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III Zusammenfassung 

Zusammenfassung 

Die Gattung Yersinia ist vor allem für ihre drei humanpathogenen Vertreter bekannt: Diese sind 

Y. pestis, der Pesterreger, sowie Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, welche beide eine 

Darmentzündung infolge einer Lebensmittelvergiftung, die sogenannte Yersiniose, verursachen. Die 

Gattung umfasst noch mindestens 17 weitere Spezies, die vor allem in der Umwelt vorkommen. Das 

Interesse an diesen Arten ist in den letzten Jahren gestiegen, unter anderem weil auch manche dieser 

nicht mit dem Menschen assoziierten Spezies aus Proben erkrankter Personen isoliert wurden. 

Außerdem tragen die Erkenntnisse zum Überleben dieser Arten in der Umwelt zu einem besseren 

Verständnis der Evolution der Bakterien der Gattung Yersinia und insbesondere der Krankheitserreger 

bei. Es ist inzwischen bekannt, dass es bei den Yersinia-Spezies (spp.) ein breites Repertoire an 

Faktoren gibt, die es ihnen ermöglichen, in der Umwelt zu überleben und, wie am Beispiel von 

Y. enterocolitica gezeigt, zwischen Säugetieren und Invertebraten als Wirten zu wechseln. Während 

viele dieser Faktoren noch unbekannt sind, ist für die insektizide und nematozide Aktivität von 

Y. enterocolitica W22703 ein dreigliedriger Toxinkomplex (Tc) verantwortlich, welcher durch die 19 kb 

große Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe kodiert wird. Diese Pathogenitätsinsel ist innerhalb der Yersinia spp. 

hoch konserviert und besteht aus Genen für einen LysR-ähnlichen Regulator und für die drei 

Untereinheiten des Tc. Alle tc-Gene unterliegen der strikten Temperaturregulation: Während sie bei 

37°C unterdrückt werden, erfolgt die Aktivierung bei Temperaturen zwischen 10°C und 20°C. Zusätzlich 

zu diesen bereits gut untersuchten Genen befinden sich innerhalb der Insel vier phagenverwandte und 

ebenfalls hoch konservierte Gene, die für eine Lysekassette, bestehend aus einem Holin (holY), einem 

Endolysin (elyY), einem i-Spanin (yRz) und einem o-Spanin (yRz1), kodieren. 

Im ersten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Charakterisierung dieser phagenverwandten 

Lysekassette. Zunächst wurde mittels Reverser Transkriptions-PCR gezeigt, dass die vier Gene 

polycistronisch transkribiert werden. Die Bestätigung der Funktionalität der Phagenproteine erfolgte 

zum einen über die Demonstration der Fähigkeit von HolY, Poren zu formen, indem es ein defektes 

S-Holin im lysogenen Phagen λ komplementierte. Zum anderen konnte die lytische Aktivität durch 

Überexpression von holY und elyY mit oder ohne Spanine in einem induzierbaren Vektor in 

Escherichia coli-Zellen bewiesen werden. Diese zeigte sich in dem heterologen Wirt als Temperatur-

unabhängig, und war stärker ausgeprägt, wenn alle vier Lysegene in dem Überexpressionskonstrukt 

enthalten waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich in dem homologen Wirt Y. enterocolitica W22703, 

ebenso wie in den Y. enterocolitica Biovaren 1A, 1B, 3 und 5, eine Lyse temperaturabhängig nur bei 

37°C. Bei 15°C lysierten die Zellen nicht. Zur Untersuchung der Spezifität der Phagenproteine wurden 

weitere Yersinia-Spezies herangezogen; beispielsweise wurde bei Y. pseudotuberculosis ebenfalls eine 

Temperatur-unabhängige Lyse beobachtet. Zur Klärung des molekularen Mechanismus, der der 
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temperaturabhängigen Lyse zugrunde liegt, wurde eine Lon Protease-negative Mutante von W22703 

erstellt, in der die Überexpression der Lysegene nun auch bei 15°C zum Zelltod führte. Eine Analyse 

der Stabilität ElyYs zeigte im Stamm Y. enterocolitica W22703 einen zügigen proteolytischen Abbau 

des überexprimierten Proteins bei 37°C. Bei 15°C erfolgte die Degradation zeitlich verzögert. Im 

Gegensatz dazu wurde ElyY im Stamm W22703 Δlon sowie in Y. pseudotuberculosis bei beiden 

Temperaturen kaum degradiert. Jedoch liegt der Temperatur-Effekt der Lyse bei W22703 in der bei 

15°C höheren Stabilität der Protease selbst begründet. Somit spielt die Protease Lon eine wichtige 

Rolle bei der Kontrolle der lytischen Aktivität der Phagenproteine. Diese Art Schutzmechanismus ist 

unter anderem dann notwendig, wenn eine Freisetzung des Toxinkomplexes unabhängig von einer 

Zelllyse ermöglicht werden soll. Damit wäre das hier besprochene System ein Beispiel für ein 

neuartiges Typ 10-Sekretionssystem, das auf lytischen Phagenproteinen basiert. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die insektizide Aktivität von Y. enterocolitica W22703 sowie weiterer 

Vertreter verschiedener Yersinia-Spezies, die keine Pathogenitätsinsel besitzen, im Modellorganismus 

Galleria mellonella untersucht und quantifiziert. Die Infektionsversuche, bei welchen die Isolate direkt 

in das Hämocoel der Insektenlarven injiziert wurden, zeigten, dass Y. intermedia und Y. frederiksenii 

hoch toxisch gegenüber diesen Tieren sind. Ebenso besitzt der Y. enterocolitica-Stamm 8081, Mitglied 

der Y. enterocolitica-Phylogruppe 2, offenbar eine hohe Virulenz, da er die Larven bereits bei einer 

Injektionsdosis von etwa 38 Zellen abtötet. Dieser Stamm ähnelt damit in seiner insektiziden Aktivität 

der von Photorhabdus luminescens. Bei allen untersuchten Yersinia-Isolaten konnte für die insektizide 

Aktivität ein Temperatur-Effekt gezeigt werden. Die Pathogenität der Yersinia-Spezies ist höher, wenn 

die Tiere nach der Infektion bei 15°C kultiviert werden, und niedriger bei einer Lagerung der Larven bei 

30°C. Aus einer Auflistung an Genen, die für Faktoren kodieren, die für die Toxizität der beiden Stämme 

Y. intermedia und Y. frederiksenii verantwortlich sein können, und die überdies nicht im Genom von 

Y. enterocolitica W22703 vorkommen, wurde das Gen yacT ausgewählt. Dieses kodiert für ein Protein, 

das eine signifikante Ähnlichkeit zu dem hitze-stabilen cytotonischen Enterotoxin (Ast) von Aeromonas 

hydrophila, welches für Durchfallerkrankungen bei Kindern verantwortlich zeichnet, besitzt. Es wurde 

eine yacT-negative Mutante von Y. frederiksenii erstellt und diese in Infektionsversuchen mit dem 

Wildtypstamm verglichen. Es zeigte sich, dass die Mutante eine deutlich verringerte Pathogenität 

gegenüber den G. mellonella-Larven besitzt und länger benötigt, um sich in den Tieren zu vermehren. 

Die direkte Injektion des Proteins YacT in die Larven führt zu einer deutlich veränderten Morphologie 

der Hämocyten. 

Die phagenverwandte Lysekassette sowie das Enterotoxin YacT nehmen signifikanten Einfluss auf die 

insektizide Aktivität. Die vorliegende Arbeit erweitert mit dieser Erkenntnis das Wissen um das 

umfangreiche Repertoire an Virulenzfaktoren, das in der Umwelt vorkommende Yersinia-Spezies 

aufweisen. 



 
V Abstract 

Abstract 

The genus Yersinia is primarily known for the three human pathogenic representatives: There is the 

etiological agent of plague, Y. pestis, as well as the two enteric pathogens Y. pseudotuberculosis and 

Y. enterocolitica which are usually transmitted via contaminated food and cause a gut-associated 

disease, called yersiniosis. Besides these well examined pathogens, the genus consists of at least 17 

predominantly environmental species. The interest in these representatives of the genus Yersinia has 

recently increased because some of these non-human-associated species were isolated from specimen 

of patients with diarrhea. In addition, insights into the survival of these species in the environment 

contribute to a better understanding of the evolution of the bacteria of the genus Yersinia and of the 

pathogens in particular. It is known that the Yersinia species (spp.) carry an extensive repertoire of 

virulence factors allowing them to survive in the environment and adapt to mammalian and 

invertebrate hosts as was shown for Y. enterocolitica. Most of these factors are not known yet but the 

insecticidal and nematocidal activity of Y. enterocolitica strain W22703 is determined by the tripartite 

toxin complex (Tc) that is encoded on the 19 kb pathogenicity island Tc-PAIYe. This pathogenicity island 

is highly conserved in the genomes of Yersinia spp. and it carries a LysR-like regulator as well as genes 

encoding the three toxin complex components. All tc-genes follow a strict temperature regulation: 

They are silenced at 37°C but activated at lower temperatures between 10°C and 20°C. In addition to 

these already well-studied tc-genes, four phage-related and also highly conserved genes encoding a 

lysis cassette consisting of a holin (holY), an endolysin (elyY), an i-spanin (yRz) and an o-spanin (yRz1), 

are located within the island. 

The first part of this thesis focused on the characterization of this phage-related lysis cassette. First, 

reverse transcription PCR was used to show that the four genes are transcribed polycistronically. To 

verify the functionality of the phage proteins, demonstration of the ability of HolY to form pores was 

performed by complementation of a phage λ lysogen with a mutated gene for holin S. In addition, their 

lytic activity was demonstrated by overexpression of holY and elyY with or without spanins using an 

inducible vector in Escherichia coli cells. The lysis effect was shown to be temperature-independent in 

the heterologous host and it was more pronounced when all four genes were included in the 

overexpression construct. In contrast, lysis was evident in the homologous host Y. enterocolitica 

W22703, as well as in Y. enterocolitica biovars 1A, 1B, 3, and 5, in a temperature-dependent manner 

only at 37°C. At 15°C the cells did not lyse. To test the specificity of the phage proteins additional 

Yersinia spp. were used. In some of them the lysis effect was temperature-independent, too, for 

instance in Y. pseudotuberculosis. To elucidate the molecular mechanism underlying this temperature-

dependent lysis, a Lon protease negative mutant of W22703 was constructed. Using this mutant in 

overexpression experiments lead to cell death at 15°C as well. An analysis of ElyYs stability showed 
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rapid proteolytic degradation of the overexpressed protein at 37°C in strain Y. enterocolitica W22703. 

At 15°C, the degradation occurred with a time delay. In contrast, ElyY was barely degraded in strain 

W22703 Δlon and in Y. pseudotuberculosis at either temperature. However, the temperature-

dependent lysis effect is a result of the higher stability of protease Lon at 15°C. Consequently, the 

protease Lon plays an important role in the control of the lytic activity of the phage proteins. Such a 

protective mechanism is necessary, among other things, in the case that the toxin complex is released 

independently of cell lysis. Thus, the system discussed here would be an example of a novel type 10 

secretion system based on lytic phage proteins. 

In the second part of this study, the greater wax moth Galleria mellonella was used as model organism 

to analyze and quantify the insecticidal activity of representatives of various Yersinia species that do 

not possess a pathogenicity island. For this purpose, the isolates were injected into the hemocoel. It 

could be shown that Y. intermedia and Y. frederiksenii are highly toxic to this insect. Strain 

Y. enterocolitica 8081, member of Y. enterocolitica phylogroup 2, also exhibits a high virulence and kills 

G. mellonella larvae using low injection doses of approximately 38 cells only, and thus resembles 

Photorhabdus luminescens in its insecticidal activity. During these infection experiments, temperature 

dependency of pathogenicity was observed. Pathogenicity of Yersinia spp. toward the larvae is 

significantly higher if the animals are cultivated at 15°C and lower if they are kept at 30°C. Using a list 

of genes encoding for factors which may be responsible for the toxicity of the two species Y. intermedia 

and Y. frederiksenii, and which were absent in the genome of Y. enterocolitica W22703 the gene yacT 

was chosen. This gene encodes for a protein that has a significant similarity to the heat-stable cytotonic 

enterotoxin (Ast) of Aeromonas hydrophila, which is responsible for diarrhea in children. A yacT 

negative mutant of Y. frederiksenii was constructed and used in infection experiments in comparison 

to the wildtype strain. The mutant exhibited a reduced pathogenicity toward G. mellonella larvae and 

a retarded proliferation within the animals. The injection of the protein YacT into the larvae influences 

morphology of hemocytes. 

The phage-related lysis cassette as well as the enterotoxin YacT significantly affect insecticidal activity. 

With this finding, the present work extends the knowledge of the extensive repertoire of virulence 

factors exhibited by Yersinia species present in the environment. 
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1 Einleitung 

1 Einleitung 

 Die Gattung Yersinia 

Die Gattung Yersinia gehört zur Familie der Yersiniaceae innerhalb der Ordnung Enterobacterales 

[Adeolu et al., 2016], einer Gruppe Gram-negativer, fakultativ anaerober und nicht-sporulierender 

Stäbchen [Brenner, 1979]. Ihren Namen erhielt die Gattung nach dem Schweizer Bakteriologen 

Alexandre Jean Émile Yersin, der 1894 zeitgleich mit Shibasaburo Kitasato das Bakterium Yersinia pestis 

als Ursache der Pest-Erkrankungen in Honkong und die Ratte als Überträger der Seuche identifizierte 

[Bibel & Chen, 1976]. 

Seit 2005 wurde die Gattung um neun neue Spezies erweitert und umfasst derzeit 20 Arten [Nguyen et 

al., 2019., Savin et al., 2019., Nguyen et al., 2020]. Die bekanntesten Vertreter sind die drei 

humanpathogenen Spezies Y. pestis, der Erreger der Lungen- und Beulenpest, sowie 

Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, beides Erreger der Yersiniose. Die weiteren 17 Stämme 

kommen mehrheitlich in der Umwelt vor: Y. aldovae, Y. bercovieri, Y. frederiksenii, Y. intermedia, 

Y. kristensenii, Y. mollaretii, Y. rohdei, Y. ruckeri, Y. aleksiciae (2005), Y. massiliensis (2008), 

Y. similis (2008), Y. entomophaga (2011), Y. pekkanenii (2011), Y. nurmii (2011), Y. wautersii (2014), 

Y. hibernica (2019), Y. canariae (2020). 

1.1.1 Yersinia enterocolitica 

Y. enterocolitica ist ein zoonotischer Erreger und verursacht bei Menschen eine gastrointestinale 

Erkrankung [Bottone, 1999]. Erstmalig beschrieben wurde die Spezies 1934 von McIver und Pike, ihren 

heutigen Namen erhielt sie jedoch erst 1964 durch Wilhelm Frederiksen. Die Bakterien können aus 

einer Vielzahl an domestizierten und wildlebenden Tieren, wie Schweinen, Rindern, Schafen, Ziegen, 

Hunden, kleinen Nagetieren, Vögeln und Insekten isoliert werden. Dabei sind vor allem für 

humanpathogene Y. enterocolitica-Stämme Haus- und Wildschweine das bedeutendste Tierreservoir 

[Bottone, 1999]. Die Infektion des Menschen erfolgt häufig durch den Verzehr von rohem oder 

unzureichend erhitztem Schweinefleisch [Tauxe et al., 1987]. Die psychrotrophe Eigenschaft der 

Bakterien verstärkt dabei ihre Rolle als Lebensmittelkeim. Zwar liegt die optimale Temperatur für ihre 

Vermehrung bei 28-30°C [Brubaker, 1972], dennoch können sie auch bei Temperaturen bis -5°C 

wachsen [Bergann et al., 1995]. 

Die Spezies Y. enterocolitica umfasst eine Reihe pathogener und apathogener Stämme, die sich in ihren 

biochemischen und antigenen Eigenschaften teilweise deutlich unterscheiden. Sie wird anhand 

biochemischer Eigenschaften in sechs Biotypen untergliedert: 1A, 1B und die Gruppen 2, 3, 4 und 5. 
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Während der Biotyp 1A vor allem apathogene, in der Umwelt vorkommende Stämme umfasst, enthält 

der Biotyp 1B vorwiegend aus Amerika stammende Isolate humanpathogener Stämme. Die Biotypen 

2 bis 5 sind eher Europa, Asien und Australien zuzuordnen und enthalten hochpathogene bis gering 

pathogene Stämme [Wauters et al., 1987]. Die weitere Untergliederung in Serotypen erfolgt anhand 

verschiedener Antigene, wobei die Oberflächenantigene (O-Antigene) und die Geißelantigene (H-

Antigene) für die Diagnostik relevant sind. Die O-Antigene, für deren Bezeichnung Zahlen verwendet 

werden, können bei mehreren Spezies der Gattung Yersinia vorkommen. Die H-Antigene sind 

speziesspezifisch und können somit zur Speziesidentifizierung herangezogen werden [Aleksić & 

Bockemühl, 1990]. 

Der in dieser Arbeit untersuchte Y. enterocolitica-Stamm W22703 ist dem Biotyp 2 und dem Serotyp 

O:9 zuzuordnen. Es handelt sich um einen gering pathogenen Stamm, dem das Virulenzplasmid pYV 

[Mulder et al., 1989] sowie die im Genom des humanpathogenen Y. enterocolitica-Stammes 8081 

vorhandenen Gene, die für die Pathogenitätsinsel YAPI (Yersinia adhesion pathogenicity island), die 

Sekretionssysteme Ysa (Yersinia secretion apparatus) und Yts1 (Yersinia type II secretion 1) kodieren 

[Fuchs et al., 2011], fehlen. Dafür besitzt Y. enterocolitica W22703 ein Typ 3-Sekretionssystem (T3SS), 

welches sonst nur in apathogenen Yersinia-Spezies gefunden werden kann [Fuchs et al., 2011], sowie 

eine Pathogenitätsinsel (pathogenicity island, PAI), die dem Stamm eine insektizide und nematozide 

Aktivität verleiht [Bresolin et al., 2006]. 

1.1.2 Yersinia frederiksenii 

Y. frederiksenii zählte bis 1980 zur Gruppe der Y. enterocolitica-like Spezies. Mit der Anwendung der 

DNA-DNA Hybridisierung auf eine Vielzahl an Y. enterocolitica- und Y. pseudotuberculosis-Stämme 

wurde Y. frederiksenii ebenso wie Y. intermedia und Y. kristensenii als eigenständige Spezies erkannt 

[Brenner et al., 1976] und beschrieben [Ursing et al., 1980]. Ihren Namen erhielt die Spezies zu Ehren 

des dänischen Mikrobiologen Wilhelm Frederiksen. Trotz einer großen Übereinstimmung in 

physiologischen Eigenschaften und Kulturbedingungen lässt sich Y. frederiksenii biochemisch von 

Y. enterocolitica dadurch unterscheiden, dass es zwar Rhamnose fermentieren kann, nicht jedoch 

Melibiose, Raffinose und α-Methyl-ᴅ-Glucose [Ursing et al., 1980]. 

Die Spezies Y. frederiksenii umfasst eine heterogene Gruppe von Stämmen, die unter anderem aus 

Klär- und Flusswasser, Rohmilch, Schweinefleisch sowie humanen Stuhlproben oder klinischen Proben 

isoliert wurden [Stock & Wiedemann, 2003]. Anhand ihrer Genomsequenzen teilen sich diese auf drei 

Speziescluster auf [Reuter et al., 2014] bzw. gehören sie zu drei Abstammungslinien, von denen zwei 

eine eigene Spezies darstellen könnten [Savin et al., 2019]. Bei dem in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Y. frederiksenii-Stamm ATCC33641 handelt es sich um den Typstamm der von SAVIN et 

al. als Y. frederiksenii sensu stricto bezeichneten Klade. 
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1.1.3 Virulenzfaktoren von Yersinien 

Die Gattung Yersinia beinhaltet sowohl hochpathogene Spezies, die beim Menschen Erkrankungen wie 

die Pest oder eine Yersiniose, eine fieberhafte Darmerkrankung, auslösen können, als auch als 

apathogen eingestufte Spezies. Die Einschätzung, zu welcher Kategorie ein Stamm zählt, erfolgt vor 

allem danach, ob dieser bestimmte Virulenzfaktoren besitzt. Ein wichtiger Faktor für die Pathogenität 

ist das Vorhandensein des ca. 70 Kilobasen (kb) großen Virulenzplasmides pYV (pCD1 in Y. pestis) 

[Gemski et al., 1980]. Auf diesem Plasmid befinden sich die Gene für das Adhärenzprotein YadA 

(Yersinia adhesin A), die Yops (Yersinia outer proteins) und ein T3SS [Gemski et al., 1980; Portnoy et al., 

1981, Portnoy & Martinez, 1985]. Das ca. 45 kDa große äußere Membranprotein YadA ist 

hauptverantwortlich für die Zelladhärenz und damit für die Einleitung einer Infektion der Zelle 

[Heesemann & Grüter, 1984]. Des Weiteren führt es ab einer gewissen Menge zur Autoagglutination 

[Skurnik et al., 1984] und ist wichtig für die Phagozytose- und Serumresistenz [Bottone, 1997]. 

Während YadA in Y. enterocolitica eine entscheidende Rolle für die Infektiosität spielt, ist die Virulenz 

von Y. pseudotuberculosis bei Fehlen des Adhäsins unverändert [Bölin & Wolf-Watz, 1984]. In Y. pestis 

führte die Deletion eines einzelnen Basenpaares zu einer Verschiebung des Leserahmens und somit 

zur vollständigen Abwesenheit von YadA [Rosqvist et al., 1988; Skurnik & Wolf-Watz, 1989]. 

In allen drei humanpathogenen Spezies sind die Yops von besonderer Bedeutung für die Virulenz. Diese 

umfassen zum einen die Effektorproteine, die das Überleben und Replizieren der Yersinien 

begünstigen und die zelluläre Antwort des Wirtes unterdrücken [Rosqvist et al., 1990]. Zum anderen 

gibt es innerhalb der Gruppe der Yops auch Proteine mit regulatorischer Funktion [Holmström et al., 

1997; Ferracci et al., 2005] und solche, die zur Translokation beitragen [Rosqvist et al., 1995]. Die 

Effektorproteine werden mit Hilfe des ebenfalls auf dem Plasmid pYV kodierten T3SS in die Zielzelle 

injiziert. Die 27 strukturbildenden Proteine, die sich zu dem Injektionsapparat zusammensetzen, 

weisen eine hohe Homologie zu Flagellenproteinen auf [Hueck, 1998] und sind unter den Yersinien 

stark konserviert [Cornelis, 2006]. 

Die auf dem Plasmid pYV kodierten Virulenzfaktoren sind für die Pathogenität der Bakterien zwar 

erforderlich, jedoch nicht ausreichend [Heesemann et al., 1984]. Zusätzlich zu diesen gibt es eine Reihe 

von chromosomal kodierten Faktoren, die die Infektiosität maßgeblich beeinflussen, indem sie eine 

effiziente Kolonisierung des Wirtes begünstigen. So nutzen die enteralen Yersinia spp. die Aktivität 

einer Urease, die von den drei Operons ureABC, ureEF und ureGD kodiert wird, um dem sauren pH im 

Magen mit Ammoniak-Bildung entgegenzuwirken [De Konning-Ward & Robins-Browne, 1995; Young 

et al., 1996]. Das vom inv-Gen kodierte Außenmembranprotein Invasin ist der wichtigste 

Invasionsfaktor von Y. enterocolitica. Im Mausversuch wurde gezeigt, dass es über eine Interaktion mit 

β1-Integrinen die Durchdringung enteraler M-Zellen und folglich die Invasion der Peyer´schen Plaques 
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ermöglicht. Somit ist Invasin bereits in der Frühphase der Infektion für eine effiziente Translokation 

der Bakterien über das intestinale Epithel erforderlich [Pepe & Miller, 1993]. Ein intaktes inv-Gen gibt 

es nur in Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis, während Y. pestis ein Pseudogen besitzt [Simonet 

et al., 1996]. Ein weiterer Faktor für die Adhärenz sowie die Invasion ist das Adhäsin Ail (attachment-

invasive-locus), welches durch das ail-Gen kodiert wird. Ail ist außerdem für die Serumresistenz 

erforderlich [Bliska & Falkow, 1992]. Ein ail-Gen kann nur in pathogenen Y. enterocolitica-Serotypen 

detektiert werden, es kommt weder in apathogen Y. enterocolitica-Stämmen noch in apathogenen 

Yersinia-Spezies vor [Miller et al., 1989]. Y. pseudotuberculosis besitzt ein ail-Gen, wobei das 

resultierende Protein nicht zu Adhäsion und Inversion beiträgt, sondern nur zur Serumresistenz [Yang 

et al., 1996]. Y. pestis kodiert für ein funktionales Ail, welches hier für die Infektion entscheidende 

Funktionen übernimmt. Es ist der primäre Faktor für die Adhäsion an Säugetierzellen [Felek & Krukonis, 

2009] und befördert die Invasion von Immunzellen [Marketon et al., 2005]. Des Weiteren vermittelt 

es Serumresistenz [Anisimov et al., 2005] sowie Autoaggregation [Laird & Cavanaugh, 1980]. Das Gen 

myfA (mucoid yersinia fibrillae) wird ebenfalls nur von pathogenen Y. enterocolitica-Serotypen 

exprimiert [Iriarte et al., 1993]. Dieses ist ein Homolog des Gens psaA von Y. pestis und 

Y. pseudotuberculosis, welches für die Hauptkomponente des pH6-Antigens kodiert [Lindler et al., 

1990]. Das pH6-Antigen weist eine fibrillenähnliche Struktur auf, die eine Rolle bei der Adhärenz an 

Säugetierzellen spielt [Yang et al., 1996; Liu et al., 2006]. Y. pestis besitzt mit dem Protein YapE einen 

weiteren für die Adhärenz wichtigen Faktor [Lawrenz et al., 2009]. 

Einige Y. enterocolitica Stämme produzieren ein hitzestabiles Enterotoxin Yst I (Yersinia-heat-stable 

enterotoxin). Dieses ist strukturell und funktional homolog zu dem hitzestabilen Enterotoxin von 

enterotoxischen E. coli [Takao et al., 1984] und stimuliert die Guanylat-Zyklase im Darm, wodurch der 

typische wässrige Durchfall einer Y. enterocolitica-Infektion verursacht wird [Delor & Cornelis, 1992; 

Delor et al., 1990]. Inzwischen wurde ein weiteres Enterotoxin identifiziert, Yst II genannt, welches vor 

allem von als apathogen eingeschätzten Stämmen produziert wird [Robins-Browne et al., 1993]. Des 

Weiteren wurden verschiedene Subtypen von Yst I nämlich YstA, YstB und YstC charakterisiert [Delor 

et al., 1990; Yoshino et al., 1994; Yoshino et al., 1995]. YstA wird hauptsächlich von Y. enterocolitica 

Biovaren 1B und 2-5 produziert, während Stämme des Biovars 1A vor allem für YstB und in seltenen 

Fällen für YstC kodieren [Singh & Virdi, 2004]. Neben Y. enterocolitica sind auch in anderen Yersinia 

spp. Gene für Yst oder weitere Enterotoxine nachgewiesen worden, z.B. in Y. kristensenii, Y. bercovieri, 

Y. frederiksenii oder Y. intermedia [Robins-Browne et al., 1991; Sulakvelidze et al., 1999; Singh & Virdi, 

2004]. 

Ein weiterer Faktor, der sich auf die Ausprägung der Virulenz auswirkt, ist das Vorhandensein der 

Pathogenitätsinsel HPI (high pathogenicity island). Diese trägt Gene, die für die Eisenaufnahme der 

Bakterien relevant sind. Da Eisen-Ionen als Kofaktor für verschiedene zelluläre Prozesse benötigt 
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werden, ist die erfolgreiche Eisenaufnahme während des Infektionsgeschehens wichtig für die 

Vermehrung und Verbreitung von Pathogenen. Die Gene der HPI sind involviert in die Biosynthese, den 

Transport und die Regulation des Siderophors Yersiniabactin (Ybt) [Carniel et al., 1996]. Dieses bindet 

mit einer so hohen Affinität Eisen, dass es in der Lage ist, diese Ionen den meisten Eisenbindeproteinen 

des Wirtes zu entziehen [Perry et al., 1999]. Zusätzlich zur Ybt-vermittelten Eisenaufnahme gibt es 

noch weitere Eisentransporter wie YfeABCD, FeoABC, FetMP oder EfeUOB, die zur Virulenz pathogener 

Yersinien beitragen. Neben der Aufnahme von Eisen spielen auch die Aufnahmesysteme für Mangan 

durch die Transporter Yfe oder MntH sowie für Zink durch den ZnuABC Transporter eine Rolle für die 

Virulenz [Perry et al., 2012]. 

Obwohl die Spezies Y. pestis und Y. pseudotuberculosis den größten Teil ihrer genomischen 

Ausstattung gemeinsam haben [Chain et al., 2004], verursachen sie sehr unterschiedliche Krankheiten 

und beide nutzen verschiedene Infektionswege. Während Y. pestis hauptsächlich durch einen Flohbiss 

übertragen wird [Perry & Fetherston, 1997], ist Y. pseudotuberculosis toxisch gegenüber diesen Tieren 

[Erickson et al., 2007] und wird vom Menschen vor allem über kontaminierte Nahrung aufgenommen 

[Smego et al., 1999]. Ursächlich für diese Unterschiede ist sowohl der Erwerb neuer Gene als auch der 

Verlust einzelner Gene bzw. deren Mutation zu Pseudogenen [Chain et al., 2004; Sun et al., 2014]. So 

besitzt Y. pestis zusätzlich zu pYV zwei Plasmide, auf denen Faktoren kodiert werden, die für die 

Virulenzeigenschaften des Pesterregers wichtig sind. Auf dem Plasmid pPCP1 befindet sich das Gen für 

den Plasminogen-Aktivator Pla [Sodeinde & Goguen, 1988]. Hierbei handelt es sich um eine Protease, 

die unter anderem die Spaltung von Plasminogen zu Plasmin katalysiert. Plasmin ist wiederum eine 

Serinprotease, die den Gerinnungsfaktor Fibrin sowie Bestandteile der extrazellulären Matrix wie 

Laminin und Kollagen abbauen kann [Lähteenmäki et al., 1998]. Pla ist dabei erheblich an der 

Manifestation sowohl der Beulen- als auch der Lungenpest beteiligt. Im Fall einer subkutanen Infektion 

erleichtert Pla die weitere Verbreitung von Y. pestis in das Lymphsystem sowie tiefere Gewebe und 

folglich die für die Beulenpest typische systemische Ausbreitung [Sebbane et al., 2006]. Erfolgt die 

Infektion intranasal, trägt Pla unter anderem durch eine Verzögerung der Immunantwort zur 

Vermehrung und zum Überleben der Bakterien in der Lunge bei [Lathem et al., 2007]. 

Das Plasmid pMT1 trägt zum einen das Gen caf1, das für das Fraktion 1-Kapselprotein kodiert [Galyov 

et al., 1990]. Die von Caf1-Proteinen gebildete F1-Kapsel verhindert die Phagozytose durch 

Makrophagen und begünstigt die Übertragung der Erreger auf den Menschen während eines 

Flohbisses [Du et al., 2002]. Zum anderen ist auf pMT1 das Gen ymt (yersinia murine toxin) zu finden. 

Dieses kodiert für eine Phospholipase D, die erforderlich ist für die Besiedlung und das Überleben der 

Pathogene im Flohdarm [Hinnebusch et al., 2002]. 
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Durch die Aufnahme der beiden beschriebenen Plasmide erhielten die Y. pestis-Bakterien neue 

Eigenschaften und damit einen Selektionsvorteil. Zusätzlich ermöglichte der selektive Verlust einzelner 

Genfunktionen die Entwicklung eines stabilen Biofilms im Proventrikel des Flohs, welcher für die 

erfolgreiche Übertragbarkeit auf den Menschen notwendig ist [Hinnebusch & Erickson, 2008; Sun et 

al., 2014]. Beispielsweise besitzt Y. pseudotuberculosis die Glykosidase NghA, die die Bildung eines 

Biofilmes hemmt, indem sie die Bildung der extrazellulären Matrix stört. Bei Y. pestis liegt das nghA 

Ortholog als Pseudogen vor [Erickson et al., 2008]. Die Gene rcsA, PDE2 und PDE3 sind involviert in den 

Metabolismus von zyklischem di-Guanosinmonophosphat und beeinflussen damit die Bildung eines 

Biofilms negativ. Diese sind ebenfalls nur bei Y. pseudotuberculosis funktional, während sie im Genom 

von Y. pestis als Pseudogene vorliegen [Sun et al., 2011; Sun et al., 2012]. 

Im Allgemeinen gilt ein Yersinia-Stamm als apathogen, wenn er nicht das Virulenzplasmid pYV trägt 

[Portnoy et al., 1981], obwohl das Fehlen eines der oben beschriebenen Virulenzfaktoren nicht 

zwangsläufig zu einem Verlust der Pathogenität führt [Pepe & Miller, 1993]. So wurden auch als 

apathogen eingestufte Y. enterocolitica oder andere Yersinia spp. in (Stuhl-) Proben von Patienten mit 

gastroenteraler Erkrankung gefunden und als Ursache für die Symptome angenommen [Bottone & 

Robin, 1977; Cafferkey et al., 1993]. Daher ist die Untersuchung der möglichen Pathogenität dieser 

Spezies und die Suche nach neuen Virulenzfaktoren Gegenstand verschiedener Studien [Batzilla et al., 

2001; Grant et al., 1998; Imori et al., 2017]. 

1.1.4 Virulenzregulation und die Proteasen Lon und ClpP 

Die Transkription und die Synthese von Proteinen stellen generell einen Energieaufwand für die 

Bakterien dar. Daher ist es wichtig, dass diese nur in der richtigen Situation und entsprechend der 

äußeren Bedingungen erfolgen. Die Virulenzgene sollen nur exprimiert werden, wenn sich das 

Pathogen innerhalb eines Wirtes befindet. Um dies sicherzustellen, besitzen Pathogene neben einer 

Reihe von Sensoren, die die Umweltbedingungen und deren Änderung erfassen, ein Netzwerk aus 

transkriptionellen und translationalen Regulatoren, die in Abhängigkeit von Umwelteinflüssen wie 

Temperatur, pH-Wert, Nährstoffangebot, Sauerstoffkonzentration und Osmolarität unterschiedliche 

Gene aktivieren oder reprimieren [Mekalanos, 1992]. 

Die wichtigsten Regulatoren bezüglich der Virulenz von Yersinien sind der Transkriptionsfaktor RovA 

(regulator of virulence A), der Yersinia-Virulenz-Modulator A (YmoA, Yersinia virulence modulator A), 

das Nukleoid-assoziierte Protein H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein) sowie der 

plasmidkodierte Aktivator VirF (LcrF in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis). 

Die Expression der plasmidkodierten Virulenzfaktoren erfolgt unter anderem temperaturabhängig. 

Erhöht sich die Temperatur von moderaten Werten (10-20°C) auf 37°C im Wirt, wird das Wachstum 
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verlangsamt und die Transkription durch den ebenfalls auf pYV kodierten Aktivator VirF/LcrF, der zur 

Familie der AraC-Transkriptionsregulatoren gehört, induziert [Lambert de Rouvroit et al., 1992]. Bei 

25°C wird die Expression von virF selbst dadurch inhibiert, dass das Histon-ähnliche Protein YmoA an 

seinen Promotor bindet [Cornelis et al., 1991]. Außerdem bildet die virF-mRNA (messenger ribonucleic 

acid) stabile Sekundärstrukturen aus, die eine Bindung der Ribosomen verhindert [Böhme et al., 2012]. 

Nach einer Erhöhung der Temperatur auf 37°C wird YmoA durch die Proteasen ClpXP und Lon abgebaut 

[Jackson et al., 2004]. Gleichzeitig ist die Sekundärstruktur der mRNA weniger stabil. Nachfolgend ist 

eine Produktion von VirF möglich, wodurch die Expression des T3SS, der Translokatoren und von YadA 

induziert wird [Böhme et al., 2012]. 

RovA fungiert als Aktivator für die Expression von inv bei moderaten Temperaturen [Revell & Miller, 

2000], während YmoA dessen Expression zusammen mit H-NS durch die Blockade des Promotors 

hemmt [Ellison et al., 2003]. Bei 37°C ändert sich die Tertiärstruktur von RovA und infolgedessen ist 

seine DNA (deoxyribonucleic acid) -Bindekapazität verringert. Zusätzlich wird das Protein ebenfalls Ziel 

einer proteolytischen Spaltung durch ClpP und Lon [Herbst et al., 2009]. 

ClpXP und Lon gehören zu den ATP-abhängigen Proteasen und werden der AAA+ (ATPases associated 

with diverse cellular activities)-Superfamilie von ATPasen zugeordnet [Neuwald et al., 1999]. Ihre 

hauptsächliche Aufgabe ist der kontrollierte Abbau von fehlgefalteten oder beschädigten Proteinen. 

Mit Hilfe dieser Qualitätskontrolle wird sichergestellt, dass nicht funktionale Proteine aus der Zelle 

entfernt werden [Gottesman et al., 1997]. Doch auch bei der Proteolyse von besonders kurzlebigen 

Regulationsfaktoren, die an Entwicklungsprozessen, der Stressresistenz und der bakteriellen Fitness 

beteiligt sind, spielen sie eine wichtige Rolle und tragen so zu einem Funktionieren der physiologischen 

Prozesse innerhalb der Bakterienzelle bei [Gottesman, 2003]. 

Sowohl bei der Protease Lon als auch bei ClpXP handelt es sich um zytoplasmatische Serinproteasen, 

die eine fassartige Struktur bilden und aus einer proteolytischen Untereinheit sowie einer ATPase-

Domäne bestehen [Gottesman, 2003]. Die ATPase-Untereinheit ist verantwortlich für die Erkennung 

und Bindung des Substrats, das Entfalten der Proteine und die Translokation des Polypeptides zum 

aktiven Zentrum der proteolytischen Domäne [Licht & Lee, 2008]. Bis das Substrat in kleine Peptide 

von etwa 10 bis 15 Aminosäuren gespalten wird, durchläuft dieses viele Runden der Freisetzung und 

erneuten Bindung durch die ATPase-Domäne [Kenniston et al., 2003]. Die Protease Lon besteht aus 

einem Polypeptid, das beide Domänen enthält, während ClpXP aus zwei Proteinen besteht. ClpP ist die 

proteolytische Komponente und ClpX die ATPase-Untereinheit, die auch durch ClpA ersetzt werden 

kann [Gottesman et al., 1997]. 
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 Die Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe ermöglicht Y. enterocolitica W22703 eine 

insektizide und nematozide Aktivität 

Sämtliche unter 1.1.3 genannten Virulenzfaktoren betreffen die Pathogenität der Bakterien gegenüber 

dem Menschen. Zusätzlich dazu tragen Yersinien Gene, die ihnen eine insektizide und nematozide 

Aktivität ermöglichen. Solche Gene, die für einen insektiziden Toxinkomplex (toxin complex, Tc) 

kodieren, wurden 1998 erstmalig in dem Organismus Photorhabdus luminescens identifiziert [Bowen 

et al., 1998a]. 2001 untersuchten WATERFIELD et al. die Verbreitung der tc-Gene und beschrieben ein 

Vorkommen bei Spezies wie Xenorhabdus nematophila, Y. pestis und Serratia entomophila. Eine 

Benennung der tc-Gene erfolgt seither gemäß ihrer Homologie zu den insektiziden Toxinkomplexen 

von P. luminescens [Waterfield et al., 2001a]. 

1.2.1 Der insektizide Toxinkomplex von Photorhabdus luminescens 

Das Bakterium P. luminescens lebt mit entomopathogenen Nematoden in mutualistischer Symbiose. 

Dabei dienen ihm die Nematoden der Familie Heterorhabditidae zum Schutz vor Umwelteinflüssen 

sowie als Transportmittel zum Insekt, welches eine Nahrungsquelle für das Bakterium darstellt 

[Ciche et al., 2003]. Um diese erschließen zu können, produziert P. luminescens innerhalb des Insekts 

Toxine und andere, das Gewebe schädigende Moleküle [Münch et al., 2008]. Derweil ernähren sich die 

Nematoden von den proliferierenden Bakterien und vermehren sich ebenfalls, bis sie als Dauerlarven 

den Insektenkadaver verlassen und mit P. luminescens im Darm nach einem neuen Insektenwirt 

suchen [Ciche et al., 2003]. 

Die Toxinkomplexe gehören neben Proteasen, Lipasen und Lipopolysacchariden zu einer Reihe von 

potenziellen Virulenzfaktoren, die von P. luminescens sekretiert werden, um die Immunantwort des 

Insekts zu umgehen und um den Wirt zu töten [Forst et al., 1997]. Die dazugehörenden tc-Gene sind 

an vier Loci innerhalb des Bakteriengenoms zu finden und kodieren für Proteine, die sich zu den 

Toxinkomplexen Tca, Tcb, Tcc und Tcd zusammensetzen [Bowen et al., 1998b]. Von diesen weisen 

jedoch nur die beiden Komplexe Tca und Tcd eine starke orale insektizide Aktivität auf 

[Bowen et al., 1998a]. Die tc-Gene sind in Form von Pathogenitätsinseln angeordnet und die 

resultierenden Proteine werden den verschiedenen Komponenten der dreigliedrigen Toxinkomplexe 

zugeordnet. Dabei kodieren tcaAB- oder tcb/tcdA-ähnliche Gene für die Komponente TcA, tcaC- oder 

tcdB-ähnliche Gene für die Komponente TcB und die tccC-ähnlichen Gene für die Komponente TcC 

[Bowen et al., 1998., Waterfield et al., 2001a]. 

Das biologisch aktive Toxin ist aus allen drei Untereinheiten zusammengesetzt [Lang et al., 2010], 

wobei TcA als Homopentamer vorliegt und sowohl der Bindung an die Zielzelle als auch der 

Porenbildung durch deren Zellmembran dient [Gatsogiannis et al., 2013, Meusch et al., 2014]. Mithilfe 
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hochauflösender Kryo-Elektronenmikroskopie und Kristallstrukturanalysen konnte am Beispiel von 

TcdA1 von P. luminescens gezeigt werden, dass sich die Struktur des freien TcA vor der Bildung der 

Translokationspore sehr von seiner Struktur nach der Kanalbildung unterscheidet. Das lösliche TcA hat 

zunächst die Form einer Glocke und die fünf TcA-Protomere bilden einen zentralen Kanal aus α-Helices, 

der über eine linker-Domäne mit der Hülle aus einer α-Helix-Domäne sowie fünf rezeptorbindenden 

Domänen verbunden ist. Am oberen Ende der TcA-Komponente bilden die TcB-bindenden Domänen 

einen Trichter und am unteren Ende wird der Kanal von mehreren β-Faltblattstrukturen verschlossen 

[Gatsogiannis et al., 2013., Meusch et al., 2014]. Wird nun der pH stark abgesenkt [Lang et al., 2010], 

beispielsweise durch die Ansäuerung in späten Endosomen, oder auf einen Wert über 11 erhöht 

[Gatsogiannis et al., 2013], wie er im Mitteldarm von einigen Insekten vorkommt [Dow, 1984], ändert 

sich die Konformation von TcaA erheblich. Die fünf linker-Domänen innerhalb von TcA ziehen sich 

zusammen, die Unterseite der Hülle öffnet sich und der Kanal wird nach unten in die Zellmembran 

bewegt. Während dieser Bewegung ordnen sich die α-Helices des Kanals neu an und nehmen eine 

gestrecktere Konformation ein, wodurch eine bis dahin verschlossene Pore geöffnet wird 

[Gatsogiannis et al., 2016]. Durch diese Translokationspore gelangt das toxische Enzym in das 

Zytoplasma der Zielzelle. Dieses ist Teil von TcC und befindet sich innerhalb eines von TcB und TcC 

gebildeten Kokons aus gestapelten β-Fass-Strukturen. Im Inneren des Kokons sind vornehmlich 

hydrophobe Seitenketten lokalisiert, die eine Faltung des toxischen Proteins verhindern. Während der 

Bindung des TcB-TcC-Kokons an TcA wird das toxische Protein mittels der Aspartyl-Autoprotease, 

welche ebenfalls zur Struktur der TcC-Komponente gehört, abgespalten und anschließend mit dem C-

Terminus voraus in den von TcA gebildeten Kanal eingeführt. Auf diese Weise entsteht der 

Gesamttoxinkomplex, der bereit ist, die toxische Komponente in die Zielzelle zu translozieren 

[Gatsogiannis et al., 2018]. Nach seiner korrekten Faltung im Zytosol der Zelle agiert das toxische 

Enzym als ADP-Ribosyltransferase, die Aminosäuren beispielsweise von Aktin oder von Rho-GTPasen 

modifiziert und somit zur Hemmung der Phagozytose oder zur Aggregation des Aktinzytoskeletts 

führen kann [Lang et al., 2010]. Auf diese Weise kommt es zur Veränderung und in den meisten Fällen 

auch zur Störung zellulärer Funktionen sowie zur Einschränkung der Immunabwehr [Simon et al., 

2014]. 
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Abb. 1:  Darstellung der Konformationsänderung des dreigliedrigen Toxinkomplexes von P. luminescens von der Bindung 
an die Zielzelle hin zur Bildung der Translokationspore und Freisetzung der toxischen Komponente. (a) Die 

Bindung des TcB-TcC-Kokons, der das ungefaltene toxische Enzym samt Autoprotease enthält, an TcA führt zur 

Bildung des kompletten Toxinkomplexes (b). (c) Der Toxinkomplex bindet an die Rezeptoren auf der Oberfläche der 

Zielzelle und löst damit die Endozytose aus. (d) Durch die Ansäuerung im späten Endosom kommt es zur 

Konformationsänderung von TcA und der Kanal stößt in die Zellmembran. (e) Die Streckung der α-Helices innerhalb 

des Kanals öffnet die Spitze des Kanals und das toxische Enzym gelangt in das Zytosol der Zielzelle (f) und wird dort 

nach korrekter Faltung aktiv (g) [Roderer & Raunser, 2019 – Abdruck mit Genehmigung des Verlages Annual Review 

of Microbiology, Volume 73 © 2019 by Annual Reviews, http://www.annualreviews.org]. 

 

 

1.2.2 Verbreitung und Variabilität insektizider Toxinkomplexe 

Seit der Entdeckung des insektiziden Toxinkomplexes in P. luminescens wurde eine Reihe weiterer 

Bakterien bekannt, die ebenfalls tc-Gene besitzen. Diese sind unter anderem im Genom der 

entomopathogenen Bakterien X. nematophila [Morgan et al., 2001], welche mit Nematoden in 

Symbiose leben, und Pseudomonas entomophila [Vodovar et al., 2006] zu finden. Bei der Spezies 

S. entomophila liegen die entsprechenden Gene auf dem Plasmid pADAP [Hurst et al., 2000]. Beispiele 

für humanpathogene Spezies, die die tc-Gene tragen sind P. asymbiotica [Wilkinson et al., 2009], 

Salmonella enterica, Burkholderia pseudomallei [Hinchliffe et al., 2010] und Morganella morganii 

[Chen et al., 2012]. Des Weiteren wurden bei den Gram-positiven Bakterien der Gattung Paenibacillus 

[Enright & Griffin, 2005], der Spezies Bacillus thuringiensis [Blackburn et al., 2011], den Pflanzen-

Pathogenen P. syringae, P. fluorescens [ffrench-Constant, et al., 2007] und Erwinia pyrifoliae als auch 

bei marinen Bakterien der Spezies Shewanella baltica [Hinchliffe et al., 2010] die für Tc-Proteine 

kodierenden Gene identifiziert. In der neuesten Untersuchung zum Vorkommen von Tc-Loci innerhalb 

der Bakterien wurden sämtliche öffentlich zugänglichen bakteriellen Genome der Reference Sequence 

Datenbank auf das Vorhandensein von Tc-Protein-Homologen analysiert. Dabei fanden die Autoren 

1421 Bakteriengenome, die einen oder mehrere Tc-Loci besitzen. Die identifizierten Spezies gehören 

mehrheitlich zu dem Phylum der Proteobacteria, während deutlich weniger Spezies der Phyla 

Firmicutes und Actinobacteria Tc-Proteine besitzen [Song et al., 2021]. Des Weiteren wurde in der 

http://www.annualreviews.org/
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Veröffentlichung die Gattung Yersinia genauer betrachtet. Die Autoren nutzten die EnteroBase-

Datenbank, um die größtmögliche Anzahl an Yersinia-Genomen analysieren zu können. Von 3341 

untersuchten Genomen enthalten 1693 die Gene für Tc-Proteine. Die Zuordnung der Genome zeigt, 

dass die tc-Gene bei einem Großteil der Yersinia-Spezies zu finden sind [Song et al., 2021]. Darunter 

sind sowohl die humanpathogenen Spezies Y. pestis und Y. pseudotuberculosis [Parkhill et al., 2001] 

sowie einige Y. enterocolitica-Isolate der Biovare 2 bis 5 [Bresolin et al., 2006; Fuchs et al., 2008], 

inklusive des Stamms W22703, und der dem Biovar 1A angehörende Stamm T83. Darüber hinaus sind 

tc-Gene im Genom des Insektenpathogens Y. entomophaga [Hurst et al., 2011] und bei Y. mollaretii 

[Waterfield et al., 2007] zu finden. Bei Y. frederiksenii sind sie, wie bei S. entomophila, auf einem 

Plasmid lokalisiert [Dodd et al., 2006]. Diese Vielzahl an verschiedenen Bakterien lässt darauf 

schließen, dass die tc-Gene höchst mobil sind und eine Übertragung von Spezies zu Spezies 

stattgefunden hat [Hinchliffe et al., 2010]. 

Bei der Spezies P. luminescens sind die tc-Gene im Genom an vier Loci zu finden. Dabei gibt es von den 

für TcA und TcC kodierenden Genen bis zu sieben verschiedene Varianten. So kann die TcA-

Komponente durch ein einzelnes Gen wie beispielsweise tcdA1 oder durch zwei benachbarte Gene, 

z. B. tcaA und tcaB, kodiert werden. Bereits bei P. asymbiotica hat sich die Anzahl der Gene deutlich 

reduziert. Der gesamte tcc-Locus fehlt, und es sind für jede Untereinheit nur noch zwei Gen-

Alternativen vorhanden [Wilkinson et al., 2009]. Im Genom von X. nematophila liegen die Gene für alle 

Toxinkomponenten an einem einzigen Locus und umfassen zwei verschiedene Gene für die A- und 

jeweils nur ein Gen für die B- sowie die C-Untereinheit [Sergeant et al., 2003; Zhan et al., 2016]. Auch 

in den meisten anderen Spezies treten die tc-Gene an nur einem Ort im Genom und in reduzierter 

Form auf. Häufig kommt es vor, dass die TcA-Komponente durch zwei Gene kodiert wird wie bei 

Pseudomonas spp. und Yersinia spp., und dass mehrere Kopien des tcc-Gens vorhanden sind [Hinchliffe 

et al., 2010]. Zur Ausbildung eines aktiven Gesamttoxinkomplexes müssen die einzelnen 

Untereinheiten nicht auf demselben Genlocus liegen. Die verschiedenen Proteine, die aus der 

Mehrzahl an Loci resultieren, können untereinander ausgetauscht werden und ermöglichen so eine 

Aktivität gegen verschiedene Insekten [Waterfield et al., 2005]. Aus der verringerten Anzahl der Gene 

ergibt sich eine reduzierte Diversität der Toxinkomplexe und somit auch eine geringere Anzahl an 

Insekten, gegen die eine toxische Aktivität möglich ist. So ist P. luminescens gegen eine Vielzahl an 

Insekten aktiv, während z.B. Serratia, welches ein Gen für jede Toxinuntereinheit besitzt, eine hohe 

Spezifität zeigt und allein auf sogenannte Grasmaden, die Larven von Costelytra zealandica, toxisch 

wirkt [Hurst et al., 2007]. Für X. nematophila konnte gezeigt werden, dass die beiden verschiedenen 

Gene für die TcA-Untereinheit jeweils die Spezifität des Toxinkomplexes beeinflusst [Sergeant et al., 

2003]. 
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Neueste Strukturanalysen verglichen mittels Kryo-Elektronenmikroskopie und Einzelpartikelanalyse 

den Aufbau der TcA-Komponenten der vier Spezies P. luminescens, X. nematophila, M. morganii und 

Y. pseudotuberculosis. Die Untersuchungen zeigten, dass die jeweiligen TcAs alle als Pentamere mit 

einer glockenartigen Struktur vorliegen und sich im Aufbau der wichtigen funktionalen Strukturen sehr 

ähnlich sind. Die größten strukturellen Unterschiede wurden im Aufbau der Hülle, wo die 

Rezeptorbindestellen lokalisiert sind, festgestellt [Leidreiter et al., 2019]. 

1.2.3 Aufbau der Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe 

Während ihrer Untersuchungen zur kälteinduzierten Genexpression in Y. enterocolitica W22703 

mittels Transposon-gestützter Genomanalyse fanden BRESOLIN et al. erstmalig Gene, die eine 

signifikante Homologie zu den Genen des insektiziden Toxinkomplexes von P. luminescens aufweisen 

[Bresolin, 2004; Bresolin et al., 2006]. Die infolge ihrer weiteren Auswertungen identifizierten offenen 

Leserahmen wurden entsprechend ihrer Homologie zu den P. luminescens-Genen benannt. Sie sind in 

Form einer Pathogenitätsinsel angeordnet und umfassen sowohl die Gene für die drei 

Toxinuntereinheiten A, B und C als auch den LysR-ähnlichen und als TcaR2 bezeichneten Regulator 

sowie vier phagenverwandte Gene [Bresolin et al., 2006]. Die folgende Abb. 2 zeigt die Abfolge der tc-

Gene im Stamm Y. enterocolitica W22703. 

 

 

Abb. 2: Anordnung der tc-homologen Gene innerhalb der Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe von Y. enterocolitica W22703. 

[modifiziert nach Fuchs et al., 2008] 

 

 

Die Pathogenitätsinsel ist zwischen den Genen YE3797 (tcaR1) und YE3798 (tldD) lokalisiert und 

umfasst etwa 19 kb. Zu ihr zählen neben dem Gen für den Regulator TcaR2 die Gene tcaA und tcaB, 

welche gemeinsam für die Toxinuntereinheit TcA kodieren. Im Stamm Y. enterocolitica W22703 ist 

tcaB durch eine Leserasterverschiebung in zwei ORFs, tcaB1 und tcaB2 benannt, unterteilt. Ein 

weiteres Gen der PAI ist tcaC, welches für die Komponente TcB kodiert. Auch dieses Gen enthält eine 
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Verschiebung in der Nukleotidabfolge. Es folgen vier phagenverwandte Gene und das für die 

Untereinheit TcC kodierende Gen tccC. Zwischen tccC und tldD sind zwei Leserahmen vorhanden, 

deren Funktion jedoch unbekannt ist. Das direkt vor der Insel gelegene Gen tcaR1 kodiert für einen 

weiteren Regulator der LysR-Familie. Obwohl dieser die Expression der tc-Gene beeinflusst, wird er 

nicht zur Pathogenitätsinsel gezählt, da das tcaR1-Gen im Genom aller Yersinia spp. vorhanden ist, 

unabhängig davon, ob sie eine PAI besitzen oder nicht [Bresolin et al., 2006; Fuchs et al., 2008].  

Dieser Aufbau der Pathogenitätsinsel ist bei den meisten Yersinia-Stämmen, die tc-Gene besitzen, sehr 

ähnlich. Abweichungen ergeben sich hauptsächlich aus der Anzahl der tccC-Gene und aus der An- bzw. 

Abwesenheit der beiden ORFs zwischen tccC und tldD. Die Anzahl der tccC-Gene variiert zwischen 

einem, wie bei 85% der Tc-Loci der Gattung Yersinia [Song et al., 2021], darunter beispielsweise alle 

Y. enterocolitica-Stämme der Biovare 2-5, Y. mollaretii und Y. pseudotuberculosis YPIII, und vier, wie 

bei dem Stamm Y. pseudotuberculosis IP31758. Die Spezies Y. mollaretii und Y. pseudotuberculosis 

besitzen keinen Leserahmen zwischen tccC und tldD, Y. pestis hat einen und die Y. enterocolitica-

Stämme der Biovare 2-5 beide [Waterfield et al., 2007; Fuchs et al., 2008]. Y. enterocolitica T83 weicht 

in der Organisation der PAI von der der anderen Stämme dadurch ab, dass er statt zwei Genen ein 

einzelnes Gen besitzt, das für die A-Komponente des Toxins kodiert. Dieses ist entsprechend seiner 

Homologie als tcdA benannt. Das Gen tcdB kodiert für die B-Komponente [Tennant et al., 2003b]. 

Fast alle Yersinia spp. haben gemeinsam, dass die Gene der Pathogenitätsinsel am selben 

hochkonservierten Genlocus aufzufinden sind. Sie liegen immer zwischen den Genen YE3797 und 

YE3798. Eine Ausnahme bildet der Stamm Y. entomophaga, dessen Pathogenitätsinsel in einer 

anderen Region im Genom lokalisiert ist. Außerdem befinden sich in dieser PAI neben den tc-Genen 

zwei weitere Gene, die für Chitinasen kodieren [Hurst et al., 2010]. 

Trotz der großen Ähnlichkeit im Aufbau der Pathogenitätsinsel sowie der gleichen Position im Genom 

der Yersinia spp. unterscheiden sich die Stämme in der Expression der tc-Gene. Diese erfolgt bei 

Y. pseudotuberculosis IP32953 und Y. enterocolitica T83 bei einer Temperatur von 37°C [Hares et al., 

2008; Tennant et al., 2005]. Bei Y. pestis ist die Transkription der tc-Gene bei 21-26°C signifikant stärker 

als bei 37°C [Motin et al., 2004; Gendlina et al., 2007], während sie bei Y. enterocolitica W22703 nur 

bei 10-20°C stattfindet [Bresolin et al., 2006]. So zeigen letztgenannte Bakterien nur eine Aktivität 

gegen die Larven von Manduca sexta nach der Anzucht bei 10°C. Werden sie bei 30°C kultiviert, wird 

keine insektizide Wirkung mehr erzielt [Bresolin et al., 2006]. Dieser temperaturabhängigen Expression 

liegt ein komplexes Wechselspiel der beiden Regulatoren TcaR1 und TcaR2 sowie dem 

Virulenzregulator YmoA zugrunde, auf welches im nächsten Abschnitt näher eingegangen wird. 



 
14 Einleitung 

1.2.4 Regulation der tc-Gene bei Yersinia enterocolitica W22703 

Die tc-Gene von Y. enterocolitica W22703 verleihen den Bakterien sowohl eine insektizide Aktivität, 

z. B. gegen M. sexta-Larven, als auch eine nematozide, beispielsweise gegen den Fadenwurm 

Caenorhabditis elegans [Bresolin et al., 2006; Spanier et al., 2010]. Dabei ist die Expression der tc-Gene 

temperaturabhängig [Bresolin et al., 2006]. Mittels Transkriptionsfusionsanalysen und 

Gelmobilitätsstudien konnten STARKE et al. zeigen, dass der LysR-ähnliche Regulator TcaR2 die 

Expression der Gene tcaA und tcaB induziert, indem er an deren Promotoren bindet. In den Versuchen 

führte die Deletion von TcaR2 zu einem Verlust der Transkriptionsaktivität der beiden Toxingene. 

Durch Komplementation konnte die Expression auf Wildtyp-Niveau wiederhergestellt werden. Von der 

Temperatur ist abhängig, ob der Aktivator in ausreichender Menge vorhanden ist. Zum einen ist bei 

15°C die Transkription des Regulators selbst signifikant höher als bei 37°C. Zusätzlich wirkt er bei 

niedrigen Temperaturen positiv autoregulierend durch Bindung an seinen eigenen Promotor. Zum 

anderen zeigt TcaR2 bei 37°C eine geringere Proteinstabilität und wird vermehrt von Proteasen 

abgebaut. Hinzu kommt, dass die tcaR2-Expression von dem konstitutiv exprimierten Regulator TcaR1 

reprimiert wird [Starke et al., 2013]. 

Als Gegenspieler zum Aktivator TcaR2 identifizierten STARKE & FUCHS den Komplex aus YmoA und H-NS. 

Dieser verhindert die Expression sämtlicher tc-Gene bei 37°C durch eine Bindung an deren Promotoren 

sowie im Fall von tcaA und tcaB an intragenische Regionen. Zur Klärung der temperaturabhängigen 

Regulation bezüglich der Toxingene wurden die Proteinmenge und -stabilität von YmoA bei 15°C und 

bei 37°C verglichen. Während die Menge an YmoA in der exponentiellen Wachstumsphase der 

Bakterien bei beiden Temperaturen gleich war, wurde in der stationären Phase bei 15°C weniger von 

dem Protein nachgewiesen als bei 37°C. Im Stabilitätsversuch wurde die Proteintranslation in den 

Zellen gehemmt und über einen längeren Zeitraum die Menge an YmoA beobachtet. Dabei stellte sich 

YmoA als thermostabil heraus, da es bei keiner Temperatur zu einer signifikanten Reduktion des 

Proteins kam. Bei 15°C gelingt es TcaR2, den repressorischen Komplex aus YmoA und H-NS zu 

verdrängen. Dies ist auf eine verringerte Tetramerisierungsrate von H-NS zurückzuführen, wodurch es 

zu einer verringerten Funktionalität des Komplexes kommt. [Starke & Fuchs, 2014] Die weiteren 

Toxingene tcaC und tccC werden ebenfalls bei 37°C von YmoA/H-NS reprimiert, jedoch konnte für diese 

keine positive Regulation durch TcaR2 festgestellt werden [Starke, 2015]. 

Die Abb. 3 zeigt ein Modell zur temperaturabhängigen Regulation des Gens tcaA entsprechend den 

oben beschriebenen Zusammenhängen. 
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Abb. 3: Modell zur temperaturabhängigen Regulation der Pathogenitätsinsel. Bei 15°C ist TcaR2 positiv autoregulierend, 

es bindet an den Promotor von tcaA und aktiviert damit dessen Expression. Die Tetramerisierungsrate von YmoA 

und H-NS ist stark reduziert und TcaR2 ist in der Lage, den Komplex zu verdrängen. Bei 37°C ist die Menge an 

funktionalem YmoA/H-NS-Komplex erhöht und dieser reprimiert die Expression von tcaR2 sowie tcaA. Zusätzlich 

zur verringerten Transkription von tcaR2, wird TcaR2 von Proteasen abgebaut [Starke & Fuchs, 2014 – Abdruck mit 

Genehmigung des Verlages Molecular Microbiology, Volume 92 © 2014 by John Wiley & Sons]. 

 

 

Weitere Versuche wie beispielsweise die Bestimmung der relativen Expression mittels qRT-PCR 

zeigten, dass neben der Temperatur auch die Wachstumsphase der Bakterienkultur eine Rolle spielt. 

So beginnt die Transkription von tcaR2 erst im Übergang von der exponentiellen Phase zur stationären 

Phase und damit auch die von tcaA und tcaB. Eine Abhängigkeit der Expression vom sogenannten 

Quorum sensing, der Fähigkeit von Bakterien, die Zelldichte der Population zu bestimmen und 

abhängig davon nur bestimmte Gene zu aktivieren, wurde bisher nicht abschließend untersucht. 

Jedoch wurde ein Einfluss der Quorum-sensing-Synthasen LuxS und YenI auf die Expression von tcaR2 

festgestellt. Die Deletion der beiden Gene luxS und yenI führte sowohl bei 15°C als auch bei 37°C zu 

einer signifikanten Steigerung der Promotoraktivität von tcaR2 [Starke, 2015]. 

Außerdem wiesen die Untersuchungen von Reporterstämmen, bei welchen eine Fusion mit einem 

Fluoreszenzprotein vorlag, darauf hin, dass die Bildung des TcaA-Proteins nur in einem geringen Teil 

der Population erfolgt. Mithilfe einer translationalen Fusion von TcaA mit einem Reporter konnte auf 

Einzelzellebene veranschaulicht werden, dass bei 15°C nur etwa 5% der Zellen der Bakterienkultur 

TcaA bilden. Die Anzahl tcaR2-exprimierender Zellen ist sogar noch etwas geringer [Starke, 2015]. 

Die Regulation der Gene der Pathogenitätsinsel von Y. enterocolitica W22703 scheint darauf ausgelegt 

zu sein, die energieaufwendige Bildung des Toxinkomplexes nur bei einer optimalen Temperatur 

und/oder Zelldichte auszuführen und dies auf einen Teil der Population zu beschränken [Starke, 2015]. 
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 Die phagenverwandten Gene innerhalb der Tc-PAIYe 

Neben den Genen, die für die Toxinuntereinheiten kodieren, und den beiden Regulatoren befinden 

sich in der Pathogenitätsinsel der Yersinia spp. vier phagenverwandte Gene. Diese liegen zwischen den 

Genen tcaC und tccC und kodieren für ein Holin, ein Endolysin sowie zwei putative Spanine [Bresolin 

et al., 2006; Reuter, 2008]. Die enzymatische Aktivität und Substratspezifität des Endolysins wurde 

bereits von STARKE mittels Zymographie untersucht und damit dessen Funktionalität nachgewiesen 

[Starke, 2015]. 

1.3.1 Das dreistufige Lyse-Modell der Bakteriophagen 

Bakteriophagen mit doppelsträngiger DNA produzieren am Ende des vegetativen Zyklus Holin-, 

Endolysin- sowie Spanin-Proteine, um nach erfolgter Vervielfältigung und Reifung ihre Gram-negativen 

Wirtszellen zu lysieren und somit neue Phagenpartikel freizusetzen [Young et al., 1992, Berry et al., 

2012]. 

Das Endolysin ist ein lösliches Enzym mit Murein-abbauender Aktivität, welches eine Zelllyse von innen 

heraus induzieren kann [Jakob & Fuerst, 1985]. Die Art der Aktivität kann sich zwischen den 

verschiedenen Phagen unterscheiden. Entsprechend ihres Angriffspunktes innerhalb des 

Peptidoglykans gibt es Endolysine mit Glykosidase-, Endopeptidase-, Amidase- oder Transglykosidase-

Aktivität. Glykosidasen, welche auch Muramidasen oder Lysozyme genannt werden, und 

Transglykosidasen wirken auf die glykosidischen Bindungen im Rückgrat des Mureins, die 

Endopeptidasen und Amidasen dagegen hydrolysieren die Peptidverbindungen zweier benachbarter 

Stränge [Young, 1992]. Während Endolysine von Phagen mit Gram-positiven Wirtszellen am 

C-Terminus eine Domäne zur Bindung an die Zellwand und am N-Terminus die katalytisch aktive 

Domäne haben [Fischetti, 2005], besitzen die meisten Endolysine von Phagen Gram-negativer 

Bakterien eine einzige Domäne, die diese beiden Funktionen der Substraterkennung und der 

enzymatischen Spaltung in sich vereint [Briers et al., 2007]. Damit ein Endolysin die hydrolytische 

Spaltung einer Bindung des Peptidoglykans katalysieren kann, muss es in dessen räumliche Nähe 

gelangen. Dazu haben sich bei den Phagen zwei verschiedene Strategien entwickelt, die auf den beiden 

Endolysin-Subtypen basieren, nämlich den kanonischen oder den sogenannten SAR (signal-anchor-

release) Endolysinen [Xu et al., 2004]. Die kanonischen Endolysine liegen im Zytoplasma der Wirtszelle 

bereits vollständig gefaltet vor und katalysieren die hydrolytische Spaltung einer Bindung des 

Peptidoglykans, sobald sie in dessen räumliche Nähe gelangen [Young, 1992]. Die SAR Endolysine 

besitzen eine spezielle N-terminale Signalsequenz, die es ermöglicht, das Sec-System des Wirtes für 

den Transport in das Periplasma zu nutzen [Xu et al., 2004]. Dort akkumulieren die SAR Endolysin-

Proteine in Membran-gebundener aber inaktiver Form. Kommt es zur Depolarisierung der 
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Zellmembran, werden sie freigesetzt, falten sich zur enzymatisch aktiven Form und bauen das Murein 

ab [Xu et al., 2005]. 

Den Zugang zur Peptidoglykanschicht ermöglichen dem Endolysin in den meisten Fällen sogenannte 

Holine [Reader & Siminovitch, 1971]. Dabei handelt es sich um kleine Membranproteine, die nach ihrer 

Fähigkeit benannt wurden, nicht-spezifische Löcher in der Zellmembran zu bilden [Young, 1992]. Die 

Gruppe der Holine ist sehr divers und umfasst eine Vielzahl an funktionellen Homologen, die sich in 

mehr als 30 orthologe Untergruppen einteilen lassen [Wang et al., 2000]. Sie besitzen alle eine stark 

hydrophobe und geladene C-terminale Domäne und werden anhand ihrer Größe und der Anzahl an 

Transmembrandomänen in drei Gruppen eingeteilt [Young & Bläsi, 1995]. Die Klasse I-Holine besitzen 

drei α-helikale Transmembrandomänen und sind zwischen 95 und 130 Aminosäurereste groß. Zu 

dieser Gruppe gehört beispielsweise das Holin S105 des λ-Phagen. Zur Klasse II zählen Holine, die zwei 

α-helikale Transmembrandomänen ausbilden und die mit einer maximalen Größe zwischen 65 und 95 

Aminosäureresten kleiner sind. Ein gut untersuchtes Beispiel für diese Klasse ist das S21-Holin des 

lambdoiden Phagen 21. Das Holin des Phagen T4 kann keiner der beiden genannten Klassen 

zugeordnet werden und bildet somit eine eigene, die Klasse III [Ramanculov & Young, 2001b]. Es weist 

nur eine Transmembrandomäne auf und verfügt über einen sehr großen in das Periplasma gerichteten 

C-Terminus [Tran et al., 2005]. Die Holine der Klassen I und II besitzen einen C-Terminus, der in das 

Zytosol reicht. Während sich der N-Terminus der Klasse I-Holine im Periplasma befindet, liegt der N-

Terminus der Klasse II-Holine im Zytoplasma [Gründling et al., 2000a]. Die Transmembrandomänen 

interagieren miteinander, sowohl intra- als auch intermolekular, und die Entstehung von Holin-

Aggregaten führt zur Bildung der Poren durch die Zytoplasmamembran [White et al., 20011]. Bei 

manchen Phagen, z. B. dem Phagen λ oder dem Phagen 21, ist das sogenannte Antiholin für die 

Festlegung des Zeitpunkts der Lyse verantwortlich. Das Antiholin ist ein nahezu identisches Homolog 

zum Holin und resultiert in den meisten Fällen aus derselben Gensequenz wie das Holin lediglich mit 

einem oder zwei zusätzlichen Codons vor dem Start-Codon [Bläsi et al., 1990; Bonovich & Young, 1991]. 

Bei dem T4-Phagen wird das Antiholin von einem separaten Gen kodiert [Ramanculov & Young, 2001a]. 

Die zusätzlichen Codons resultieren in positiv geladenen Aminosäuren, die die erste 

Transmembrandomäne des Proteins blockieren. Die Antiholine unterdrücken die Holin-Aggregation 

durch Bildung von Holin-Antiholin-Heterodimeren [Gründling et al., 2000b]. Kommt es zu 

Depolarisierung der Membran, ändert sich die Konformation der Antiholine hin zu funktionalen Holin-

Proteinen, und die Anzahl an Löchern in der Membran erhöht sich schlagartig [Park et al., 2006]. 

Eine weitere Unterscheidung innerhalb der Holine erfolgt entsprechend ihrer Funktionalität. Wie bei 

den Endolysinen werden auch bei den Holinen zwei Subtypen unterschieden, die sich jeweils durch 

eine etwas andere Wirkungsweise auszeichnen. Während das kanonische Holin vereinzelte Löcher 

formt, durch die das (meist aktive) Endolysin die Zellmembran passieren kann [Wilson, 1982], 
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entstehen durch das sogenannte Pinholin eine Vielzahl kleiner Löcher. Diese sind nicht groß genug, um 

Proteine durchzulassen, verursachen jedoch eine Erniedrigung des Membranpotentials [Park et al., 

2007]. Das Pinholin kommt nur in Kombination mit dem SAR Endolysin vor. Da auch die durch das 

kanonische Holin verursachten Löcher zur Depolarisierung der Membran führen, ist eine Kombination 

mit beiden Endolysin-Subtypen möglich [Young, 20014]. Beide Holin-Typen haben gemeinsam, dass 

die einzelnen Proteine zunächst harmlos und frei beweglich in der Zellmembran akkumulieren. Wird 

eine kritische Konzentration überschritten, bilden sich sogenannte Holinflöße, große 

zweidimensionale Proteinaggregate. Dabei wechselwirken die Transmembrandomänen der Holine 

miteinander und es entstehen Löcher [White et al., 2011].  

Erst seit 2008 ist bekannt, dass neben der Permeabilisierung der Zellmembran durch das Holin und 

dem Abbau des Peptidoglykans durch das Endolysin weitere Faktoren an der vollständigen Lyse der 

Zellen beteiligt ist. Die Durchlässigkeit der äußeren Membran wird durch die als Spanine bezeichneten 

Proteine Rz und Rz1 katalysiert [Berry et al., 2008; Berry et al., 2012]. Aktuell wird davon ausgegangen, 

dass die Spanine zu einer Fusion der inneren und der äußeren Membran führen, indem sie einen 

Komplex bilden, der sich über das gesamte Periplasma spannt [Rajaure et al., 2015]. Es gibt Spanine, 

die sich aus zwei Komponenten zusammensetzen: Das o-Spanin ist ein kleines Lipoprotein, das in der 

äußeren Membran lokalisiert ist, und das i-Spanin ist ein integrales Membranprotein. Die sogenannten 

u-Spanine sind Proteine, die sowohl ein N-terminales Lipoprotein-Signal für die äußere Membran als 

auch eine C-terminale Transmembrandomäne besitzen [Summer et al., 2007]. 

Die genannten Lysegene sind meist in sogenannten Lysekassetten angeordnet, die mit dem Gen für 

das Holin beginnen, nachfolgend von den Genen für das Endolysin und den Spaninen [Young, 1992]. 

Dabei können die Spanin-Gene überlappend kodiert sein, ein Gen in das zweite eingebettet sein oder 

beide als getrennte Gene vorliegen [Summer et al., 2007]. 

1.3.2 Adaption von Holin/Endolysin durch Bakterien 

Seit ihrer Entdeckung galten die Holine und Endolysine als von Bakteriophagen und Prophagen 

kodierte Proteine, die dazu dienen, die Zielzellen zu lysieren und damit die Freisetzung neuer 

Phagenpartikel zu ermöglichen. In der Zwischenzeit wurden die Gene Holin- und/oder Endolysin-

artiger Proteine auch in den Genomen Phagen-freier Bakterien gefunden. Die aus diesen Genen 

resultierenden Proteine sind in verschiedenste physiologische Prozesse involviert. Beispielsweise sind 

sie Bestandteil der chromosomal kodierten Vehikel zum horizontalen Gentransfer (gene transfer 

agents, GTA) bei Bakterien wie Rhodobacter capsulatus [Lang & Beatty, 2001] oder Brachyspira 

hyodysenteriae [Matson et al., 2005]. Die GTA werden vom Donor gebildet und sehen aus wie Phagen 

mit kurzem Schwanz. Da ihnen für die normale virale Funktionsweise essenzielle Gene fehlen, dienen 

sie ausschließlich dem Gentransfer [Lang & Beatty, 2001]. 



 
19 Einleitung 

Bei Staphylococcus aureus führt das Holin-artige Protein CidA durch Permeabilisierung der 

Zellmembran zur Lyse. Mithilfe des Antiholin-ähnlichen Proteins LrgA und zweier Regulatoren wird in 

Abhängigkeit von Umwelteinflüssen und Nährstoffangebot in einer kleinen Subpopulation der 

programmierte Zelltod ausgelöst. Dabei wird DNA freigesetzt (eDNA), die der Bildung eines Biofilms 

dient [Rice et al., 2007]. Homologe zu diesen Proteinen gibt es bei den Bakterien B. subtilis und 

Streptococcus mutans, bei denen sie jedoch nicht mit Zelllyse assoziiert sind. In diesen Spezies sind die 

Holin-artigen Proteine an der Aufnahme von extrazellulärem Pyruvat beteiligt und beeinflussen somit 

indirekt zelluläre Prozesse wie Antibiotikaresistenz, Autolyse, Biofilmbildung und die Reaktion auf 

oxidativen Stress sowie auf Hitzestress [Ahn et al., 2010; Charbonnier et al., 2017; van den Esker et al., 

2017; Ahn et al., 2019]. 

In der Spezies B. subtilis gibt es ein weiteres Holin-artiges Protein, YwcE, welches für die korrekte 

Bildung von Sporen wichtig zu sein scheint. Die Expression des Gens ywcE wird während des 

vegetativen Zellwachstums von dem Repressor AbrB reprimiert und zu Beginn der Sporenkeimung 

aktiviert. Mit einem grün fluoreszierenden Protein (GFP) gekoppelte YwcE-Proteine wurden sowohl in 

der Zellmembran als auch der Sporenmembran nachgewiesen. Außerdem akkumuliert in den Sporen 

der ywcE-Deletionsmutante weniger Dipicolinsäure als in Wildtyp-Sporen, die eine veränderte äußere 

Sporenhülle zeigen [Real et al., 2005]. 

Neben den bereits genannten Funktionen der phagenverwandten Proteine in Bakterienzellen spielen 

diese darüber hinaus eine Rolle bei der Sekretion von Proteinen und führen auch dabei nicht zwingend 

zur Lyse der exprimierenden Zellen. Ein sehr gut untersuchtes Beispiel hierfür ist Serratia marcescens 

DB10 [Hamilton et al., 2014]. Dieser Stamm besitzt ein aus vier Genen bestehendes Operon chiWXYZ. 

Die resultierenden Produkte, die sich für die Sekretion der chitinolytischen Proteine verantwortlich 

zeigen, ähneln denen der Lysekassette des Phagen Lambda. Das Protein ChiW, das etwa 32% 

Sequenzübereinstimmung mit dem Lambda Holin besitzt, und die Peptidoglykan-Hydrolase ChiX, bei 

der es sich um eine Zink-Protease mit L-Ala D-Glu Endopeptidase-Aktivität handelt [Owen et al., 2018], 

sind essenziell für die Chitinase-Sekretion, während die beiden Spanin-Homologe ChiY und ChiZ unter 

Laborbedingungen entbehrlich sind [Hamilton et al., 2014]. Die Expression des Operons ist ebenso wie 

die Expression der Chitinase-Gene bistabil und beides findet, durch den LysR-ähnlichen Regulator ChiR 

induziert, in einer kleinen Subpopulation der Zellen statt. Mittels Einzelzellmikroskopie wurde gezeigt, 

dass sich die Chitinase-exprimierenden Zellen normal teilen und nicht lysieren [Hamilton et al., 2014]. 

Für die Sekretion des Typhus-Toxins von S. enterica serovar Typhi ist ebenfalls ein phagenverwandtes 

Protein essenziell. Die Muramidase Ttsa, welche zusammen mit den Genen für das Toxin in einer 

Pathogenitätsinsel kodiert wird [Hodak & Galán, 2013]. Die Komponenten des AB5-Toxins PltA, PltB 

und CdtB besitzen N-terminale Sec-Signalsequenzen und werden somit ins Periplasma transportiert, 
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wo die Assemblierung des Toxins erfolgt [Song et al. 2013]. Für den weiteren Export des Toxins ist die 

enzymatische Aktivität von TtsA notwendig, welches selbst kein Signalpeptid für einen Transport ins 

Periplasma aufweist. Auch wenn mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden konnte, dass der 

Export des assemblierten Toxins ohne eine Lyse der Zellen erfolgt, ist TtsA unter bestimmten 

Bedingungen in Lage eine Zelllyse zu verursachen. Zum einen lysierten die Zellen, wenn ttsA 

überexprimiert und eine geringe Menge Chloroform zugegeben wurde [Hodak & Galán, 2013]. Die 

Chloroform-Zugabe ist ein typischer Assay für den Nachweis einer Murein-abbauenden Aktivität. Dabei 

destabilisiert Chloroform die innere Membran und das putative Endolysin gelangt ins Periplasma und 

damit in die unmittelbare Nähe seines Substrates [Young, 1992]. Zum anderen führte auch die Co-

Expression eines Salmonella-Holins, welches an einer anderen Stelle im Genom kodiert ist, zur Lyse der 

Zellen. Da sich in der Pathogenitätsinsel kein Gen für ein Holin befindet, gehen die Autoren davon aus, 

dass ein an einer anderen Stelle im Genom von S. Typhi kodiertes Holin für den Transport von Ttsa 

durch die Zytoplasmamembran notwendig ist [Hodak & Galán, 2013]. 

Bei dem Durchfallerreger Clostridioides difficile liegt zwischen den beiden Genen für die 

Hauptvirulenzfaktoren, den Toxinen TcdB und TcdA, das Protein TcdE, welches zur Proteinfamilie der 

Holine gehört. Zusammen mit den Genen für den Sigmafaktor TcdR und den anti-Sigmafaktor TcdC 

wird der Genlocus als Pathogenitätslocus (PaLoc) bezeichnet [Hammond & Johnson, 1995]. Für das 

Protein TcdE wird eine Beteiligung bei der Toxinsekretion postuliert [Govind & Dupuy, 2012], die 

jedoch abhängig vom Stamm und der Toxinmenge ist. GOVIND & DUPUY zeigten für den Stamm R20291, 

dass die Toxinfreisetzung direkt von TcdE abhängig ist und ohne eine Lyse der Zellen erfolgt [Govind & 

Dupuy, 2012]. Im Gegensatz dazu ermittelten OLLING et al. in ihren Untersuchungen mit dem C. difficile 

Stamm 630 eine von TcdE unabhängige Freisetzung der Toxine TcdA und TcdB, die durch Autolyse in 

der stationären Phase erfolgt [Olling et al., 2012]. Des Weiteren gibt es von dem Protein TcdE drei 

Isoformen, nämlich das Holin, ein Antiholin und die am N-Terminus verlängerte Isoform TcdE-M1 

[Govind & Dupuy, 2012]. In nachfolgenden Betrachtungen stellten sich alle drei Isoformen als 

potenziell lytisch für C. difficile heraus, wenn deren Expression stark induziert wurde [Govind et al., 

2015]. Während die Autoren eine native Produktion von TcdE-M1 nicht nachweisen konnten, da sie 

wahrscheinlich unter dem Detektionslevel liegt, führten bereits geringe Mengen des Proteins zu 

vermehrtem Zelltod. Ebenso zeigten GOVIND et al., dass nur ein Zusammenspiel der drei Isoformen eine 

effiziente Toxinfreisetzung ohne Zelllyse ermöglicht. Diese Annahme wird von der Erkenntnis einer 

weiteren Studie unterstützt, dass bei der Expression in E. coli die Isoform TcdE-M1 inhibitorisch auf die 

Zelllyse wirkt, auch wenn die kleineren Isoformen reichlich vorhanden sind [Mehner-Breitfeld et al., 

2018]. Während GOVIND et al. postulieren, dass die Form der Toxinfreisetzung abhängig vom 

untersuchten Stamm und der produzierten Toxinmenge ist, thematisiert eine neuere Untersuchung 

die Medienzusammensetzung und genauer die Anwesenheit von Glukose. Ist Glukose im Medium 
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vorhanden, erfolgt die Toxinfreisetzung während der stationären Phase vermittelt durch Bakteriolyse, 

welche durch eine Peptidoglykan-abbauende Transglykosylase hervorgerufen wird. Fehlt die Glukose, 

erhöht sich die Toxinproduktion und es ist bereits in der exponentiellen Wachstumsphase eine 

signifikante Menge an extrazellulärem Toxin nachweisbar. Dass diese hier durch die Aktivität von TcdE 

verursacht wurde, bleibt lediglich eine Vermutung der Autoren [Wydau-Dematteis et al., 2018]. 

Zusätzlich befindet sich innerhalb des PaLoc ein Überbleibsel eines Endolysin-Gens, tcdL benannt, 

welches zwar keine hydrolytische Domäne aufweist, aber mit dem Toxin TcdB interagiert [Mehner-

Breitfeld et al., 2018]. 

Die beschriebenen Beispiele zeigen eine nicht-lytische Sekretion von Proteinen abhängig von der 

Anwesenheit der phagenverwandten Proteine [Owen et al., 2018]. Der genaue Mechanismus, der 

dieser Form der Proteinfreisetzung zugrunde liegt, ist jedoch noch ungeklärt. 

 Galleria mellonella-Larven als Modellorganismus 

Die Große Wachsmotte, Galleria mellonella, ist ein nachtaktiver Kleinschmetterling aus der Familie der 

Pyralidae (Zünsler) und gehört innerhalb dieser zu der Unterfamilie der Galleriinae (Wachsmotten). 

G. mellonella ist vornehmlich in der Nähe von Bienenstöcken zu finden, in welchen sie ihre Eier in bis 

zu 200 Stück umfassenden Eipaketen ablegen. Die Brut ernährt sich von Pollen, Larven- bzw. 

Puppenhäuten der Honigbienen und dem Bienenwachs der Waben. Die Große Wachsmotte gilt als 

Schädling, da die Larven auf der Suche nach Nahrung die Bienenwaben zerstören und dabei 

Krankheitserreger in den Bienenstock einschleppen können. Sie ist ein holometaboles Insekt und 

durchläuft während ihrer Entwicklung zum adulten Tier die vier Stadien Ei, Larve, Puppe und Adult. Die 

Larven werden etwa 25-30 mm groß, bevor sie sich verpuppen. Sie sind cremeweiß gefärbt und 

besitzen sechs Beine am Thorax sowie weitere Beinpaare am Abdomen. Das Larvenstadium kann 

zwischen 28 Tagen und sechs Monaten lang sein. Während dieser Zeit durchlaufen die Tiere 8-10 

Häutungsphasen. Im Verlauf des ein bis neun Wochen dauernden Puppenstadiums sind die Tiere 

unbeweglich, fressen nicht und verbleiben innerhalb des Kokons. Aus diesem schlüpft anschließend 

ein gräulich gefärbter Falter [Kwadha et al., 2017]. 

Da das angeborene Immunsystem von Vertebraten eine sehr hohe Ähnlichkeit zu dem der 

Invertebraten aufweist [Salzet, 2001], werden Tiere wie Caenorhabditis elegans, Drosophila 

melanogaster oder G. mellonella als Modellorganismen für die Untersuchung zur Pathogenität von 

Mikroorganismen und die resultierende Immunantwort herangezogen [McGhee, 2007; Panayidou et 

al., 2014; Kavanagh & Reeves, 2004]. Mithilfe der Larven von G. mellonella wurden bereits die 

Pathogenität von Proteus mirabilis [Morton et al., 1987], E. coli und B. cereus beurteilt [Walters & 

Ratcliffe, 1983]. Ebenso wurde die Virulenz verschiedener S. pneumoniae Serotypen untersucht und in 
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eine Korrelation mit der An- und Abwesenheit bekannter Virulenzgene gebracht [Evans & Rozen, 

2012]. Untersuchungen zur Virulenz von P. aeruginosa zeigten eine gute Vergleichbarkeit von 

Versuchen mit G. mellonella-Larven und mit Mäusen [Jander et al., 2000]. Unter Verwendung des 

Galleria-Models konnte als Hauptvirulenzfaktor einer Infektion mit Enterococcus faecalis die 

extrazelluläre Gelatinase GelE identifiziert werden. GelE wurde als hitzelabiles proteolytisches Enzym 

charakterisiert, welches das induzierbare antimikrobielle Peptid Gm Cecropin abbaut. Des Weiteren 

ist es in der Lage, den humanen Komplementfaktor C3a zu spalten und somit eine Abnahme der 

bakteriziden und hämolytischen Aktivität menschlichen Serums zu verursachen [Park et al., 2007]. 

Mithilfe des luxABCDE-Operon, das auf einem Plasmid in die Bakterien eingebracht wird, kann das 

Wachstum von E. faecalis innerhalb der Gallerien verfolgt sowie deren Genexpression untersucht 

werden [La Rosa et al., 2012; La Rosa et al., 2013]. Auch bei der Erforschung der Virulenz von Listerien 

sind die Wachsmottenlarven ein wichtiger Modellorganismus. Zum einen ist es möglich, die pathogene 

Spezies Listeria monocytogenes von den apathogenen Spezies zu unterscheiden, wenn die Tiere mit 

einer Dosis von 106 kolonieformenden Einheiten infiziert wurden. Zum anderen wurde bereits eine 

Vielzahl an Deletionsmutanten in diesem Modell getestet und die Ergebnisse zeigten ebenfalls eine 

gute Korrelation mit den vorher im Mausmodell erfassten Daten. Außerdem ist die einer Infektion 

folgende Wirtsantwort gut untersucht. Diese zeichnet sich durch die vermehrte Produktion von 

Lysozym, der Defensine Galiomyzin und Gallerimyzin sowie dem Insekt-Metalloprotease-Inhibitor aus 

[Mukherjee et al., 2010]. Zusätzlich kommt es zur Aktivierung des Phenol-Oxidase-Systems und zu der 

Zerstörung von Hämozyten [Joyce & Gahan, 2010]. Auffällig ist zudem die Bildung von Knoten an der 

Oberfläche des Gehirns, welche eingeschlossene Bakterien enthalten. Diese Strukturen sind ähnlich zu 

denen, die am menschlichen Gehirn in Folge einer Infektion mit L. monocytogenes auftreten können 

[Mukherjee et al., 2013]. 

Zusammenfassend stellen die Galleria-Larven eine gute Möglichkeit dar, die Expression bakterieller 

Virulenzfaktoren in der Hämolymphe zu untersuchen und die Ergebnisse analog zum Vertebratenwirt 

zu betrachten [Junqueira, 2012]. Neben ihrer Rolle in der Erforschung humanpathogener Erreger sind 

die Larven ebenfalls Gegenstand von Studien zu Organismen mit insektizider Aktivität wie 

P. luminescens, X. nematophila oder verschiedener Yersinia-Spezies [Münch et al., 2008; Yang et al., 

2017; Fuchs et al., 2008]. Darüber hinaus wurde kürzlich begonnen, die Wachsmottenlarven zu nutzen, 

um antimikrobielle Substanzen zu testen. Die Tiere dienen der Vorauswahl von effektiven Wirkstoffen 

und helfen die Anzahl an Versuchen mit Säugetieren zu minimieren. Dabei werden z.B. Kombinationen 

von Antibiotika getestet oder eine Effizienzsteigerung durch Gabe mehrerer Dosen untersucht. Für den 

Vancomycin-sensitiven E. faecalis und den Vancomycin-resistenten E. faecium zeigte sich die 

Kombination von Gentamycin und Daptomycin signifikant effektiver als jedes der Antibiotika allein 

verabreicht [Luther et al., 2014]. Gegen den multiresistenten P. aeruginosa-Stamm NCTC13437 waren 
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die Kombinationen von Cefotaxim und Piperacillin sowie von Piperacillin, Amikacin und Meropenem 

sehr gut wirksam. Die Autoren der Studie erhöhten die Effizienz weiter, indem sie die Antibiotika in 

drei Dosen je zwei, fünf und acht Stunden nach der Infektion applizierten [Krezdorn et al., 2014]. Neben 

Antibiotika werden auch andere Substanzen wie Hamamelitannin und Baicalin, beide reduzieren die 

Aktivität von Biofilmen, Zimtaldehyd [Brackman et al., 2011], Tamoxifen [Jacobs et al., 2013] oder 

Metallionen wie Zink oder Silber [Coughlan et al., 2010] auf ihre lebensverlängernde Wirkung für die 

Gallerien getestet. 

Die G. mellonella Larven sind preisgünstig und einfach zu handhaben, da sie vergleichsweise groß sind 

und keine spezielle Ausrüstung zur Haltung der Tiere nötig ist. Für Infektionsstudien können die Tiere 

bei Temperaturen zwischen 15°C und 37°C gehalten werden. Die Infektion der Tiere erfolgt in den 

meisten Fällen über eine Inokulation der zu untersuchenden Pathogene ins Hämocoel. Dazu wird eine 

Bakteriensuspension mit einer sterilen Injektionsspritze in den letzten linken Abdominalfuß injiziert. 

Eine orale Infektion der Tiere ist möglich, aber weniger gebräuchlich [Ramarao et al., 2012]. Als 

Resultat einer erfolgreichen Infektion beginnen die Tiere in der Regel sich zu verfärben. Beginnend mit 

vereinzelten dunklen Flecken schreitet die Verfärbung mit jedem weiteren Tag fort, bis die Tiere 

komplett schwarz sind und sterben. Diese Verfärbung wird durch eine Melanisierung der Larven 

verursacht. Im Zuge der Erregerabwehr produzieren die Larven Melanin, welches dazu dient, diese am 

Ort der Infektion einzuhüllen. Dadurch kommt es zu Koagulation der Hämolymphe und zur 

Opsonisierung, einer Form der Immunantwort, bei der die Bakterien mit Antikörpern und Faktoren des 

Komplementsystems bedeckt werden. Zur Beurteilung der bakteriellen Virulenz wird in erster Linie die 

Überlebensrate der Larven für einen bestimmten Zeitraum nach der Infektion beobachtet. Werden 

verschiedenen Dosen inokuliert, kann die toxische Dosis (TD50) berechnet werden. Des Weiteren kann 

untersucht werden, wie gut sich die Bakterien innerhalb der Tiere vermehren oder wie stark die 

Produktion von antimikrobiellen Proteinen während der Infektion ist [Tsai et al., 2016]. 
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 Ziel der Arbeit und angewandte Methodik 

Teil 1: Die Charakterisierung der Lysekassette der Tc-PAIYe 

Die Expression der tc-Gene der insektiziden Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe von Y. enterocolitica W22703 

ist ein gut untersuchtes Beispiel für die Aktivierung von Virulenzfaktoren bei moderaten 

Temperaturen. Die Bakterien sind nur letal für Insekten und Nematoden, wenn sie bei Temperaturen 

zwischen 10-20°C angezogen wurden [Bresolin et al., 2006]. Mithilfe von Promotorfusionsstudien und 

Proteinstabilitätsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Genaktivität bei 15°C durch 

den positiv autoregulierten Transkriptionsfaktor TcaR2 sowie die Inhibition desselben bei 37°C durch 

den YmoA/H-NS-Komplex erfolgt [Starke et al., 2013; Starke & Fuchs, 2014]. Experimente mit dem 

Fadenwurm C. elegans bestätigten, dass für die nematozide Aktivität das Vorhandensein des Gens tcaA 

erforderlich ist. Ist das Gen deletiert, ist diese Aktivität nahezu aufgehoben [Spanier et al., 2010]. 

STARKE konnte einen solchen Phänotyp ebenfalls durch die Deletion der Gene, die für Holin und 

Endolysin kodieren, hervorrufen [Starke, 2015]. Somit spielen die innerhalb der Tc-PAIYe vorhandenen 

Lysegene eine Rolle für die Pathogenität der Bakterien, möglicherweise durch eine Beteiligung an der 

Freisetzung der Tc-Proteine. 

Das Ziel der Arbeit war daher die Charakterisierung der phagenverwandten Lysekassette mittels 

molekularbiologischer und proteinbiochemischer Methoden. Nach erfolgter bioinformatischer 

Analyse der phagenverwandten Gene durch STARKE und REUTER [Starke, 2015; Reuter, 2008] sollte 

zunächst geklärt werden, ob die vier Gene polycistronisch transkribiert werden und damit einen 

gemeinsamen Promotor besitzen. Anschließend sollten die Aktivität und Spezifität der 

phagenverwandten Proteine untersucht werden. Um die Ergebnisse der Versuche zur Aktivität der 

Lysekassette mit den Beobachtungen zur Toxingenexpression und -funktionalität in einen 

Zusammenhang bringen zu können, wurden ebenfalls die beiden Temperaturen 15°C und 37°C 

verglichen. Zur Feststellung der Funktionalität des Holins sollte dessen lytische Kompetenz im 

Zusammenspiel mit dem Endolysin des Lambda-Phagen getestet werden. 

Die Regulation der Lysekassette sollte anschließend auf Proteinebene untersucht werden. Dazu sollten 

Deletionsmutanten für die Proteasen Lon und ClpP erstellt und diese dann für die Analyse der Aktivität 

sowie der Stabilität der Phagenproteine verwendet werden. 

Die genauere Betrachtung der phagenverwandten Gene und deren Regulation auf Proteinebene sollte 

die Hypothese prüfen, dass die Lysegene bei der Freisetzung des insektiziden Toxinkomplexes beteiligt 

sind. 
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Zur Untersuchung der genannten Punkte wurden die folgenden Methoden, die in den eingebundenen 

Publikationen genauer beschrieben sind, verwendet: 

• Mittels Reverser Transkriptions-PCR (RT-PCR) Untersuchung, ob die vier Lysegene eine 

Transkriptionseinheit bilden. 

• Überexpressionsversuche mit induzierbaren Vektoren bei den beiden Temperaturen 15°C und 

37°C zur Analyse der Funktionalität der phagenverwandten Proteine. Zur Einschätzung der 

Spezifität der Proteine wurden verschiedene Isolate der Y. enterocolitica Biovare, Yersinia spp., 

E. coli, S. enterica Serovar Typhimurium und P. luminescens verwendet. 

• Nachweis der erfolgreichen Überexpression der Lysegene mittels quantitativer Echtzeit-PCR 

für ausgewählte Isolate. 

• Komplementation des defekten Holingens eines lysogenen λ-Phagen im Genom von E. coli als 

Funktionalitätsnachweis für das Holin von Y. enterocolitica W22703. 

• Erstellen von Deletionsmutanten für die Gene lon und clpP sowie des Plasmids zur 

Komplementation der lon-Deletion, Verwendung der Mutanten für Überexpressionsversuche 

bei den Temperaturen 15°C und 37°C. 

• Vergleich der Proteinstabilität des Endolysins mittels Western Blot im Wildtyp-Stamm und 

dem Lon-defizienten Stamm bei 15°C und 37°C. 

 

Teil 2: Insektizide Toxizität von Y. frederiksenii 

Die Gene der insektiziden Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe, deren Aufbau hochkonserviert ist, sind innerhalb 

der Yersinia spp. weit verbreitet. Neben den Y. enterocolitica Biovaren 2-5 sind die tc-Gene auch im 

Genom von Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. mollaretii zu finden. Die Y. enterocolitica-Stämme, 

die zu den Biovaren 1A und 1B gehören, mit der Ausnahme des Stammes T83, tragen die Gene nicht, 

ebenso die Spezies Y. intermedia, Y. bercovieri und Y. ruckeri. In Infektionsversuchen waren auch 

solche Stämme, die keine tc-Gene besitzen, toxisch für G. mellonella Larven bei Injektion ins Hämocoel. 

Somit ist anzunehmen, dass es weitere insektizide Faktoren gibt, die bisher noch nicht bekannt sind 

[Fuchs et al., 2008]. 

Auch für den Organismus P. luminescens sind neben den Toxinkomplexen Tca, Tcb, Tcc und Tcd weitere 

insektizid wirkende Faktoren beschrieben, beispielsweise die MCF (makes caterpillars floppy)-Toxine 

[Daborn et al., 2002], die Pir-Toxine [Waterfield et al., 2005], die Protease PrtA [Bishop, 2014], Txp40 

[Brown et al., 2006] oder die XaxAB-ähnlichen binären Toxine [Zhang et al., 2014]. 

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Interaktion von Yersinien mit Invertebraten zur 

Evolution der humanpathogenen Spezies beigetragen hat [Waterfield et al., 2004]. Um diese 
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evolutionären Prozesse besser verstehen zu können, wird auch die Interaktion von Umweltisolaten mit 

bspw. Insekten untersucht. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte anhand von Infektionsversuchen mit G. mellonella-Larven die 

insektizide Aktivität von Y. frederiksenii, Y. intermedia und dem humanpathogenen Y. enterocolitica 

8081 mit der Aktivität von Y. enterocolitica W22703 und P. luminescens verglichen werden. Anhand 

von Genomvergleichen von Y. intermedia, Y. frederiksenii und dem Stamm W22703 wurden Gene 

identifiziert, die W22703 nicht besitzt und die zur Pathogenität der beiden in der Umwelt 

vorkommenden Spezies beitragen könnten. Aus dieser Liste an Genen wurde ein potenzieller 

Virulenzfaktor ausgewählt und das entsprechende Gen in Y. frederiksenii deletiert. Die resultierende 

Deletionsmutante sollte anschließend in weiteren Infektionsversuchen auf eine Reduktion der 

Pathogenität getestet werden. 

Die Identifikation neuer Virulenzfaktoren, die von als apathogen eingestuften und in der Umwelt 

vorkommenden Yersinia spp. produziert werden, kann zu einem besseren Verständnis der 

Überlebensstrategien dieser Spezies sowie der Evolution von Krankheitserregern beitragen. 

 

Zur Untersuchung der genannten Punkte wurden die folgenden Methoden und Versuchsbedingungen, 

wie in den eingebundenen Publikationen beschrieben, verwendet: 

• Infektion von G. mellonella-Larven mit einer Auswahl an Isolaten mittels Injektion der zu 

untersuchenden Bakterien direkt ins Hämocoel. Beobachtung der Überlebensrate der bei 15°C 

inkubierten Tiere über einen definierten Zeitraum von mindestens fünf Tagen, dabei Vergleich 

verschiedener Infektionsdosen. 

• Infektionsversuche mit dem Y. frederiksenii Wildtyp-Stamm, der yacT-Deletionsmutante sowie 

der Komplementante, Vergleich der Infektionstemperaturen 15°C und 30°C.  

• Untersuchung der Vermehrung der Bakterien innerhalb der Larven durch Bestimmung der 

Zellzahlen nach Isolation aus infizierten Tieren über einen Zeitraum von fünf Tagen bei einer 

Inkubationstemperatur von 15°C. 

• Klonierung des Gens yacT in das Überexpressionsplasmid pBAD-HisA(tet) und Aufreinigung 

von YacT aus E. coli Bl21. Injektion von YacT in die Larven. 

 



 
27 Ergebnisse 

2 Ergebnisse 

Teil 1: Die Charakterisierung der Lysekassette der Tc-PAIYe 

Die Ergebnisse zum ersten Teil dieser Dissertation, der sich mit der Charakterisierung der Lysekassette 

befasste, wurden in den beiden im Folgenden eingebundenen Publikation veröffentlicht. Dabei 

erfolgten die persönlichen Beiträge der Co-Autoren wie beschrieben. 

 

Publikation 1:  

Springer, K., Reuter, S., Knüpfer, M., Schmauder, L., Sänger P. A., Felsl, A. und Fuchs T. M. (2018). 

Activity of a holin-endolysin system in the insecticidal pathogenicity island of Yersinia enterocolitica. 

Journal of Bacteriology. 200(16): e00180-18. 

Beiträge:  

K. Springer analysierte die Transkriptionsorganisation der Lysekassette und führte sämtliche 

Überexpressionsversuche, die Zellzahlbestimmung, die qRT-Analysen, sowie die Charakterisierung des 

Phagen-Holins durch. Zusätzlich untersuchte K. Springer die Auswirkungen der Deletion des 

araA-Gens. S. Reuter erstellte die BLAST-Analysen und klonierte die Plasmide zur Überexpression von 

Holin und Endolysin mit und ohne Spanine. Die Versuche zur Endolysin-Enzymaktivität und -Spezifität 

wurden von M. Knüpfer durchgeführt. S. Schmauder assistierte bei der Durchführung der 

Überexpressionsversuche, und P. A. Sänger unterstützte bei der Revision der Publikation. A. Felsl 

assistierte im Labor. 

 

Publikation 2: 

Springer, K., Sänger, P. A., Felsl, A. und Fuchs, T. M. (2021). Lon protease- and temperature-dependent 

activity of a lysis cassette located in the insecticidal island of Yersinia enterocolitica. Journal of 

Bacteriology. 203(5): e00616-20. 

Beiträge: 

K. Springer führte die Überexpressionsversuche mit sämtlichen untersuchten Stämmen durch, 

erstellte die verwendeten Mutanten und untersuchte die Stabilität des Endolysins. P. A. Sänger 

unterstützte den Revisionsprozess und untersuchte die Stabilität der Protease Lon. A. Felsl war bei 

Versuchsdurchführungen behilflich. 
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Teil 2: Insektizide Toxizität von Y. frederiksenii 

Die Ergebnisse zum zweiten Teil dieser Dissertation, zur insektiziden Toxizität von Y. frederiksenii, 

wurden in der im Folgenden eingebundenen Publikation veröffentlicht. Die persönlichen Beiträge der 

Co-Autoren erfolgten wie beschrieben. 

 

Publikation 3: 

Springer, K., Sänger, P. A., Moritz, C., Felsl, A., Rattei, T. und Fuchs, T. M. (2018). Insecticidal toxicity of 

Yersinia frederiksenii involves the novel enterotoxin YacT. Frontiers in Cellular and Infection 

Microbiology. 8:392. 

Beiträge 

K. Springer führte die Infektionsversuche zur Dosis-abhängigen Toxizität der verschiedenen Yersinia 

Isolate im Vergleich mit P. luminescens und E. coli sowie die Infektionsversuche zum Vergleich von 

Y. frederiksenii Wildtyp-Stamm mit der Deletionsmutante und dem Stamm, der das Plasmid zur 

Komplementation trägt, durch. Ebenfalls durch K. Springer erfolgte die Isolation der Bakterien aus den 

infizierten Larven sowie die Klonierung des Überexpressionsplasmids mit anschließender Aufreinigung 

von YacT. P. A. Sänger unterstützte den Revisionsprozess und untersuchte den Einfluss von YacT auf 

die Hämozyten. C. Moritz führte die Infektionsversuche zum Vergleich der Tiermodelle M. sexta und 

G. mellonella, zum zeitlichen Verlauf der Infektionen mit Y. intermedia und Y. frederiksenii sowie zur 

temperaturabhängigen Pathogenität der verschiedenen Yersinia-Stämme durch. A. Felsl leistete 

technische Assistenz. T. Rattei verglich die Genome von Y. intermedia und Y. frederiksenii mit dem von 

Y. enterocolitica W22703. 
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 Publikation 1: „Activity of a holin-endolysin system in the insecticidal 

pathogenicity island of Yersinia enterocolitica.” 

 

Zusammenfassung 

Yersinia enterocolitica ist ein zoonotisches Pathogen, welches bei Menschen eine gastrointestinale 

Erkrankung hervorrufen kann. Aufgrund seiner insektiziden Aktivität bei niedrigen Temperaturen 

können sowohl Invertebraten als auch Säugetiere einen Wirtsorganismus für das Bakterium darstellen. 

Die insektizide Aktivität des Stammes W22703 ist assoziiert mit einer 19 kb großen Pathogenitätsinsel 

(Tc-PAIYe), welche Regulatoren und die für einen aus drei Untereinheiten bestehenden Toxinkomplex 

kodierenden Gene enthält. Zusätzlich zu diesen bereits umfangreich untersuchten Genen befinden sich 

innerhalb der Insel vier phagenverwandte und hochkonservierte Gene mit bisher unbekannter 

Funktion, welche polycistronisch transkribiert werden. Zwei dieser offenen Leserahmen besitzen eine 

signifikante Homologie mit Holinen und Endolysinen und zeigten bei Überexpression eine lytische 

Aktivität gegenüber E. coli-Zellen. Bei der Überexpression in einer Vielzahl an Yersinia-Stämmen 

konnte eine hohe Variabilität in der Anfälligkeit für eine Lyse beobachtet werden, wobei einige 

Stämme gegen die Lyse resistent waren. Kam es zur Lyse der Zellen, war diese stärker ausgeprägt, 

wenn zwei akzessorische Elemente der Kassette, die für ein i-Spanin und ein o-Spanin kodieren, in dem 

Überexpressionskonstrukt enthalten waren. Die Fähigkeit des putativen Holins, HolY, Poren zu formen, 

wurde durch die Komplementierung eines Lyse-Defekts einer S-Holin-Mutante des Phagen λ 

demonstriert. In Experimenten, die mit Membranpräparationen durchgeführt wurden, wies ElyY eine 

hohe Spezifität gegen das Peptidoglykan des Stammes Y. enterocolitica W22703 mit einer ähnlichen 

Spaltungsaktivität wie die von Lysozym auf. Obwohl hier die Funktionalität der Lysekassette aus der 

Tc-PAIYe in dieser Untersuchung demonstriert wird, bleibt ihre biologische Funktion zu klären. 
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Fig. S1. Overexpression of the lysis genes by arabinose. E. coli LMG194, S. enterica, (A) Y. 

enterocolitica biovar 2 (B), Y. enterocolitica biovar 1, Y. intermedia, and Y. frederiksenii (C) were 

equipped with pBAD33 or its derivatives, and were cultivated in LB medium in the absence or 

presence of 0.2% (w/v) arabinose. Samples were taken 1 h after addition of the inducer, and qRT-

PCR was performed in technical duplicates with cDNA gained from DNA-free total RNA; 

oligonucleotides are listed Table S1. The expression of the 16S rRNA gene was used for normalization 

and for calculating the relative gene expression. Red boxes: relative expression of holY; blue boxes: 

relative expression of elyY; yellow boxes: relative expression of spanin genes. 

 

 

Fig. S2. Determination of cell lysis by plating at different time points. Y. enterocolitica strain 

W22703/pBAD33-HE was cultivated in the absence or presence of arabinose; the arrow indicates 

the time point at which arabinose was added at a final concentration of 0.2% (w/v). Columns indicate 

CFU/ml, and the graphs represent the OD600 of the cultures. SDs of three independently performed 

experiments are shown. 

 

 

Fig. S3 
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Fig. S3. Growth of E. coli LMG194 in the presence of overexpressed HE. E. coli cells were transformed 

with pBAD33, pBAD33-HE, and pBAD33-HE+. An overnight culture was diluted 1:1000 in LB medium 

(A) with or without (B)10 mM MgCl2, and shaken at 55 rpm. Following incubation at 37°C with 

shaking, each of the three cultures was split when the two cultures reached an OD600 of 0.2, and 

arabinose was added at a final concentration of 0.2%, or not (control). Cells were then incubated 

under the same conditions for five hours. Time point zero was set immediately after dilution. Each 

experiment was independently performed thrice, and the standard deviations (SDs) are shown. 
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 Publikation 2: „Lon protease- and temperature-dependent activity of a lysis 

cassette located in the insecticidal island of Yersinia enterocolitica.” 

 

Zusammenfassung 

Die Gattung Yersinia enthält Pathogene, die in der Lage sind, sich in der Umwelt zu vermehren sowie 

Säugetiere zu infizieren. Der Stamm Yersinia enterocolitica W22703 weist sowohl eine insektizide als 

auch eine nematozide Aktivität auf, hervorgerufen durch einen dreigliedrigen Toxinkomplex, der durch 

die 19 kb große Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe kodiert wird. Alle tc-Gene unterliegen einer strikten 

Temperaturregulation: Sie werden bei 37°C unterdrückt und bei Temperaturen zwischen 10°C und 

20°C aktiviert. Für die vier hochkonservierten phagenverwandten Gene, die innerhalb der Tc-PAIYe 

liegen, wurde bereits nachgewiesen, dass sie für eine biologisch funktionale Holin-Endolysin-Kassette 

kodieren, welche ihren eigenen Wirt W22703 bei 37°C lysiert. Im Gegensatz zu E. coli führte eine 

Überproduktion von Holin und Endolysin im Stamm W22703 bei 15°C nicht zu einer Lyse der Zellen. 

Die Überexpression der Gene holY und elyY bei 15°C führte in vier Y. enterocolitica Biovaren und in vier 

anderen Yersinia-Spezies zu einem heterogenen Muster an Phänotypen vom Ausbleiben einer Lyse wie 

bei Biovar 1A bis hin zu einer vollständigen Einstellung des Wachstums bei dem Stamm Y. kristensenii. 

Um den molekularen Mechanismus hinter der temperaturabhängigen Lyse aufzuklären, wurde eine 

Lon-Protease-negative Mutante von W22703 erstellt. Eine Überexpression der Lysekassette führte in 

dieser auch bei 15°C zum Zelltod. Überexprimiertes Endolysin zeigte eine hohe proteolytische 

Anfälligkeit im Stamm W22703, jedoch eine Stabilität im Stamm W22703 Δlon oder in 

Y. pseudotuberculosis. Obwohl die Experimente mittels Überexpression artifizielle Bedingungen 

darstellen, weisen die hier präsentierten Ergebnisse auf eine Rolle der Lon-Protease bei der Kontrolle 

der temperaturabhängigen Lyse in Y. enterocolitica W22703 hin. 
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 Publikation 3: „Insecticidal toxicity of Yersinia frederiksenii involves the novel 

enterotoxin YacT.” 

 

Zusammenfassung 

Die Gattung Yersinia umfasst 20 Spezies und von diesen sind drei als pathogen gegenüber Menschen 

und Tieren bekannt. Einige Spezies zeigen eine Toxizität gegen Invertebraten vermittelt durch einen 

sogenannten Toxinkomplex und/oder bisher unbekannte Einflussfaktoren. Kürzlich erschienene 

Studien zeigten eine bemerkenswerte Variabilität der insektiziden Aktivität, wenn Vertreter 

verschiedener Yersinia-Spezies subkutan in die Große Wachsmotte, G. mellonella, injiziert wurden. In 

dieser Studie wird gezeigt, dass Y. intermedia und Y. frederiksenii hoch toxisch für die Larven dieser 

Insekten sind. Ein Mitglied der Y. enterocolitica Phylogruppe 2 tötete G. mellonella-Larven bereits bei 

einer Injektionsdosis von etwa 38 Zellen und ähnelt damit in seiner insektiziden Aktivität der von 

P. luminescens. Die Pathogenität der Yersinia-Spezies gegenüber den Tieren ist bei 15°C höher als bei 

30°C und zeigt sich dabei unabhängig von dem Toxinkomplex Tc. Durch die Subtraktion aller Gene des 

gering pathogenen Y. enterocolitica-Stammes W22703 von den Genomen von Y. intermedia und 

Y. frederiksenii wurde eine Reihe von Genen identifiziert, die für die Toxizität dieser zwei Stämme 

verantwortlich sein könnten. Tatsächlich zeigte eine Mutante von Y. frederiksenii, der das Gen yacT 

fehlt, welches für ein Protein mit signifikanter Ähnlichkeit zu dem hitze-stabilen cytotonischen 

Enterotoxin (Ast) von Aeromonas hydrophila kodiert, eine verringerte Pathogenität gegen 

G. mellonella-Larven. Die Injektion von YacT in die Larven führte zu einer veränderten Morphologie der 

Hämocyten. Die Daten zeigen, dass aus dem Repertoire an Virulenzfaktoren, die in den in der Umwelt 

vorkommenden Spezies der Gattung Yersinia vorhanden sind, noch einige zu entdecken sind. 
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3 Diskussion 

 Die Lysekassette innerhalb der TC-PAIYe ist biologisch funktional 

BRESOLIN et al. beschrieben 2006 das Vorkommen einer insektiziden Pathogenitätsinsel TC-PAIYe im 

Genom von Y. enterocolitica W22703. Bei der Sequenzanalyse dieser Insel identifizierten sie nicht nur 

die Gene, die für die drei Toxinuntereinheiten und deren transkriptionelle Regulatoren kodieren, 

sondern auch Gene, die homolog zu Phagengenen sind. So liegen zwischen den Genen tcaC und tccC1 

vier offene Leserahmen. Zunächst durchgeführte Homologieanalysen zeigten, dass es sich bei diesen 

ORFs um ein Holin, ein Endolysin sowie zwei Spanine handelt. 

Das Holin aus Stamm W22703, als Protein mit HolY bezeichnet, ist ein etwa 11,3 kDa großes und aus 

103 Aminosäuren bestehendes Protein, für das drei Transmembranhelices vorhergesagt werden. Die 

durchgeführten Nukleotid- oder Protein-BLAST-Analysen ergaben große Ähnlichkeiten vor allem zu 

Genen oder Proteinen aus anderen Yersinia-Spezies. Proteine mit weniger stark ausgeprägter 

Ähnlichkeit zu HolY kommen in Human- oder Insektenpathogenen vor, bspw. in Enterobacter cloacae, 

Chromobacterium violaceum, X. khoisanae, P. luminescens oder E. coli [Abb. 1A in Springer et al., 

2018]. Gemäß der 2013 von REDDY & SAIER eingeführten Holin-Superfamilien ist HolY der Superfamilie 

III zuzuordnen. Weitere Mitglieder dieser Superfamilie sind z. B. das Holin S105 des Lambda Phagen, 

das Holin des Bakteriophagen P2 und ChiW aus S. marcescens. Innerhalb dieser Superfamilie gehört 

HolY zur Familie 1.E.5, für welche das Holin P35 des Phagen PRDI als Prototyp gilt [Reddy & Saier, 2013]. 

Der Phage PRDI, der verschiedene Gram-negative Bakterien, die ein incP-Plasmid tragen, infiziert, 

besitzt jedoch nur ein aus den beiden Komponenten Holin und Endyolsin bestehendes Lyse-System 

ohne Spanine. Des Weiteren zeigen die Proteinsequenzen von HolY und P35 nur eine geringe 

Übereinstimmung. 

Basierend auf ihrer Primärstruktur werden Holin-Proteine in drei Klassen eingeteilt [Young et al., 

2000]. Aufgrund seiner Größe und der drei Transmembranhelices wird HolY der Klasse I zugeordnet. 

Der Prototyp der Klasse I-Holine ist das kanonische Holin S105 des λ-Phagen [Young et al., 2000]. Die 

wahrscheinlich an der Freisetzung von Proteinen beteiligten Holine TcdE aus C. difficile und ChiW aus 

S. marcescens gehören ebenfalls dieser Klasse an [Govind & Dupuy, 2012; Hamilton et al., 2014]. Die 

Homologieanalysen zeigen jedoch kaum oder keine Übereinstimmungen dieser drei Proteine zum 

Holin aus W22703. Ein wesentlicher Unterschied zum Holin S105 ist das Fehlen des dualen 

Startmotives. Wie die meisten Holine, die von Phagen oder Prophagen kodiert werden, enthält auch 

die Gensequenz des Lambda-Holins ein duales Startmotiv, und daher entsteht neben dem Holin S105 

auch das zwei Aminosäuren längere Antiholin S107 [Bläsi et al., 1990]. Dieses lagert nur zwei seiner 

drei Transmembrandomänen in die Zellmembran und verhindert durch Heterodimerbildung mit einem 
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funktionalen Holin die frühzeitige Lyse der Wirtszelle. Diese Art der Verzögerung ist für die 

Bakteriophagen wichtig, da die Lyse erst erfolgen sollte, wenn genügend Phagenpartikel gebildet 

wurden [Bläsi et al. 1990]. Der Phage T4 reagiert mit Hilfe seiner beiden Antiholine RI und RIII sogar 

auf veränderte Umweltbedingungen. Dabei bindet RI an die periplasmatische Domäne des Holins T 

und RIII an dessen zytoplasmatische Domäne. Auf diese Weise wird die Freisetzung von neuen 

Phagenpartikeln im Falle einer Superinfektion verhindert, da in der Umgebung nicht genügend oder 

keine neuen Zielzellen vorhanden sind [Chen & Young, 2016]. Die beiden Antiholine werden dabei nicht 

durch ein duales Startmotiv von T kodiert, sondern von zwei zusätzlichen offenen Leserahmen 

[Paddison et al., 1998]. Auch bei den Bakteriophagen P1 und P2 entstehen die jeweiligen Antiholine 

nicht durch ein duales Startmotiv des eigentlichen Holin-Gens, sondern durch weitere Leserahmen im 

Phagengenom [Young & Bläsi, 1995]. 

Im Fall des Holins TcdE aus C. difficile wurden sogar drei funktionale Isoformen nachgewiesen, nämlich 

das Holin, ein Antiholin und die am N-Terminus verlängerte Isoform TcdE-M1 [Govind & Dupuy, 2012]. 

Die Untersuchung von GOVIND et al. zeigte, dass alle drei Isoformen potenziell lytisch für die C. difficile-

Zellen sind, wenn sie stärker überexprimiert werden. Ebenso zeigten die Autoren, dass nur ein 

Zusammenspiel der drei Isoformen eine effiziente Toxinfreisetzung ohne Zelllyse ermöglicht [Govind 

et al., 2015]. Dazu passt die Beobachtung einer neueren Studie, dass bei der Expression in E. coli die 

Isoform TcdE-M1 inhibitorisch auf die Zelllyse wirkt, auch wenn die kleineren Isoformen reichlich 

vorhanden sind [Mehner-Breitfeld et al., 2018]. 

Das für die Sekretion von Chitinasen aus S. marcescens essenzielle Holin ChiW besitzt eine 46%ige 

Ähnlichkeit zum λ S Holin. Dessen Gensequenz enthält jedoch nur einen einzigen Translationsstart. Ein 

weiterer Leserahmen, der für ein Antiholin kodieren könnte, ist ebenfalls nicht bekannt, und daher 

wird eine Regulation der Holin-Aktivität mittels eines Antiholins ausgeschlossen [Hamilton et al., 2014]. 

Die Autoren nannten den spezifischen Transport des Endolysins ChiX ins Periplasma als einzige 

Funktion des Holins und schlossen eine Lyse der Zellen anhand von Sekretom-Analysen aus. 

Auch für HolY aus dem Stamm W22703 konnte weder ein duales Startmotiv in der Gensequenz noch 

ein für ein Antiholin kodierender ORF in der Nähe ermittelt werden [Reuter, 2008]. Dies ist ein 

entscheidender Unterschied in der Regulation der Holin-Aktivität im Vergleich zu den Phagen, und es 

ist davon auszugehen, dass die Regulation des Proteins auf eine andere Weise erfolgt. Da es sich um 

ein für das Schicksal der Zelle potenziell schädliches oder gar letales Protein handelt, ist von einer 

strengen Regulation auszugehen, die sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf Proteinebene 

erfolgen kann. Darauf wird im Abschnitt 3.2 genauer eingegangen. 

Bereits die Namensgebung der Holin-Proteine erfolgte entsprechend ihrer einzigen Funktion, nämlich 

der Bildung unspezifischer Öffnungen in der bakteriellen Membran. Sie ermöglichen so einem 
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weiteren Protein, dem Endolysin, den Zugang zur Peptidoglykanschicht [Young, 1992]. Dabei erfolgt 

keinerlei Interaktion der beiden Proteine. Es ist bekannt, dass Holin- und Endolysin-Paare auch lytisch 

kompetent sind, wenn sie aus unterschiedlichen Phagen stammen, die wiederum spezifische Wirte 

infizieren können [Wang et al., 2000]. Dabei wird die Spezifität der Phagen für einen bestimmten Wirt 

durch die Zellwand-Bindedomäne des Endolysins bestimmt, welche einmalige Bestandteile in der 

Peptidoglykanschicht erkennt [Borysowski et al., 2006]. Im Gegensatz dazu erfolgt die Aktivität des 

Holins unspezifisch [Young, 1992]. Diesen Umstand macht man sich zunutze, um Holin-Proteine als 

solche zu identifizieren bzw. zu verifizieren. Die Komplementierung eines defekten Holin-Gens mit 

einer Nonsense-Mutation in dem lysogenen Lambda-Phagen, der aber ein funktionales Endolysin 

besitzt, diente bereits dem Nachweis einer Holin-Aktivität von Proteinen des Lactococcus lactis 

Bakteriophagen φLC3 [Birkeland, 1994], des Lactobacillus gasseri Phagen φadh [Henrich et al., 1995] 

oder des S. aureus Bakteriophagen Twort [Loessner et al., 1998]. GOVIND & DUPUY nutzten diesen 

Versuchsansatz ebenfalls, um die Holin-Aktivität von TcdE aufzuzeigen. Wie die Abbildung 6 in Springer 

et al., 2018 zeigt, ist auch HolY in der Lage, das defekte Lambda-Holin zu komplementieren. Zusammen 

mit seiner eigenen ribosomalen Bindestelle in einen Vektor hinter die Regulationselemente der späten 

Transkription (late transcription regulatory elements, LTR) des Lambda-Phagen kloniert, führte die 

Expression von holY schneller zur Lyse der E. coli-Zellen als die Expression des Phagen-eigenen Holins. 

Auf diese Weise wurde die Fähigkeit von HolY zur Bildung von Löchern und damit seine biologische 

Funktionalität demonstriert. 

Die biologische Aktivität und Spezifität des Endolysins aus dem Y. enterocolitica-Stamm W22703 war 

bereits Gegenstand der Dissertation von STARKE und wurde mit Hilfe von Zymogrammen nachgewiesen 

[Starke, 2015]. Das circa 16 kDa große und aus 133 Aminosäuren bestehende Endolysin, hier ElyY 

abgekürzt, zeigt eine signifikante Ähnlichkeit von 77% (E-Wert: 1 x e-73) zu einer M15-Peptidase aus 

Y. pseudotuberculosis. Diese Peptidase wird als D-Alanyl-D-Alanin-Carboxypeptidase klassifiziert und 

kann in weiteren Yersinia spp. gefunden werden. Daher wird angenommen, dass es sich bei ElyY um 

eine Endopeptidase handelt. Damit besitzt sie eine von vier möglichen Funktionen, die ein Endolysin 

aufweisen kann. Während es sich bei den meisten Endolysinen um Glykosidasen oder Amidasen 

handelt [Loessner, 2005], gibt es auch Enzyme mit Transglykosidase-Aktivität [Young, 1992]. Die 

Hauptaufgabe des Endolysins besteht darin, die Peptidoglykanschicht der Wirtszelle abzubauen und 

damit die strukturelle Integrität der Zelle zu stören. Als Folge kann die Zelle dem internen osmotischen 

Druck nicht mehr standhalten und platzt [Oliveira et al., 2013]. Um die Peptidoglykanschicht abbauen 

zu können, muss das Endolysin in aktiver Form in deren räumliche Nähe kommen. Kanonische 

Endolysine liegen bereits in aktiver Form im Zytoplasma vor und nutzen die von Holinen gebildeten 

unspezifischen Löcher, um die Zytoplasmamembran zu durchqueren [Young, 1992]. Im Gegensatz dazu 

akkumulieren die SAR-Endolysine im Periplasma in Membran-gebundener und inaktiver Form. Nach 
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einer ebenfalls von einem Holin hervorgerufenen Depolarisation der Zellmembran, werden die 

SAR-Endolysine in aktiver Form freigesetzt [Xu et al., 2005]. Ein SAR-Endolysin besitzt eine spezielle 

N-terminale Signalsequenz, die einen Transport des Proteins mittels Sec-System ermöglicht [Xu et al., 

2004]. Die Sequenzanalysen ließen bei ElyY keine SAR-Domäne erkennen. Somit handelt es sich hierbei 

um ein kanonisches Endolysin, welches vollständig gefaltet und aktiv im Zytoplasma vorliegt und auf 

die Aktivität des Holins angewiesen ist. 

Ist das Endolysin in räumlicher Nähe zum Peptidoglykan, erfolgt zunächst die Bindung an die Zellwand, 

bevor die enzymatisch aktive Domäne das Murein spalten kann [Loessner, 2005]. Gemäß der 

Prädiktion besitzt ElyY dazu ein Zellwand-bindendes C-terminales Ende und ein enzymatisch aktives 

N-terminales Ende. Die Aktivität der Zellwand-Bindedomäne von Endolysinen ist sehr spezifisch und 

richtet sich gegen einmalige und essenzielle Bestandteile des Mureins. Daraus resultiert das enge 

Wirtsspektrum eines Endolysins. So ist die Aktivität des Endolysins häufig auf die Wirtsspezies des 

jeweiligen Phagen, aus dem das Endolysin stammt, beschränkt. In manchen Fällen kann sie sogar 

spezifisch für einen bestimmten Genus sein [Borysowski et al. 2006]. Eine solche Substratspezifität 

konnte für ElyY mittels der Zymogramme beobachtet werden. Am meisten bevorzugt ElyY demnach 

das Murein von Y. enterocolitica W22703 als Substrat, gefolgt von dem Peptidoglykan von 

Y. intermedia und Y. mollaretii. Im Gegensatz dazu wies ElyY die geringste proteolytische Aktivität 

gegen E. coli und Y. ruckeri auf [Tabelle 1 in Springer et al., 2018]. 

Für die N-Acetyl-β-D-Muramidase TtsA von S. enterica serovar Typhi konnte anschaulich dargestellt 

werden, wie wichtig die Peptidoglykan-bindende Domäne für die Spezifität des Enzyms ist. TtsA ist 

verantwortlich für die Freisetzung des Typhus-Toxins aus dem Periplasma. Das ttsA-Gen liegt innerhalb 

der Pathogenitätsinsel des Toxins und seine Expression korreliert mit der Toxin-Genexpression. Die 

Deletion von ttsA führte dazu, dass kein Toxin mehr außerhalb der Zellen detektiert wurde. Durch die 

Konstruktion von verschiedenen Chimären aus TtsA und der Salmonella-Muramidase Sen1395, die 

nicht in der Lage ist, die Toxinfreisetzung zu ermöglichen, wurde der für die Spezifität wichtige Bereich 

immer weiter eingegrenzt. Zum einen konnte der gesamte enzymatisch aktive N-Terminus von 

Sen1395 übernommen werden und die Freisetzung war weiterhin möglich. Zum anderen war auch ein 

Ersatz der Aminosäuren am C-Terminus der Proteinsequenz bis auf die letzten 32, die von TtsA 

stammen mussten, ohne eine Einschränkung der Freisetzung möglich. Innerhalb dieser 32 

Aminosäuren kristallisierte sich eine bestimmte Aminosäure, und zwar ein Asparagin an Position 166, 

als besonders wichtig heraus, aber auch eine Loop-Struktur in diesem Bereich scheint Einfluss auf die 

Spezifität zu haben. Obwohl die Freisetzung des Toxins ohne eine Lyse der Zellen erfolgt, ist TtsA in der 

Lage, nach Zugabe geringer Mengen Chloroforms eine Zelllyse zu verursachen [Hodak & Galán, 2013]. 
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Während die Endolysine mit der meisten Ähnlichkeit zu ElyY in Yersinia-Genomen zu finden sind und 

sich dort meist innerhalb einer Tc-PAIYe hinter einem Holin-Gen befinden, gibt es auch Homologe mit 

geringerer Übereinstimmung in Spezies wie E. amylovora, P. asymbiotica, Proteus mirabilis, 

Providencia stuartii, Shigella boydii [Abb. 1B in Springer et al., 2018]. Auch das Endolysin ChiX aus 

S. marcescens zeigte eine Übereinstimmung zu ElyY von 51% (E-Wert: 2 x e-50). Bei diesem handelt es 

sich um eine Zink-abhängige L-Alanyl-D-Glutamat-Endopeptidase [Owen et al., 2018], die an der 

Freisetzung chitinolytischer Proteine beteiligt ist [Hamilton et al., 2014]. Ebenso wie die Deletion des 

Holin-Gens chiW führte die Deletion von chiX dazu, dass die Chitinasen ChiA, ChiB und ChiC nicht mehr 

im Überstand nachgewiesen werden konnten, sondern im Periplasma akkumulierten. Außerdem 

konnte gezeigt werden, dass chiX koordiniert mit der Expression des Chitinase-Gens chiA bimodal, und 

zwar nur in einer kleinen Subpopulation von weniger als 1% der Zellen, exprimiert wird, und dass die 

Zellen trotz chiA- und chiX-Expression nicht lysieren. Zusätzlich zum Holin ChiW und dem Endolysin 

ChiX besitzt S. marcescens zwei Gene chiY und chiZ, die für Spanine kodieren [Hamilton et al., 2014]. 

Es ähnelt somit in dem Aufbau seiner Lysekassette den Bakteriophagen und auch W22703, wie im 

Folgenden beschrieben. 

Hinter den Genen holY und elyY liegen zwei weitere ORFs, welche mit 62 bp überlappen. Sie kodieren 

für ein 119 Aminosäuren großes Protein, das eine N-terminale Transmembrandomäne aufweist und 

wahrscheinlich exportiert wird, und ein Protein, das aus 76 Aminosäuren besteht und bei dem es sich 

vermutlich um ein Membranprotein handelt. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen beiden 

Proteinen um ein i-Spanin und ein o-Spanin handelt. Der Aufbau entspricht damit einer klassischen 

Lysekassette wie sie etwa beim Phagen λ oder dem Phagen 21 zu finden ist [Young, 1992]. In Anlehnung 

an die akzessorischen Proteine Rz und Rz1 der Phagen werden die beiden Proteine hier YRz und YRz1 

genannt, wobei es keine Homologie zu den Phagenproteinen gibt. Proteine mit signifikanter 

Sequenzübereinstimmung können nur innerhalb der Yersinia-Spezies gefunden werden, nämlich in 

jenen Spezies, die ebenfalls die insektizide Pathogenitätsinsel tragen. Generell sind die vier Lysegene 

innerhalb der Gattung Yersinia hoch konserviert und dabei immer zwischen den Genen der TC-PAIYe zu 

finden [Fuchs et al., 2008]. Des Weiteren besitzen die vier Gene einen gemeinsamen Promotor und 

bilden ein polycistronisches Transkript [Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Dies entspricht den 

Erwartungen, da auch die Lysegene der Phagen in der späten Phase der Infektion als transkriptionelle 

Einheit ausgehend von dem gemeinsamen Promotor pR‘ abgeschrieben werden [Young, 1992]. 

Obwohl die Lysekassette mitten in der Pathogenitätsinsel liegt, ermöglicht der eigene Promotor eine 

Regulation dieser Gene unabhängig von der Toxingenexpression. 

Die Toxingene werden bei Temperaturen zwischen 10°C und 20°C exprimiert [Bresolin et al., 2006]. Bei 

15°C ist die Expression der Lysegene zumindest so hoch, dass es möglich gewesen ist, eine 

ausreichende Menge an RNA zu isolieren, um die RT-PCR-Analysen durchführen zu können 
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[Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Dennoch zeigte der gemeinsame Promotor der Lysegene in 

Promotorfusionsstudien weder bei 15°C noch bei 37°C eine signifikante Transkriptionsaktivität. Erst 

eine Deletion des Gens ymoA führte zu einer messbaren Aktivität des Promotors bei beiden 

Temperaturen [Starke, 2015]. Der Virulenzregulator YmoA verhindert die Expression sämtlicher 

tc-Gene bei 37°C [Starke & Fuchs, 2014], daher ist auch ein Einfluss auf die Expression der Lysegene 

denkbar. 

Da bisher keine nativen Bedingungen bekannt sind, bei denen die Expression der Lysekassette in vitro 

signifikant induziert wird, wurde die biologische Funktionalität mittels Überexpressionsversuchen 

untersucht. Die Überexpression, meist im heterologen Wirt E. coli, ist dabei ein häufig verwendeter 

Ansatz, um die Funktionalität eines potenziell lytischen Proteins zu testen [Wang et al., 2000]. So 

wurden putative Holine oder Endolysine oftmals einzeln getestet, wie das Holin HOL des L. plantarum 

Phagen φg1e [Oki et al., 1997] oder das Endolysin PlyTW des S. aureus Phagen Twort [Loessner et al., 

1998], aber auch das Holin TcdE [Tan et al., 2001] oder die Muramidase TtsA [Hodak & Galán, 2013]. 

Ebenso führte die gleichzeitige Expression von Holin NucE und Endolysin NucD aus S. marcescens zur 

Lyse von E. coli-Zellen und bestätigte deren Funktionalität [Berkmen et al., 1997]. Während die 

phagenverwandten Proteine den heterologen Wirt E. coli sowie verschiedene Yersinia-Spezies wie 

Y. kristensenii oder Y. pseudotuberculosis unabhängig von der Temperatur lysierten [Abb. 3 und 4B in 

Springer et al., 2018; Abb. 2 und 3B in Springer et al., 2021], erfolgte eine Lyse der W22703-Zellen 

sowie der anderen getesteten Y. enterocolitica Biovare nur bei einer Temperatur von 37°C [Abb. 4A in 

Springer et al., 2018; Abb. 1 und 3A in Springer et al., 2021]. Als Nachweis dafür, dass es sich bei dem 

Absinken der Optischen Dichte nach der Überexpression von holY und elyY, tatsächlich um eine Lyse 

handelt, dienten die Lebend-Tot-Färbung [Abb. 5 in Springer et al., 2018] sowie Zellzahlbestimmungen 

zu bestimmten Zeitpunkten nach der Induktion der Genexpression [Abb. S2 in Springer et al., 2018]. 

Bei den Überexpressionsversuchen handelt es sich zwar um stark artifizielle Bedingungen, aber so 

konnte gezeigt werden, dass die Phagenproteine in der Lage sind, eine Zelllyse zu verursachen. Des 

Weiteren war es so möglich, eine Aktivität der Spanine zu beobachten. Waren deren Gene ebenfalls 

im Überexpressionsplasmid enthalten, war die hervorgerufene Lyse der Y. enterocolitica-Zellen 

ausgeprägter im Vergleich zur Überexpression von holY und elyY allein [Abb. 4 in Springer et al., 2018, 

am Beispiel von Biovar 2 dargestellt]. Während sich bei der Expression in E. coli unter normalen 

Kulturbedingungen kein Unterschied zeigte [Abb. 1A in Springer et al., 2018], wurde dieser umso 

deutlicher, als die Kulturen unter Zugabe von divalenten Magnesium-Ionen nur leicht geschüttelt 

wurden [Abb. S3 in Springer et al., 2018]. Die Zugabe von MgCl2 stabilisiert die äußere Membran und 

hält damit das Peptidoglykan zusammen, obwohl es durch das Endolysin gespalten wird. Sind die 

Spanine anwesend, erfolgt eine Lyse. Sind die Spanine nicht vorhanden, werden die Zellen kugelförmig 

und fragil, die OD sinkt weniger stark. Wird die Kultur zu stark geschüttelt, ist dieser Unterschied 
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weniger gut zu erkennen [Young, 1992]. Es ist zu erwarten, dass die beiden Spanine unter nativen 

Bedingungen mindestens signifikant zur Lyse beitragen, wenn sie nicht sogar dafür erforderlich sind. 

Bei der durch Phagen hervorgerufenen Lyse gelten die Spanine als notwendige Faktoren für eine 

vollständige Lyse. Es wird aktuell davon ausgegangen, dass sie für die Durchlässigkeit der äußeren 

Membran sorgen, indem sie zu einer Fusion der inneren und äußeren Membran führen [Berry et al., 

2012; Rajaure et al., 2015]. 

 Die engmaschige Kontrolle der Aktivität der Lysekassette ist überlebenswichtig 

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, sind die vier phagenverwandten Gene holY, elyY, yRz 

und yRz1 funktional. Kommt es zu einer Erhöhung der Expression der Gene, lysieren sie ihre 

Wirtszellen. Bei den meisten Phagen wird eine zu frühe und/oder zu starke Expression der Lysegene 

durch mindestens zwei Mechanismen umgangen. Zum einen unterliegen die Gene dem Promotor für 

die späte Genexpression pR‘ und werden erst vollständig abgelesen, wenn der Antiterminationsfaktor 

Q das Überlesen des Terminators tR‘ ermöglicht. Somit werden zunächst die für die Bildung der 

Phagenpartikel wichtigen Gene exprimiert, bevor eine Lyse der Zellen induziert wird [Roberts, 1975]. 

Zum anderen verhindert die Produktion von Antiholinen, dass es zu einer vorzeitigen Lyse durch zu 

schnelles Akkumulieren der Holin-Proteine in der Zellmembran kommen kann [Gründling et al., 

2000b]. 

Auch für die innerhalb der Pathogenitätsinsel von Y. enterocolitica W22703 liegenden Lysekassette 

verdichten sich die Hinweise auf eine strenge Regulation, die stark von der Temperatur beeinflusst 

wird. Diese erfolgt einerseits auf der Ebene der Genexpression: So wie die Expression der Toxingene 

nur bei niedrigen Temperaturen zwischen 10°C und 20°C erhöht ist [Bresolin et al., 2006], konnte 

lediglich bei 15°C ein Transkript der Phagengene isoliert werden [Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Ein 

Komplex aus YmoA und H-NS verhindert die Expression der Toxingene bei 37°C durch Bindung an deren 

Promotoren bzw. intragenische Regionen [Starke & Fuchs, 2014]. Es zeigte sich, dass der Promotor der 

Lysegene ebenfalls von YmoA reprimiert wird. Ist ymoA deletiert kommt es bei beiden Temperaturen 

gleichermaßen zu einer messbaren Promotoraktivität [Starke, 2015]. Ob umgekehrt der Aktivator 

TcaR2 die Expression bei einer der Temperaturen aktiviert, wie es bei den Toxingenen der Fall ist, ist 

leider nicht bekannt und verdient weitere Untersuchungen. 

Die Beobachtung der Repression der Lyse-Genexpression durch YmoA erklärt jedoch nicht den 

temperaturabhängigen Lyse-Effekt, den die Überexpression der Phagengene auf die getesteten 

Y. enterocolitica Biovare zeigt. Dieser ist auf einen weiteren Regulationsmechanismus, der auf 

Proteinebene erfolgt, zurückzuführen. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der Lyseproteine 

von der Protease Lon kontrolliert wird. Zum einen wurde der Temperatur-Effekt bei der 
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Überexpression der Phagengene in einem lon-defizienten W22703-Stamm aufgehoben, so dass eine 

Lyse nun auch bei 15°C zu beobachten war. Dies konnte durch das Einbringen des lon-Gens mittels 

Plasmids komplementiert werden [Abb. 4 in Springer et al., 2021]. Zum anderen zeigte sich, dass die 

Protease für den Abbau von ElyY verantwortlich ist [Abb. 5 in Springer et al., 2021]. Die Protease Lon 

ist ebenso wie ClpXP nicht nur für den Abbau fehlgefalteter und beschädigter Proteine zuständig 

[Gottesman et al., 1997], sondern trägt durch die Proteolyse besonders kurzlebiger 

Regulationsfaktoren zu einem reibungslosen Ablauf physiologischer Prozesse bei [Gottesman, 2003]. 

Ein Beispiel für einen solchen Vorgang ist der temperaturabhängige Abbau des Transkriptionsfaktors 

RovA bei Y. pseudotuberculosis [Herbst et al., 2009]. Bei pathogenen Yersinien koordiniert RovA die 

Expression einer Vielzahl an Genen, die für den Metabolismus oder die Virulenz wichtig sind. Unter 

anderem aktiviert RovA die Transkription von inv oder anderen Adhesinen bei moderaten 

Temperaturen [Revell & Miller, 2000]. Dabei erfolgt eine Expression von rovA selbst nur bei diesen 

Temperaturen und das Gen wird bei 37°C reprimiert [Heroven et al., 2004]. Liegt RovA bereits als 

Protein in der Zelle vor und es kommt zu einer Temperaturveränderung von kalt nach warm, ändert 

sich die Tertiärstruktur des Proteins selbst. Infolgedessen ist seine DNA-Bindekapazität verringert, und 

RovA ist prädisponiert für den Abbau durch die Protease Lon [Herbst et al., 2009]. Die 

phagenverwandten Proteine sind mindestens im heterologen Wirt E. coli sowohl bei 37°C als auch bei 

15°C lytisch aktiv. Daher kann nicht davon ausgegangen werden, dass es zu einer 

Konformationsänderung in Folge einer Temperaturänderung kommt und sie dadurch anfälliger für 

eine Degradation durch Lon sind. Hier scheint eher die Stabilität der Protease selbst eine Rolle zu 

spielen. Untersuchungen dazu zeigten, dass Lon in Y. enterocolitica W22703 bei 37°C weniger stabil ist 

als bei 15°C [Abb. S4 in Springer et al., 2021]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Expression der Lysegene im Stamm W22703 bei 37°C 

sehr wahrscheinlich von YmoA inhibiert wird, so wie es bei den Toxingenen der Fall ist [Starke & Fuchs, 

2014; Starke, 2015]. Eine Koexpression mit den Toxingenen wurde zwar nicht experimentell 

nachgewiesen, ist aber anzunehmen, wie auch für die Endolysingene ttsA aus S. Typhi und chiX aus 

S. marcescens die koordinierte Expression mit den umliegenden Genen gezeigt werden konnte [Hodak 

& Galán, 2013; Hamilton et al., 2014]. Somit wäre ein proteolytischer Abbau der Proteine der 

Lysekassette bei 37°C nicht notwendig. Ist die Expression bei 15°C aktiviert, bietet die Degradation 

durch die Protease Lon eine Art Schutzmechanismus dafür, dass nicht zu viele der Proteine in der Zelle 

vorliegen und eine Lyse der Zellen verhindert werden kann. Was passiert, wenn dieser 

Y. enterocolitica-spezifische Schutzmechanismus nicht greift, zeigen die Überexpressionsdaten von 

Y. pseudotuberculosis oder E. coli. Bei diesen Stämmen erfolgt eine Lyse unabhängig von der 

Temperatur. 
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Die Degradation von HolY wurde experimentell nicht überprüft. Es ist aber anzunehmen, dass das Holin 

ebenfalls abgebaut wird. Denn kommt es zu einer ungehinderten Produktion von Holin-Proteinen 

infolge einer induzierten Überexpression, erfolgt ein Sterben der Zellen auch unabhängig von einem 

Endolysin, da der Elektronentransport über die Zytoplasmamembran gestoppt wird und kleine 

Moleküle aus der Zelle austreten können [Reader & Siminovitch, 1971]. 

 Sind die Phagenproteine Teil eines neuen Typ 10-Sekretionssystems? 

Nachdem die Funktionalität der vier phagenverwandten Gene nachgewiesen wurde, stellt sich die 

Frage nach ihrer biologischen Bedeutung für die Y. enterocolitica W22703-Zellen. Auffällig ist dabei vor 

allem ihre Lage. Die Gene befinden sich mitten in der Pathogenitätsinsel Tc-PAIYe, weshalb sich ein 

Zusammenhang mit der Sekretion des Toxins geradezu aufdrängt. Bereits WATERFIELD et al. stellten die 

Vermutung auf, dass die Proteine Holin und Endolysin an der Freisetzung der hochmolekularen Toxine 

beteiligt sein könnten, da auch die insektiziden Pathogenitätsinseln von P. luminescens oft mit den 

Lysegenen assoziiert vorliegen [Waterfield et al., 2001b; Waterfield et al., 2007]. Doch in welcher Form 

sie in die Freisetzung involviert sein könnten, ist bislang unklar. Neben der Möglichkeit, dass Zellen 

durch die Phagenproteine lysiert werden und infolgedessen der Toxinkomplex freigesetzt wird, liefern 

mehrere Publikationen Anhaltspunkte für eine Sekretion ohne Zelllyse und konstruieren damit das 

Modell eines möglichen neuen Sekretionssystems. 

Bei den in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen Beispielen für die im Bakteriengenom 

vorkommenden Holin- und/oder Endolysin-Gene, zeigte sich stets ein Zusammenhang zwischen dem 

Genlocus und den umliegenden Genen. Das Gen ttsA von S. Typhi liegt mitten zwischen den Genen, 

die für die Typhus-Toxinuntereinheiten kodieren. Ist das Gen deletiert, erfolgt keine Freisetzung des 

Toxins [Hodak & Galán, 2013]. Das Gen tcdE liegt innerhalb der PaLoc von C. difficile zwischen den 

beiden Genen für die Toxine TcdB und TcdA und zumindest bei manchen Stämmen zeigte sich eine 

TcdE-abhängige Sekretion dieser Toxine [Govind & Dupuy, 2012]. S. marcescens besitzt eine komplette 

Lysekassette in unmittelbarer Nähe der Gene, die für die Chitinasen kodieren. Auch hier wurde eine 

Sekretion in Abhängigkeit der potenziell lytischen Proteine nachgewiesen [Hamilton et al., 2014]. 

Anhand von Sequenzvergleichen und Homologie-Analysen wurden weitere Toxine oder extrazelluläre 

Enzyme in unmittelbarer Nähe zu Paaren von einem Peptidoglykan-abbauenden Protein und einem 

Holin ermittelt. Unter anderem ist im Genom von S. Typhi eine weitere Chitinase in der Nachbarschaft 

des Holins sty0015 und des Endolysins sty0016 lokalisiert [Hodak & Galán, 2013]. Aber auch in anderen 

Organismen wurden Homologe zu den Endolysinen ChiX oder TtsA gefunden. Zum Beispiel gibt es ein 

Holin/Endolysin-Paar in Stämmen von Enterobacter, Citrobacter und Proteus. Diese Beispiele haben 

gemeinsam, dass in ihrer unmittelbaren Umgebung mindestens ein Gen für einen 
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Transkriptionsregulator der LysR-Familie vorhanden ist. Homologe zu TtsA wurden unter anderem im 

Genom verschiedener E. coli-Stämme downstream von zwei Holin-Genen neben zwei Untereinheiten 

des hitzelabilen Enterotoxins IIA gefunden [Palmer et al., 2021]. 

Anhand der bisher bekannten Daten zu TtsA aus S. Typhi und der ChiWXYZ-Kassette aus S. marcescens 

postulieren PALMER et al., dass diese ein neuartiges Sekretionssystem darstellen, welches sie Typ 10-

Sekretionssystem (T10SS) nennen. Die genaue Funktionsweise ist zwar bisher noch unbekannt, aber 

es wird postuliert, dass dieses Sekretionssystem in die Freisetzung von Toxinen und extrazellulären 

Proteinen involviert ist. Da die Autoren ihre Annahmen vor allem auf die Daten zur Funktion von TtsA 

stützen, gehen sie davon aus, dass die Sekretion der Proteine nur über das Peptidoglykan und die 

äußere Membran vermittelt wird. Bei S. Typhi besitzen die freizusetzenden Toxinkomponenten eine 

Sec-Sequenz und werden auf diese Weise ins Periplasma transportiert, wo das Holoenzym gebildet 

wird [Song et al., 2013]. Es erfolgt dann ein Transport des Toxins von der cis-Seite des Periplasmas 

durch das Peptidoglykan auf dessen trans-Seite, und zwar mittels der von TtsA herbeigeführten 

Hydrolyse des mit bestimmten LD-Querverbindungen vernetzten Peptidoglykans. Diese Verknüpfung 

zwischen zwei Diaminopimelinsäuren (m-DAP) von benachbarten Peptidketten häuft sich bei S. Typhi 

vor allem an den Zellpolen, weswegen auch das Typhus-Toxin und TtsA an den Polen lokalisiert sind 

[Geiger et al., 2018; Geiger et al., 2020]. Für die finale Freisetzung der Proteine in den extrazellulären 

Raum scheinen dann Wirtsfaktoren wie Gallensalze oder antimikrobielle Peptide nötig zu sein [Geiger 

et al., 2018]. Da in unmittelbarer Nähe von TtsA kein Holin kodiert ist, wird angenommen, dass ein an 

einer anderen Stelle im Genom vorhandenes Holin diese Funktion übernimmt [Hodak & Galán, 2013; 

Palmer et al., 2021]. 

Der Mechanismus des Sekretionssystems scheint bei S. marcescens etwas von dem oben 

beschriebenen abzuweichen. Dies liegt zum einen daran, dass das Endolysin ChiX das Peptidoglykan 

an anderen Stellen hydrolysiert. Es spaltet nämlich nicht im Rückgrat des Mureins wie TtsA, sondern 

innerhalb der Peptidstränge zwischen dem L-Alanin an Position eins und der D-Glutaminsäure an 

zweiter Position [Owen et al., 2018]. Zum anderen ist das Peptidoglykan bei den Vertretern der 

Enterobacteriaceae über das reichlich vorhandene Braun-Lipoprotein (Lpp-Protein) fest mit der 

äußeren Membran verbunden, wodurch die Stabilität der äußeren Membran erhöht wird [Braun & 

Wolff, 1970]. Durch die Aktivität von ChiX werden nicht nur die Querverbindungen der Glykan-Stränge 

gespalten, sondern auch die Lpp-Proteine von der äußeren Membran gelöst [Owen et al., 2018]. Dieser 

Vorgang könnte zu einer Formation von äußeren Membranvesikeln (OMVs) führen [Schwechheimer et 

al., 2014], über die die Freisetzung der Chitinasen erfolgt [Palmer et al., 2021]. In diesem Modell 

könnten die Spanine ChiY und ChiZ die Funktion haben, entweder den periplasmatischen Raum zu 

begrenzen, in dem ChiX aktiv ist, oder die äußere Membran zu stabilisieren, indem sie sich über das 

Periplasma erstrecken [Palmer et al., 2021]. Diese Hypothese setzt voraus, dass alle Chitinasen ins 
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Periplasma transportiert werden, da dem Holin selbst keine Funktion bei der Protein-Sekretion 

zugeschrieben wird. Seine einzige Funktion in diesem Szenario ist es, dem Endolysin den Zugang zum 

Peptidoglykan zu ermöglichen. Jedoch besitzen nur zwei der vier am selben Genlocus vorhandenen 

Chitinasen eine Sec-Sequenz [Hamilton et al., 2014]. Daher könnte die Rolle des Holins vielleicht doch 

umfangreicher sein als von PALMER et al. angenommen. GOVIND & DUPUY mutmaßen in ihrer Arbeit über 

die Möglichkeit, dass die Toxine von C. difficile in ungefaltetem Zustand die innere Membran passieren. 

Somit wäre nur ein schmaler Kanal in der Zytoplasmamembran nötig, wodurch ein Austreten anderer 

zytoplasmatischer Proteine verhindert werden könnte [Govind & Dupuy, 2012]. Tatsächlich erreichen 

die von Holinen geformten Poren Durchmesser zwischen 15 Å im Fall eines Pinholins [Pang et al., 2009] 

und 1 µm bei einem kanonischen Holin [Dewey et al., 2010]. An dem konkreten Beispiel des Lambda 

Holins S105 konnte gezeigt werden, dass die mittels Detergenzien solubilisierten Proteine ringähnliche 

Strukturen aus 72 Monomeren bilden, die einen inneren Durchmesser von 8 nm besitzen [Savva et al., 

2008]. Die von den kanonischen Holinen gebildeten Poren sind demnach so groß, dass vollständig 

gefaltete Proteine hindurch passen. Diese können sogar noch größer sein als das bereits korrekt 

gefaltet im Zytoplasma vorliegende, relativ kleine Protein Endolysin. Zu diesem Umstand formulieren 

GOVIND & DUPUY zwei weitere Hypothesen. Zum einen würde eine kontrolliert niedrige Expression des 

Holin-Gens dazu führen, dass die gebildeten Poren so klein sind, dass sie zwar eine Protein-Sekretion 

ermöglichen, aber eine Lyse der Zellen verhindern. Diese Hypothese würde dann die Idee der Sekretion 

von ungefalteten Proteinen unterstützen. Zum anderen könnten die korrekt gefalteten Toxine TcdA 

und TcdB als eine Art Stöpsel dienen und die Pore verschließen. Dadurch würde eine Lyse der Zellen 

verhindert werden, aber die Toxine könnten auf eine Wirtszelle wirken [Govin & Dupuy, 2012]. 

Bei den näher betrachteten Beispielen für eine Beteiligung der phagenverwandten Proteine an der 

Freisetzung von Proteinen (TtsA, TcdE, ChiWXYZ) wird stets betont, dass diese ohne eine Lyse der 

Zellen erfolgt [Hodak & Galán, 2013; Govin & Dupuy, 2012; Hamilton et al., 2014]. GOVIND & DUPUY 

bezeichnen die Sekretion der Proteine als physiologisch sinnvoller, wenn die Zellen dabei nicht 

lysieren. Dennoch lässt sich der Gedanke, dass die Freisetzung der Proteine anhand einer Lyse erfolgt, 

nicht gänzlich von der Hand weisen. Dies gilt vor dem Hintergrund, dass auch unter den Bakterien eine 

Art altruistisches Verhalten möglich ist, wobei sich ein geringer Teil der Population zum Vorteil der 

restlichen Population aufopfert. Dabei kommt es unter Selbstlyse einiger weniger Zellen zur 

Freisetzung von Toxinen oder anderen das Gewebe schädigenden Molekülen, die es dem größeren Teil 

der Population ermöglichen, neue Nahrungsquellen zu erschließen [Ackermann, 2015]. Beispielsweise 

exprimieren nur etwa 15% der Population von S. typhymurium das SPI-T3SS und die Flagellengene, die 

für die Invasion des Darmes im Wirt erforderlich sind. Diese wenigen Zellen werden ins Darmgewebe 

eingeschleust, wodurch eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird. Dabei stirbt dieser Teil der 

Population, während sich der größere Teil der Zellen ungehindert vermehren kann. Die beiden 
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Subpopulationen sind genetisch identisch, trotzdem opfert sich nur ein Teil der Salmonellen und dringt 

ins Darmgewebe ein [Ackermann et al., 2008]. Ein solch altruistisches Verhalten wäre auch dann zu 

erwarten, wenn eine Freisetzung des bakteriellen Toxins nur durch eine Lyse der Bakterien erfolgen 

kann, wie bspw. bei dem Shiga-Toxin 1 von E. coli [Wagner et al., 2002] oder bei Pneumolysin von 

S. pneumoniae [Martner et al., 2008]. Bei letzterem Beispiel setzt ein Teil der Bakterien das Toxin frei, 

indem sie selbstzerstörerisch platzen, wodurch für die übrige Population eine Invasion der Lunge des 

Wirtes begünstigt wird. 

Ob und in welcher Form die Lysekassette aus Y. enterocolitica W22703 an der Freisetzung des 

insektiziden Toxinkomplexes beteiligt ist, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden. 

Die Kassette ist funktional, und eine Überexpression der Gene führt zur Lyse der Wirtszellen. Des 

Weiteren zeigten bereits frühere Infektionsversuche mit C. elegans, dass die Lysekassette für die volle 

nematozide Pathogenität der Bakterien notwendig ist. Eine Deletion von Holin und Endolysin führte zu 

einer signifikanten Reduktion der Virulenz gegen die Nematoden [Starke, 2015]. Dennoch konnte 

bisher nicht aufgeklärt werden, wie genau die Kassette zur Pathogenität beträgt. Es ist ebenfalls 

festzuhalten, dass bisher noch für keine Spezies ein Mechanismus bekannt ist, der die Freisetzung 

dieser sehr großen Toxinkomplex-Proteine, die keinerlei Sekretionssignal besitzen, erklärt [McQuade 

& Stock, 2018]. Die für die insektiziden Proteine von Y. pestis aufgestellte Hypothese, dass es sich dabei 

um einen gerichteten Transport durch das Ysc-Yop-T3SS handeln könnte [Gendlina et al., 2007], wurde 

bereits widerlegt [Spinner et al., 2012]. Gegen diese Hypothese der Sekretion mittels T3SS spricht auch 

die Größe des funktionalen Toxinkomplexes. Dies würde bedeuten, dass jede Toxinkomponente 

einzeln in den extrazellulären Raum transportiert werden müsste und sich erst außerhalb der 

Bakterienzelle das funktionale Holoenzym bilden würde [Hinchliffe et al., 2010]. Es gibt jedoch Studien 

für X. nematophilus, die zeigen, dass die Toxinkomponenten in der gleichen Zelle exprimiert werden 

müssen, um eine orale Aktivität gegen Pieris brassicae, den Großen Kohlweißling, aufzuweisen. 

Wurden dagegen Lysate, die die drei einzelnen Proteinkomponenten enthalten, vermischt, war keine 

Toxizität nachweisbar [Sergeant et al., 2003]. Dadurch, dass die Freisetzung des insektiziden Toxins 

von Yersinien als Holotoxin erfolgen muss, lässt sich die oben aufgeführte Hypothese des altruistischen 

Verhaltens einer Subpopulation nicht generell ausschließen. Dabei würden sich einige wenige Zellen 

mit Hilfe der phagenverwandten Gene lysieren und den Toxinkomplex in seiner aktiven Form 

freisetzen. Dieser würde den übrigen Zellen dienen, um eine Besiedelung des Wirtes voranzutreiben. 

Diese Hypothese wird gestützt von der Beobachtung, dass die Expression von tcaA nur in einer kleinen 

Subpopulation erfolgt [Starke, 2015]. Allerdings erfolgte diese Beobachtung nur unter in vitro-

Bedingungen. Es ist nicht auszuschließen, dass innerhalb des Wirtes, wenn die entscheidenden 

extrazellulären Signale vorhanden sind, in allen Bakterienzellen die tcaA-Expression erhöht ist. Ein 

solcher Vorgang konnte bereits für das insektizide Toxin FitD von P. aeruginosa gezeigt werden. 
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Während dieses in vitro nur von einem geringen Prozentsatz der Bakterienzellen gebildet wird, 

produzieren in vivo alle Zellen das Toxin [Péchy-Tarr et al., 2013]. Des Weiteren spricht gegen ein 

altruistisches Verhalten, dass für S. marcescens ebenfalls eine bimodale Expression der Chitinase ChiA 

unter in vitro-Bedingungen festgestellt, eine Lyse durch die Phagenproteine jedoch experimentell 

ausgeschlossen wurde [Hamilton et al., 2014]. Die Analogie im Aufbau und zur Lage der Lysekassette 

von S. marcescens sowie der Homologie von ElyY zu ChiX deutet auf eine ähnliche Funktionsweise hin. 

Dies würde bedeuten, dass die Toxinkomponenten zunächst ins Periplasma gelangen müssten. 

Aufgrund der fehlenden Sekretionssignale stellt sich jedoch die Frage, wie sie dorthin kommen. 

Eventuell passieren sie die von HolY gebildeten Poren in ungefalteter Form, wie von GOVIND & DUPUY 

postuliert. MEHNER-BREITFELD et al. identifizierten in der PaLoc von C. difficile ein Überbleibsel eines 

Endolysingens und zeigten, dass dieses mit dem Toxin TcdB interagiert. Diese Interaktion könnte dazu 

beitragen, dass das Toxin durch die Holin-Pore geschleust wird [Mehner-Breitfeld et al., 2018]. So 

könnte auch eine Interaktion ElyYs mit den Toxinkomponenten sicherstellen, dass diese den Weg ins 

Periplasma finden. Anschließend würde sich das Holotoxin bilden und dieses die Zelle in den durch die 

Aktivität von ElyY gebildeten OMVs verlassen. Eine andere Möglichkeit wäre aber auch, dass gemäß 

der zweiten Hypothese von GOVIND & DUPUY das Toxin als Holotoxin aus dem Zytoplasma durch die 

vom Holin gebildeten Poren gelangt und dort als Pfropfen in der Membran verbleibt. Versuche zum 

Nachweis der Toxinuntereinheit TcA in der äußeren Membran ergaben jedoch keine Unterstützung 

dieser Hypothese (Daten nicht gezeigt). Dabei sollte im Western Blot mithilfe zweier verschiedener 

Primärantikörper entweder das Fusionsprotein von TcaA mit dem rot-fluoreszierenden Protein (RFP) 

oder TcaA allein in Überstandsproben und Präparationen der äußeren Membran detektiert werden. 

Wurden der Wildtypstamm Y. enterocolitica W22703 oder die Holin/Endolysin-Deletionsmutante 

verwendet, war es kaum möglich die Proteine in den einzelnen Fraktionen nachzuweisen. Erst die 

Deletion des Gens ymoA führte zu einer starken Bande im Western Blot. Die tcaA-Expression war nun 

aber so stark erhöht, dass in allen Fraktionen viel TcaA vorlag und kein Unterschied zwischen der ymoA-

Deletionsmutante und einer ymoA-holy/elyY-Doppelmutante erkennbar war. 

Weitere Untersuchungen zur Freisetzung des Toxinkomplexes sollten daher unter möglichst nativen 

Bedingungen, evtl. in einem passenden Tiermodell wie G. mellonella unter oraler Infektion, erfolgen, 

um eine experimentell verursachte Lyse durch artifizielle Bedingungen wie die Überexpression 

einzelner Gene zu vermeiden. 

 Yersinien besitzen ein breites Repertoire an neuartigen Toxinen 

Die Gattung Yersinia umfasst mindestens 20 Spezies, von denen drei als humanpathogen gelten. Die 

übrigen Arten kommen mehrheitlich in der Umwelt vor und werden aufgrund des Fehlens des 
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Virulenzplasmids pYV als apathogen eingestuft [Portnoy et al., 1981]. Dennoch werden auch solche 

Yersinia-Spezies sowie als nicht humanpathogen geltende Y. enterocolitica Isolate in Proben von 

Patienten mit gastroenteralen Symptomen gefunden [Huovinen et al., 2010]. Daher ist die Suche nach 

möglichen Virulenzfaktoren, die es auch diesen Spezies ermöglichen, in verschiedenen 

Wirtsorganismen zu überleben, Gegenstand verschiedener Untersuchungen. Eine Reihe von Studien 

befasst sich bspw. mit der Virulenz gegenüber Säugetieren der als apathogen eingeschätzten 

Y. enterocolitica-Isolate, die dem Biotyp 1A (Phylogruppe 1) zugeordnet werden. So konnte für solche 

Stämme gezeigt werden, dass sie durchaus in der Lage sind, in kultivierte Epithelzellen einzudringen 

[McNally et al., 2006; Tennant et al., 2003a] und in kultivierten Makrophagen zu überleben [McNally 

et al., 2006]. Als ein wichtiger Faktor für das Überleben dieser Isolate in den Makrophagen stellten sich 

die Flagellen heraus [McNally et al., 2007]. Diese spielen ebenfalls eine große Rolle bei der kürzlich 

demonstrierten Toxizität gegenüber Insekten [Alenizi et al., 2016]. Des Weiteren sind die sogenannten 

Y. enterocolitica-ähnlichen und als apathogen bewerteten Spezies wie Y. frederiksenii, Y. intermedia 

oder Y. kristensenii von besonderem Interesse. Diese besitzen zwar kein Virulenzplasmid pYV, dafür 

aber Gene für andere typische Virulenzfaktoren wie fepA, fes, ystB oder ail. Innerhalb der genannten 

Spezies gibt es einzelne Stämme, die im Zellkulturversuch ein ähnlich invasives Potential wie der hoch-

pathogene Y. enterocolitica-Stamm 8081 zeigten [Imori et al., 2017]. Neben der Frage nach den bereits 

humanpathogen wirkenden Virulenzfaktoren, finden auch jene Pathogenitätsfaktoren Beachtung, die 

ein Überleben in Invertebraten wie Nematoden und Insekten ermöglichen. Die Gattung Yersinia besitzt 

ein breites Repertoire an neuartigen Toxinen, die sich vielleicht nur minimal verändern müssten, um 

sich von einem insektiziden zu einem humanpathogenen Toxin zu entwickeln. So konnte bereits für 

die humanpathogen Bakterien Y. pestis, B. anthracis und P. asymbiotica gezeigt werden, dass sie sich 

rasant und nur durch geringfügige Änderungen im Genom aus einem Insekt-assoziierten Vorfahren 

weiterentwickelt haben [Waterfield et al., 2004]. 

Bisher wurde die Pathogenität der einzelnen Stämme vor allem im Mausmodell untersucht [Bottone, 

1999]. Inzwischen dienen aber auch Insektenlarven bspw. von M. sexta, dem Tabakschwärmer, oder 

G. mellonella zur Einschätzung der Virulenz und dem Vergleich der Pathogenität verschiedener 

Stämme [Fuchs et al., 2008; Alenizi et al., 2016]. Dazu werden die Tiere infiziert und die Toxizität der 

untersuchten Bakterien anhand der Überlebensrate im Verlauf von ein paar Tagen bestimmt. Hierbei 

gibt es bereits Unterschiede im Infektionsgeschehen, wenn die Infektion der Tiere oral oder mittels 

Inokulation ins Hämocoel durchgeführt wird. Beispielsweise konnten FUCHS et al. nur eine Korrelation 

zwischen der Anwesenheit des insektiziden Toxinkomplexes Tc in verschiedenen Yersinia spp. und 

deren Virulenz gegen die Insektenlarven feststellen, wenn die Infektion der Tiere oral erfolgte. Nach 

Injektion der Bakterien direkt in das Hämocoel der G. mellonella-Larven wurde ein insektizides 

Potential der untersuchten Stämme unabhängig von Tc beobachtet [Fuchs et al., 2008]. Dieser 
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Unterschied zwischen einer oralen Infektion von M. sexta-Larven und der intrahämocoelen Infektion 

von G. mellonella-Larven konnte ebenfalls für die Spezies Y. intermedia und Y. frederiksenii gezeigt 

werden [Tab. 1 in Springer et al., 2018]. Während im oralen Infektionsmodell Y. frederiksenii die 

deutlich höhere Pathogenität zeigte, war im Galleria-Modell für beide Isolate eine starke Virulenz 

gegen die Tiere zu verzeichnen. Diese ist höher als bei allen anderen bisher getesteten Yersinia spp., 

wie Y. kristensenii, Y. aldovae, Y. ruckeri oder Y. bercovieri [Fuchs et al., 2008] und sie tritt unabhängig 

vom insektiziden Toxinkomplex auf. Ebenfalls unabhängig von Tc ist die hohe Virulenz des 

Y. enterocolitica-Stammes 8081, die nahezu der Toxizität von P. luminescens entspricht [Abb. 2 in 

Springer et al., 2018]. Die letztgenannte Beobachtung ist hervorzuheben, da sie im Widerspruch zu den 

Ergebnissen von ALENIZI et al. zu stehen scheint. In dieser Studie zeigten nämlich sämtliche getesteten 

und als humanpathogen eingestuften Y. enterocolitica-Isolate, unter welchen sich auch der Stamm 

8081 befand, keine Virulenz gegenüber der Wachsmottenlarve. Jedoch führten die Autoren ihre 

Versuche bei 37°C und 25°C durch, während sie die niedrigeren Temperaturen vernachlässigten 

[Alenizi et al., 2016]. Bei 15°C zeigte sich der Stamm 8081 indessen hoch-virulent mit einer letalen 

Dosis von 38 kolonieformenden Einheiten [Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Dieser Umstand lässt darauf 

schließen, dass bei 15°C wiederum andere Virulenzfaktoren aktiviert werden als bei höheren 

Temperaturen. Dass die Virulenzfaktoren bei verschiedenen Temperaturen unterschiedlich reguliert 

werden, ist ein für die Gattung Yersinia häufig beobachteter Umstand. So werden bei den 

humanpathogenen Spezies bspw. die für eine Infektion nötigen, auf dem Plasmid pYV kodierten 

Faktoren bei 37°C induziert, während sie noch bei 25°C reprimiert werden [Lambert de Rouvroit et al., 

1992]. Im Gegensatz dazu wird die Expression der Gene, die für den insektiziden Toxinkomplex 

kodieren, im Stamm W22703 bei 37°C gehemmt und bei niedrigen Temperaturen aktiviert [Bresolin et 

al., 2006]. ALENIZI et al. stellten ebenfalls für die Stämme, die einen insektiziden Effekt auf die Gallerien 

hatten, eine höhere Virulenz bei 25°C als bei 37°C fest. Auch die Virulenz der Y. frederiksenii- und 

Y. intermedia-Isolate sowie des Stammes 8081 zeigte einen Temperatur-Effekt und war bei 15°C 

deutlich höher als bei 30°C [Abb. 3 in Springer et al., 2018]. Dies weist auf eine weitere Anpassung der 

Bakterien an niedrige Temperaturen in ökologischen Nischen hin, die unter anderem auf Insekten als 

(Zwischen-)Wirt zielen könnte. 

Da die hier beobachtete insektizide Toxizität der untersuchten Stämme unabhängig von Tc ist, stellt 

sich die Frage, welche anderen Faktoren zur Pathogenität gegenüber Invertebraten beitragen können. 

Anhand von Genomvergleichen wurden eine Reihe von verschiedenen putativen Virulenzfaktoren 

identifiziert, die bei Y. frederiksenii und Y. intermedia vorkommen, aber im Genom von 

Y. enterocolitica W22703 fehlen [Tab. 2 in Springer et al., 2018]. Neben den Proteinen, die an der 

Adhäsion beteiligt sein können oder einem Typ VI-Sekretionssystem, befindet sich auf dieser Liste auch 

ein Protein, das eine Homologie zu dem hitzestabilen zytotonischen Enterotoxin (Ast) von 
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A. hydrophila aufweist. Bei diesem handelt es sich um eine Lipase, die an der Verursachung von 

schwerem Durchfall bei Kindern beteiligt ist [Albert et al., 2000]. Aufgrund seiner Ähnlichkeit zu dem 

Protein Ast, wurde das Protein von Y. frederiksenii YacT genannt. Es zeigte sich, dass YacT für die hohe 

Virulenz von Y. frederiksenii gegenüber den Galleria-Larven erforderlich ist, indem es zur schnelleren 

Proliferation der Bakterien innerhalb der Tiere beiträgt [Abb. 5 in Springer et al., 2018] sowie die 

Morphologie der Hämozyten und somit die Immunantwort beeinflusst [Abb. 6 in Springer et al., 2018]. 

Ohne YacT nimmt die Pathogenität der Bakterien zwar deutlich ab, dennoch können sie sich nach drei 

Tagen erfolgreich in den Larven vermehren und eine Infektion der Tiere führt in den meisten Fällen 

zum Tod. Daher ist davon auszugehen, dass es noch weitere Komponenten gibt, welche zur 

insektiziden Toxizität von Y. frederiksenii beitragen. Ebenso wie auch P. luminescens eine ganze Reihe 

von insektiziden Faktoren besitzt, die sich gegenseitig ersetzen können [Wilkinson et al., 2009], ist auch 

hier von einem multifaktoriellen Infektionsgeschehen auszugehen. 

Das Gen yacT ist auch in anderen Yersinia-Spezies ausgenommen Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und 

Y. enterocolitica W22703 zu finden. Daher könnte YacT eines von vielen verschiedenen Elementen und 

neuartigen Toxinen darstellen, die das Überleben der Bakterien in der Umwelt ermöglichen, indem es 

entweder die Vermehrung in Insekten und damit die Verwendung dieser als Nahrungsquelle 

begünstigt oder die Nutzung der Insekten als Vektor ermöglicht, ohne von deren Immunsystem 

eliminiert zu werden. 

Da die untersuchten Stämme nur bei niedrigen Temperaturen eine Virulenz gegenüber den Galleria-

Larven zeigten, ist dieses Infektionsmodell vor allem geeignet, um ein insektizides Potential der 

Yersinia-Isolate zu ermitteln und zu vergleichen. Die Übertragbarkeit der Infektionsdaten auf den 

Menschen ist als eher gering einzuschätzen. Darauf, dass die Tiere kein Maß böten für die Einschätzung 

der Humanpathogenität einzelner Isolate, wiesen auch ALENIZI et al. hin, da sie unter ihren 

Versuchsbedingungen keinerlei Virulenz der humanpathogenen Stämme beobachten konnten. Es 

wäre interessant zu untersuchen, ob es bei einer oralen Infektion der Tiere mit den vornehmlich 

enteropathogen wirkenden Bakterien zu einem anderen Ergebnis käme. 

Dennoch eignen sich die Larven von G. mellonella auch zur Untersuchung von humanpathogen 

Mechanismen, wie unter 1.4 beschrieben wurde. Neben den bereits benannten Beispielen gibt es 

ebenfalls Studien zu Y. pseudotuberculosis, die die Larven als Modellorganismus verwendeten, um 

bestimmte bei der Infektion von Säugetieren zum Tragen kommende Virulenzmechanismen zu 

analysieren. In diesen wurde bspw. betrachtet, wie sich die bakterielle Superoxid-Dismutase 

[Champion et al., 2009] oder die Anwesenheit des Adhesins MAM (multivalent adhesion molecule) 

[Krachler et al., 2021] auf die Virulenz der Yersinien auswirkt. In beiden Fällen wurden vergleichsweise 

hohe Infektionsdosen von mindestens 106 Zellen verwendet, um eine messbare Pathogenität zu 
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erzielen und einen Unterschied zwischen Wildtyp und Deletionsmutante zu erkennen. Im Fokus beider 

Studien stand der Einfluss der Bakterien auf die Hämozyten als zellulärer Komponente der 

angeborenen Immunabwehr, da ihre Funktionsweise sehr ähnlich zu der von den Phagozyten bei 

Säugetieren wie Makrophagen oder dendritischen Zellen ist. Auch durch YacT wird die Morphologie 

der Hämozyten beeinflusst und die Immunantwort geschwächt. Ob YacT auf die Immunzellen von 

Säugetieren eine ähnliche Wirkung hat, kann weder ausgeschlossen noch angenommen werden. 

Des Weiteren wurde für den Stamm W22703 wiederholt nur eine geringe Virulenz gegen die Larven 

infolge einer Inokulation der Bakterien direkt in das Hämocoel beobachtet. Daher lässt sich festhalten, 

dass die intrahämocoele Infektion der Galleria-Larven nicht das richtige Modell zur Untersuchung des 

insektiziden Toxinkomplexes Tc einschließlich der Lysekassette ist. Entweder muss zu diesem Zweck 

die Infektion oral erfolgen oder ein anderes Insektenmodell verwendet werden. 

 Ausblick 

Mithilfe verschiedener molekularbiologischer und proteinbiochemischer Methoden konnte in der 

vorliegenden Arbeit die Funktionalität und Spezifität der phagenverwandten Lysekassette, die sich 

innerhalb der insektiziden Pathogenitätsinsel von Y. enterocolitica W22703 befindet, gezeigt werden. 

Zusätzlich brachte die Verwendung einer lon-defizienten Mutante einen Einblick in die Regulation der 

Phagenproteine. Die Ergebnisse deuten auf einen Kontrollmechanismus hin, der eine übermäßige Lyse 

der Zellen, verursacht durch die Phagenproteine, verhindern soll. 

Der Umstand, dass die Lysekassette biologisch aktiv ist, wirft die Frage nach der Funktion auf. Die 

aufgrund ihrer Lage innerhalb in der Tc-PAIYe naheliegende Vermutung, dass sie an der Freisetzung des 

insektiziden Toxinkomplexes beteiligt ist, wird hauptsächlich durch die Beispiele in anderen 

Organismen wie C. difficile, S. Typhi und S. marcescens bekräftigt. Der bisher einzige experimentelle 

Hinweis darauf, dass die Phagenproteine für die vollständige Virulenz von Y. enterocolitica W22703 

erforderlich sind, erfolgte in Experimenten mit dem Fadenwurm C. elegans [Starke, 2015]. Diese 

zeigten, dass durch die Deletion der Gene holY und elyY die nematozide Aktivität im gleichen Maße 

reduziert war wie bei der Infektion der Tiere mit einem tcaA-negativen Stamm [Spanier et al., 2010]. 

Ein weiterer experimenteller Nachweis der durch die Phagenproteine vermittelten Freisetzung wurde 

hier nicht erbracht. Die durchgeführten Versuche mit G. mellonella-Larven zeigten sich, aufgrund der 

gewählten intrahämocoelen Infektionsmethode, als nicht geeignet, um den Toxinkomplex und die 

Lyseproteine weiter zu untersuchen. Stattdessen diente das Infektionsmodell dazu, das insektizide 

Potential weiterer Yersinia spp. wie Y. intermedia und Y. frederiksenii, aber auch des 

humanpathogenen Y. enterocolitica-Stammes 8081 nachzuweisen. Dies verdeutlicht, dass es neben 

dem insektiziden Toxinkomplex auch innerhalb der Gattung Yersinia eine Vielzahl an Faktoren gibt, die 
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zu deren insektizider Pathogenität beitragen. Anhand der hier verwendeten Kombination von 

Genomvergleichen und Infektionsversuchen konnten weitere potenziell insektizide Virulenzfaktoren 

identifiziert und verifiziert werden. Die Kenntnis dieser Faktoren trägt zu einem besseren Verständnis 

der Überlebensstrategien der Yersinien in der Umwelt bei. Außerdem lassen sich durch die Analyse der 

Verbreitung der entsprechenden Gene innerhalb der Gattung Yersinia sowie durch Homologieanalysen 

Rückschlüsse auf die Evolution der Krankheitserreger ziehen. 

Das Protein YacT verleiht Y. frederiksenii insektizide Toxizität, indem es unter anderem die 

Immunzellen der Larven modifiziert. Um zu untersuchen, ob das Protein auch auf die Immunzellen von 

Säugetieren Einfluss nehmen kann, könnten Versuche mit kultivierten Makrophagen durchgeführt 

werden. Sollte sich dabei ein Effekt zeigen, könnte in Betracht gezogen werden, YacT im Mausmodell 

zu untersuchen, um den dahinterstehenden Mechanismus aufzuklären. 

Die Datenlage zeigt, dass das hier verwendete Infektionsmodell zwar nicht direkt als Maß für die 

Virulenz einzelner Isolate gegen den Menschen verwendet werden kann [Alenizi et al., 2016], seine 

Anwendung aber zum Verständnis der Evolution pathogener Bakterien im Allgemeinen und von 

Virulenzfaktoren im Besonderen beiträgt. Es besteht die Möglichkeit, dass eine orale Infektion der 

G. mellonella-Larven besser für die Einschätzung der Humanpathogenität der Stämme geeignet wäre. 

Diese Annahme müsste in entsprechenden Infektionsversuchen untersucht werden. 

Eine orale Infektion der G. mellonella-Larven sollte auch für weitere Untersuchungen zur Lysekassette 

von Y. enterocolitica W22703 in Betracht gezogen werden. Da für den insektiziden Toxinkomplex eine 

starke orale Aktivität gezeigt wurde [Bowen et al., 1998a], wäre dies eine Möglichkeit, auch in den 

Gallerien eine signifikante Virulenz des Stammes W22703 zu beobachten. Sollte dies nicht der Fall sein, 

könnten die Larven von M. sexta für weiterführende Untersuchungen dienen. In diesem Modell konnte 

bereits eine insektizide Aktivität der Bakterien sowie deren Temperaturabhängigkeit gezeigt werden 

[Bresolin et al., 2006], jedoch ist die Haltung dieser Tierlarven weniger einfach als die der Galleria-

Larven. 

In einem passenden Tiermodell könnte dann mittels Gewebeschnitten und Immunofärbung mit einem 

Primärantikörper gegen TcaA das Toxin innerhalb des Wirts nachgewiesen werden. In einem weiteren 

Schritt könnte untersucht werden, ob und wie sich im Wirt die Freisetzung des Toxins in An- und 

Abwesenheit der Lysegene ändert, und damit evtl. ein direkter Zusammenhang der Lysekassette mit 

der Toxinfreisetzung gezeigt werden. 

Außerdem könnte das Tiermodell zum einen dazu dienen, die Bistabilität der tcaA-Expression in vivo 

zu betrachten. Dabei wäre interessant, ob auch während des Infektionsgeschehens nur eine geringe 

Subpopulation tcaA exprimiert oder ob sich das Verhältnis verschiebt und mehr Zellen oder sogar die 

gesamte Population das Toxin produzieren, wie am Beispiel von FitD aus P. aeruginosa gesehen 
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[Péchy-Tarr et al., 2013]. Dazu müsste dann die Betrachtung der Expression der insektiziden Gene 

sowie der Lysegene in vivo auf Einzelzellebene erfolgen. Zum anderen wäre es sehr aufschlussreich, 

das Transkriptom der Bakterienzellen während des Infektionsgeschehens zu analysieren. Dazu 

müssten die Bakterien zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Infektion aus den homogenisierten 

Larven bspw. mittels immunomagnetischer Auftrennung isoliert und deren RNA aufgereinigt werden. 

Dabei könnten sowohl Informationen zur Regulation des insektiziden Toxinkomplexes mitsamt der 

Lysegene als auch zur Expression von Virulenzregulatoren, der Quorum sensing-Systeme sowie zu 

bisher unbekannten Faktoren innerhalb des Wirtes im Vergleich zu einer in vitro-Kultur generiert 

werden. 

Auch auf molekularbiologischer Ebene in vitro gibt es weitere Versuchsansätze, deren Betrachtung 

lohnend wäre. So war es zwar teilweise möglich, die Toxinkomponente TcaA in Überstandsproben des 

Wildtyp-Stammes Y. enterocolitica W22703 sowie verschiedener Mutanten mittels Western Blots 

nachzuweisen, jedoch konnte kein Unterschied zwischen der An- und Abwesenheit der Lysegene 

festgestellt werden. Dies wird unter anderem mit der geringen Sensitivität der Methode begründet. 

Daher wäre es sinnvoll, das Sekretom des Wildtyp-Stammes mit dem des Lysegene-defizienten 

Stammes mittels hochauflösender Massenspektrometrie zu vergleichen. Dies würde Aufschluss 

darüber geben, welche Proteine die Zellen verlassen und ob dies in Abhängigkeit der Phagengene 

erfolgt. Mit diesem Ansatz könnte zusätzlich ausgeschlossen werden, dass eine Freisetzung des Toxins 

mittels Lyse erfolgt, sofern keine zytoplasmatischen Proteine im Überstand detektiert würden. 

PALMER et al. postulieren in ihrem Modell zum T10SS bei S. marcescens eine Freisetzung der im 

Periplasma korrekt gefalteten Proteine in OMVs. Diese könnten durch einen Verlust der Stabilität der 

äußeren Membran entstehen, der wiederum aus dem Lösen der Lpp-Proteine von der äußeren 

Membran resultiert. Zur Klärung dieses Sachverhaltes bezogen auf den Y. enterocolitica-Stamm 

W22703 sind eine Reihe verschiedener Experimente möglich. Zum einen wäre mittels Peptidoglykan-

Hydrolyse-Assay mit anschließender HPLC-Analyse zu klären, ob es sich bei ElyY ebenfalls um eine 

L-Alanyl-D-Glutamat-Endopeptidase handelt und die Hydrolyse des Peptidoglykans an denselben 

Stellen wie durch ChiX erfolgt. Zum anderen könnte die Menge an freiem Lpp quantifiziert werden 

[Schwechheimer et al., 2014], um die Möglichkeit der Vesikelbildung zu verifizieren. Eine Beobachtung 

von OMVs ist mikroskopisch möglich, erfordert aber eine sehr hochauflösende Technik wie 

Transmissionselektronenmikroskopie oder Rasterkraftmikroskopie. Gibt es Hinweise auf die Bildung 

von Vesikeln, können diese gezielt aufgereinigt werden und deren Inhalt mittels Western Blot auf das 

Vorhandensein von bspw. TcaA untersucht werden. 

Zur Klärung der Fragestellung, ob eine Interaktion ElyYs mit den Toxinkomponenten zu deren Transport 

durch die von HolY gebildete Pore ins Periplasma beiträgt, könnte das bakterielle Zwei-Hybrid-System 
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verwendet werden [Karimova et al., 1998]. Dieses basiert auf der Wiederherstellung der 

Adenylatcyclase-Aktivität, wenn die mit den Enzymfragmenten fusionierten Proteine bspw. ElyY und 

TcaA durch eine Interaktion miteinander in unmittelbare Nähe kommen. Kommt es zur Enzymaktivität, 

wird cAMP gebildet, welches wiederum zusammen mit dem Protein CAP den Promotor eines 

Reportergens z.B. lacZ aktiviert. 

Die in den beschriebenen Versuchsansätzen generierten Daten können zum einen dazu beitragen, 

Erkenntnisse über den Mechanismus zur Freisetzung des insektiziden Toxinkomplexes zu gewinnen. 

Zum anderen können sie dazu dienen, aufzuklären, inwiefern die phagenverwandte Lysekassette an 

der Toxinsekretion beteiligt ist und ob es sich hierbei um ein Beispiel des neuartigen Typ 10-

Sekretionssystems handelt. 
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