotransferasesystem (PTS) in die Bakterienzelle und kann über NagB 

(lmo0957) desaminiert werden, wobei Fructose-6-Phosphat, welches im Zuckerstoffwechsel 

weiterverwendet werden kann, und Ammonium, welches der Bakterienzelle Stickstoff liefert, 

entstehen (Abbildung 6). Die Isotopologenmuster von Arg spiegeln dessen Neusynthese wider, 

da es nicht im Medium vorhanden war, wohingegen die Muster von Lys und His ähnliche Werte 

zeigten wie beim Experiment mit 15N-Ethanolamin (Abb. S2D in Kutzner et al., 2016), was 

wiederum durch den Abbau von GlcN über Ammonium erklärt werden kann. 

Im Gegensatz zu B. subtilis, welcher zur Nutzung von GlcN eine zusätzliche C-Quelle wie 

Glucose oder Glycerin benötigt (Hu et al., 1999), konnte hier gezeigt werden, dass 

L. monocytogenes GlcN direkt als N- und C-Quelle nutzen kann. Die listeriellen Gene zum Abbau 

in Fructose-6-Phosphat und Ammonium waren in einer Studie beim Wachstum in Medium in der 

stationären Phase hochreguliert, was auf die Nutzung als alternative Quelle bei 

Nährstoffknappheit hindeutet, während der Proliferation im Blut waren sie jedoch 

herunterreguliert, was vermuten lässt, dass dort entweder bevorzugt andere Quellen genutzt 

werden oder kein GlcN vorhanden ist (Toledo-Arana et al., 2009). In der gleichen Studie konnte 
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außerdem keine Hochregulierung dieser Gene im Darm festgestellt werden, obwohl GlcN in 

dieser Umgebung reichlich vorhanden ist (Martin et al., 2009). 

Dies könnte darauf hindeuten, dass der Aminozucker dort eher von der Mikrobiota verwendet 

wird und nicht von Listerien, die eventuell eher bei intrazellulärem Wachstum darauf 

zurückgreifen, da zumindest das Gen für die Deacetylierung von GlcNAc-6-Phosphat zu GlcN-6-

Phosphat intrazellulär hochreguliert war (Chatterjee et al., 2006). Das Enzym ist für das listerielle 

Überleben in vivo von entscheidender Bedeutung, da eine Mutante in ihrer Zellteilung massiv 

beeinträchtigt war, keine normale Zellmorphologie aufwies und somit unfähig wäre eine Infektion 

herbeizuführen (Popowska et al., 2012). 

2.1.10 Mutationen in GlnR, GDH und GlnK verändern die N-Flüsse 

Bakterielle Stämme, die in stoffwechselspezifischen Funktionen einen Defekt aufweisen, können 

durch das Fehlen von z.B. Schlüsselenzymen bestimmte metabolische Reaktionen nicht mehr 

durchführen. Dies kann zu kleinen Veränderungen im Stoffwechsel führen, oder aber durch die 

zahlreichen Verknüpfungen im metabolischen Netzwerk weitgreifende Konsequenzen haben. 

Beim Isotopologue Profiling können sich solche Veränderungen in den Markierungsmustern der 

AS widerspiegeln, so dass sich z.B. der Beitrag spezifischer Enzyme an bestimmten Reaktionen 

untersuchen lässt. 

GlnR, der Repressor des glnRA-Operons (Glutaminsynthetase-Repressor lmo1298) sowie der 

Regulator GlnK sind zentrale Proteine des N-Metabolismus. Um die Auswirkungen eines Ausfalls 

dieser Proteine zu untersuchen, wurden Mutanten mit Defekten in diesen Genen untersucht. 

L. monocytogenes EGD-e ∆glnR (Kaspar et al., 2014) zeigte nach Wachstum mit [U-15N2]Gln 

ähnliche Muster in den bakteriellen AS wie der WT. Da auch beim Wachstum mit 15NH4Cl keine 

Abweichungen erkennbar waren, wurde dieser Versuch nicht wiederholt (Abbildung 13). 

 

Abbildung 13: Wachstum von L. monocytogenes EGD-e ∆glnR mit [U-15N2]Gln oder 15NH4Cl. 
Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (Gln) bzw. von 
drei technischen Replikaten (15NH4Cl). 
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Eine Erklärung dafür könnte sein, dass das glnRA-Operon nur in Abwesenheit von Gln exprimiert 

wird, z.B. wenn Ammonium vorhanden ist, welches dann über die GDH assimiliert wird. Dies 

bestätigen außerdem die Ergebnisse von Kaspar et al. (2014), wonach eine Deletion von glnR 

sich in Anwesenheit von Gln oder Ammonium nicht auf die Transkription von gdh auswirkt. GlnR 

ist außerdem nur aktiv bei Wachstum mit N-Überschuss (Fisher, 1999). 

Beim Stamm L. monocytogenes EGD-e ∆lmo0560 ist die GDH mutiert und somit nicht funktionell. 

Die 15N-Gesamtanreicherungen in den AS, welche aus dieser Mutante isoliert wurden, 

unterschieden sich nicht von denen des Wildtyps nach Wachstum mit 15N-BCAAs. Nach 

Wachstum mit [U-15N2]Gln war jedoch weniger 15N-Anreicherung und mit 15NH4Cl beinahe keine 

Anreicherung mehr messbar (Abb. 6 in Kutzner et al., 2016). Diese Daten suggerieren eine 

katabole sowie anabole Funktion der listeriellen GDH im Gegensatz zu B. subtilis, bei dem die 

GDH Glu nur abbaut (Gunka und Commichau, 2012). Daher ist eine GOGAT-Mutante bei 

B. subtilis durch die Tatsache, dass dieses Enzym der einzige Weg ist Glu zu generieren, 

auxotroph für diese AS (Commichau et al., 2007). Bei B. subtilis führt eine funktionslose GDH 

außerdem zu schweren Wachstumsdefekten (Commichau et al., 2008), bei L. monocytogenes 

jedoch nicht (persönliche Kommunikation mit Stefanie Müller-Herbst). Eine anabole Funktion der 

GDH kann auch bei E. coli beobachtet werden (Reitzer, 2003). Die geringen Einbauraten beim 

Wachstum mit 15NH4Cl lassen vermuten, dass 15NH4Cl in hohen Konzentrationen hauptsächlich 

über die GDH abgebaut wird. Dies kann durch die geringe Affinität der GDH zu Ammonium erklärt 

werden, die daher nur bei hohen Konzentrationen aktiv ist. Ein Fehlen dieses Enzyms, wie im 

Falle dieser Mutante, führt somit dazu, dass wenig 15N aus 15NH4Cl in die AS eingebaut werden 

kann (s. Abbildung 5). 

Das Gen nrgB codiert das N-regulatorische P II-Protein GlnK. Beim Stamm L. monocytogenes 

EGD-e ∆nrgB konnte eine reduzierte 15N-Anreicherung beim Wachstum mit [U-15N2]Gln 

gemessen werden, jedoch nicht mit 15NH4Cl oder 15N-BCAAs (Abb. 6 in Kutzner et al., 2016). 

Dies lässt für den listeriellen GlnK-Regulator eine andere Rolle vermuten als bei E. coli, wo GlnK 

unter anderem den Ammoniumtransporter AmtB reguliert (Coutts et al., 2002). Da regulatorische 

P II-Proteine in der Lage sind, die Konzentration von α-KG wahrzunehmen, könnte GlnK so eine 

gleichzeitige Anpassung an verschiedene Umweltparameter, wie Temperatur oder 

Nährstoffverfügbarkeit, ermöglichen, um den intrazellulären C- und N-Metabolismus an 

veränderte Bedingungen anzupassen. Die genaue Funktion von GlnK konnte jedoch bisher noch 

nicht aufgeklärt werden (Forchhammer, 2008; Kaspar et al., 2014). 

Die Ergebnisse dieser Experimente mit Stämmen, die verschiedene Mutationen in zentralen 

Proteinen des N-Metabolismus tragen, zeigen deutlich, dass mit Hilfe von Isotopologue Profiling 

wertvolle Daten generiert werden können, die zum besseren Verständnis von Genfunktionen des 

Metabolismus beitragen können. Auf diese Art und Weise können bisher unklare 

Stoffwechselwege genauer beschrieben und somit letztendlich aufgeklärt werden. 
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2.1.11 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde die Methode des Isotopologue Profiling mit 15N etabliert, um den N-

Metabolismus von L. monocytogenes bei Wachstum unter in vitro Bedingungen zu untersuchen. 

Zu diesem Zweck wurden beinahe alle möglichen N-Quellen eines definierten MM mit 15N-

markierten Substraten ersetzt um die 15N-Atome während ihrer metabolischen Konvertierungen 

verfolgen zu können. Abbildung 14 (entspricht Abb. 7 aus Kutzner et al., 2016) zeigt eine 

Übersicht über die in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen, die von L. monocytogenes beim 

Wachstum in definiertem MM für den Aufbau von AS verwendet werden. 

 

Abbildung 14: N-Quellen von L. monocytogenes und deren Beitrag zum gesamten N-Stoffwechsel. 
Die Abbildung zeigt die in dieser Arbeit ermittelten N-Quellen und deren Beitrag zum N-Stoffwechsel. Die 
farbigen Kästchen zeigen die 15N-Anreicherung verschiedener AS von 0 bis 88 % in quasi-logarithmischer 
Form, analog zum Farbenschlüssel, der links im Bild dargestellt ist. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei 
biologischen Replikaten. Bei den BCAAs sind die Mittelwerte der drei Experimente mit 15N-Val, 15N-Ile und 
15N-Leu dargestellt (Abb. 7 aus Kutzner et al., 2016). 

Neben Gln und Ammonium, die verglichen mit allen anderen Substraten prozentual den meisten 

Stickstoff für die AS-Synthese lieferten, konnten auch die BCAAs sowie Met als N-Quellen 

ermittelt werden. Daher lässt sich die bisherige Annahme, dass Substrate wie Gln oder 

Ammonium als „einzige“ N-Quelle dienen, nicht mehr vertreten, sondern zeigt deutlich, dass 

L. monocytogenes verschiedene N-Quellen in unterschiedlichem Ausmaß parallel nutzt. BCAAs 

wurden trotz ihrer Anwesenheit im Medium neben dem direkten Einbau auch zusätzlich de novo 

synthetisiert. Cys und Arg lieferten kaum Stickstoff für die Synthesen, diese AS sowie His wurden 

direkt eingebaut. Für Ethanolamin und Glucosamin konnte zum ersten Mal die Nutzung als N-

Quelle für L. monocytogenes experimentell belegt werden. Beide Substrate sind auch während 
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einer Infektion von speziellem Interesse, da sie ubiquitär im Darm vorkommen (Staib und Fuchs, 

2014; Martin et al., 2009). Glucosamin konnte dabei außerdem gleichzeitig zur Versorgung mit 

Kohlenstoff dienen, was demonstriert, dass es eine vielseitig nutzbare Quelle für 

L. monocytogenes darstellt. Die flexible Verwendung verschiedener Substrate zeigt den robusten 

Metabolismus dieses Bakteriums, welcher ihm eine Anpassung an unterschiedlichste 

Bedingungen und somit ein Überleben unter diversen Umweltgegebenheiten oder im Wirt 

ermöglicht. 

Durch den Einsatz von Mutanten konnten weiterhin die Möglichkeiten aufgezeigt werden, die die 

Methode des Isotopologue Profiling bei der Untersuchung von Stoffwechselwegen bietet. So 

konnte die Rolle verschiedener Gene wie glnR, lmo0560, eutB, glnK und nrgB näher beleuchtet 

werden, was zur Aufklärung des hochflexiblen N-Metabolismus von L. monocytogenes beitragen 

kann. Auf diese Weise können zukünftig auch Gene ermittelt werden, die unter in vivo-

Bedingungen und bei der Infektion eines Wirtes eine Rolle spielen, und welche somit als 

potentielle Angriffspunkte für die Entwicklung neuartiger Antibiotika dienen können. 

2.1.12 Publikation 1: Isotopologue profiling of the listerial N-metabolism 

Die im vorangegangenen Abschnitt 2.1 beschriebenen Ergebnisse basieren auf der nachfolgend 

eingebundenen Publikation Kutzner et al. (2016).  
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Fig. S1 

 

Fig. S2 
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Fig. S3 

 
 

Fig. S1. Isotopologue profiling is based on the use of stable isotopes which can be distinguished 

by mass spectrometry. Natural organic matter comprises all stable isotopes of carbon (12C and 
13C), hydrogen (1H and 2H), nitrogen (14N and 15N), and oxygen (16O, 17O, and 18O). However, the 

heavier isotopes are relatively rare in nature, e.g., the heavy isotope 15N accounts for only 

0.366%. (A) To perform 15N-isotopologue profiling, L. monocytogenes was cultivated in a defined 

MM containing a precursor enriched with the heavier isotope (e.g. an amino acid consisting of 

only 15N-atoms. (B) Listerial cells actively metabolize the labeled compound and incorporate the 
15N-atoms into multiple biosynthetic products. Their specific isotopologue compositions reflect the 

metabolic routes and fluxes from the precursor to the amino acids. Abbreviations: α-KG, α-

ketoglutarate; P, phosphate; R, residue; PEP, phosphoenolpyruvate; OAA, oxaloacetic acid; CoA, 

coenzyme A; GS, glutamine synthetase encoded by glnA; and GOGAT, glutamine oxoglutarate 

aminotransferase (glutamate synthase) encoded by gltD. (C) After growth, the amino acids are 

obtained from the pellets of listerial cells by acidic hydrolysis. Under these conditions, Trp, Met 

and Cys were degraded, and Asn and Gln were hydrolysed to Asp and glutamate (Glu), 

respectively. Consequently, Trp, Met and Cys could not be analysed by GC-MS, and the reported 
15N-enrichments of Asp and Glu represented the averaged values of Asp/Asn and Glu/Gln, 

respectively. However, solid data was obtained for the other amino acids and some of their 

fragments from the mass spectra (Table S3). 
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Fig. S2. Isotopologue patterns of the amino acids Arg, His and Lys isolated from 

L. monocytogenes with different 15N-substrates. M + (1-4) represents the portion of all labeled 

molecules carrying one to four 15N-atom. The ionization process of His and Arg led to fragments 

consisting of the imidazole and guanidinium side chains only, whereas the ionization of Lys did 

not yield any fragments with only one N-atom (Table S4). These fragments can provide 

information about the location of a 15N-atom within a molecule and thus about the underlying 

enzymatic reactions responsible when a 15N-atom is incorporated at a defined position. (A) Cells 

were grown in MM with Arg and in the presence of [U-15N2]Gln or 15NH4Cl; or in MM without Arg 

and in the presence of [U-15N2]Gln and unlabeled NH4Cl, or in MM without Arg and in the presence 

of unlabeled Gln and 15NH4Cl. (B) Isotopologue profiles of Arg and its guanidinium side chain 

derived from listerial proteins after the cells were grown in MM containing [U-15N4]Arg, or in MM 

without Arg and with N-sources as indicated. (C) L. monocytogenes was grown in MM in which 

each BCAA and Met were subsequently substituted with its 15N-isotope. (D) Isotopologue patterns 

of L. monocytogenes amino acids after growth with 15N-ethanolamine or with 15N-GlcN. The 

columns indicate the relative percentage of the 15N-isotopologues carrying up to four labeled N-

atoms (M + 1 to M + 4). The mean values of three biological replicates are shown. 

 

Fig. S3: Mass spectrum of Arg derivatised with methanolic hydrochloric acid and trifluoracetic 

acid. Fragments derived from Arg during ionization with m/z 476 (M, no fragmentation of Arg) and 

407 comprise all four N-atoms whereas the fragment with m/z 292 comprises only the amino acid 

side chain harboring the guanidinium group. 
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2.2 Untersuchung von N-Flüssen zwischen L. monocytogenes und 
C. elegans (Teil 2) 

2.2.1 Etablierung von C. elegans als Modellorganismus 

C. elegans hat eine kurze Generationszeit von zwei bis vier Tagen. Ein einzelner, adulter 

Hermaphrodit produziert durch Selbstbefruchtung ca. 300 Nachkommen während seiner 

Lebensspanne von zwei bis drei Wochen (Corsi et al., 2015). Für Untersuchungen an einzelnen 

Würmern, die sich über mehrere Tage strecken, muss deshalb die Unterscheidung von der 

nachfolgenden Generation sichergestellt werden. Die Ergebnisse könnten sonst durch 

Nematoden verfälscht werden, die beispielsweise nicht, wie die Ausgangspopulation, infiziert 

oder markiert sind. Diese Trennung erfolgt z.B. durch tägliches Umsetzen der einzelnen 

erwachsenen Nematoden auf frische NGM-Platten (Wachstumsmedium für Nematoden), was 

jedoch bei Experimenten in größeren Maßstäben nicht mehr durchführbar ist. Eine weitere 

Möglichkeit besteht darin, die adulten, schwereren Würmer in Flüssigkeit zu sedimentieren und 

den Nachwuchs mit dem Überstand zu entfernen, was allerdings keine zufriedenstellende, 

vollständige Trennung lieferte. Um die Produktion der Nachkommen gleich vorab zu unterbinden, 

ist die Verwendung von 5‘-Fluoro-2‘-Deoxyuridin (FUDR) möglich. Dieser Antimetabolit inhibiert 

die DNS-Replikation durch Hemmung der Thymidylat-Synthase, welches wiederum die 

Vermehrung der Würmer verhindert, hat dabei jedoch keinen Einfluss auf deren Lebensspanne 

oder Physiologie (Mitchell et al., 1979). FUDR wurde bereits in vielen Arbeiten mit C. elegans zur 

Populationskontrolle eingesetzt (Mitchell et al., 1979; Gandhi et al., 1980; Wu et al., 2009; Yen 

und Mobbs, 2010). Zur Untersuchung der Eignung dieser Substanz für die nachfolgenden 

Experimente mit C. elegans, wurden Würmer mit L. monocytogenes infiziert und anschließend 

auf NGM-Platten mit dem Futterstamm E. coli OP50 transferiert, die 10 µM FUDR enthielten. 

Nach einer Proliferationsperiode von fünf Tagen wurden die Würmer lysiert und die isolierten 

Bakterienkolonien ausgezählt. Es stellte sich heraus, dass bei Verwendung von FUDR dreimal 

weniger Listerien isoliert werden konnten als von Würmern, die auf unbehandelten Platten 

kultiviert wurden (Abb. S1 in Kern et al., 2016). FUDR scheint somit nicht nur die Proliferation der 

Nematoden zu beeinflussen, sondern ebenso die von L. monocytogenes und eignet sich somit 

nicht für Pathogenitätsstudien dieser Art. Obwohl die Substanz keinen Effekt auf C. elegans-

Würmer des Wildtyps N2 zu haben scheint, konnte eine Veränderung der Lebensspanne bei tub-

1 Mutanten beobachtet werden (Aitlhadj und Stürzenbaum, 2010), weswegen FUDR auch für 

Studien mit C. elegans-Mutanten nicht geeignet zu sein scheint. 

Für weiterführende Versuche wurde der temperatursensitive Nematodenstamm JK509 

ausgewählt (Tab. 1 in Kern et al., 2016). Diese Mutante trägt ein defektes glp-1 Gen und vermehrt 

sich nur bei Temperaturen von 15 °C normal. Bei Kultivierung bei 25 °C führt diese Mutation 

jedoch zur Sterilität der Würmer (Austin und Kimble, 1987), was für die Infektionsversuche, die 

bei 25 °C durchgeführt werden, ideale Bedingungen darstellt. 
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2.2.2 L. monocytogenes ist nicht pathogen für C. elegans aber vermehrt sich in dessen 
Intestinaltrakt 

Aufgrund der kontroversen Datenlage bezüglich der Pathogenität von L. monocytogenes 

gegenüber C. elegans wurde die Lebensspanne der Würmer nach Exposition mit Listeria 

untersucht. Hierfür wurden Nematoden im L4-Stadium für vier Stunden mit L. monocytogenes 

EGD-e infiziert und anschließend auf die herkömmliche Futterquelle E. coli OP50 

zurücktransferiert. Das Überleben wurde im Vergleich zu nicht-infizierten Würmern dokumentiert 

(Abb. 1 in Kern et al., 2016). Beim wildtypischen Stamm N2 unterschied sich die Lebensspanne 

der infizierten Würmer (TD50 = 12 d) nicht signifikant von der in der Kontrollgruppe (TD50 = 11 d; 

P = 0,9032). Bei der Mutante JK509 konnte ebenso kein Unterschied zwischen der infizierten 

Gruppe (TD50 = 9 d) und der Kontrolle (TD50 = 9 d; P = 0,1424) festgestellt werden. 

L. monocytogenes ist somit unter diesen Bedingungen nicht pathogen für C. elegans, da keinerlei 

Auswirkungen auf die Lebensspanne der Würmer zu beobachten war. 

Versuche zur Interaktion von Nematoden mit Bakterien wurden bisher überwiegend mit 

Dauerinfektionen durchgeführt. Dazu werden die Würmer nicht nur über einige Stunden infiziert 

und dann auf die reguläre Futterquelle zurückgesetzt, sondern über die komplette Lebensspanne 

hinweg dem zu untersuchenden Stamm ausgesetzt (Tan et al., 1999; Garsin et al., 2001; 

Couillault und Ewbank, 2002; Oza et al., 2005; Begun et al., 2007). L. monocytogenes zeigte 

jedoch auch bei einer Dauerinfektion keine Pathogenität gegenüber C. elegans N2, da sich auch 

hier die Lebensspanne beider Gruppen nicht voneinander unterschied (TD50 = 10 d; P = 0,2109). 

Bei diesem Versuch wurde der L. monocytogenes-Stamm EGD-e/pHPS9 verwendet, da dieser 

ein Plasmid mit einer Erythromycin-Resistenz trägt, um das Wachstum von E. coli OP50 zu 

verhindern und die Futterquelle somit auf L. monocytogenes zu beschränken. In den 

Untersuchungen zur Interaktion von C. elegans mit planktonischen oder sessilen Listerien 

nutzten Guha et al. (2013) FUDR bei einer Dauerinfektion mit Listerien, bei der sie einen 

verlängerten Lebenszyklus messen konnten. Dieses Ergebnis ist jedoch in Frage zu stellen, da 

gezeigt werden konnte, dass FUDR die Vermehrung der Listerien im Nematodendarm negativ 

beeinflusst (s. Abschnitt 2.2.1, S. 75). 

Zum Nachweis der Proliferation von L. monocytogenes in C. elegans JK509 wurden die Würmer 

wiederum für vier Stunden infiziert und anschließend auf NGM-Platten mit E. coli OP50 

transferiert. Über fünf Tage hinweg wurden täglich Nematoden aufgeschlossen und das Lysat auf 

Selektivagar kultiviert, um die CFU der Listerien zu bestimmen (Abb. 2 in Kern et al., 2016). Nach 

einem anfänglichen Rückgang der CFU von 5,69 x 104 auf 9,16 x 102 nach einem Tag stieg die 

Bakterienzahl täglich an und erreichte ein Maximum von 2,09 x 105 CFU/Wurm nach fünf Tagen. 

Dies zeigt deutlich, dass L. monocytogenes sich nach erfolgter Infektion effektiv im Darm von 

C. elegans vermehren kann. Der Versuch wurde zur Kontrolle auch mit dem wildtypischen Stamm 

C. elegans N2 durchgeführt, wobei die Vermehrung im Wurm bestätigt werden konnte (Abbildung 

15). 
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Abbildung 15: Proliferation von L. monocytogenes EGD-e in C. elegans N2. 
Die koloniebildenden Einheiten (CFU) steigen über einen Zeitraum von 7 Tagen auf 1,12 x 104 an. Gezeigt 
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten. 

Auch durch die Verwendung eines Listerienstammes, der das grün fluoreszierende Protein (GFP) 

exprimiert, konnte die Proliferation der Bakterien im Wurmdarm noch weiter untermauert werden 

werden (Abb. 3 in Kern et al., 2016). In den mikroskopischen Bildern zeigte sich, dass sich die 

Listerien vornehmlich in der Pharynx- und Anusregion im Darm der Würmer konzentrierten und 

nicht gleichmäßig im Darm verteilt waren, was auch bereits bei anderen Bakterien wie Yersinien 

beobachtet werden konnte (Spanier et al., 2010). Es befanden sich weiterhin keine Bakterien 

außerhalb des Intestinaltraktes der Würmer, was die Ergebnisse aus einer vorherigen Studie 

bestätigt, dass L. monocytogenes während einer Infektion von C. elegans zu keiner 

intrazellulären Replikation übergeht (Thomsen et al., 2006). 

Internaline wie InlA, InlB, InlC oder InlGHE spielen eine Rolle bei der listeriellen Virulenz in 

Mausmodellen (Gaillard et al., 1991; Dramsi et al., 1995; Raffelsbauer et al., 1998; Gouin et al., 

2010) und für drei Gene, die solche Internaline codieren (InlA, InlB, InlE), konnte auch eine 

Expression bei Umwelttemperaturen nachgewiesen werden (Neuhaus et al., 2013). Um einen 

potentiellen Einfluss der Internaline auf die Proliferation in C. elegans zu untersuchen, wurden 

die Würmer mit mehreren Mutanten infiziert und die Anzahl der daraus isolierten Listerien mit der 

des Wildtyps EGD-e verglichen (Abb. S3 in Kern et al., 2016). Dabei konnte keine Attenuierung 

der Mutanten festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass listerielle Internaline bei der 

Infektion in C. elegans keine Rolle zu spielen scheinen. Ein Grund dafür könnte die fehlende 

intrazelluläre Phase der Listerien sein, jedoch sind Internaline scheinbar nicht rein für die 

Adhäsion und Zellinvasion wichtig, da beispielsweise Internalin C eine Rolle bei der 

Immunabwehr zugeschrieben werden konnte (Gouin et al., 2010). Das genaue Zusammenspiel 

dieser Oberflächenproteine ist jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt. Weiterhin ist nicht 

auszuschließen, dass andere Internaline, als die hier untersuchten, für die Interaktion mit 

C. elegans möglicherweise relevant sein könnten. Bei vielen der anderen bakteriellen Pathogene 
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mit klinischer Relevanz, die zu intrazellulärer Replikation fähig sind, wie beispielsweise Yersinina 

spp. oder Salmonella spp., konnte diese auch bei der Infektion von C. elegans nicht 

nachgewiesen werden (Darby, 2005). Möglicherweise mangelt es den Darmepithelzellen der 

Würmer an für eine erfolgreiche Invasion der Bakterien wichtigen Faktoren, wie beispielsweise 

bestimmten Oberflächenantigenen, die für den Zelleintritt der Bakterien notwendig sind. Diese 

Tatsache beschränkt die Verwendung von C. elegans als in vivo-Infektionsmodell auf bestimmte 

Aspekte in der Virulenzforschung. Thomsen et al. (2006) etablierten C. elegans als ein solches 

Modell für Listerien und berichteten von einer Akkumulation von L. monocytogenes im Wurm 

nach Infektion und dessen vorzeitigem Tod sowie der Attenuierung von prfA und degU-Mutanten, 

woraus sie eine Bedeutung der Virulenzfaktoren für die Infektion in C. elegans deuten. Nur 

wenige Versuchsbedingungen und Daten wurden in dieser Studie beschrieben, weshalb sich ein 

Vergleich zur Aufklärung der unterschiedlichen Ergebnisse schwierig gestaltet. Forrester et al. 

(2007) konnten im Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnissen keine persistente Infektion im 

Wurm feststellen, die Überlebensspanne der infizierten Würmer war nicht signifikant kürzer als 

die der Kontrolle und sie beobachteten keinen Phänotyp bei prfA- und σB-Mutanten. Diese nicht 

persistente Infektion könnte damit erklärt werden, dass in dieser Arbeit die Nematoden in einem 

Puffer mit Gentamycin inkubiert wurden, um Oberflächenbakterien abzutöten. Jedoch wird das 

Antibiotikum unter diesen Versuchsbedingungen auch von den Nematoden aufgenommen, 

wodurch es die im Wurmdarm befindlichen Listerien abtöten könnte (Drevets et al., 1994). Guha 

et al. (2013) fütterten C. elegans mit verschiedenen Stämmen von L. monocytogenes und 

untersuchten dabei die Lebensspanne der Würmer, wobei sie feststellten, dass manche Stämme 

diese verlängerten. Daraus ziehen sie den Schluss, dass Listerien für C. elegans keine 

Pathogene darstellen und aufgrund ihrer Vermehrung im Nematodendarm die Würmer vermutlich 

als Vehikel benutzen, um sich in der Umwelt schneller verbreiten zu können. Die verlängerte 

Lebensspanne, im Gegensatz zu den hier vorgelegten Ergebnissen, könnte mit den 

unterschiedlichen Versuchsbedingungen zusammenhängen. Ein verlängertes Überleben der 

Würmer wurde nicht bei allen Listerien-Stämmen gemessen, und der in der vorliegenden Arbeit 

verwendete Stamm L. monocytogenes EGD-e wurde nicht untersucht. Weiterhin benutzten die 

Autoren FUDR, von welchem hier gezeigt werden konnte, dass es die listerielle Proliferation 

beeinflusst, und es wurde lediglich eine Dauerinfektion untersucht. Eine Dauerinfektion mit 

ausschließlich einem pathogenen Bakterium kommt den natürlichen Umweltbedingungen wenig 

nahe, da C. elegans dort wechselnden Nahrungsbedingungen ausgesetzt ist, bei einer 

Dauerinfektion stellt L. monocytogenes jedoch die einzige Nahrungsquelle für Nematoden dar. 

Die eigenen Beobachtungen während der Versuche mit C. elegans lassen vermuten, dass 

Listerien im Gegensatz zu E. coli keine optimale Nahrungsquelle darstellen, da unter diesen 

Bedingungen die Eiablage dezimiert war (Thomsen et al., 2006; eigene Beobachtungen), und 

sich die Würmer somit schlechter vermehren konnten. Eine Limitierung der Nahrung bzw. der 

Kalorienaufnahme führt bei C. elegans zu einer verlängerten Lebensspanne (Lakowski und 

Hekimi, 1998), was jedoch in dieser Arbeit bei Fütterung der Würmer mit ausschließlich 

L. monocytogenes nicht beobachtet werden konnte. Einen weiteren Grund für das nicht-

pathogene Verhalten von L. monocytogenes gegenüber C. elegans könnte auch die 
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Umgebungstemperatur darstellen. Die meisten der listeriellen Virulenzfaktoren werden über die 

Temperatur reguliert und hauptsächlich bei 37 ° exprimiert (Leimeister-Wachter et al., 1992; 

Hanna und Wang, 2006; McGann et al., 2007), was der durchschnittlichen Körpertemperatur des 

Menschen und der von Säugetieren entspricht. Nematoden können jedoch nur bei maximal 26 °C 

kultiviert werden (Riddle et al., 1997). Dies kommt auch den durchschnittlichen 

Umweltbedingungen nahe, weswegen Experimente bei höheren Temperaturen nicht 

durchführbar sind. Guha et al. (2013) zeigten jedoch auch, dass bei einer Überexpression des 

zentralen Virulenzregulators PrfA kein vorzeitiges Sterben der Würmer eintrat, was gegen die 

Rolle von Virulenzfaktoren bei der Pathogenität gegenüber C. elegans spricht. 

Basierend auf den vorliegenden Daten und bisherigen Studien (v.a. Guha et al., 2013) scheint 

L. monocytogenes kein Pathogen für C. elegans darzustellen. L. monocytogenes kann sich 

erfolgreich in den Nematoden vermehren und führt zu keinem vorzeitigen Tod der Würmer, bietet 

also ideale Voraussetzungen, um Nährstoffflüsse zwischen dem Wurm und Bakterien zu 

untersuchen. Daher wurde C. elegans im weiteren Verlauf als Modell für die Untersuchung von 

N-Flüssen zwischen L. monocytogenes und dem Wurm etabliert. 

2.2.3 Markierung von C. elegans mit 15N 

In bisherigen in vivo-Studien mit 13C wurden Zellkultursysteme verwendet, um Stoffflüsse 

zwischen Pathogenen und der Wirtszelle zu detektieren, und so einen Einblick in die 

metabolischen Beziehungen zu gewinnen, die diese beiden Partner unterhalten (Eisenreich et 

al., 2006; Eylert et al., 2008; Heuner und Eisenreich, 2013; Grubmüller et al., 2014). Des Weiteren 

wurde Isotopologue Profiling auch mit Amöben durchgeführt, die mit Legionella pneumoniae 

infiziert wurden, jedoch bisher nicht mit mehrzelligen Organismen, wie beispielsweise C. elegans 

(Eisenreich und Eylert, 2010; Häuslein et al., 2015). 

C. elegans oder auch Drosophila melanogaster können vollständig mit stabilen Isotopen wie 15N 

markiert werden (Krijgsveld et al., 2003; Spanier et al., 2009). C. elegans wurde hier nach einem 

Protokoll von Gouw et al. (2011) mit 15N vollmarkiert. Dazu wurde zunächst der Futterstamm 

E. coli OP50 durch Anzucht in 15N-Spectra-9-Medium (Cambridge Isotope Laboratories, USA), 

welches nur schweren Stickstoff enthält, markiert. Die Bakterien wurden anschließend auf 15N-

NGM Platten kultiviert, welche ebenfalls mit diesem Medium hergestellt wurden. Die auf diese 

Weise über mehrere Generationen angezüchteten Nematoden nehmen so im Verlauf ihrer 

Entwicklung Stickstoff nur in Form von 15N auf, was zu einer nahezu vollständigen Markierung 

der Würmer führt (Tab. 2 in Kern et al., 2016). Die Differenz ist dabei auf die Messmethodik 

zurückzuführen. Dabei ließ sich bereits nach einem Tag auf markiertem Futter eine 15N-

Gesamtanreicherung von 64 % (Gly, His) bis 71 % (Ala) in den AS der Würmer messen (Abb. 4 

in Kern et al., 2016). Dies spiegelt die hohen metabolischen Umsätze wider, mit denen C. elegans 

die frühen Phasen seiner Entwicklung durchläuft. Nach einem zusätzlichen Tag waren bereits 

über 80 % 15N messbar, wobei dieser Wert im weiteren Verlauf des Experimentes bis zum Tag 

sieben nur noch langsam weiter anstieg. Die hohen metabolischen Umsätze lassen sich durch 
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die effektive und schnelle Aufnahme und Verwertung der Nahrung durch C. elegans erklären, so 

passieren Marker wie Mineralöl oder Latexkügelchen den Darm eines adulten Wurmes in 3–10 

Minuten (Avery und Shtonda, 2003). Vollständig markierte Nematoden verloren den schweren 

Stickstoff nach Umstellung auf eine unmarkierte Futterquelle mit ähnlicher Geschwindigkeit, nach 

einem Tag sanken die 15N-Einbauraten bereits auf 56 % (Gly) bis 44 % (Tyr, Ile). Die Dynamik 

des 15N-Verlustes verhielt sich in den weiteren Tagen des Experimentes ähnlich wie bei der 

Markierung, ab Tag drei nach der Umstellung sanken die Raten nur noch geringfügig weiter. 

Diese Markierungs- und Entmarkierungsgeschwindigkeiten hängen vermutlich auch mit dem 

Alterungsprozess der Würmer zusammen, welcher den Metabolismus stark beeinflusst. Die 

Expression vieler Gene, die am Metabolismus beteiligt sind, ist bei älteren Nematoden rückläufig 

(Golden und Melov, 2007). Auch der Sauerstoffverbrauch der Würmer bei der Atmung, welcher 

mit der Stoffwechselrate zusammenhängt, ist in den jugendlichen Entwicklungsstadien am 

höchsten und fällt exponentiell mit zunehmendem Alter (Vanfleteren und Vreese, 1996). 

Die Isotopologen-Muster von His, Arg und Lys enthielten in beiden Experimenten entweder 

ausschließlich 15N oder waren unmarkiert, und es konnten keine gemischten Muster detektiert 

werden (Abb. S4 in Kern et al., 2016). C. elegans scheint daher AS und Oligopeptide, welche 15N 

oder 14N enhalten, aufzunehmen und direkt in metabolische Produkte einzubauen, anstatt aus 

Vorläufern eigene AS zu synthetisieren. Die AS und Oligopeptide stammen dabei aus dem 

nährstoffreichen Darminhalt, bestehend aus Zelllysat von E. coli OP50. Stickstoff wird bei 

C. elegans zum Großteil über Ammonium, aber auch in Form von AS ausgeschieden (Rothstein, 

1963; Rothstein und Rothstein, 1965). Der N-Anteil, welcher in den letzten Tagen der 

Markierungsexperimente nicht mehr ausgetauscht wurde, könnte zu stabilen Molekülen, wie 

Strukturproteinen oder Zellmembrankomponenten, gehören. Insgesamt demonstriert dieses 

Experiment mit den hohen Wertänderungen nach bereits einem Tag der Futterumstellung den 

enormen metabolischen Durchsatz, mit dem C. elegans seinen Stoffwechsel und, wie hier gezeigt 

werden konnte, auch insbesondere den N-Stoffwechsel, betreibt. Außerdem konnte auch belegt 

werden, dass über einen Zeitraum von sieben Tagen markierte N-Atome im Wurm vorhanden 

sind, welche bei der Infektion des Wurmes mit L. monocytogenes von diesen aufgenommen 

werden können. 

2.2.4 Entwicklung einer Methode zur Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans 

Die Bestimmung des 15N-Gehaltes in bakteriellen AS mit GC-MS erfordert einen hohen 

Reinheitsgrad der zu messenden Proben. Dies war ein entscheidender und kritischer Schritt, von 

dem die Eignung der gesamten Methode zur Untersuchung von Stoffflüssen maßgeblich abhing. 

Nach der Infektion der Würmer mit L. monocytogenes und einer ausreichenden 

Proliferationsphase wurden die Würmer dreimal mit M9-Puffer (0,1 % Triton X-100) gewaschen 

und anschließend mit Silicakügelchen in einem FastPrep-24 mechanisch aufgeschlossen. Das 

so erhaltene Homogenisat enthielt somit eine Mischung aus C. elegans, L. monocytogenes und 

möglichen Restanteilen von E. coli OP50. Zur selektiven Isolation der Listerien aus C. elegans 

wurden daher verschiedene Methoden getestet. Die Dichtegradienten-Zentrifugation mit einem 

Saccharosegradienten, bei der die Probe in einer geschichteten Saccharoselösung in 
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Konzentrationen von 35–65 % bei 28.000 rpm für zwei Stunden zentrifugiert wurde, lieferte keine 

zufriedenstellenden Ergebnisse. Zum einen war die Ausbeute der Bakterien zu gering, um als 

deutliche Bande im Gradienten erkennbar zu werden, zum anderen kann aufgrund der Natur 

dieser Methode keine Reinheit der Probe von anderen Bestandteilen garantiert werden. Die 

Separation über eine Reihe von Filtern immer kleiner werdender Porendurchmesser bis zu einer 

Größe von 3 µm stellte sich ebenfalls als nicht selektiv genug heraus, da auch hier restliche 

Nematodenbestandteile nicht ausgeschlossen werden konnten. 

Eine weitere Methode zur Isolation von Zellen aus Flüssigkeiten ist die immunomagnetische 

Separation (IMS). Diese basiert auf der Verwendung von magnetischen Kügelchen, welche mit 

Antikörpern gekoppelt sind, die gegen die zu isolierenden Zellen gerichtet sind. Nach Inkubation 

der Flüssigkeiten mit den Kügelchen werden diese anschließend mit Hilfe einer Magnetsäule 

fixiert und können so vom Rest der Bestandteile getrennt werden. Diese Methode wurde 

ursprünglich für die Anwendung bei eukaryotischen Zellen im Bereich der Immunologie, den 

Neurowissenschaften, der Stammzellforschung und Krebsforschung entwickelt. Jedoch konnten 

damit auch bereits erfolgreich Bakterien der Gattung E. coli aus einem Gemisch mit 

Stenotrophomonas maltophilia gewonnen werden (Dai et al., 2011). Das dabei verwendete 

MACS® MicroBeads System der Firma Milteny Biotech wurde in dieser Arbeit auf die Isolation 

von L. monocytogenes aus C. elegans-Lysat adaptiert. 

 

Abbildung 16: Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans. 
Die Nematoden werden mit Hilfe von Silicakügelchen in einem FastPrep-24 aufgeschlossen. Anschließend 
werden durch Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit und Filtern die Nematodenteile in der Probe 
reduziert. Aus dem so erhaltenen Lysat werden durch IMS die Listerien aus der Probe selektiv isoliert. 

Zu diesem Zweck wurde ein mit Biotin gekoppelter anti-Listeria sp. Antikörper (ViroStat, Portland, 

ME) verwendet, welcher an die Listerien bindet. Das Nematoden-Homogenisat wurde vor 

Inkubation mit dem Antikörper gefiltert, um ein Verstopfen der Säulen zu verhindern. Die nur 50 

nm großen, magnetischen Kügelchen (MACS® Streptavidin MicroBeads) sind mit dem Protein 

Streptavidin konjugiert, welches an das Biotin der anti-Listeria sp. Antikörper bindet und über 
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diese Wechselwirkung die Bakterienzellen mit den Magnetkügelchen koppelt. Die magnetisierten 

Zellen werden anschließend durch Aufreinigung über eine Säule, die eine biokompatible, 

ferromagnetische Oberfläche besitzt, in einem sehr starken Magneten zurückgehalten, und nach 

Entfernen des Magneten aus der Säule gewaschen. Die Isolation wurde nach dem modifizierten 

Protokoll von Dai et al. (2011) durchgeführt und jede Probe über zwei Säulen aufgereinigt. Das 

dadurch jeweils erhaltene Pellet wurde zur Optimierung der Reinheit ein zweites Mal über frische 

Säulen geschickt. Abbildung 16 zeigt eine Übersicht über den Versuchsablauf zur Isolation von 

L. monocytogenes aus C. elegans. 

Mit Hilfe dieser Methode wurden aus einer Menge von 10 quadratischen Platten (12 cm x 12 cm) 

mit C. elegans bis zu 1 x 108 Listerien isoliert. In einer Kontrolle, bei der der konstitutiv GFP-

exprimierende Listerienstamm L. monocytogenes EGD-e c-GFP (Balestrino et al., 2010) 

verwendet wurde, konnte das aufgereinigte Bakterienpellet aufgrund der Fluoreszenz als solches 

bestätigt werden (Abb. S5A in Kern et al., 2016). Um Verunreinigungen durch E. coli OP50 

auszuschließen und die Selektivität der Methode zu demonstrieren, wurde das Bakterienpellet 

direkt nach der Isolation auf Selektivagar kultiviert. Dabei konnte nur ein geringer Anteil an E. coli 

OP50 Bakterien von ca. 10 % festgestellt werden (Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: Prozentualer Anteil von E. coli OP50-Bakterien in einem über IMS isolierten Listerien-
Pellet. 
Die mit IMS isolierten Bakterienpellets enthalten lediglich einen geringen E. coli-Anteil von ca. 10 %. Gezeigt 
sind die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten sowie deren Standardabweichung. 

Aufgrund der geringen Größe der superparamagnetischen Kügelchen und der Tatsache, dass 

sie biologisch abbaubar sind, müssen sie für weiterführende Untersuchungen nicht entfernt 

werden. Auch für die Messung über GC-MS für das Isotopologue Profiling, bei der die bakteriellen 

Proteine durch saure Hydrolyse in AS zerlegt werden, konnten die Proben somit ohne 

weiterführende Modifikationen direkt verwendet werden. 
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2.2.5 N-Flüsse zwischen C. elegans und L. monocytogenes 

In den vorherigen Kapiteln wurden die Methoden und der Ablauf beschrieben, um den Nematoden 

C. elegans mit 15N zu markieren, und nach einer Infektion mit L. monocytogenes mit 

anschließender Proliferationsphase diese Bakterien selektiv zu isolieren. Mit Hilfe dieses 

Versuchsaufbaus sollten N-Flüsse zwischen diesen beiden Organismen untersucht werden (s. 

Abbildung 19). Um herauszufinden, ob, und in welchem Ausmaß L. monocytogenes Stickstoff 

von C. elegans bezieht, wurden die Nematoden, wie beschrieben, mit 15N vollmarkiert. 

Anschließend wurden die so erhaltenen [15N]-C. elegans Würmer für zwei Tage mit 

L. monocytogenes infiziert und für drei weitere Tage auf unmarkierten E. coli OP50 kultiviert. 

Nach Aufschluss der Würmer und Isolation der Listerien über IMS wurde die 15N-Anreicherung in 

L. monocytogenes mit GC-MS gemessen. Abbildung 18 (und Abb. 5, Kern et al., 2016) zeigt, 

dass 8–15 % der listeriellen AS mit 15N markiert waren. Diese Daten deuten darauf hin, dass die 

Bakterien während der Kolonisierung und Proliferation im Nematodendarm eine signifikante 

Menge 15N-haltiger Substrate aufgenommen haben, welche somit von C. elegans bezogen 

worden sein müssen. Diese könnten z.B. von erneuerten Darmepithelzellen des Wurmes 

stammen, oder auch von Ammonium oder AS, da Stickstoff vom Nematoden in dieser Form 

ausgeschieden und somit in dessen Darm sekretiert wird (Rothstein, 1963; Rothstein und 

Rothstein, 1965). 

 

Abbildung 18: 15N-Anreicherung in AS von L. monocytogenes nach Isolation aus C. elegans. 
Ca. 10 % des Stickstoffs in den listeriellen AS stammt von C. elegans. Ein großer Anteil an Stickstoff wurde 
aus dem Darminhalt, bestehend aus markierten E. coli OP50, bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten. 

Markierte Lys-, His- und Arg-Moleküle waren fast ausschließlich vollständig markiert, nur äußerst 

geringe Mengen dieser AS enthielten noch 14N-Atome (Abbildung 20). Dies deutet darauf hin, 

dass die markierten AS, die von den Nematoden bezogen wurden, primär direkt in neu 

synthetisierte, listerielle Proteine eingebaut und nicht für den Anabolismus anderer AS degradiert 

wurden, wie dies bei den in vitro-Experimenten mit Gln, Ammonium und weiteren Substraten 

gezeigt werden konnte.  
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Als Kontrolle wurde ein Infektionsexperiment durchgeführt, bei dem [15N]-C. elegans für 24 statt 

48 Stunden mit L. monocytogenes infiziert wurde. Die Listerien wurden anschließend sofort, ohne 

weitere Proliferationsphase auf E. coli OP50, aufgereinigt. Unter diesen Bedingungen wurden von 

C. elegans kontinuierlich Listerien in den Darm aufgenommen, sodass nur ein geringer Anteil der 

anschließend aufgereinigten Bakterien 24 Stunden im Darm proliferieren konnte. Dadurch ließen 

sich, wie erwartet, nur sehr geringe 15N-Einbauraten von 4 % (Glu, Thr) bis 12 % (His) in den AS 

messen (Abb. S6 in Kern et al., 2016) und somit auch weniger, verglichen mit einer längeren 

Proliferationsperiode der Bakterien (Abbildung 18). Dies zeigt, dass die durch IMS gewonnenen 

Proben wenig bis gar keine Kontaminationen durch Proteine aus C. elegans aufweisen können, 

da ansonsten wesentlich höhere 15N-Einbauraten gemessen worden wären und vorab gezeigt 

werden konnte, dass die AS der Würmer nach einem Tag immer noch 50 % 15N enthielten (Abb. 

4B in Kern et al., 2016).  

 

 

Abbildung 20: Isotopologenmuster von Lys, His und Arg aus L. monocytogenes bei der 
Untersuchung von Stoffflüssen zwischen L. monocytogenes und C. elegans. 
In den Balkendiagrammen sind die Markierungsmuster der AS mit mehr als einem N-Atom nach der 
Proliferation im Darm von 15N-C. elegans (A) bzw. C. elegans nach der Fütterung mit 15N-E. coli OP50 (B) 
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten. 
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Da nur ein geringer Anteil der listeriellen N-Zufuhr von C. elegans bezogen wurde, wurde der 

Versuchsaufbau variiert um herauszufinden, in welchem Ausmaß L. monocytogenes Metabolite 

aus dem Darm, welche aus der Lyse von E. coli OP50 stammen, verwendet (Abbildung 19). Zu 

diesem Zweck wurden unmarkierte Nematoden für zwei Tage mit L. monocytogenes EGD-e 

infiziert und im Anschluss für drei Tage auf [U-15N]-E. coli OP50 kultiviert. Die GC-MS Messung 

der listeriellen Proteine resultierte in 15N-Einbauraten von 32–46 % (Abbildung 18 und Abb. 5 in 

Kern et al., 2016). Daraus lässt sich schließen, dass L. monocytogenes sich beim Wachstum im 

Nematodendarm hauptsächlich von dessen Inhalt ernährt, welcher aus vom Wurm 

aufgenommenen, lysierten E. coli OP50-Bakterien besteht. Die Isotopologenmuster von Lys-, 

His- und Arg-Molekülen zeigten, wie im vorherigen Experiment mit [15N]-C. elegans, eine 

vollständige Markierung dieser AS an (Abbildung 20). Dies demonstriert, dass im Intestinaltrakt 

der Würmer genügend Nährstoffe für L. monocytogenes verfügbar sind, um diese direkt in 

Biomoleküle einzubauen. Da C. elegans kontinuierlich Nahrung aufnimmt, stellen die hier 

verwendeten Bedingungen für L. monocytogenes eine Umgebung mit reichhaltigem 

Nährstoffangebot in Form lysierter Bakterien dar. Interessant wäre zu sehen, ob sich dieses 

Verhalten ändert, wenn C. elegans die Futterquelle entzogen würde, sodass L. monocytogenes 

gezwungen wäre, sich vermehrt von Nährstoffen aus dem Wurm zu ernähren. Nach einem Tag 

der Futterumstellung auf unmarkierte E. coli OP50 war bereits 50 % des schweren Stickstoffs 

ausgeschieden (s. Abschnitt 2.2.3, S. 79) und somit kontinuierlich weniger 15N vorhanden, 

welcher von den Listerien hätte aufgenommen werden können. Dies könnte ebenfalls ein Grund 

dafür sein, warum bei diesem Experiment nur ca. 10 % 15N-Gesamtanreicherung gemessen 

werden konnte. 

Substrate wie Ammonium oder Gln wurden vermutlich nicht von C. elegans verwendet, da deren 

Assimilation zu gemischten Isotopologen-Mustern in den AS mit mehreren N-Atomen geführt 

hätte. Bei der intrazellulären Replikation scheinen sich Listerien ebenfalls an alternativen N-

Quellen, anstelle von Gln, zu bedienen, vermutlich um die Wirtszelle nur minimal zu schädigen 

(Joseph et al., 2006). Die Aufnahme von Peptiden und AS in diesem Milieu führt auch hier zum 

direkten Einbau anstelle ihrer Katabolisierung, möglicherweise aufgrund eines Engpasses an 

essentiellen katabolischen Intermediaten und Cofaktoren, die für die Biosynthese von AS 

notwendig sind (Grubmüller et al., 2014). Die Nährstoffverfügbarkeit für die Proliferation von 

Pathogenen ist ein fundamentaler, aber größtenteils unbekannter Aspekt der Interaktion mit dem 

Wirtsorganismus. Neben Substanzen aus dem Darm konnte hier gezeigt werden, dass auch N-

Verbindungen vom Wirt aufgenommen wurden, wenn auch nur ein geringer Anteil, was jedoch 

auch daran liegen könnte, dass im Verlauf des Experimentes die Menge an Stickstoff rasant 

abnimmt, da der Wurm aufgrund seiner hohen metabolischen Umsatzraten schnell demarkiert 

wird (s. Abschnitt 2.2.3, S. 79). Solch eine Nutzung von Stoffen aus dem Wirt konnte auch bereits 

in einem Experiment mit Mäusen gezeigt werden, bei dem 15N-markiertes Thr verwendet wurde, 

und bei dem interessanterweise die Darmmikrobiota eine entscheidende Rolle spielte für den 

Abbau und das Verfügbarmachen von Stoffen (Berry et al., 2013). Die hier gezeigten Ergebnisse 

unterstreichen abermals die Rolle von Peptiden, AS und den zugehörigen Transportern bei 
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L. monocytogenes bei der Akquirierung von Stickstoff, während einer Infektion von Invertebraten 

oder Säugetieren. 

2.2.6 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde C. elegans für die Untersuchung von Stoffflüssen im Darm zwischen dem 

Wurm und L. monocytogenes eingeführt. Zur Kontrolle der Nachkommen wurde dazu der 

temperatursensitive Stamm C. elegans JK509 ausgewählt. Pathogenitätsstudien ergaben, dass 

L. monocytogenes EGD-e zu keinem vorzeitigen Tod der Nematoden führt und somit für diese 

nicht pathogen ist, sich jedoch effektiv im Nematodendarm vermehrt. Aufgrund dieser Ergebnisse 

wurde die Methode des Isotopologue Profiling auf dieses Modell adaptiert, wozu C. elegans 

vollständig mit 15N markiert wurde. Dabei konnten sehr hohe, metabolische Umsatzraten der 

Würmer gezeigt werden. Die Isotopologen-Muster deuten außerdem darauf hin, dass die Würmer 

Oligopeptide und AS aus ihrer Nahrung überwiegend direkt in neu synthetisierte Proteine 

einbauen. Als entscheidender und kritischer Schritt wurde in dieser Arbeit außerdem eine 

Methode zur Isolation von L. monocytogenes aus C. elegans etabliert, welche als zentralen 

Schritt eine immunomagnetische Aufreinigung (IMS) beinhaltet. Auf diese Weise konnten N-

Flüsse zwischen C. elegans und den im Darm der Würmer proliferierenden L. monocytogenes-

Bakterien gemessen und gezeigt werden, dass diese ca. 10 % ihrer N-Versorgung vom Wurm 

beziehen. Der Großteil des Stickstoffs stammte allerdings vom Darminhalt, welcher aus E. coli 

bestand, was in einem variierten Versuchsaufbau gezeigt werden konnte. Auf diese Weise 

konnten Stoffflüsse, bzw. N-Flüsse im Speziellen, zwischen einem Wirt und einem Bakterium in 

einem in vivo-Modell nachgewiesen werden. Die gemessenen Isotopologen-Muster legen 

außerdem die Vermutung nahe, dass L. monocytogenes Oligopeptide und AS aus dem Darm 

oder dem Wurm hauptsächlich für den direkten Einbau in bakterielle Proteine verwendet, was die 

Bedeutung dieser Substrate bei der Proliferation in vivo unterstreicht. Die Daten lassen vermuten, 

dass die Kolonisierung von C. elegans durch L. monocytogenes eine Strategie darstellt, um sich 

in einer geschützten Umgebung, wie dessen Darm, mit einfachem Zugang zu Nährstoffen wie 

beispielsweise Stickstoff, effektiv vermehren und des Weiteren auch in der Umwelt verbreiten zu 

können. 

2.2.7 Publikation 2: Pathogen-nematode interaction: Nitrogen supply of Listeria 
monocytogenes during growth in Caenorhabditis elegans 

Die im vorhergehenden Abschnitt 2.2 beschriebenen Ergebnisse basieren auf der im Folgenden 

eingebundenen Publikation Kern et al. (2016).  
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Fig. S1 

 

Fig. S2 

 
 



2. Ergebnisse und Diskussion 99 
 

Fig. S3 

 

Fig. S4 
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Fig. S5 

 

Fig S6 

 
  



2. Ergebnisse und Diskussion 101 
 

2.3 Publikation 3: Toward a systemic understanding of Listeria 
monocytogenes metabolism during infection 

Der in der gesamten Arbeit beschriebene und diskutierte Stand der Forschung basiert teilweise 

auf dem im Folgenden eingebundenen Übersichtsartikel Fuchs et al. (2012).  
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2.4 Ausblick 

Mit 15N-Isotopologue Profiling als zentraler Analytik-Methode konnte in dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass L. monocytogenes in der Lage ist, eine Vielzahl an unterschiedlichen N-Quellen zu 

nutzen, und den daraus stammenden Stickstoff effektiv für den Anabolismus von AS und 

Proteinen zu verwenden. Auch durch den Einsatz verschiedener Stämme, welche Mutationen in 

Genen des N-Metabolismus aufweisen, kann der N-Stoffwechsel von L. monocytogenes weiter 

aufgeklärt werden. 

In zukünftigen Arbeiten könnten weitere potentielle N-Quellen, möglicherweise auch in 

Kombination mit verschiedenen C-Quellen, getestet werden, um N-Substrate zu finden, welche 

auch bei der Infektion in vivo eine Rolle spielen. Auch unter anderen Wachstumsbedingungen, 

wie unter Sauerstoffabschluss, könnte sich hier den Gegebenheiten in vivo weiter genähert 

werden, jedoch ließen sich Listerien bisher nicht unter anaeroben Bedingungen in MM anziehen, 

da hier vermutlich ein unbekanntes, entscheidendes Substrat, wie etwa ein Cofaktor für eine 

bestimmte, enzymatische Reaktion, zu fehlen scheint. Die metabolische Flexibilität, welche 

diesem Bakterium das Überleben in so unterschiedlichen Umgebungen wie der Umwelt oder 

innerhalb eines Wirtes ermöglicht, und welche auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, 

gestaltet diese Suche ebenfalls schwieriger, da der Ausfall von metabolischen Genen oftmals 

anderweitig kompensiert werden kann. 

Als weitere Anwendungsmöglichkeit für das Isotopologue Profiling mit L. monocytogenes 

kommen auch Zellkulturexperimente mit verschiedenen Zelllinien in Frage, wie sie mit 13C bereits 

durchgeführt wurden (Eylert et al., 2008; Eisenreich et al., 2006; Götz et al., 2010), da sich hierbei 

die intrazelluläre N-Nutzung genauer untersuchen lässt. Dabei könnte weiterhin auch die 

metabole Anpassung auf Seiten des Wirts untersucht werden, um herauszufinden, wie dieser bei 

einer Besiedelung mit pathogenen Bakterien seinen N-Stoffwechsel umstellt oder von den 

Bakterien manipuliert wird, und welche Kompartimente des Wirtes die besten Vorraussetzungen 

in Bezug auf die Nährstoffverfübarkeit bieten (Gillmaier et al., 2012; Eisenreich et al., 2016). Im 

Gegensatz zu Experimenten mit 13C ist das Auflösungsvermögen dieser Methode bei 

Verwendung von 15N jedoch weitaus geringer, was die Anwendungsgebiete einschränkt. 

Neben der Analyse von bakteriellen, zellulären Proteinen bzw. AS könnten auch weitere, N-

haltige Moleküle des Metabolismus untersucht werden, wie extrazelluläre Substrate, 

Nukleinsäuren, Fettsäuren oder Vitamine. Dadurch könnten neben der Proteinbiosynthese auch 

weitere Stoffwechselwege, wie zum Beispiel der Fettsäuremetabolismus, näher betrachtet 

werden. Von besonderem Interesse sind hierbei vor allem Reaktionen, die für Listerien für ein 

Überleben in vivo essentiell sind, bei denen sie auf die Versorgung durch den Wirt angewiesen 

sind, und solche, die die Expression von Virulenzfaktoren beeinflussen. Voraussetzung dafür ist, 

dass die zu untersuchenden Moleküle durch geeignete Methoden in ausreichender Menge isoliert 

werden können, um eine Messung mit GC-MS zu ermöglichen. Hierbei zeigt sich auch, dass eine 

Verbesserung der analytischen Werkzeuge in der Zukunft nötig ist, um die Methoden zu 
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sensitivieren, und ein höheres Auflösungsvermögen zu erreichen, da vor allem die NMR-

Spektroskopie nur bei einer ausreichend großen Menge an Probenmaterial durchführbar ist. 

Die Verwendung von C. elegans als Kolonisierungsmodell für L. monocytogenes, in Kombination 

mit der hier etablierten Isolationsmethode für das Isotopologue Profiling, konnte einen N-Fluss 

von einem Wirt zu einem kolonisierenden Bakterium belegen und weitere Hinweise dafür liefern, 

dass Oligopeptid- und AS-Transporter unter in vivo-Bedingungen von Bedeutung sind. Da 

C. elegans ebenso mit 13C markiert werden kann, könnte diese Methode auch für die 

Untersuchung des C-Stoffwechsels verwendet werden. Hierbei wäre auch ein Vergleich mit dem 

Metabolismus anderer Bakterien denkbar, beispielsweise solcher, die tatsächlich pathogen sind 

für den Wurm, und auch unter Verwendung von Stämmen, welche Mutationen in bestimmten 

Genen tragen oder bestimmte Gene überexprimieren. 

Neben C. elegans kann beispielsweise auch D. melanogaster mit stabilen Isotopen markiert 

werden (Gouw et al., 2011). Eine vollständige Markierung ist jedoch bei höher entwickelten 

Organismen wie Mäusen bisher nicht möglich, wodurch die Anwendung aktuell auf niedriger 

entwickelte Modellorganismen, wie Invertebraten, beschränkt bleibt. Dies unterstreicht die 

Notwendigkeit der Etablierung weiterer Organ- und Tiermodelle, um die Möglichkeiten zur 

Nutzung von Isotopologue Profiling, insbesondere für Pathogenitätsstudien, zu erweitern. 

All diese Daten können die Ergebnisse aus bisher bewährten Ansätzen ergänzen und 

vervollständigen. Neben Transkriptom oder Metabolom-Studien, die Hinweise zur Genexpression 

liefern, bieten die Isotopologue Profiling-Analysen direkte Einblicke, wie Stoffe durch den 

Metabolismus fließen, und lassen so Rückschlüsse auf die von den Bakterien verwendeten 

Enzyme und Reaktionen zu, wodurch das komplexe Stoffwechselnetzwerk, und speziell der N-

Metabolismus von L. monocytogenes, weiter aufgeklärt werden kann. Die Erkenntnisse können 

außerdem bei der Konservierung von Nahrungsmitteln Anwendung finden, um Lebensmittel 

sicherer zu machen, und die Inzidenz der Listeriose so zu verringern. Letztendlich kann durch 

solche Daten auch die Suche nach Angriffspunkten für neuartige Antibiotika weiter 

vorangetrieben werden, um die bisher verfügbaren Therapiemöglichkeiten bei einer Listeriose zu 

erweitern, und auch in Zukunft wirksame Medikamente zu haben, die bei dieser Krankheit mit der 

hohen Letalitätsrate eingesetzt werden können. 
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