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AvrA Avirulenz Gen/Protein A (avirulence gene/protein A) 
BfR Bundesinstitut für Risikobewertung 
BGBl Bundesgesetzblatt 
BIR Baculovirus-Inhibitor des Apoptoseproteins Wiederholungsdomäne 

(baculovirus Inhibitor of apoptosis protein repeat) 
bp Basenpaare, auch kbp = Kilo-Basenpaare 
CIITA MHC-II-Transaktivatorgen/e 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
CAMPhi klassisch-aktivierte Makrophagen 
Caspase Cystein-Aspartat spezifische Protease (cysteinyl-aspartate specific 

protease) 
CARD Caspaseaktivierende und -rekrutierende Domäne (caspase 

activating and recruitment domain) 
CATERPILLER CARD (caspase-recruitment domain) transcription enhancer, R 

(purine)-binding, pyrin, lots of leucine repeats 
CD cluster of differentiation (Oberflächenprotein), z. B. CD80, CD86 
Cdc42 Zellteilungskontroll-Protein 42 (cell division control protein 42 

homolog) 
cDNA komplementäre DNA (complementary DNA) 
C/EBP Transkriptionsfaktor der basischen Leucin-Zipperfamilie 

(CCAAT/enhancer-binding protein) 
CED-4 Zelltod-Protein 4 (cell death protein 4) 
cIAPs zelluläres Apoptose-Inhibitorprotein (cellular inhibitor of apoptosis 

protein) 
CpG-DNA Cytosin-Phophatidyl-Guanin - DNA 
CREB/ATF Transkriptionsfaktor (cAMP response element binding/activating 

transcription factors) 
Da Dalton 
DAP Diaminopimelinsäure, z. B. Meso-Diaminopimelinsäure (mDAP, γ-D-

Glutamyl-meso-DAP) 
DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochlorid 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium (Zellkulturmedium) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure, auch DNS (desoxyribonucleinacid) 
E. coli Escherichia coli 
ECDC European Center for Disease Prevention and Control 
EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsäure 
EFSA European Food Safety Authority 
ERK extrazelluläre Signal-regulierende Proteinkinase (extracellular signal-

regulated protein kinase) 



 

VIII 

ET Elektrophoretischer Typ 
et al. und andere (et alii) 
ex vivo außerhalb des lebenden Gewebes/Organismus 
FKS Fetales Kälberserum 
Fos Protoonkogen, auch Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ) Osteosarcoma 
GADPH Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GALT darmassoziiertes Lymphgewebe (gut associated lymphoid tissue) 
GC Guanin-Cytosin (Nukleinbasen), auch G/C 
GFP grün-fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein) 
GRIM-19 Zelltod-regulierendes Gen/Protein (gene associated with 

retinoid-IFN-induced mortality 19) 
GROα growth-related oncogene-α (Chemokin) 
GTP Guanosintriphosphat 
h (vor Gennamen) human (Homo sapiens), im zoologischen Sinn: vom Menschen 

abstammend 
H2Obidest doppelt destilliertes Wasser 
HCl Salzsäure 
ICAM 1 Adhäsionsmolekül (intercellular adhesion molecule 1), auch CD54 
ICE Caspase-1, auch IL-1-konvertierendes Enzym (IL-1 converting 

enzyme) 
IFN Interferon, z. B. IFN-γ 
IfSG Infektionsschutzgesetz 
IκB IKKβ 
IKK Inhibitor des NF-κB-Kinase-Komplexes (z. B. IKKα, IKKβ IKKγ 

Untereinheiten) 
IL Interleukin, z. B. IL-6 
iNOS induzierbare NO-Synthase 
IMT Institut für Mikrobiologie und Tierseuchen, Freie Universität Berlin 
InvH Invasionsgen H, auch als needle complex outer membrane 

lipoprotein precursor bekannt 
in vivo innerhalb des lebenden Gewebes/Organismus 
IPAF ICE-Proteasen-aktivierender Faktor, auch CARD12 (ICE protease 

activating factor) 
IPEC-J2 Intestinal Porcine Epithelial Cell - Jejunum 2 
IRAK IL-1-rezeptorassoziierte Kinase (interleukin-1 receptor associated 

kinase) 
IS Immunsystem 
ISCOVE’s ISCOVE’s Zellkulturmedium 
IST Insulin-Transferrin-Selenit-A 
JNK c-Jun N-terminale Kinasen 
Jun Teil eines Transkriptionsfaktors (avian sarcoma virus 17), vom 

japanischen ju-nana, dies bedeutet 17 
Kap. Kapitel 
kbp Kilobasenpaare 
KbE Kolonie bildende Einheit auch cfu (colony forming units) 
Km Kanamycin 
LAMP Lysosomen-assoziiertes Membranprotein 
LB Lysogenic Broth 
LPS Lipopolysaccharid 
Lpf länglich, polares Fimbrienprotein (long polar fimbriae) 
LRR Leucinreiche Wiederholungsdomäne (leucine-rich repeat domain) 
m (vor Gennamen) murin (Mus musculus), im zoologischen Sinn: von der Maus 

abstammend 
m Steigung, Maß für die Steilheit einer Gerade oder Kurve 
Mrel relative molekulare Masse 
Mal MyD88-ähnlicher Adaptor (MyD88-adaptor like) 
MALT Schleimhaut-assoziiertes Lymphgewebe 
MAMPs microbial associated molecular patterns 
MANOVA multivariate Varianzanalyse 



 

IX 

MAPK Mitogenaktivierende Proteinkinase (mitogen-activated protein 
kinase) 

MCP Monozyten anlockendes Protein 1 (monocyte chemoattractant 
protein 1) 

MDP Muramyldipeptide (N-Azetylmuramyl-L-Alanin-D-Isoglutamin) 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
MicA/MicB MHC-Klasse 1-ähnliche Sequenz A/B (MHC class 1 polypeptide-

related sequence A/B) 
MIP Makrophagenstimulierendes Entzündungsprotein (macrophage 

inflammatory protein) 
MODE-K Murine Duodenal Epithelial Cell - Clone K 
MOI Quotient aus Anzahl der Bakterien des Inokulums und Anzahl der zu 

infizierenden Zellen (multiplicity of infection) 
mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 
MyD88 Adaptorprotein (myeloid differentiation primary response gene 88) 
M-Zellen spezialisierte Epithelzelle (microfold cells) 
NACHT Nukleotid-bindende Oligomerisierungsdomäne (nucleotid-binding 

oligomerization domain) 
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NAIP Neuronal-Apoptose inhibierendes Protein (neuronal apoptosis 

inhibitory protein) 
Nal Nalidixinsäure 
NALP NACHT, LRR und PYD Domänen-enthaltende Proteine (NACHT, 

LRR and PYD domains-containing protein) z. B. NALP3 
NaOH Natronlauge 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
NEAS nichtessentielle Aminosäuren 
NEMO NF-κB essentieller Modulator (NF-κB essential modulator), auch 

IKKγ 
NF-ĸB Transkriptionsfaktor (nuclear factor – kappa B) 
NF-IL6 Transkriptionsfaktor (nuclear factor – IL6) 
NIK NF-κB-indizierende Kinase 
NO Stickstoffmonoxid 
NOD Nukleotidbindende Oligomerisationsdomäne (nucleotide-binding 

oligomerization domain) 
Nramp 1 natürliches Makrophagen-Resistenzprotein 1 (natural resistance 

associated macrophage protein 1) 
NRL Nukleotidbindende Domäne - Leucinreiche Wiederholungsdomäne 

(nucleotide binding domain - leucine-rich repeats) 
NTPase Nukleosid-Triphosphatase z. B. ATPase (Adenosin-Triphosphatase) 
O2 Sauerstoff 
OD optische Dichte 
p (vor Gennamen) porcin (Sus scrofa) auch porzin; im zoologischen Sinn: zur Familie 

der Schweine gehörend 
p Irrtumswahrscheinlichkeit 
p38MAPK p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen 
PagN PhoP-aktivierendes Gen N (PhoP-activating gene N) 
PAI Pathogenitätsinsel, auch PI 
PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
Pef Plasmid-kodiertes Fimbrienprotein (plasmid-encoded Fimbria) 
PepT Peptidtransporter, z. B. PepT1 
PFA Paraformaldehyd 
PGN Peptidoglykan, auch Murein 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-

konzentration (potentia hydrogenii) 
p. i. post infectionem 
PipB Pathogenitätsinsel-kodiertes Protein B (pathogenicity island encoded 

protein B) 



 

X 

PKB Proteinkinase B (auch AKT) 
PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat 
PP Peyersche Plaques 
PYD Pyrindomäne 
Rac1 Ras-ähnliches C3 Botulinumtoxin Substrat 1 (rat sarcoma (Ras)-

related C3 botulinum toxin substrate 1) 
RANTES Chemokin (regulated upon activation, normal T-cell expressed, and 

secreted) 
RI Ribonuklease-Inhibitor 
RICK Rezeptor-interagierende Serin/Threonin Kinase (receptor-interacting 

serine/threonine kinase), auch RIPK2 
RLU Relative Lumineszenzeinheiten (Relative Luminescence Units) 
RNA Ribonukleinsäure, auch RNS (ribonucleinacid) 
rRNA ribosomale RNA 
rpm Umdrehung pro Minute (revolutions per minute) 
R-Protein Resistenzprotein 
rpoS RNA-Polymerase Sigma Faktor (RNA polymerase sigma factor) 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkription - PCR 
S. Salmonella 
SARB Salmonella-Referenzsammlung B 
SCAMP Salmonella-induzierendes sekretorisches Trägermembranprotein 

(Salmonella-induced secretory carrier membrane protein) 
SCV Salmonella-containing-vacuole 
S. Enteritidis Salmonella enterica ssp. enterica ser. Enteritidis 
ser. Serovar 
Sif/s Salmonella-induzierte Filamente (Salmonella-induced-filaments) 
Sip Salmonella-Invasionsprotein, z. B. SipA 
SlrP Salmonella-LRR-Protein (Salmonella leucine-rich repeat protein) 
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism) 
SNX Sortier-Nexin (sorting-nexin) 
Sop äußeres Salmonella-Protein (Salmonella outer protein), z. B. SopD 
SPF spezifisch pathogenfrei (specific pathogene free) 
SPI Salmonella-Pathogenitätsinsel 
spp. Spezies 
SptP Salmonella-Tyrosinphosphatase-Protein (Salmonella protein tyrosine 

phosphatase) 
spv Virulenzplasmid (Salmonella plasmid for virulence) 
Sse Salmonella-Sekretionssystem-Effektor (Salmonella secretion system 

effector), z. B. SseG 
ssp. Subspezies 
SspH1/2 Salmonella-sezernierendes Protein H1/2 (Salmonella secreted 

protein H1/2) 
ST Sequenz Typ 
STAND Signaltransduktions-ATPase mit zahlreichen Domänen (signal 

transduction ATPases with numerous domains) 
SteC Salmonella-translozierender Effektor C (Salmonella translocated 

effektor C) 
SCV Salmonellen-enthaltende Vakuolen (Salmonella-containing-vacuole) 
Tab. Tabelle 
TAK1 TGF-β-aktivierte Kinase 1 
TBE Pufferlösung (Tris/Borat/EDTA) 
Tcps Toxin-koregulierendes Pilus-Biosyntheseprotein (toxin coregulated 

pilus biosynthesis protein) 
TE Pufferlösung (Tris-EDTA) 
TGF-β Transformierender Wachstumsfaktor-beta (transforming growth 

factor-β) 
THP-1a THP-1 als adhärente Zelllinie 
THP-1s THP-1 in Suspension 



 

XI 

TIRAP Toll-Interleukin 1 Rezeptordomäne-enthaltendes Protein (toll-
interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adaptor protein) 

TlpA TIR-ähnliches Protein A (TIR-like protein A) 
TLR Toll-ähnlicher Rezeptor (toll-like receptor) 
TNF Tumornekrosefaktor, z. B. TNF-α 
Tollip Toll-interagierendes Protein (Toll-interacting protein) 
TRAF6 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 
TRAM TRIF-ähnliches Adaptormolekül (TRIF related adaptor molecule) 
TREM Rezeptor (triggering receptor expressed on myeloid cells-1) 
TRIF IFN-β-induzierende Toll-Interleukin 1 Rezeptor-enthaltende 

Adaptordomäne (toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing 
adaptor inducing interferon-β) 

T3SS Typ III Sekretionssystem (type three secretionsystem) 
U unit (Einheit) 
UV Ultraviolett 
var. Variante 
wt Wildtyp 
XIAP X-gekoppeltes Apoptose-Inhibitorprotein (X-linked inhibitor of 

apoptosis protein) 
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1.  Einleitung 
 
Salmonellen stellen weltweit ein großes Problem für die Gesundheit von Mensch und Tier 
dar. Eine Infektion mit Salmonella (S.) kann sowohl zu selbstlimitierenden gastrointestinalen 
Erkrankungen führen als auch zu akuten oder latenten generalisierten Salmonellosen 
(Meyer, 1999; Sander, 1993). Gewöhnlich gelangen die Erreger auf dem oralen Weg in den 
Wirtsorganismus. Dabei spielt in den industrialisierten Ländern vor allem der Infektionsweg 
über die Lebensmittelkette eine Rolle. Allein in Deutschland zählen Salmonellen neben den 
Campylobacter-Spezies zu den bedeutendsten bakteriellen Ursachen der humanen 
Lebensmittelinfektion. Nachweislich sind es europaweit vor allem die Serovare S. Enteritidis 
(58,0 %) und S. Typhimurium (21,9 %), welche für Erkrankungen von Menschen ursächlich 
sind. Diese Serovarhäufigkeiten korrelieren mit dem Vorkommen von Salmonellen in 
Lebensmittelprodukten, wie beispielsweise S. Enteritidis mit 34,1 % in Geflügelfleisch und 
S. Typhimurium mit 31,5 % und 26,3 % in Schweine- bzw. Rindfleisch (European Food 

Safety Authority (EFSA) Journal 2010). In diesem Zusammenhang spielen klinisch-
inapparent infizierte Schlachttiere eine besondere Rolle. Nach Steinbach und Hartung (1999) 
liegt die Ursache von ~20 % der humanen Salmonelleninfektionen in kontaminiertem 
Schweinefleisch und Schweinefleischprodukten. Bemerkenswert sind in diesem 
Zusammenhang die Diskrepanzen der Untersuchungsergebnisse der European Food Safety 

Authority (EFSA) und dem European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) 
hinsichtlich des Vorkommens der Salmonella-Serovare im lebenden Tier und den 
zugehörigen Schlachtprodukten. Beispielsweise ist S. Typhimurium die am häufigsten 
nachgewiesene Serovar in untersuchten Schweinebetrieben (31,5 %) und im 
Schweinefleisch (33,1 %). Die zweithäufigste Serovar in Schweinen S. Derby (13,2-19,8 %) 
sowie die schweineadaptierte Serovar S. Choleraesuis konnten jedoch bei humanen 
Krankheitsausbrüchen nur in 0,5 % bzw. <0,5 % der Fälle nachgewiesen werden. Diese 
Auffälligkeiten treffen im Übrigen auch für die rinderadaptierte Serovar S. Dublin zu. 
S. Dublin ist hierbei die zweithäufigste Serovar (23,1 %) in untersuchten Rinderbetrieben, 
wird jedoch bei den humanen Untersuchungsergebnissen aufgrund der geringen Fallzahl 
bereits nicht mehr aufgeführt (EFSA Journal 2010). Diese Diskrepanz belegt die 
Wirtsadaption der verschiedenen Salmonellen. 
Aufgrund dessen wird in der vorliegenden Arbeit die Interaktion von wirtsadaptierten und 
nicht-wirtsadaptierten Salmonella-Serovaren in drei untersuchten Wirtssystemen in vitro 
beschrieben. Ziel dieser Arbeit ist eine vergleichende Analyse der Salmonelleninfektion in 
den Wirtssystemen Schwein, Maus und Mensch, wobei hier die zwei bedeutendsten 
Zellvertreter für den Infektionsweg gewählt werden: die intestinalen Epithelzellen sowie die 
Makrophagen. Hierzu werden die Salmonella-Serovare in vitro hinsichtlich ihrer Invasivität 
und der intrazellulären Vermehrung miteinander verglichen. Darüber hinaus wird die 
Aktivierung der angeborenen Immunmechanismen der Wirtssysteme mit Hilfe eines in vitro 
NF-κB-Aktivierungstests bestimmt und miteinander verglichen. Hierfür werden verschiedene 
Systeme etabliert. Zusätzlich wird die Bedeutung wirtseigener Proteine der angeborenen 
Immunität, der NOD-Proteine, im Zusammenhang mit der Wirtsspezifität der Salmonellen 
diskutiert. Die ermittelten Daten sollen (1) einen Erkenntniszuwachs zur Pathogenese und 
der Wirtsspezifität von Salmonellen erbringen, (2) zu einem besseren Verständnis der 
Erreger-Wirt-Interaktion beitragen und (3) Anhaltspunkte für zukünftige Forschungsarbeiten 
bieten. 
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2.  Theoretische Grundlagen 

2.1 Grundlagen zur Gattung Salmonella 

2.1.1 Bedeutung der Gattung Salmonella 

Salmonella-Spezies sind fakultativ intrazellulär parasitierende, meist peritrich begeißelte, 
fakultativ anaerobe, gramnegative Stäbchenbakterien (Le Minor und Bockemuhl, 1984; 
Selbitz, 1992). Ein Salmonellenwachstum ist bei +5,2 °C bis zu +46,2 °C möglich und zeigt in 
der mikrobiologischen Diagnostik folgende Stoffwechselcharakteristika: Schwefel-
wasserstoffbildung, Nitratreduktion, Propylenglykolabbau, Citratverwertung und eine 
negative Laktatverwertung (Baumgart et al., 2005; Modak et al., 1967; Nair et al., 1967; Nair 
et al., 1968;). Salmonelleninfektionen und auch Salmonellosen betreffen sowohl den 
Menschen als auch das Tier. Aufgrund dessen zählen Salmonelleninfektionen zu den 
Diplonosen, da sie vom Tier oder den tierischen Produkten auf den Menschen und 
umgekehrt übertragen werden können. Latent-manifeste Enteritiden werden zumeist als 
Salmonelleninfektionen bezeichnet, sie dienen in der Literatur jedoch auch als 
Sammelbegriff jeglicher Infektionen durch Salmonella (S.). Eine Salmonellose ist per 

definitionem eine Salmonelleninfektion einhergehend mit einer Septikämie und wird 
nochmals in primäre und sekundäre Salmonellosen unterschieden. In dieser Arbeit wird der 
Begiff Salmonelleninfektion als Sammelbegriff verwendet.  
 
Die Salmonelleninfektionen werden hierzulande fast ausschließlich durch Lebensmittel und 
deren Zubereitungen hervorgerufen (Werner et al., 1979). Die dabei am häufigsten 
nachgewiesenen Serovare sind S. Enteritidis und S. Typhimurium (Hartung, 2009). Die 
Fähigkeit der Salmonellen zur Persistenz, also das Überleben der Pathogene in 
asymptomatischen Trägern, wie zum Beispiel S. Dublin in Rindern oder S. Choleraesuis in 
Schweinen, und die intermittierende Ausscheidung durch solche Träger beeinflusst in 
großem Maße die Verbreitung des Erregers (Kotova et al., 1988). Die Krankheitsbilder 
können von einer selbstlimitierenden Diarrhö durch enteritische Salmonellen bis hin zu einer 
schweren systemischen, fieberhaften Allgemeinerkrankung wie beispielsweise dem Typhus 
durch typhoide Salmonellen sehr unterschiedlich ausfallen. Es sei jedoch darauf 
hingewiesen, dass auch diese Einteilung nicht absolut ist, da einzelne Serovare sowohl 
systemische als auch lokale Entzündungsreaktionen auslösen können. Nichtsdestotrotz 
sollte jedes Salmonella-Serovar aufgrund seiner Virulenz, bestimmt durch die Fähigkeit zur 
Adhäsion, Invasion, dem fakultativen intrazellulären Parasitismus und der zytotoxischen 
Effekte, zunächst als Zoonoseerreger betrachtet werden. 
 
Nach Schätzungen der World Health Organisation treten jährlich rund 21,7 Millionen Fälle 
von Typhus auf, davon ~217.000 mit letalem Verlauf sowie 5,4 Millionen Fälle von 
Paratyphus (Crump und Mintz, 2010). Darüber hinaus werden circa 1,3 Milliarden Patienten 
mit Diarrhö durch so genannte nichttyphoide Salmonellen gezählt, davon ~3 Millionen mit 
tödlichem Verlauf (Pang et al. 1995). Neben diesen gesundheitlichen Auswirkungen sind 
auch die ökonomischen Folgeerscheinungen zu berücksichtigen, welche von der World 

Health Organisation allein in den USA auf rund 6,8 Milliarden US-Dollar geschätzt werden. In 
Großbritannien und den USA verursachen Salmonellen mehr letale Krankheitsverläufe als 
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irgendein anderer lebensmittelassoziierter Keim. Auch in Deutschland gehören 
Salmonellenerkrankungen mit zu den am häufigsten nachgewiesenen Erregern bei 
Lebensmittelerkrankungen und sind aufgrund der §§ 6,7 des Infektionsschutzgesetzes 
(Anonymus, 2000) meldepflichtig. Laut Jahresstatistik des Robert Koch-Institutes gab es in 
Deutschland im Jahr 2007 55.155, 2008 42.920, 2009 31.185 und 2010 insgesamt 25.228 
gemeldete Salmonellosenfälle in Deutschland (Robert Koch-Institut, 2008, 2010 und 2011). 
Schätzungsweise machen die auf Grund des Bundesseuchengesetzes gemeldeten Zahlen in 
etwa nur 10-20 % der tatsächlichen Infektionszahlen beim Menschen aus. Man geht davon 
aus, dass rund jeder fünfte Mensch Salmonellenträger ist. Laut dem European Center for 

Disease Prevention and Control und der European Food Safety Authority gehören zu den am 
häufigsten nachgewiesenen Serovaren bei humanen Krankheitsfällen in Europa S. Enteritidis 
mit 58,0 %, gefolgt von S. Typhimurium mit 21,9 % (EFSA Journal 2010). Die 
Infektionszahlen bei Tieren basieren meist auf Stichprobenanalysen der 
veterinärmedizinischen Untersuchungsämter. Hierbei wurden im Rahmen einer 
Mastschweinbetriebsuntersuchung des Bundesinstitutes für Risikobewertung (BfR) in 
Deutschland 13 % der untersuchten Tiere positiv auf Salmonellen getestet. Insgesamt 
wurden 23 verschiedene Serovare nachgewiesen, wobei an erster Stelle S. Typhimurium mit 
55,2 % vorkam (Bundesinstitut für Risikobewertung, 2008). Ein Jahr später erschienen die 
Untersuchungsergebnisse für Zuchtschweinebestände. Hierbei waren 7,6 % der Kotproben 
aus Zuchtbetrieben und 5,8 % aus Ferkelbetrieben positiv auf Salmonellen. Auf 
Bestandsebene waren es jedoch 22,4 % positiv getestete Bestände und hierbei vor allem 
Zuchtbetriebe mit hohem Tieraufkommen (Bundesinstitut für Risikobewertung, 2009). In 
Truthühnerbeständen hingegen wurden im Jahre 2007 10,3 % der untersuchten 
Mastbetriebe positiv auf Salmonella getestet. Die am häufigsten nachgewiesene Serovar mit 
25,8 % war S. Typhimurium (Bundesinstitut für Risikobewertung, 2008). In Broilerbetrieben 
wurden hingegen 17,5 % der untersuchten Betriebe positiv auf Salmonella spp. getestet 
(Bundesinstitut für Risikobewertung, 2006). Der Tiergesundheitsjahresbericht des Friedrich-
Löffler-Institutes (FLI) berichtete bei Rindern über 81 und 120 gemeldete Salmonellose-Fälle 
im Jahr 2009 und 2008. Hierbei wurden vor allem die Serovare S. Typhimurium var. 
Copenhagen mit 38,3 % (2009) sowie S. Dublin mit 19,7 % (2009) nachgewiesen (Friedrich-
Löffler-Institut, 2010). 

2.1.2 Taxonomie 

Die Gattung Salmonella zählt neben den Gattungen Escherichia und Yersinia zu der Familie 
der Enterobacteriaceae und wird der Klasse der Gamma-Proteobacteria, dem Stamm der 
Proteobacteria des Reiches Bacteria zugeordnet (Brenner et al., 2005). Erstmals 
beschrieben wurde der Erreger 1880 durch Eberth, damals jedoch noch unter einem 
anderen Gattungsnamen (Le Minor, 1994). Vier Jahre später gelang es Gaffky, die Mikroben 
erstmalig zu kultivieren (Kauffmann, 1978). Erst 1900 bekamen die von Salmon 
beschriebenen ’Hogcholera-Bazillen’ ihre Gattungsbezeichnung Salmonella von Lignieres. 
Die Taxonomie der Salmonellen ist komplex und war oftmals Änderungen unterworfen. 
Zunächst wurden die Salmonellen nach rein klinischen Gesichtspunkten durch das 
Zusammensetzen des Namens der Krankheit und des Wirtes, wie z. B. in 
Salmonella typhi-murium (Mäusetyphus) eingeteilt und benannt (Kauffmann, 1966). Um 1941 
unterlagen alle Salmonella-Isolate noch einem Speziesnamen. Aufgrund biochemischer 
Eigenschaften deklarierte Kauffmann 1966 das Vorkommen von vier Salmonella-Subgenera 
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(Kauffmann, 1966). Hierdurch wurde das taxonomische System im Kauffmann-White 
Schema (heute: White-Kauffmann-Le Minor-Schema) vereinheitlicht, jedoch jedes neue 
Serovar wurde aufgrund serologischer Befunde auch als neue Art deklariert (Guibourdenche 
et al., 2010). Nachdem bekannt wurde, dass einige Serovare keine absolute Wirtsspezifität 
aufweisen, entwickelten sich die Ortsbezeichnungen, so dass neue Arten nach dem Ort der 
ersten Isolation benannt wurden, wie z. B. Salmonella Dublin. Erst ab 1982 entstand 
aufgrund erster DNA-Sequenzanalysen von Le Minor die Hypothese, die Gattung Salmonella 
bestehe nur aus einer Spezies S. choleraesuis (Le Minor et al., 1982). Die Subspezies 
wurden in sechs Gruppen eingeteilt: S. choleraesuis ssp. choleraesuis, S. choleraesuis 

ssp. salamae, S. choleraesuis  ssp. arizonae, S. choleraesuis ssp. diarizonae, 

S. choleraesuis ssp. houtenae und S. choleraesuis ssp. bongori. Aufgrund von Verwirrungen 
bezüglich der gleichzeitigen Benennung von “Choleraesuis“ als Spezies und Serovar erfolgte 
später die Umbenennung der Spezies in “Enterica“ (Euzeby, 1999). Reeves bevorzugte 
jedoch die Einteilung in zwei Subspezies, Salmonella enterica und Salmonella bongori, 
hierbei sollte S. bongori als eigene Spezies bezeichnet werden (Reeves et al., 1989). Seit 
2005 gelten die Vorschläge von Le Minor, Popoff und Reeves durch Beschluss des 
International Commitee on Systematics of Prokaryotes offiziell, das heißt, nach geltender 
Nomenklatur beinhaltet die Gattung Salmonella zwei Spezies, Salmonella bongori und 
Salmonella enterica, wobei S. enterica nochmals in sechs Subspezies gegliedert wird: 
S. enterica ssp. enterica, S. enterica ssp. salamae, S. enterica ssp. arizonae, S. enterica 

ssp. diarizonae, S. enterica ssp. houtenae und S. enterica ssp. indica (Guibourdenche et al., 
2010; Popoff et al., 1992; Tindall et al., 2005) (Abb.1). 
 
Innerhalb der Subspeziesgruppen werden die Erreger auf Grundlage ihrer Oberflächen-, 
Geißel- und der Kapselantigene in Serovaren unterteilt. Demnach unterscheidet man 
heutzutage über 2500 Serovare, davon gehören rund 1500 Serovare zu der 
Subspeziesgruppe I S. enterica ssp. enterica (Robert Koch-Institut, 2009). Eine weitere 
Klassifizierung über die Serovar hinaus ist in Form von serologischen Varietäten, Biovaren, 
Biochemovaren, Lysotypen, mittels Bestimmung der Resistenzlage und auch durch 
molekularbiologische Methoden (Plasmidprofil, Restriktionsanalyse, Gennachweise, 
Ribotyping) möglich. Rund 99,5 % von den isolierten Salmonella-Serovaren aus 
Warmblütern gehören in die Subspeziesgruppe I (Boyd et al., 1996). Die Subspezies 
Salmonella enterica ssp. enterica beinhaltet folgende, als Krankheitserreger für den 
Menschen und für warmblütige Tiere bedeutende Serovare (Auszug): S. Typhi, S. Paratyphi, 
S. Typhimurium, S. Enteriditis, S. Choleraesuis, S. Dublin, S. Pullorum und S. Gallinarum. 
Neben der Subspeziesgruppe I gehören auch die Gruppen IIIa und IIIb zu den medizinisch 
relevanten Salmonellen. In der Gruppe II und IV finden sich Serovare, welche meist aus 
Reptilien isoliert wurden. Obwohl S. bongori ursprünglich aus einer Echse isoliert wurde, 
besitzt es auch für homoiotherme Wirte eine gewisse Virulenz. 
 

 

Es sei erwähnt, dass im Jahr 2004 über eine dritte Spezies S. subterranea diskutiert wurde, 
welche bisher noch nicht offiziell in die Nomenklatur aufgenommen worden ist 
(Guibourdenche et al., 2010; Shelobolina et al., 2004). 
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Abb. 1 Übersicht zur Taxonomie der Salmonellen 
Der Großteil der aus Warmblütern isolierten Salmonellen zählen zur Subspezies 
Salmonella enterica ssp. enterica, wie beispielsweise S. Typhi, S. Typhimurium, S. Enteriditis, 
S. Choleraesuis, S. Dublin (adaptiert aus Guibourdenche et al. (2010) und Robert Koch-Institut 
(2009)). * Gemäß den Oberflächenantigenen bilden die Serovare verschiedener Subspezies circa 50 
gemischte Gruppen (z. B. O:51 oder O:67). ** Nur die Serovare der Subspezies I tragen 
krankheitsbeschreibende Personen- oder Ortsnamen (z. B. S. Enteriditis oder S. Dublin). 

2.1.3 Die Wirtsspezifität der Salmonellen 

Selbitz et al. (1995) klassifizierte die Salmonella-Serovare nach ihrer Wirtsanpassung und 
der klinischen Bedeutung für Mensch und Tier in vier große Gruppen: 
 
(1) S. Typhi und S. Paratyphi sind adaptiert an den Menschen, stark invasiv und rufen eine 
septikämische Allgemeininfektion mit fieberhaftem Verlauf beim Menschen hervor (Typhus 
und Paratyphus). Eine große klinische Bedeutung für das Tier besteht nicht. Dennoch wurde 
bereits über Paratyphi B-Erkrankungen bei Rindern berichtet (Evans et al., 2005; Thomas, 
1978). Durch die Maskierung der Erreger in Gallenblase, Niere und Leber ist eine Latenz 
möglich (Menendez et al., 2009). 
 
(2) Die zweite große Gruppe zeigt eine deutliche Anpassung an bestimmte Tierspezies und 
bewirkt seuchenhafte und ausgeprägte Krankheitsverläufe, wie z. B. S. Dublin (Rind), 
S. Choleraesuis (Schwein) und S. Gallinarum (Huhn), aufgrund dessen zählen sie zu den 
primären Salmonellosen (Allan und Duffus, 1971; Gray et al., 1996; Wallis et al., 1995). Es 
wurden jedoch auch schwere Erkrankungen beim Menschen nachgewiesen, vor allem durch 
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die Serovare S. Dublin und S. Choleraesuis. Unter den wirtsadaptierten Serovaren der 
Gruppe 2 nach Selbitz et al. (1995) besitzen S. Dublin und S. Choleraesuis in Hinblick auf 
humane Erkrankungsfälle eine größere Neigung zur Bakteriämie mit geringen oder keinen 
intestinalen pathologischen Anzeichen (Bhutta, 2007). So resultiert eine S. Dublin Infektion 
im Menschen in einer Bakteriämie, in Rindern jedoch kommt S. Dublin auch klinisch 
asymptomatisch vor oder führt dort zu Aborten (Dias et al., 2009; Fang und Fierer, 1991; 
Pegues et al., 2004). Die Infektion des schweineadaptierten Erregers S. Choleraesuis 
resultiert in Menschen ebenfalls in einer Bakteriämie mit hohen Fieberschüben. 
S. Choleraesuis beim Schwein hingegen äußert sich in perakuten, akuten oder chronischen 
Verlaufsformen mit Fieber, sowie pneumonischen oder enterischen Symptomen (Rabsch et 

al., 2002; Santos et al., 2001). 
 
(3) S. Enteritidis und S. Typhimurium sind hingegen an keine Wirtsspezies im Besonderen 
adaptiert, besitzen jedoch eine ausgeprägte Invasivität und stellen somit die Haupterreger für 
die sekundären Salmonellosen dar. Diese äußern sich als akute, selbstlimitierende 
Gastroenteritiden oder lokal begrenzte Enterocolitiden, hierbei sind auch seuchenhafte, 
septikämische als auch latente Krankheitsverläufe möglich (Altekruse et al., 1997; Rabsch et 

al., 2001). So resultiert eine Infektion von S. Typhimurium in Rindern und im Menschen in 
einer Enteritis, im Gegensatz hierzu führt die S. Typhimurium Infektion in der Maus jedoch zu 
einem typhoiden Krankheitsbild (Jenkin und Rowley, 1963; Santos et al., 2001). Der nicht-
wirtsadaptierte Erreger S. Enteriditis resultiert im Menschen ebenfalls in einer 
selbstlimitierenden Gastroenteritis und in Ratten und Mäusen zu einer Bakteriämie und zu 
einer schweren systemischen Allgemeininfektion. 
 
(4) In der letzten Gruppe finden sich ~2000 Serovare, welche vorwiegend latente Infektionen 
verursachen, meist keine Wirtsadaption aufweisen, geringe bis keine Invasivität zeigen und 
nur eine punktuelle Bedeutung als Zoonoseerreger besitzen. 
 
 
Obwohl die Anzahl von isolierten Serovaren aus humanen oder tierischen 
Krankheitsgeschehen je nach Zeit und Ort variiert, wird der Erreger S. Typhimurium am 
häufigsten nachgewiesen (Rabsch et al., 2002). Diese Häufigkeit ist nach Rabsch et al. 
(2002) aus dem Tierreservoir heraus zu erklären und wird charakterisiert durch sporadische 
Ausbrüche von klon- oder auch phagentypspezifischen Epidemien. Hierzu wurden 
Phagentypen von S. Typhimurium beschrieben (DT2 und DT99), welche eine Wirtsadaption 
in Schweinen aus Europa und Nordamerika aufwiesen (Rabsch et al., 2002). Darüber hinaus 
wurde bereits 1994 nachgewiesen, dass Serovare, die generell als wirtsspezifisch 
angesehen werden, unter bestimmten Umständen eine breitere Wirtsfähigkeit aufweisen 
(Barrow et al., 1994). Die Ursachen für diese Wirtsspezifität und die unterschiedlichen 
klinischen Ausprägungsformen sind bislang nicht bekannt. Vermutet wird, dass zusätzliche 
phagenkodierte Virulenzelemente, bisher unentdeckte Salmonella-Pathogenitätsinseln (SPI), 
Gene und Genabschnitte auf den SPI, Genneuordnungen oder die Aktivierung von 
Pseudogenen daran beteiligt sind (Figueroa-Bossi et al., 2001). Trotz der hohen genetischen 
Homologien ist das Pathogenesepotential von den Serovaren sehr unterschiedlich (Jones et 

al., 2008b). 
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Serovare sind zum einen wirtsadaptiert, wie 
beispielsweise Salmonella enterica ssp. enterica ser. Dublin (S. Dublin) und Salmonella 

enterica ssp. enterica ser. Choleraesuis (S. Choleraesuis) und zum anderen die 
Haupterreger der Diplonosen Salmonella enterica ssp. enterica ser. Enteritidis (S. Enteritidis) 
und Salmonella enterica ssp. enterica ser. Typhimurium (S. Typhimurium). Darüber hinaus 
wurde je ein Serovar aus beiden Gruppen (S. Typhimurium und S. Choleraesuis) als 
genetisch veränderte, durch plasmidvermittelte green fluorescent protein (GFP)-Markierung, 
multiresistente Variante verwendet. 

2.1.4 Ätiologie und klinische Symptomatik in den Wirten: Schwein, Maus und Mensch 

Das Habitat der Salmonellen ist der Darm. Als Reservoir dienen Säugetiere, Insekten, Vögel 
und Reptilien sowie kontaminiertes Futter und Wasser (Bohm, 1993; Meerburg et al., 2006). 
Salmonellen besitzen eine hohe Tenazität und können längere Zeit in der Umwelt überleben. 
Der niedrige Wassergehalt in Futter- und Lebensmitteln ermöglicht den Salmonellen ein 
Überleben über Monate bis Jahre. Eine Säuretoleranz ist möglich. Mildes Erhitzen der 
Lebensmittel kann durch die Bildung so genannter Hitzeschockproteine und den Einbau 
gesättigter Phospholipide in Membranen zur Hitzetoleranz der Salmonellen führen (Mackey 
und Derrick, 1990). Eine Infektion mit Salmonellen erfolgt meist oral über kontaminierte 
Futter- oder Lebensmittel, Trink- oder Tränkwasser und seltener auch über direkte Kontakte 
wie beispielsweise durch den engen Kontakt mit Heimtieren (Blaha, 1993; Krauss et al., 
2004). Darüber hinaus ist eine Infektion auch auf dem konjunktivalen, aerogenen Weg und 
bei Vögeln auch germinativ möglich (Fedorka-Cray et al., 1999; Oliveira et al., 2006). Eine 
besondere Bedeutung für die Zoonosenproblematik haben hierbei die häufig vorkommenden 
latent infizierten Wirte, so genannte Träger. Diese Keimträger scheiden Salmonellen auch 
über eine längere Zeit hinweg intermittierend aus, erscheinen aber nach klinischen 
Gesichtspunkten völlig gesund (Brown et al., 1992; Ekperigin und Nagaraja, 1998; Sandvang 
et al., 2000). Die Fähigkeit der Salmonellen zur Auslösung einer latenten Infektion und 
Erregerpersistenz ist somit ein wesentliches epidemiologisches Merkmal, wobei der Grad der 
Salmonellenpathogenität von verschiedensten Faktoren abhängt. Salmonellen, welche die 
saure Magenpassage überstanden haben, heften sich an die Dünndarmschleimhaut und 
vermehren sich in den Krypten des Epithels (Selbitz et al., 1995). Der Infektionsverlauf hängt 
von drei entscheidenden Faktoren ab: erstens der Resistenzlage des Individuums, bestimmt 
durch biotische und abiotische Umweltfaktoren, zweitens der Pathogenität und Virulenz der 
Erreger und deren Wirtsspezifität sowie drittens der Höhe der Infektionsdosis. Die 
Salmonelleninfektion entwickelt sich meist in drei Phasen: Als erstes findet die Kolonisation 
im Darm statt, darauf folgt die Adhäsion, die Invasion der Enterozyten und letztendlich die 
systemisch Streuung (Berends et al., 1996). 
 
(1) Beim Schwein sind grundsätzlich zwei Aspekte bei einer Salmonelleninfektion zu 
unterscheiden: erstens der fleischhygienische Aspekt und zweitens die klinische Betrachtung 
des Einzeltieres. Im ersten Fall sind eine Vielzahl von Serovaren beteiligt, wie beispielsweise 
S. Typhimurium, S. Derby, S. Infantis und S. Agona. Die Serovar S. Typhimurium zeigt hier 
eine eindeutige Latenz in Schweinen und wird aus diesem Grund vor allem über die 
Lebensmittelkette auf den Menschen übertragen (EFSA Journal 2010). Klinische 
Erkrankungen beim Schwein werden hingegen durch die schweineadaptierten Serovare 
S. Choleraesuis und S. Typhisuis hervorgerufen. Die schweineadaptierte Serovar 
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S. Choleraesuis kann hierbei in Blutphagozyten persistieren und somit systemisch streuen 
(Foley et al., 2008; Moxley und Duhamel, 1999). Aber auch eine porcine Erkrankung durch 
S. Typhimurium ist möglich. In Deutschland wird das derzeitige Infektionsgeschehen im 
Schwein von S. Typhimurium beherrscht, hier vor allem vom Lysotyp DT104 (Szabó, 2008). 
Erkrankte Tiere zeigen meist eine septikämische Allgemeininfektion mit Zyanosen der 
Rüsselscheiben, Ohrmuscheln und der Bauchdecke. Pneumonien, aber auch Diarrhö, 
Abmagerung und Aborte sind möglich. Betroffen sind vor allem Absetzer und Jungschweine 
(< 60 kg). Eine Manifestation oder ein erneuter Ausbruch von Keimträgertieren wird durch 
Stress begünstigt (Waldmann et al., 2004). Hierzu zeigten bereits mehrere Studien mit 
experimentell infizierten Tieren eine hohe Ausscheidungsrate im Kot, insbesondere bei der 
akuten Phase der Infektion mit bis zu 106 bis 107 Kolonie bildenden Einheiten (KbE) pro 
Gramm Kot (Gutzmann et al., 1976; Scherer et al., 2008). 
 
(2) Die klinischen Ausprägungen einer Salmonelleninfektion bei der Maus variieren erheblich 
je nach betrachtetem Serovar (Hsu, 1989). Die erkrankten Tiere leiden zumeist an Diarrhö, 
Exsikkose und zunehmender Kachexie. Das Bild der septikämischen, typhoiden 
Allgemeininfektion, ähnlich dem Typhus des Menschen (Salmonellenenteritis oder auch 
Typhus abdominalis) durch S. Typhimurium, war Grundlage für die Erhebung des 
Mausmodells als experimentelles Studiendesign zur Untersuchung zum typhoiden 
Krankheitsgeschehen (Mittrucker und Kaufmann, 2000; Santos et al., 2001). Der nicht-
wirtsadaptierte Erreger S. Enteriditis führt in Mäusen ebenfalls zu einer Bakteriämie und zu 
systemischen Infektionen. S. Dublin und S. Choleraesuis wurden in klinischen Studien vor 
allem im Magen-Darm-Trakt (MDT) rekultiviert, wobei S. Dublin auch in Zellen des 
retikuloendothelialen Systems nachweisbar war (Heffernan et al., 1987; Smith und Halls, 
1968). 
 
(3) Die Salmonelleninfektion des Menschen zählt zu den klassischen, zoonotischen 
Lebensmittelinfektionen. Zunächst gelangen die Salmonellen über die orale Aufnahme in den 
Wirtsorganismus, vor allem durch Schlachtgeflügelprodukte, Fleischprodukte wie Hackfleisch 
und Schweinefleisch, durch Eier, Milch und deren Zubereitungen sowie durch Kräuter- und 
Gewürzmischungen. Die minimale Infektionsdosis beträgt hierbei 105 bis 106 Salmonellen/g 
Lebensmittel. Diese Infektionsdosis erklärt mit der oben erwähnten hohen Ausscheidungs-
rate von Salmonellen mit dem Kot aus infizierten Tieren, die größe Bedeutung der 
Salmonellen im aktuellen Infektionsgeschehen. Es wurden jedoch auch Erkrankungsfälle mit 
102 Salmonellen/g Schokolade (S. Eastborne) oder ~1/100 g Cheddarkäse (S. Typhimurium) 
beschrieben (Craven et al., 1975; D’Aoust, 1985). Hier gelang es den Bakterien, durch den 
hohen Fettgehalt der Lebensmittel einen protektiven Effekt gegenüber der Magensäure 
aufzubauen und an den Ort des Infektionsgeschehens zu gelangen, den MDT. Nach einer 
12- bis 36-stündigen Inkubationszeit zeigen sich meist die Symptome einer klassischen 
Gastroenteritis: Diarrhö, Erbrechen, Unwohlsein, Kopf- und Leibschmerzen sowie mildes 
Fieber für die Dauer von rund zwei bis fünf Tagen. Es besteht Exsikkosegefahr. Eine 
Manifestation der Infektion und damit das Phänomen der Dauerausscheider bis zu einem 
Jahr ist möglich (Buchwald und Blaser, 1984). Selten ist auch eine Septikämie mit 
Organabsiedlung möglich, z. B. als Cholezystitis, Endocarditis, Pneumonie, Pyelonephritis 
und Meningitis. Besonders betroffen sind jüngere, ältere, schwangere und 
immunsuppremierte Patienten (Baird-Parker, 1990; Mossel und Struijk, 1993; Robert Koch-
Institut, 2009). Folgesymptome der Salmonelleninfektion wie eine Urethritis, Konjunktivitis 
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und eine aseptische Polyarthritis werden als Reiter-Syndrom bezeichnet (Maki-Ikola und 
Granfors, 1992). Bakteriämien wurden jedoch auch im Zusammenhang mit humanen 
S. Dublin und S. Choleraesuis Infektionen beschrieben (Chiu et al., 2004; Dias et al., 2009). 

2.1.5 Salmonelleninfektion: Pathogenese und Virulenzmechanismen 

Die Pathogenität der Salmonellen begründet sich auf ein breites Spektrum von 
virulenzassoziierten Proteinen, welche im Wirtsorganismus zellbiologische Störungen, 
Modifikationen und Blockaden auslösen. Diese Interaktionen äußern sich im klinischen Bild 
als choleraähnliche Durchfälle mit hohen Wasser- und Elektrolytverlusten, entzündlichen 
Darmwandveränderungen und gegebenenfalls in der Besiedlung des retikuloendothelialen 
Systems und weiteren inneren Organen. Über die orale Aufnahme gelangen die Salmonellen 
zunächst in den MDT und hier an den Ort des Infektionsgeschehens, in das terminale Ileum 
(Carter und Collins, 1974). Die epitheliale Darmbarriere kann von den Salmonellen in 
unterschiedlicher Art und Weise überwunden werden. Dazu gehören: (1) die am häufigsten 
beschriebene Aufnahme der Salmonellen über microfold Zellen (M-Zellen), (2) die Invasion 
von Enterozyten, (3) parazellulär oder (4) über dendritische Zellen und über CD18+-
phagozytierende Zellen (Giannella et al., 1973; Jones et al., 1994; Kohbata et al., 1986; 
Vazquez-Torres et al., 1999) (Abb. 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2 Schematische Darstellung der zellulären Pathogenese der 
Salmonelleninfektion im terminalen Ileum 
Die epitheliale Darmbarriere im terminalen Ileum wird von den Salmonellen über M-Zellen, über die 
Invasion der Enterozyten, parazellulär (nicht gezeigt), über dendritische Zellen oder durch CD18+-
phagozytierende Zellen überwunden. In der frühen Phase der Infektion sind vor allem Proteine der 
Salmonella-Pathogenitätsinsel 1 (SPI1) für eine effiziente Invasion der Wirtszellen notwenig (Galan, 
1996). Die Virulenzgene der SPI2 hingegen werden vermehrt für das intrazelluläre Überleben und die 
Replikation benötigt (Shea et al., 1996 und 1999). Die Abbildung ist modifiziert nach Galan (1996). 
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Die erste Phase des Infektionsprozesses durch Salmonellen ist die Adhäsion an die 
Enterozyten. Diese wird vermittelt über Fimbrien und das Invasionsgen InvH (Altmeyer et al., 
1993). Fimbrien besitzen eine filiforme Eiweißstruktur und binden über Lektinstrukturen an 
Mannose oder andere kohlenhydratenthaltende Rezeptoren sowie an Fibronektine der 
Zielzellen. Salmonella-Spezies sind in der Lage, neun verschiedene Fimbrientypen zu 
produzieren, hierbei sind es die long-polar-fimbriae (Lpf), welche die Adhäsion 
bewerkstelligen. Die plasmid-encoded-fimbria (Pef) vermitteln nachweislich die Adhäsion an 
die murinen Dünndarmepithelien, die mannosesensitiven Fimbrien vom Typ I dagegen 
wurden für die erfolgreiche Adhäsion an einer Vielzahl an Zellen beschrieben (Althouse et 

al., 2003; Baumler et al., 1996a,b,c; Lindquist et al., 1987). Darüber hinaus besitzen 
Salmonellen Hämagglutinin-ähnliche Proteine wie das PagN (PhoP-aktivierendes Gen N), 
welches ebenfalls die Adhäsion an Enterozyten vermittelt (Lambert und Smith, 2008). Bereits 
innerhalb von wenigen Minuten (2-5min post infectionem (p. i.)) können Salmonellen 
intrazellulär nachgewiesen werden (Brown und Price, 2007; Jones et al., 1994). Die 
bakterielle Internalisierung steigt dann innerhalb von 15-60min p. i. kontinuierlich an, um 
anschließend wieder abzunehmen. Der Prozess der Invasion beinhaltet den engen Kontakt 
mit der Wirtszelle, die Umordnung des Wirtsskelettes und damit einhergehend die Bildung 
von sogennanten Ruffles, gefolgt von der Makropinozytose (Cossart und Sansonetti, 2004; 
Takeuchi, 1967). 
 
Nach dem Kontakt von Salmonella mit der epithelialen Zellmembran werden 
Effektormoleküle über ein auf der SPI1-kodiertes Typ-III-Sekretionssystem (T3SS) innerhalb 
von Sekunden in die Wirtszelle geschleust (Guiney und Lesnick, 2005; Schlumberger et al., 
2005; Schlumberger und Hardt, 2006; Wallis und Galyov, 2000). Einige der Effektorproteine 
induzieren die zytoskelettale Umgestaltung (membrane ruffling) und führen somit zur 
erleichterten Aufnahme der Salmonellen in die Zielzelle über Makropinozytose. 
 
Bisher wurden 13 Effektorproteine beschrieben, welche über das T3SS der SPI1 in die 
Zielzellen geschleust werden: AvrA, SipA, SipB, SipC, SipD, SlrP, SopA, SopB/SigD, SopD, 
SopE2, SopE2, SptP und SspH1 (Galan, 1996) (Abb. 3). 
Salmonella-Invasion-Protein (Sip) A und SipC fördern die Aktinneubildung und 
Reorganisierung des Zytoskelettes (Hayward und Koronakis, 1999; McGhie et al., 2004; 
Zhou et al., 1999). Salmonella-Outer-Protein (Sop) E und SopE2 sind GTP-ähnliche 
Faktoren und führen zur Aktivierung von Cdc42/Rac1 1  und somit zur zytoskelettalen 
Aktinpolymerisation über den Arp2/3-Komplex2 (Hardt et al., 1998; Stender et al., 2000). 
Nachweislich erhöht das Genprodukt SopE1 aus S. Typhimurium über Cdc42/Rac1 die 
Pathogenität der Salmonellen in vivo (Zhang et al., 2002). SopB/SigD ähnelt einer 
Phosphatidylinositol-Phosphatase und induziert die Loslösung des Aktinzytoskelettes von 
der Zellmembran (Norris et al., 1998; Zhou et al., 2001). Nach der erfolgreichen 
Internalisierung der Salmonellen durch die Wirtszelle stellt Salmonella-protein-tyrosine-

phosphatase (SptP) den Ausgangszustand des Zytoskelettes der Wirtszelle wieder her 
(Kaniga et al., 1996; Stebbins und Galan, 2000). Die Salmonellen befinden sich nun in einer 
Salmonella-containing-vacuole (SCV). Eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle der Reifung 
der SCV spielen die Rab-Proteine (small GTPasen) und das SopB (Bakowski et al., 2008). 

                                                 
1
 Cdc42 = cell division control protein 42 homolog; Rac1 = rat sarcoma (Ras)-related C3 botulinum toxin 

substrate 1 
2
 Arp2/3 = actin-related protein 2/3 
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Salmonellen in der SCV sind in der Lage, über Effektorproteine und das T3SS der SPI2 die 
zelleigenen Abwehrmechanismen zu umgehen. Durch Verhinderung der Endosom-Lysosom-
Fusion, der Ansäuerung des Phagosoms, der Oxidasebildung und Induktion der 
NO-Synthase (iNOS) sind die Erreger in der Lage, sich in der SCV zu vermehren (Brumell 
und Grinstein, 2004; Garvis et al., 2001; Govoni et al., 1999; Hernandez et al., 2004; Shea et 

al., 1996 und 1999; Tsolis et al., 1995; Vazquez-Torres et al., 2000). Salmonellen in der SCV 
beeinflussen das wirtszelleigene Mikrotubuli-Netzwerk und treten mit dem Golgi-Komplex in 
Verbindung (Ramsden et al., 2007). Parallel hierzu bilden sich die sogenannten Salmonella-

induced-filaments (Sifs). Die Entstehung der Sifs wird maßgeblich durch SPI1 und SPI2 
verursacht, hierzu gehören das SPI1-Effektorprotein SopD2 sowie folgende SPI2-
Effektorproteine: Salmonella-secreted-protein H2 (SspH2), Salmonella-translocated-effektor 

C (SteC), Salmonella-secretion-system-effector (Sse) F und SseG (Bakowski et al., 2008). 
Rajashekar et al. (2008) konnten zeigen, dass sich Sifs unabhängig von der Zellart sowohl in 
Makrophagen als auch in Epithelzellen bilden. 
 
 

Abb. 3 Schematische Darstellung der Salmonelleninfektion und intrazellulären 
Signaltransduktion 
Durch eine Vielzahl an mikrobiellen Strukturmerkmalen kann die Wirtszelle die Erreger erkennen und 
als pathogen einstufen, um angemessen proinflammatorisch darauf zu reagieren. Salmonella-Spezies 
produzieren verschiedene Effektorproteine (AvrA, SopB/SigD und SspH1), die diese erste 
Immunantwort unterdrücken können. Die Abbildung ist angelehnt an Ly und Casanova (2007). 
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Die Salmonelleninvasion hat jedoch abhängig von der Zellart unterschiedliche 
Konsequenzen, so scheinen Enterozyten die bakterielle Transzytose meist zu “überleben“, 
wohingegen M-Zellen nach bereits 30min p. i. Apoptosezeichen aufweisen (Giannella et al., 
1973; Jones et al., 1994; Kohbata et al., 1986). Zu den von Salmonella ausgelösten 
Apoptosesignalen gehört beispielsweise das Effektorprotein SipB, welches ebenfalls über ein 
T3SS in die Wirtszelle geschleust wird und an das proapoptotisch-regulatorische Protein 
Caspase-1 bindet (Chen et al., 1996; Guiney, 2005). Die zelluläre Wirtsimmunantwort kann 
jedoch auch durch Salmonella-Proteine unterdrückt werden. Hierzu gehören die 
Effektorproteine AvrA, SspH1 und SopB/SigD. Das avirulence-protein A (AvrA) ist eine 
Cysteinprotease, das die zelluläre NF-κB-Antwort der Wirtszelle vermindert und die Integrität 
des epithelialen Layers stabilisiert (Collier-Hyams et al., 2002; Jones et al., 2008a; Liao et 

al., 2008). SspH1 vermindert über die Aktivierung der Proteinkinase N1 die wirtszelleigene 
NF-κB-Aktivierung (Haraga und Miller, 2003). SopB/SigD kann neben vielen weiteren 
Funktionen auch die Proteinkinase B (PKB) der Wirtszelle aktivieren und somit die Apoptose 
der Wirtszelle verhindern (Knodler et al., 2005). 
 
Nach der erfolgreichen Invasion des Wirtsorganismus können mit Salmonellen-infizierte 
Immunzellen wie dendritische Zellen, Lymphozyten und Makrophagen in den Peyerschen 
Plaques (PP), den Mesenteriallymphknoten und auch in der Niere und der Leber 
nachgewiesen werden (Reed et al., 1986; Wells, 1990). Die systemische Streuung der 
Salmonellen wird zumeist durch Makrophagen realisiert. Hierbei können die Erreger das 
darmassoziierte Lymphgewebe (gut associated lymphoid tissue, GALT) verlassen und eine 
systemische Allgemeininfektion verursachen (Guiney, 2005; Kingsley und Baumler, 2000; 
Uzzau et al., 2000). 
 
 
 
Kennzeichnend für eine Infektion durch Salmonellen ist also die Fähigkeit der Salmonellen 
(1) nicht-phagozytierende als auch phagozytierende Zellen zu infizieren, (2) in diesen 
Wirtszellen intrazellulär zu überleben, (3) sich in diesen Wirtszellen zu vermehren und (4) 
darüber hinaus Einfluss auf die Abwehrmechanismen der Wirtszellen zu nehmen. 
 
Hierzu besitzen Salmonella spp. eine große Anzahl von chromosomalen Virulenzgenen und 
Virulenzplasmiden. Chromosomale Virulenzgene liegen meist dicht gepackt auf Segmenten 
des Genoms, den sogenannten SPI (Ochman und Groisman, 1996). Bisher wurden 17 
verschiedene SPI beschrieben, welche sich in ihrem G/C-Gehalt vom übrigen Genom 
unterscheiden (Hensel, 2004; Vernikos und Parkhill, 2006). Die bekanntesten SPI1 und SPI2 
kodieren für je ein T3SS, sezernierende Effektorproteine, akzessorische Proteine und 
Regulatoren. Damit nehmen die SPI1 und SPI2 für die Salmonella-Wirtszell-Interaktion und 
die Modifizierung von Wirtszellfunktionen eine zentrale Rolle ein (Hensel, 2004). In der 
frühen Phase der Infektion sind vor allem Effektorproteine der 40 kbp großen SPI1 für eine 
effiziente Invasion der Wirtszellen notwenig (Galan, 1996). Die Expression der SPI1-Gene 
wird durch Umweltfaktoren wie der O2-Konzentration, der Osmolarität und auch durch das 
entsprechende Wachstumsstadium der Salmonellen beeinflusst (Lundberg et al., 1999). Die 
Virulenzgene der ebenfalls 40 kbp großen SPI2 werden hingegen vermehrt für das 
intrazelluläre Überleben und die intrazelluläre Replikation benötigt. Die Aktivierung der SPI2-
Gene wird durch pH-Wert-Reduktion, wie es in den Phagosomen der Wirtszelle geschieht, 
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eingeleitet (Shea et al., 1996). Neuere Untersuchungen ergaben, dass diese strikte 
Einteilung der Rolle der SPI1 und SPI2 nicht gegeben ist, da einige Effektorproteine der SPI1 
wiederum bei der SCV-Reifung und auch bei der intrazellulären Replikation wichtig sind 
(Brawn et al., 2007; Steele-Mortimer et al., 2002). Die 17 kbp große SPI3 kodiert für ein 
Magnesiumtransportsystem und ist bedeutend für das Überleben der Salmonellen in 
Makrophagen und die hohe in vivo Virulenz (Retamal et al., 2009). Die SPI4 umfasst 
insgesamt 28 kb. Bisher wurden den SPI4-Virulenzgenen eine Rolle beim Überleben in 
Makrophagen und bei der Adhäsion an Epithelien zugeschrieben (Gerlach et al., 2007). Die 
9 kbp große SPI5 kodiert für Effektorproteine, wie beispielsweise das bereits erwähnte SopB 
und das pathogenicity-island-encoded-protein B (PipB), welches bei der Entstehung und 
Funktion der Sifs mitwirkt. Der SPI5 ist vor allem bei der Enteropathogenese essentiell 
(Mirold et al., 2001). 
 
Neben den SPI besitzen einige Salmonella spp. Virulenzplasmide wie z. B. dass 90 kbp 
große Plasmid von S. Thyphimurium LT2 (pSLT). Das spv-Operon des pSLT ist bedeutsam 
für die vollständige Virulenz in in vivo Mäuseinfektionsversuchen. Die Expression der spv-
Gene wird durch Stress, Nährstoffmangel, stationäre Wachstumsphasen und intrazellulären 
Parasitismus reguliert (Gulig et al., 1997; McClelland et al., 2001). S. Choleraesuis besitzt 
zwei Virulenzplasmide pSC138 und pSCV50, welche in ihrer Größe variieren (Chiu et al., 
2005). Auch für die Serovare S. Dublin pCT02021853_74 und S. Enteritidis wurden Plasmide 
beschrieben (Chu et al., 1999; Montenegro et al., 1991). Die Rolle von Virulenzplasmiden in 
der Wirtsadaption und Virulenz der Salmonellen bleibt jedoch unklar. In Mäusen sind die 
Virulenzplasmide der Salmonellen nicht essentiell, um die mukosale Barriere zu 
durchbrechen, aber nachweislich bedeutend bei der intrazellulären Replikation (Gulig und 
Doyle, 1993; Heffernan et al., 1987; Manning et al., 1986; Pardon et al., 1986). Eine 
Bedeutung von Virulenzplasmiden wurde außerdem beschrieben bei der systemischen 
Infektion von aviären Wirten und bei Schweinen (Barrow et al., 1987; Danbara et al., 1992).  
 
 
 
Dies zeigt, dass die Virulenzmechanismen von Salmonellen bisher zwar gut definiert und 
untersucht worden sind, aber auf Grundlage der Genetik bis dato keine eindeutigen 
Mechanismen für die Wirtsspezifität von den unterschiedlichen Serovaren gefunden werden 
konnten. Vielmehr ist die Translokation von pathogenen Keimen aus dem Darm in andere 
Organe von der Fähigkeit des Immunsystems abhängig, diese pathogenen Erreger zu 
kontrollieren. 
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2.2 Immunologische Grundlagen 

2.2.1 Das Immunsystem 

Zum Immunsystem gehören Gewebe, Zellen und auch Zellprodukte, welche das Eindringen 
infektiöser Agentia verhindern, das Überleben des Organismus sichern, an der ständigen 
Anpassung an sich verändernde Umweltbedingungen maßgeblich beteiligt sind und auch bei 
der Wundheilung eine bedeutende Rolle spielen. Das Immunsystem erkennt und schützt vor 
einer Infektion durch Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten und unterscheidet somit zwischen 
Selbst und Fremd. Es antwortet dementsprechend mit Apoptose (Zelltod), Entzündung oder 
auch Anergie (Nichtreagieren auf ein Antigen) (Janeway et al., 2002). Durch die 
Verhinderung der Erregervermehrung und auch deren Eradikation ist das Überleben eines 
jeden Organismus gesichert. 

Das Immunsystem besteht erstens aus einem 
angeborenen Anteil, der phylogenetisch ältere 
Teil, welcher relativ unspezifisch aber schnell 
auf Eindringlinge reagiert und bei allen 
Metabionta zu finden ist. Zweitens aus dem 
erworbenen Anteil, welcher sich vor rund 
400 Millionen Jahren entwickelte und in 
Knorpel- und Knochenfischen, Amphibien, 
Reptilien, Vögeln und Säugern vorkommt. Die 
erworbene Immunität reagiert verzögert, aber 
dafür spezifisch auf eine Erregereinwirkung. 
Beide Teile ergänzen sich gegenseitig, arbeiten 
sowohl mit humoralen als auch zellulären 
Komponenten und unterscheiden sich 
elementar in der Art und Weise, wie sie 
mögliche Erreger detektieren (Fearon und 
Locksley, 1996; Janeway, 2001; Janeway und 
Medzhitov, 2002; Thompson, 1995) (Abb. 4). 
 
 
 

Abb. 4 Übersicht zur angeborenen und adaptiven Immunantwort 
Das Immunsystem sichert das Überleben eines jeden mehrzelligen höheren Organismus. Der 
angeborene Anteil reagiert zwar unspezifisch aber schnell auf Eindringlinge und kommt bei allen 
Metabionta vor. Der erworbene Anteil reagiert hingegen verzögert, aber spezifisch auf eine 
Erregereinwirkung. Beide Teile ergänzen sich gegenseitig und führen zur Immunität. Abbildung nach 
Janeway et al. (2002). 

 
Zu den zellulären Komponenten zählen vor allem Leukozyten, die aus einer pluripotenten 
Knochenmarksstammzellpopulation hervorgehen. Hierzu gehören z. B. neutrophile, 
eosinophile und basophile Granulozyten, welche bis zu ihrer Aktivierung im Blut zirkulieren 
und sich anschließend im Infektions- bzw. Entzündungsherd beteiligen. Mastzellen und 
Makrophagen beenden ihre Differenzierung aus Blutvorläuferzellen erst im Gewebe, wo sie 
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Entzündungsreaktionen auslösen können und an erster Front der immunologisch-zellulären 
Abwehr stehen. Hierbei erkennen Oberflächenrezeptoren der phagozytierenden 
Makrophagen bakterielle Bestandteile und induzieren folgend die Sezernierung von 
Zytokinen und Chemokinen. Zytokine sind Proteine wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6 und 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), die wiederum das Verhalten und den Aktivierungszustand 
anderer Immunzellen beeinflussen können. Chemokine, wie das Monozyten-anlockende 
Protein-1 (MCP-1) und IL-8, führen zur Migration von Blutzellen (neutrophile Granulozyten 
und Monozyten) zum Infektions- und Entzündungsort. 
Diese lokal eingeleitete Entzündungsreaktion kann aber auch durch das Komplementsystem 
ausgelöst werden. Als Komplement werden eine Reihe von Gewebe- und Plasmaproteinen 
benannt, welche sich an die bakterielle Oberfläche binden können und proteolytische 
Folgereaktionen auslösen. Die Markierung mit Komplementbestandteilen allein wiederum 
erhöht zusätzlich die Phagozytoserate der eingedrungenen Erreger und wird als 
Opsonierung bezeichnet. Ebenfalls phagozytotische aber auch makropinozytotische Aktivität 
besitzen die dendritischen Zellen, diese können Antigene aufnehmen. Nach Antigenkontakt 
reifen sie und wandern meist in periphere lymphatische Organe (Milz, Lymphknoten und 
mukosaassoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT)) aus, um diese Antigene folglich 
Lymphozyten (T- und B-Zellen) zu präsentieren. Erkennt eine patrouillierende T-Zelle ihr 
spezifisches von dendritischen Zellen präsentiertes Antigen, wird eine weiterführende 
adaptive Immunreaktion eingeleitet (Janeway et al., 2002; Romagnani, 1992). Es ist 
hervorzuheben, dass die frühen angeborenen Abwehrsysteme auf unveränderlichen 
Rezeptoren beruhen, welche allgemein vorkommende Merkmale von Krankheitserregern 
erkennen. Deshalb setzen angeborene Mechanismen auch sofort ein, gefolgt von einer 
frühen induzierten Entzündungsreaktion. Die angeborenen Abwehrstrategien sind durch 
gefäßerweiternd wirkende Mediatoren, die zu einer Erhöhung der Flussrate der 
Lymphflüssigkeit und einem erhöhten Anteil an Komplementfaktoren führen, sowie durch die 
induzierte Aktivierung weiterer Immunzellen entscheidend für den weiteren Infektionsverlauf. 
Darüber hinaus sind ihre zellulären und humoralen Bestandteile zusätzlich in der Lage, die 
Infektion während der vier bis sieben Tage, die bis zum Einsetzen der adaptiven 
Immunantwort vergehen, in Schach zu halten (Janeway et al., 2002; Medzhitov und 
Janeway, 2002). Im Laufe der Evolution entwickelten sich jedoch Pathogene, die diese erste 
immunologische Barriere überwinden konnten. Die angeborene Abwehr ist darüber hinaus 
nicht in der Lage, sich am Aufbau eines immunologischen Gedächtnisses zu beteiligen. Die 
erworbene Immunität wiederum beruht auf der klonalen Selektion der Lymphozyten über 
antigenspezifische Rezeptoren. Sie besitzen also die Fähigkeit, die Pathogene spezifisch zu 
erkennen. Somit wird im Verlaufe eines Abwehrprozesses das Immunsystem selbst 
verändert und bietet damit einen stärkeren Schutz, vor allem bei einer erneuten Infektion 
(Medzhitov und Janeway, 1998; Jiang und Chess, 2009). 

2.2.2 Das angeborene Immunsystem 

Die allererste Hürde der Infektion und Besiedelung eines Organismus spiegelt sich im 
angeborenen Immunsystem wider, welches schon ab der Geburt vorhanden ist und nicht erst 
erlernt werden muss. Die angeborene Immunität beruht auf keimbahnkodierten Rezeptoren, 
der Detektion von hoch-konservierten Molekularstrukturen möglicher Erreger und der 
Expression von kostimulatorischen Molekülen und Entzündungsmediatoren. Diese 
verschiedenartigen Komponenten funktionieren in einer spezifisch aufeinander 
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abgestimmten Art und Weise, um eine Infektion erfolgreich zu verhindern. Zu den zellulären 
Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehören zum einen myeloide Zellen 
(Granulozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen), natürliche Killerzellen als auch Epithel-, 
Endothelzellen sowie prinzipiell jede andere Körperzelle eines jeden Organismus. Hierzu 
zählen auch die physikalischen und chemischen Barrierefunktionen der Epidermis und 
Mukosa, wie beispielsweise die Ziliaraktivität, Motilität, Desquamation und die 
Mukussekretion. Eine Aktivierung dieser zellulären Komponente führt gleichzeitig auch zur 
Expression inflammatorischer Mediatoren, zur Opsonierung, zur Komplementaktivierung, zur 
Initiierung der Koagulationskaskade, zur Steuerung der Phagozytose und zur 
Apoptoseinduktion (Medzhitov und Janeway 2000; Janeway und Medzhitov, 2002). 
 
Als natürliche Adaptionsantwort auf die sich verändernden Umwelt- und auch 
Wirtsbedingungen entwickelten sich potentielle Erreger, die diese erste Abwehrstrategie der 
Epithelien umgehen und somit Körperbarrieren überwinden können. Im Idealfall sorgen dann 
vor allem Makrophagen, aber auch neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen für eine 
schnelle Neutralisation und Zerstörung des Eindringlings. Ein gesunder Organismus trifft 
genau genommen zeitlebens auf unzählige Mikroorganismen, nur wenige davon führen 
jedoch zu einer erkennbaren Erkrankung. Die meisten werden bereits nach wenigen Minuten 
bis Stunden vom angeborenen Immunsystem erkannt und zerstört, da es keine längerfristige 
Induktionszeit benötigt, wie bei der klonalen Expansion antigenspezifischer Lymphozyten. 
Die angeborenen Mechanismen setzen sofort ein (Zeitpunkt 0 bis zu 4 Stunden) und werden 
nach 4 bis zu 96h begleitet von der frühen induzierten Reaktion, welche zwar aktiviert wurde, 
jedoch ebenfalls nicht zu einer dauerhaften Immunität führen kann. Die keimbahnkodierten 
Rezeptoren der angeborenen Immunität erkennen vor allem häufig vorkommende Merkmale 
der Erreger, hier vor allem Saccharidstrukturen. Funktionell unterscheidet man hierbei: 
Rezeptoren, welche die Phagozytose stimulieren (Mannose-Rezeptoren, Scavenger-
Rezeptoren), chemotaktische Rezeptoren (f-Met-Leu-Phe-Rezeptoren der Neutrophilen) 
sowie Rezeptoren, die eine Erzeugung von Effektormediatoren (ausschließlich 
signalgebende Rezeptoren) zur Folge haben (Janeway et al., 2002; Janeway und Medzhitov, 
2002). Beispielhaft sei dieses Phänomen in den nächsten Kapiteln an den auch in dieser 
Arbeit verwendeten Epithelzellen und Makrophagen als erste zelluläre Abwehrbarrieren 
eines jeden höheren tierischen Organismus kurz erläutert (Kap. 2.2.2.1 und 2.2.2.2). Die 
Relevanz der angeborenen Immunität lässt sich an folgenden Beispielen verdeutlichen: 
Einerseits kommen Defekte im angeborenen Immunsystem in der Klinik sehr selten vor und 
sind häufig letal im Gegensatz zu Defekten des erworbenen Immunsystems 
(Autoimmunerkrankungen), andererseits fehlen den Invertebraten und Pflanzen die 
essentiellen Gene und die entsprechende Gewebearchitektur für eine adaptive Immunität. 
Dennoch gibt es mehr Invertebraten- und Pflanzenspezies als Vertebraten, was für die 
erfolgreiche Funktionalität des angeborenen Immunsystems spricht (Janeway und 
Medzhitov, 2002). 

2.2.2.1 Abwehrstrategien der Epithelzellen und das Schleimhautimmunsystem 

Epithelien bilden die erste physikalische Barriere und werden durch Tight Junctions, welche 
die Integrität des Epithellayers sichern, zusammengehalten. Innere Epithelien sind mit 
Glykoproteinen bedeckt, so genannten Muzinen, die eine Anhaftung von Mikroorganismen 
an das Epithel vermindern können (Gendler und Spicer, 1995). In den Atemwegen wird der 
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Mukus und damit mögliche Fremdbestandteile über die Ziliaraktivität der Epithelien ständig 
nach außen abtransportiert. Im Gastrointestinaltrakt ist es vor allem die Peristaltik, die eine 
Ansiedlung infektiöser Agenzien herabsetzt. Neben der Motilität ist auch eine Desquamation 
der Epithelzellen möglich sowie chemische Abwehrstrategien. Hierzu gehört das 
antimikrobiell-wirksame Lysozym, das in Tränen- und Speichelflüssigkeit zu finden ist. Auch 
der saure pH-Wert des Magens und die Verdauungsenzyme können das mikrobielle 
Wachstum verhindern. In der Tiefe der Dünndarmkrypten finden sich zusätzlich 
Panethzellen, welche antimikrobiell-wirksame Peptide wie Cryptine oder α-Defensine 
synthetisieren. Auch in den intestinalen Epithelzellen (IPEC-J2), die in dieser Arbeit 
verwendet wurden, konnte die Expression von porcinen β-Defensinen als Antwort auf eine 
Salmonelleninfektion nachgewiesen werden (Veldhuizen et al., 2009). Antimikrobielle 
Peptide wirken aufgrund ihrer amphipathischen Struktur sowohl gegen gramnegative als 
auch grampositive Bakterien. Zu diesen antimikrobiellen Peptiden gehören neben den 
bereits erwähnten Defensinen auch das Dermcidin, Cathelicidin (LL37), Prophenin, 
Indolicidin und das Protegrin (Brogden et al., 2003; Bulet et al., 2004; Eckmann, 2005; 
Ouellette und Selsted, 1996; Schroder und Harder, 2006; Yang et al., 2001). 
 
Darüber hinaus besitzen Epithelzellen auf ihrer Oberfläche auch eine Vielzahl von 
Rezeptoren, welche für die angeborene Immunität essentiell sind. Einige hiervon wurde in 
Tab. 1 kurz zusammengefasst. 
 
Tab. 1 Epitheliale Rezeptoren für die angeborene Immunität 

Name Bezeichnung Funktion Referenz 

CD14, CD21 (C3dR), 
und CD35 (C3bR) 

Cluster of 

Differentiation14 
Antigen-Präsentation und 
Metabolismus von 
Immunkomplexen 

Martín-Villa et al., 1997 

MHC-II Major 

Histocompatibility 

Complex Class II 

Antigen-Präsentation Buning et al., 2006 

CD1d Cluster of 

Differentiation 1d 
MHC-I-ähnliches Molekül Nieuwenhuis et al., 2009; 

Perera et al., 2007 

TLR2 Toll-like Rezeptor 
2 (TIL-4; CD282) 

Erkennung von Lipoproteinen, 
Peptidoglykan, 
Lipoteichonsäure 

Friis et al., 2009; 
Lee et al., 2010; 
Tohno et al., 2005 

TLR3 Toll-like Rezeptor 
3 (CD283) 

RNA-Erkennung Cario und Podolsky, 2000 

TLR4 Toll-like Rezeptor 
4 (Ly87, Rasl2-8, 
CD284) 

Lipopolysaccharid (LPS)-
Erkennung 

Vamadevan et al., 2010 

TLR5 Toll-like Rezeptor 
5 (TIL-3) 

Flagellin-Erkennung Bambou et al., 2004 

TLR9 Toll-like Rezeptor 
9 (A6RP, CD289) 

CpG-Oligodeoxynukleotid-
Erkennung 

Khorramizadeh et al., 2007; 
Pedersen et al., 2005 

PAF-R platelet-activating 

factor receptor 

Rezeptor für platelet-activating 

factor, mukosale Entzündung 
Merendino et al., 1999 

α5β1-Integrinrezeptor alpha5beta1 

integrin receptor 

Zelladhäsion Guignot et al., 2001 
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Das komplexe Schleimhautimmunsystem kann in eine Reihe unterschiedlicher funktioneller 
und anatomischer Kompartimente geteilt werden (Pabst, 1987). Das GALT im Speziellen 
beinhaltet den lymphatischen Rachenring, die PP im Dünndarm und Blinddarm sowie 
vereinzelte Lymphfollikel im Dickdarm. Zusätzlich finden sich in der Lamina propria des 
Darmes vereinzelt Lymphozyten und Plasmazellen. 
Den PP kommt eine essentielle Bedeutung für immunologische Vorgänge im 
Gastrointestinaltrakt zu. Sie haben eine kuppelförmige, ins Lumen hineinragende Struktur 
und ein follikelassoziiertes Epithel mit spezialisierten Epithelzellen, den M-Zellen. Im 
Gegensatz zu den absorptiven Epithelzellen des Darmes besitzen M-Zellen keine apikalen 
Mikrovilli, sondern haben lediglich Mikrofalten. Zudem fehlt ihnen die dicke 
Oberflächenglykokalyx. Sie sind kleiner, ragen nicht bis an die apikale Grenze der 
absorptiven Epithelzellen und produzieren keine schützende Schleimschicht. M-Zellen sind 
demnach darauf ausgerichtet, direkt mit Molekülen und Partikeln des Darmlumens in Kontakt 
zu treten. Diese werden phagozytotisch aufgenommen und über Transzytose an basal 
gelegene Lymphozyten und antigenpräsentierende Zellen abgegeben (Vighi et al., 2008). 
Innerhalb eines Kompartimentes bleiben Immunantworten weitestgehend begrenzt, da sich 
meist spezifische Lymphozytenpopulationen in den unterschiedlichen Kompartimenten 
befinden. 
 
Bei der Besprechung der Schleimhautimmunologie sind zwei entscheidende Faktoren zu 
beachten: Erstens ist die Schleimhautoberfläche ein Leben lang einem breiten Spektrum an 
Nahrungsantigenen ausgesetzt und zweitens wird der Darm von ~1014 kommensalen 
Mikroorganismen besiedelt, welche zum einen mit den Pathogenen im Darm um ökologische 
Nischen und Anheftungsstellen konkurrieren und zum anderen dem Wirt durch 
beispielsweise die Synthese von Vitamin-K- oder Vitamin-B-Komplex-Bestandteilen von 
Nutzen sind (Alwis und Thomlinson, 1973 und 1975; Dhillon und Dhillon, 1981; Sanchez et 

al., 2008). 

2.2.2.2 Abwehrstrategien der Makrophagen 

Makrophagen reifen kontinuierlich aus zirkulierenden Blutmonozyten heran, sind im 
Vergleich zu den neutrophilen Granulozyten langlebig und kommen vor allem im 
Bindegewebe des Gastrointestinal- und Atmungstraktes, in der Milz und als Kupffer-Zellen in 
der Leber vor. Zu den spezialisierten Makrophagen gehören beispielsweise die Lipophagen 
und Siderophagen, die Langerhans-Zellen in der Haut, die Osteoklasten und 
Chondroklasten, die Neuronophagen (z. B. Mikroglia), die Hofbauer-Zellen der Plazenta 
sowie die A-Synoviozyten (Janeway et al., 2002). Durch ihre Fähigkeit zur Phagozytose und 
der daraus resultierenden Aktivierung weiterer phagozytierender Zellen kommt ihnen eine 
besondere Rolle bei der Immunabwehr zu. Bakterien beispielsweise werden nach 
Überwinden der Oberflächenepithelien sofort von Zellen und Molekülen des angeborenen 
Immunsystems angegriffen. Makrophagen gehören hierbei zu den ersten Phagozyten im 
Entzündungsgeschehen (Medzhitov und Janeway, 2000). Als spezialisierte Phagozyten 
besitzen sie spezifische Oberflächenrezeptoren, wie die Makrophagen-Mannoserezeptoren 
(C-typspezifisches Lectin), die Scavenger-Rezeptoren für geladene Liganden, die 
Glukanrezeptoren, das CD14-Molekül (cluster of differentiation-14) und CD11b/CD18 
(CR3-Komplementrezeptor) für bakterielles Lipopolysaccharid (LPS). Mikroorganismen 
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können aber auch über die Komplementrezeptoren CR1 (CD35), CR4 (CD11c/CD18), CR3a 
und 5a erkannt und folglich phagozytiert werden (Ferluga et al., 1976; Huber-Lang et al., 
2002; Husemann et al., 2001; Riedemann et al., 2002; Ziegler-Heitbrock und Ulevitch, 1993). 
Phagozytierte Mikroorganismen werden daraufhin durch Ansäuerung im Phagosom oder 
durch die Bildung eines Phagolysosoms abgetötet oder in ihrem Wachstum gehemmt. Dafür 
geht die Zelle einen sauerstoffverbrauchenden Prozess ein, der auch Respiratorische 
Entladung (respiratory burst) genannt wird und zur Bildung von toxischen Sauerstoffradikalen 
wie dem Superoxid O2

-, dem Wasserstoffperoxid H2O2 oder auch dem Stickstoffmonoxid NO 
führt. Die Fähigkeit der Wirtszellen, NO zu produzieren, stellt einen wachstumsinhibierenden 
Faktor für intrazelluläre Salmonellen dar (Eriksson et al., 2000). Zusätzlich werden von den 
Makrophagen Defensine und Enzyme (hier vor allem Lysozym, saure Hydrolasen) sowie 
Lactoferrin, welches mit den Mikroorganismen um essentielle Nährstoffe wie Eisenionen 
konkurriert, synthetisiert (Ganz et al., 1986; Hiemstra und van Furth, 1994). Zweiter wichtiger 
Bestandteil der Makrophagenabwehr ist die durch deren Aktivierung ausgelöste 
Sezernierung von Zytokinen und anderen Mediatoren sowie die Expressionsinduktion 
kostimulatorischer Moleküle. Zu den von Makrophagen freigesetzten Zytokinen gehören das 
IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α und das chemotaktisch wirksame IL-8 (Cavaillon, 1994; van der 
Meide und Schellekens, 1996). Die eingeleitete Entzündungsreaktion durch die Mediatoren 
beinhaltet: erstens eine Vergrößerung des Gefäßdurchmessers und damit verbunden ein 
vermehrter Blutfluss mit einer verringerten Flussgeschwindigkeit; zweitens eine Erhöhung 
der Gefäßwanddurchlässigkeit für Zellen und auch für Komplementmoleküle; drittens eine 
erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen an der Endotheloberfläche sowie eine dadurch 
vermittelte Extravasation; viertens eine Einleitung der Akuten-Phase-Reaktion und fünftens 
eine Aktivierung von weiteren Entzündungszellen. Dadurch wird deutlich, dass die von den 
Makrophagen freigesetzten Immunmodulatoren jeweils die nächste Phase der Immunabwehr 
bestimmen (Janeway et al., 2002). 
 
Es sei erwähnt, dass zwischen unterschiedlichen Makrophagen-Subpopulationen 
unterschieden wird. Hierbei spricht man von klassisch-aktivierten Makrophagen, auch 
CAMPhi- oder M1-Makrophagen genannt, und alternativ-aktivierten Makrophagen, auch 
AAMPhi- oder M2-Makrophagen. Erstere entstehen durch die Stimulation mit LPS oder 
Interferon-γ (IFN-γ), man spricht hier von der Typ I-Aktivierung über so genannte TH1-
Zytokine. Die Typ II-Aktivierung über TH2-Zytokine (IL-4, IL-13) oder auch Glukokortikoide 
führt zu den M2-Makrophagen. Die Subpopulationen unterscheiden sich in ihren 
Genexpressionsmustern sowie in der Verschiedenartigkeit der Expression von Mediatoren 
und Oberflächenrezeptoren (Benoit et al., 2008; Martinez et al., 2008). Unterschiedliche 
Genexpressionen zeigten Makrophagen auch auf verschiedenartige Stimulationen wie durch 
LPS, IFN-γ und Leishmania chagasi Infektion (Rodriguez et al., 2004). Aufgrund dessen ist 
anzunehmen, dass auch Makrophagen eine selektierende Reifungsphase besitzen, so dass 
einzelne spezialisierte Subpopulationen entstehen, welche wiederum nicht in der Lage sind, 
ihr volles früheres funktionelles Spektrum auszuschöpfen. 

2.2.3 Pattern Recognition Receptors - PRRs 

Die keimbahnkodierten Rezeptoren der angeborenen Immunität, welche zu den 
verschiedensten Proteinfamilien gehören, werden als Pattern Recognition Receptors (PRRs) 
bezeichnet. Diese Rezeptoren detektieren hoch-konservierte Molekularstrukturen von 



2. Theoretische Grundlagen   

20 

möglichen Erregern, auch microbial-associated molecular patterns (MAMPs) genannt. Da 
MAMPs nur von Mikroben und nicht vom Wirtsorganismus produziert werden, führt die 
Detektion von MAMPs direkt zur Aktivierung von Effektormechanismen wie der Phagozytose, 
der Opsonierung, der Aktivierung der Komplement- oder Koagulationskaskade, der Synthese 
von antimikrobiellen Peptiden, der Aktivierung der Stickstoffoxid-Synthetase in 
Makrophagen, der vermehrten Expression von Zytokinen, Chemokinen sowie von 
kostimulatorischen Molekülen und der Induktion der Apoptose (Janeway und Medzhitov, 
2002; Lavelle et al., 2010). Zu den PRRs zählen: 
 
(1) lösliche Rezeptoren wie das LPS-bindende Protein (LBP) im Plasma, die Pentraxine wie 
z. B. C-reaktives Protein (CRP) und Serumamyloid-Proteine, die Komplementfaktoren, die 
Kollektine wie das mannanbindende Lektin (MBL, C1q), 
 
(2) aber auch membranassoziierte Rezeptoren wie die Toll-like Rezeptoren (TLR, Kap. 
2.2.3.1), die Scavenger-Rezeptoren der SR-A-Familie (Detektion von polyanionischen 
Liganden, dsRNA, LPS und Lipoteichonsäure) wie MARCO-Rezeptoren und die 
Makrophagen-Mannose-Rezeptoren (MMR, membrangebundes Lektin vom C-Typ), 
 
(3) sowie die intrazellulären Rezeptoren, zu denen die Proteinkinase PKR (Detektion von 
dsRNA), der 2’-5’-Oligoadenylatsynthase-(OAS)/RNaseL-Pfad, die NOD-Proteine (Kap. 
2.2.3.2), die retinoic-acid-inducible gene I (RIG-I)-ähnlichen Proteine und das melanoma-

diferentiation assocciated gene-5 (MDA-5) zählen (Andrejeva et al. 2004; Bertin et al., 1999; 
Clemens und Elia, 1997; Eckmann, 2004; Fraser et al., 1998; Holmskov, 2000; Hornung et 

al., 2006; Kato et al., 2006; Medzhitov und Janeway, 2002; Meylan et al. 2006; Pearson, 
1996; Schwalbe et al., 1992). 
 
 
In der Literatur wird vermehrt der Begriff pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 
für MAMPs verwendet. PRRs sind jedoch von ihrem funktionellen und strukturellen Aufbau 
her nicht dazu in der Lage, zwischen pathogenen und kommensalen Mikrobenbestandteilen 
zu unterscheiden, deshalb wird in dieser Arbeit der Begriff MAMPs bevorzugt. Zu den 
MAMPs zählen beispielsweise LPS, Lipoteichonsäure, Flagellin, Nukleinsäuren und 
Peptidoglykane (PGN). Diese führen nach ihrer Detektion zur sofortigen Aktivierung von 
Effektormechanismen (Akira et al. 2006; Basset et al. 2003; Takeda et al. 2003). 

2.2.3.1 Toll-like Rezeptoren - TLRs 

Im Zusammenhang mit embryonalen Untersuchungen an der dorsoventralen 
Achsenformierung der Taufliege Drosophila melanogaster wurde das erste Mitglied der Toll-
Familie entdeckt (Belvin und Anderson, 1996; Hashimoto et al., 1988; Rock et al., 1998). 
Spätere Untersuchungen ergaben auf Grundlage der Strukturäquivalenz zwischen 
Drosophila Toll und humanem IL-1-Rezeptor eine Rolle von Toll bei der angeborenen 
Immunabwehr der Taufliege (Anderson, 2000; Lemaitre et al., 1996). Selbst bei Pflanzen und 
Säugern fand man später Toll-ähnliche Proteine, weshalb Toll als ein evolutionsbiologisch 
älterer Signalübertragungsweg des angeborenen Immunsystems gilt (Janeway und 
Medzhitov, 2002; Medzhitov, 2001). TLRs werden vor allem von Zellen der angeborenen 
Immunantwort exprimiert, hierzu zählen Makrophagen, dendritische Zellen aber auch Endo- 
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und Epithelzellen. Nachweislich exprimieren intestinale epitheliale Zellen TLR2, 4, 5, 7 und 9 
und auch NOD2 (Cario et al., 2000; Chen et al., 2007; Palazzo et al., 2008; Swerdlow et al., 
2006). 
 
Da die TLRs transmembranäre Moleküle sind, erfolgt die Erkennung von Selbst oder Fremd 
direkt an der Zelloberfläche oder aber in endosomalen und vesikulären Kompartimenten der 
Zelle (Akira et al., 2006; O’Neill et al., 2007; Takeda et al., 2003). MAMPs interagieren mit 
der extrazellulären leucine-rich repeats (LRR)-Domäne der TLRs, anschließend wird durch 
die Wechselwirkung des Rezeptors mit weiteren Proteinen die Signaltransduktion initiiert 
(Eckmann, 2004). Derzeit werden 15 TLRs in humanen und murinen Geweben 
unterschieden, welche in ihrer Ligandspezifität, dem Expressionsmuster und den Zielgenen 
differieren (Eckmann, 2006; Forchielli und Walker, 2005; Heine und Ulmer, 2005; Higgs et 

al., 2006; Jann et al., 2009; Kawai und Akira, 2005; Medzhitov et al., 1997; Shi et al., 2009). 
TLR4 signalisiert das Vorhandensein von LPS durch Assoziation mit CD14, dem 
Makrophagenrezeptor für LPS, und dem MD-2-Protein (Hornef et al., 2002). Hierbei bindet 
CD14 über leucinreiche Strukturmotive an LBP-gebundenes LPS. Dieser CD14:LPS-
Komplex wird von TLR4 und der extrazellulären Domäne MD-2 detektiert und führt zur 
Induzierung einer Signalkaskade, welche schließlich den Transkriptionsfaktor NF-κB aktiviert 
(da Silva et al., 2001; Lien et al., 2000; Moore et al., 2000; Shimazu et al., 1999). Die 
Aufnahme und die Translokation von LPS in intestinale Epithelzellen über CD14 und TLR4 
von der apikalen Seite wurde von Tomita et al. (2004) und Neal et al. (2006) belegt. Im 
Gegensatz zur Homodimerisation von TLR4 bildet TLR2 Heterodimere mit dem TLR1 oder 
TLR6 für die Detektion von Peptidoglykanen, Lipoproteinen, Zymosan (Zellwandbestandteil 
von Hefen) und dem LPS von Porphyromonas und Leptospira Spezies (Aliprantis et al., 
1999; Ozinsky et al., 2000; Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 2001; Werts et al., 
2001). Der TLR5 erkennt Flagellin, den Proteinbestandteil bakterieller Flagellen, hingegen 
TLR9 identifiziert vorrangig in intrazellulären Zellkompartimenten unmethylierte CpG-DNA 
(Hayashi et al., 2001; Hemmi et al., 2000; Krieg, 2000; Shimosato et al., 2005). 
 
TLRs besitzen eine zytoplasmatische Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Domäne, welche bei 
Rezeptor-Ligand-Interaktion an die TIR-Domäne eines Adaptorproteins bzw. myeloid 

differentiation primary response gene 88 (MyD88) bindet (Medzhitov et al., 1998). Solch 
aktiviertes MyD88 interagiert mit seiner Todesdomäne daraufhin mit der Serin/Threonin-
Kinase der Proteine der angeborenen Immunität, welche auch als interleukin-1 receptor 

associated kinase (IRAK) bezeichnet werden (Wesche et al., 1997). Diese 
Anregungsreaktion führt zur Autophosphorylation der Moleküle IRAK-1, IRAK-4 und damit 
zur Induktion vom TNF-Rezeptor-assoziierten-Faktor 6 (TRAF6) und der TGF-β-aktivierten-
Kinase 1 (TAK1) (Deng et al., 2000; Irie et al., 2000; Lee et al., 2000; Lomaga et al., 1999). 
TAK1 aktiviert daraufhin zum einen die c-Jun-Kinase (JNK), Anteil der mitogen-activated-

protein kinase (MAPK)-Kaskade, den NF-κB essential modulator (NEMO) und moduliert 
somit die IκB-Kinasen (IKKα,-β,-γ) (Ninomiya-Tsuji et al., 1999). Schließlich führt dies zur 
Bildung eines Iκkα- und Iκkβ-Kinasendimers, welcher wiederum das inhibitorische Molekül 
IκB phosphoryliert. Die Phosphorylierung von IκB bedingt eine Dissoziation vom zytosolisch 
vorkommenden IκB-Komplex und führt somit zur Freisetzung von NF-κB. Freies NF-κB dringt 
wiederum in den Zellkern ein und bindet dort an verschiedene Promotoren, wodurch Gene 
aktiviert werden, die vor allem bei der angeborenen aber auch bei der adaptiven 
Immunantwort eine Rolle spielen. Neuere Untersuchungen zeigten, dass eine 
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TLR-Aktivierung auch über MyD88-unabhängige Signalkaskaden möglich ist. Dies erfolgt 
über die TIR-Domänen tragenden Proteine: TIR domain-containing adaptor protein (TIRAP)/ 
MyD88-adaptor like (Mal), TIR domain-containing adaptor inducing interferon-β (TRIF), TRIF 

related adaptor molecule (TRAM) und Toll-interacting protein (Tollip) (Akira, 2006; Burns et 

al., 2000; Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002). 
NF-κB wiederum induziert die Expression von Enzündungsmediatoren (TNF-α, IL-1,-12, E-
Selektin), antimikrobiellen Peptiden, kostimulatorischen Molekülen und auch MHC-Molekülen 
(Ghosh et al., 1998). Neben NF-κB werden meist noch weitere Transkriptionsfaktoren 
aktiviert, darunter (1) die zur activating-protein-1 (AP-1)-Familie gehörenden Jun- und Fos-
Mitglieder, welche an die 12-O-tetra-decanoylphorbol-13-acetate-response-elements oder 
über CREB/ATF an cAMP-response-elements binden (Karin et al., 1997), (2) außerdem das 
NF-IL6, welches zur Gruppe der C/EBP-Transkriptionsfaktoren gehört und an den IL-6 
Genpromotor im Zellkern bindet, (3) sowie Mitglieder der IRF-Familie (Poli, 1998; Taniguchi 
et al., 2001). 

2.2.3.2 Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) - Proteine 

Die nucleotide-binding-oligomerization-domain (NOD)-Proteine zählen zu der Gruppe der 
nucleotide-binding-domain-leucine-rich-repeats (NLR) 3 -Proteine, welche ein immuno-
logisches, intrazelluläres Detektionsystem der Zellen darstellen. Phylogenetisch gehören sie 
zur Proteinfamilie der CATERPILLER4, wie auch die strukturell homologen R-Proteine der 
Pflanzenabwehr sowie die MHC-II-Transaktivatorgene (CIITA), Naip- und die Nalp-Proteine 
der Mammalia (Athman und Philpott, 2004; Chamaillard et al., 2003a; Murray, 2005). Die 
NLRs werden aufgrund ihrer Effektordomänen: (1) caspase-activating-and-recruitment-

domain (CARD), (2) pyrin-domain (PYD) oder (3) baculovirus-inhibitor-of-apoptosis-repeats 
(BIR) klassifiziert (Sirard et al., 2007; Ting et al., 2008). Aufgrund von genomischen 
Sequenzdaten und dem Vergleich mit dem Nematodenprotein CED-4 und dem 
dazugehörigen Säugerhomologon Apaf-1 wurde durch Inohara et al. (1999) erstmals das 
NOD1-Protein beschrieben. 
NOD-Proteine weisen einen typischen dreiteiligen NLR-Aufbau auf, bestehend aus einer 
C-terminalen leucine-rich-repeat (LRR)-Domäne, einer zentralen nucleotid-binding 

oligomerization (NACHT 5 )-Domäne und einer N-terminalen 
Proteininteraktionskassette CARD. Die LRR-Domäne gehört zur 
Gruppe der Ribonuklease-Inhibitor (RI)-ähnlichen LRR und 
formiert sich als nicht globuläre, hufeisenförmige Struktur. Die 
LRR-Domänen von NOD1 und NOD2 besitzen folgende in der 
Abb. 5 dargestellte Sekundärstruktur mit der Konsensussequenz: 
xxxLxxLxLxxNxLxxxgoxxLxxoLxx (Kajava, 1998; Kobe und 
Kajawa, 2001). 
 
Abb. 5 RI-ähnliche LRR-Struktur (adaptiert an Kajava, 
1998) 

                                                 
3
 NLR steht auch für NB-LRR-related gene family in Anlehnung an die NB-LRR Proteine der Pflanzen 

4
 CATERPILLER = CARD(caspase-recruitment domain) transcription enhancer, R(purine)-binding, pyrin, lots 

of leucine repeats 
5
 NACHT = neuronal apoptosis inhibitor protein (NAIP), MHC class II transcription activator (CIITA), 

incompatibility locus protein from Podospora anserina (HET-E), telomerase-associated protein (TP-1) 
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Die zentrale NACHT-Domäne ist eine P-Schleife und gehört zur Klasse der STAND 6 -
Moleküle der NTPasen (Leipe et al., 2004). Bisher wurden aufgrund genomischer 
Vergleichsuntersuchungen 25 humane NLR-Varianten entdeckt (Franchi et al., 2006b; 
Wagner et al., 2009). 
 
NOD1, auch als caspase-recruitment-domain 4 (CARD4) bezeichnet, wird ubiquitär im 
adulten Organismus exprimiert, hier vor allem in antigenpräsentierenden Zellen (APC) und 
Epithelzellen. In unstimulierten haematopoetischen Zellen gelang im Gegensatz zu 
Lymphozyten bislang kein NOD1-Expressionsnachweis (Gutierrez et al., 2002; Ogura et al., 
2001b). Die Expression von NOD1 wird durch IFN-γ, nicht jedoch durch TNF-α hoch reguliert 
(Hisamatsu et al., 2003a). 
Im Gegensatz zu NOD1 besitzt NOD2, auch caspase-recruitment-domain 15 (CARD15) 
genannt, zwei N-terminale CARD-Domänen (Inohara et al., 2003). NOD2 wird vermehrt in 
Zellen der myeloiden Reihe exprimiert. Die Expression kann jedoch auch in intestinalen 
Epithelzellen induziert werden. In primären epithelialen Zellkulturen scheint die 
NOD2-Expression auf die Panethzellen, welche erwiesenermaßen durch die 
Defensinproduktion eine entscheidende Rolle bei der Immunabwehr spielen, beschränkt zu 
sein (Ogura et al., 2003a). Im Jahr 2009 wurde erstmals die Expression von NOD2 in 
humanen CD34+-Knochenmarkszellen, in Mikroglia und Astrozyten des Zentralen 
Nervensystems beschrieben (Chauhan et al., 2009; Sioud und Fløisand, 2009). Die basale 
Expression wird durch die Zytokine TNF-α und IFN-γ verstärkt (Rosenstiel et al., 2003). 
 
NOD1- und NOD2-Moleküle detektieren intrazytoplasmatisches bakterielles Peptidoglykan 
(PGN) (Inohara et al., 2001; McDonald et al., 2005a). Bakterielles PGN der Zellwand besteht 
aus N-Acetylglukosamin-(β1→4)-N-Acetylmuraminsäuremolekülen, welche untereinander 
durch kleine Peptidketten verbunden sind. Bezogen auf die Aminosäure an der dritten Stelle 
der Peptidkette werden die Peptidoglykane von verschiedenen NOD-Proteinen erkannt: 
Meso-Diaminopimelinsäure (mDAP, γ-D-Glutamyl-meso-DAP), ausschließlich in 
gramnegativen Mikroorganismen vorkommend, wird von NOD1 detektiert. NOD2 hingegen 
interagiert mit Muramyldipeptiden (MDP, N-Azetylmuramyl-L-Alanin-D-Isoglutamin), ein 
Zellwandbestandteil von gramnegativen und -positiven Bakterien (Chamaillard et al., 2003b; 
Girardin et al, 2003a; Girardin et al, 2003b; Inohara et al., 2003). Wolfert et al. (2007) zeigten 
hierzu in transfizierten HEK293T-Zellen eine deutliche NF-κB-Aktivierung durch die Stimuli 
MDP oder DAP. Durch Bindung von PGN an die LRR-Domäne kommt es jedoch zunächst 
zur Homooligomerisation der zentralen NACHT-Domäne im NOD-Protein, hierbei spielt die 
NACHT-assoziierte ATP-Hydrolyseaktivität eine essentielle Rolle (Ting und Davis, 2005). 
Eine Heterooligomerisation der NACHT-Domäne mit anderen NLR kann bis dato nicht 
ausgeschlossen, konnte jedoch auch noch nicht experimentell bewiesen werden (Damiano 
et al., 2004). Die Aktivierung der zentralen NACHT-Domäne ermöglicht die homophile 
Protein-Protein-Interaktion der CARD-Domäne mit dem Zielprotein. Eines dieser Zielproteine 
ist z. B. receptor-interacting-serine/threonine-kinase (RICK, oder Rip2) (Nembrini et al., 
2009). Neueste Untersuchungen zeigten, dass Mitglieder der inhibitor-of-apoptosis-protein 
(IAP)-Familie wie z. B. XIAP oder cIAPs zwischen NOD und Rip2 vermittelt (Bertrand et al., 
2009; Krieg et al., 2009). Aktiviertes Rip2 wiederum führt über die Polyubiquitylierung am 
Lysin285 von IKKγ, Bestandteil von NEMO, zur Phosphorylierung von IκB und damit zur 

                                                 
6
 STAND = signal transduction ATPases with numerous domains 
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Freisetzung von dem Transkriptionsfaktor NF-κB (Chin et al., 2002; Kobayashi et al., 2002) 
(Abb. 6). 
Freies NF-κB transloziert in den Zellkern und führt dort zur vermehrten Expression 
proinflammatorischer Gene, wie Zytokinen (IL-1α, IL-6, TNF-α und vor allem IL-8), und von 
antimikrobiellen Peptiden (Defensine). Die Expression von IL-1β und IL-18 in APC hingegen 
wird vornehmlich durch die Interaktion von NOD2 mit dem Zielprotein Procaspase-1 
verwirklicht (Yoo et al., 2002). Darüber hinaus ist die NOD1-Aktivierung nachweislich 
essentiell für die Immunzellrekrutierung in das entzündete Gewebe (Masumoto et al., 2006). 
 

Abb. 6 Schema-
tischer Überblick 
der NOD-Funktion 
Die Ligandenbindung an 
die LRR-Domäne führt 
zur Homooligomerisation 
der zentralen NACHT-
Domäne und ermöglicht 
somit die homophile 

Protein-Protein-
Interaktion der CARD-
Domäne mit dem 
Zielprotein. Adaptiert an 
Inohara und Nunez 
(2003). 

 
Neben der NF-κB-Aktivierung wird auch eine Stimulation des MAPK-Signalweges durch 
NOD-Proteine diskutiert, da NOD2-defiziente Makrophagen im Gegensatz zum 
Wildtypstamm keine p38MAPK- und ERK-Aktivierungen hervorrufen können (Pauleau und 
Murray, 2003; Kobayashi et al., 2005). Zusätzlich konnten Girardin et al. (2001) nachweisen, 
dass eine NOD1-Aktivierung im Zusammenhang mit invasiven Bakterien den JNK-Signalweg 
stimulieren kann. Inohara et al. (1999) zeigten, dass NOD1 ebenfalls mit der CARD-Domäne 
der Caspase-9 interagieren kann, ohne direkt den Apoptosemechanismus auszulösen. 
Allerdings kommt es zu verstärkten Apoptosereaktionen, wenn beide Moleküle koexprimiert 
werden. Mit Hilfe der subzellulären Fraktionierung gelang der Nachweis, dass NOD1 sowohl 
im Zytosol als auch kolokalisiert mit der Plasmamembran in humanem Zellmaterial 
vorkommt. Hierbei ist die Membraninteraktion abhängig von der Proteinintegrität, der 
Signalkapazität und einem intakten zytoskelettalen Aktingerüst (Kufer et al., 2008). Über 
zytoplasmatisch vorkommende MAMPs werden die Moleküle NOD1, NOD2 und Nalp3 
aktiviert (Martinon et al., 2004; Philpott und Girardin, 2004). Obwohl Inohara et al. (2001) für 
NOD zeigten, dass das Vorhandensein einer LRR-Domäne für deren Aktivierung mit MAMPs 
essentiell ist, existiert bis dato kein experimenteller Nachweis für die direkte Interaktion von 
bakteriellen Produkten an die LRR-Domäne, so dass mögliche Komoleküle bei der 
Signaltransduktion und Aktivierung von NOD-Molekülen nicht ausgeschlossen werden 
können. Von Kobe und Kajawa (2001) wurde vermutet, dass die LRR-Domäne als Protein-
Protein-Interaktionsdomäne fungiert. Vergleicht man jedoch die Signaltransduktion der 
R-Proteine bei Pflanzen, die Verwendung von cis-acting Kofaktoren bei der LPS-
Signalisierung oder auch der trans-acting Kofaktoren beim Spätzle-Protein von Drosophila, 
so erscheint eine indirekte Interaktion der NOD mit den Agonisten viel wahrscheinlicher als 
eine direkte Interaktion (Akira und Takeda, 2004; Meyers et al., 1999). 
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Da NOD-Proteine kein Signalpeptid besitzen, kommen sie rein zytosolisch in der Zelle vor 
(Inohara und Nunez, 2003; Tohno et al., 2008a und 2008b). Für die Detektion der MAMPs 
durch NOD-Proteine, müssen die PGN in das Zytosol der Wirtszellen gelangen. In 
Drosophila konnte diese Aufgabe der NOD-vermittelten PGN-Erkennung nur dem 
peptidoglycan recognition protein zugesprochen werden (Choe et al., 2002; Leulier et al., 
2003). Durch die Arbeiten von Philpott und Girardin (2004) und Martinon et al. (2004) 
konnten für die Moleküle NOD1, NOD2 und Nalp3 der Nachweis über deren Aktivierung 
durch zytoplasmatisch vorkommende MAMPs erbracht werden. Nach Viala et al. (2004) und 
auch Girardin et al. (2001) ist eine intrazelluläre NLR-Aktivierung auch über das 
Einschleusen von bakteriellen Muropeptiden mit Hilfe von Typ III- oder IV-
Sekretionssystemen möglich. Darüber hinaus wurde in humanen intestinalen Zellen ein 
apikales Transmembranprotein, der Peptidtransporter 1 (PepT1) identifiziert, welches die 
Aufnahme von Di- und Tripeptiden in die Zellen ermöglicht. In diesem Zusammenhang 
wiesen Vavricka et al. (2004) und Ismair et al. (2006) nach, dass durch humanes PepT1 
bakterielles Muramyldipeptid intrazellulär zu einer NOD2-abhängigen IL-8 Freisetzung führte. 
Die Arbeitsgruppe um Swaan et al. (2008) konnte für den transmembranären Transport von 
γ-iE-DAP den protonenabhängigen Transporter PepT2 in epithelialen Zellen identifizieren. 
Die Translokation über PepT2 führte zu einer NOD1- und Rip2-abhängigen Aktivierung der 
angeborenen Immunmechanismen der Zelle. Darüber hinaus ist eine NOD-
Ligandentranslokation durch einen Clathrin-Dynamin-abhängigen Endozytoseprozess 
reguliert über das SLC15A4, ein Oligopeptidtransporter der frühen Endosomen möglich (Lee 
et al., 2009; Marina-Garcia et al., 2009). DAP-haltige Mikroben sezernieren NOD-Liganden in 
die Umwelt, diese wiederum könnten folglich über Endozytose intrazellulär aufgenommen 
werden und eine angeborene Immunantwort auslösen (Pradipta et al., 2010). Für die in 
dieser Arbeit verwendeten sechs verschiedenen Zellkulturen existieren derzeit keine 
Literaturhinweise zum Vorkommen von PepT1/2 und/oder SLC15A4. 
 
 
Die entscheidende Rolle der NOD-Proteine und auch anderer NLR-Proteine für den 
Organismus lässt sich am Eindrucksvollsten verdeutlichen bei einem Funktionsverlust 
(Delbridge und O’Riordan, 2007). So sind beispielsweise die Genmutationen in der CARD4-
Domäne (NOD1) assoziiert mit Asthma und atopischer Dermatitis beim Menschen (Joosten 
et al., 2008; Macaluso et al., 2007). Eine mutationsbedingte Anomalie im Bereich der 
LRR-Domäne im CARD15 (NOD2) führt zu einer Schädigung dieser entsprechenden 
Erkennungsstrukturen. Diese Mutationen finden sich vermehrt bei Patienten mit der 
familiären Form der Morbus-Crohn-Krankheit. Zwar zeigte sich durch in vitro 
Überexpressionsversuche an NOD2 eine deutliche Steigerung der NF-κB-Aktivierung, doch 
die humanen Mutationen von NOD2 führten wiederum zu einer gestörten Funktion der 
NOD2-Proteine. Die Unempfindlichkeit gegenüber Muramyldipeptiden, ausgelöst durch die 
NOD-Mutation, bewirkt eine verstärkte Reaktion und damit die intestinale Entzündung. 
Ebenfalls mit einer NOD2-Mutation geht nach Miceli-Richard et al. (2001) das Blau-Syndrom 
einher (Chamaillard et al.; 2003c; Hugot et al., 2001; Lesage et al., 2002; Maeda et al., 2005; 
Negroni et al., 2009; Ogura et al., 2001a). 
 
Darüber hinaus zeigten NOD2-defiziente Mäuse keine pathologisch-morphologischen 
Veränderungen nach MDP-Stimulus und auch keinen Sensibilisierungseffekt mehr auf LPS-
Stimuli durch die vorherige Gabe von geringen Dosen MDP (Kobayashi et al., 2005). NOD2 
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ist über die MDP-Stimulierung vermutlich eher für die Zytokinproduktion und 
Entzündungsantworten zuständig und besitzt nur einen geringeren Einfluss auf die 
Zellapoptose (Bodar et al., 2008). Chauhan et al. (2009) wiesen nach, dass NOD2-Moleküle 
in Mikroglia und Astrozyten für eine inflammatorische Antwort auf Infektionen mit 
Neisseria meningitidis und Borrelia burgdorferi verantwortlich sind. Kobayashi et al. (2005) 
konnten bei NOD2-defizienten Mäusen eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber einer oralen, 
nicht aber systemischen Listeria-Infektion nachweisen. Gleichzeitig wiesen die infizierten 
NOD2-defiziente Mäuse eine abweichende Defensin-Produktion auf. In diesem 
Zusammenhang zeigten Zilbauer et al. (2007), dass NOD1 für die Immunabwehr bei 
Campylobacter jejuni essentiell ist und dass die Anzahl intrazellulärer Erreger durch siRNA 
gegen NOD1 vermehrt wurden. NOD1- und NOD2-defiziente Tiere reagieren darüber hinaus 
empfindlicher auf eine Chlamydophila pneumoniae Infektion (Shimada et al., 2009). NOD-
Proteinen kommt bei der ersten immunologischen Abwehr eine bedeutende Rolle zu. Auch 
bei parasitären Infektionen mit Plasmodium berghei, als Modell für eine zerebrale 
Malariainfektion, konnte nachgewiesen werden, dass NOD1/NOD2-defiziente Tiere zwar 
keine veränderten klinischen Symptome, jedoch geringere IFN-γ Mengen p. i. aufwiesen 
(Finney et al., 2009). Shaw et al. (2009) konnten darüber hinaus zeigen, dass NOD2 
essentiell bei der T-Zellantwort auf eine Toxoplasma goondii Infektion ist. CATERPILLER 
stellen somit einen essentiellen Beitrag zur immunologischen Abwehr dar. 

2.2.3.3 Interaktionen von PRRs 

Nachfolgend seien weitere NLR-Proteine, welche mögliche Interaktionen mit NOD eingehen, 
kurz erläutert: CARD9 wurde bis dato in Makrophagen und dendritischen Zellen 
nachgewiesen und ist an der Aktivierung der p38MAPK und JNK beteiligt. Hsu et al. (2007) 
gelang der Nachweis, dass CARD9 mit NOD2- und Rip2-Molekülen interagiert und zu einer 
MDP-abhängigen Aktivierung dieser MAPK, jedoch nicht des NF-κB führte. CARD9 könnte in 
diesem Zusammenhang ein Kontrollelement bei der Regulierung der angeborenen 
Immunantwort innerhalb eines betrachteten Zellsystems sein. Darüber hinaus wird dem 
CARD9 ebenfalls eine Rolle bei der antimykotischen Immunabwehr zugeschrieben (Gross et 

al., 2006). Das Protein Erbin interagiert nachweislich mit NOD2 und fungiert hierbei als 
negativer Regulator der NOD2-abhängigen NF-κB-Aktivierung. Eine Shigelleninfektion hat 
Einfluss auf die Erbin/NOD2-Komplexformation (Kufer et al., 2006; McDonald et al., 2005b). 
Erbin ist eigentlich bekannt bei Zelldifferenzierungs- und Zellwachstumsprozessen und auch 
beim MAPK-Signalweg (Huang et al., 2003; Kolch, 2003). CARD12 (auch IPAF, ICE-

protease-activating-factor) hingegen besitzt eine NOD1-ähnliche Struktur und spielt eine 
Rolle bei der Detektion von intrazellulären Pathogenen, wie z. B. S. Typhimurium. Im 
Gegensatz zu NOD wird Flagellin als Agonist für eine IPAF-Aktivierung vermutet (Franchi et 

al., 2006a; Miao et al., 2008; Sutterwala et al., 2009). Als Effektormolekül benutzt IPAF das 
Apoptose-assoziierte Speck-ähnliche Protein (ASC), welches wie Rip2 zur Aktivierung von 
NF-κB führt. Andere Arbeitsgruppen vermuteten, dass IPAF die NOD-abhängige NF-κB-
Aktivierung und IL-1β-Produktion hemmen kann und somit als Regulator der NOD-Antwort 
fungiert (Damiano et al., 2001; Damiano et al., 2004; Strober et al., 2006). Das GRIM-19-
Protein (gene-associated-with-retinoid-IFN-induced-mortality-19) interagiert spezifisch mit 
NOD2, nicht jedoch mit NOD1, und stimuliert folglich eine NF-κB-Aktivierung. 
Salmonelleninfektionen, jedoch nicht eine Infektion mit nicht-invasiven E. coli, führen 
nachweislich zur GRIM-19-Expressionssteigerung (Barnich et al., 2005). Im Gegenzug 
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konnte in der Arbeit ebenfalls gezeigt werden, dass die Überexpression von GRIM-19 die 
intrazelluläre Überlebensrate von S. Typhimurium um bis zu 30 % verringert. GRIM-19 
scheint somit für die Überlebensrate nach intestinalen Salmonelleninfektionen essentiell zu 
sein. Dies ist umso bedeutsamer, wenn man beachtet, dass GRIM-19 im Darm von 
Patienten mit einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung (z. B. Morbus-Crohn-
Krankheit) weniger exprimiert wird (Barnich et al., 2005). GRIM-19 gehört ebenfalls zum 
Komplex I der Atmungskette, der mitochondrialen NADPH:Ubiquinon Oxidoreduktase. Somit 
ist es ebenfalls denkbar, dass GRIM-19 über die vermehrte Produktion von reaktiven 
Sauerstoffradikalen intestinal infizierte Epithelzellen schützt. Allerdings wurde bis dato weder 
diese strukturelle Interaktion noch der eigentliche Mechanismus ausreichend dargestellt. 
Auch CARD6-Proteine sind durch ihre Interaktion mit NOD1 und Rip2, vermeintliche 
Repressoren der NOD1-abhängigen Wirkung (Stehlik et al., 2003). Centaurin-β1 interagiert 
direkt mit NOD1 und NOD2 und bewirkt somit eine selektive Herunterregulation der NOD-
abhängigen NF-κB-Aktivität (Yamamoto-Furusho et al., 2006). Das Molekül Monarch-1 
(auch NALP12) wiederum kommt in vier Splicevarianten vor, welche sich vorrangig in der 
LRR-Domäne, der Ligandenerkennungsdomäne, unterscheiden. Stimulierung der TLR2 und 
TLR4 resultiert in einer Expressionsminderung. Jedoch führt NO zur Expressionsteigerung 
des Monarch-1 (Lord et al., 2009). Somit wird im Verlauf einer Infektion zwar anfangs 
Monarch-1 als negativer Feedbackregulator vermindert, jedoch später durch die Erzeugung 
von NO wieder vermehrt exprimiert und hemmt über seine Interaktion mit IRAK-1 und NIK 
den nicht-kanonischen NF-κB-Weg (Lich und Ting, 2007; Lord et al., 2009; Williams et al., 
2005) (Kap. 2.2.4). Hierbei ist eine spezifische ATP-Bindung für die Funktion des Monarch-1 
als negativer Regulator der NF-κB-Antwort essentiell (Ye et al., 2008). Auch NOD2 
vermindert die TAK1-abhängige NF-κB-Aktivierung und besitzt somit eine negative 
regulatorische Wirkung auf NF-κB (Chen et al., 2004). Ebenfalls für NALP2, 7 und 12 wurden 
modulierende Regulationsmechanismen bestimmt (Bruey et al., 2004). Darüber hinaus 
interagieren NALP1, NALP4, NALP3 mit Bestandteilen des Zellapoptose-Signalweges als 
Folge bakterieller Infektionen (Bruey et al., 2007; Fernandes-Alnemri et al., 2007; Suzuki et 

al., 2007; Toma et al., 2010; Willingham et al., 2007). NALP3 (auch Cryopyrin) besitzt bis 
auf die Pyrin-Domäne Strukturähnlichkeiten zum NOD2. In diesem Zusammenhang 
beschrieben Martinon et al. (2004) die Aktivierung von NALP3 durch MDP und wiesen nach, 
dass Makrophagen eines Patienten mit Muckle-Wells-Syndrom Mutationen im NALP3-Gen 
besaßen und eine überschießende IL-1β Antwort auf MDP Stimuli gaben. Im Gegensatz 
dazu stehen Arbeiten, in denen gezeigt wurde, dass NALP3 bakterielles RNA, synthetische 
Purinanaloge aber auch Mononatriumureate detektiert (Kanneganti et al., 2006; Martinon et 

al., 2006). Harder et al. (2009) beschrieben die Caspase-1-Aktivierung und IL-1β-Sekretion 
über NLRP3 durch Streptococcus pyogenes und dessen Streptolysin O (Harder et al., 2009). 
Die NALP-Proteinfamilie umfasst 14 Mitglieder und ist nachweislich die ausschlaggebende 
Molekülgruppe im Inflammasom (Tschopp et al., 2003). Das Inflammasom ist ein 
inflammatorischer caspasenaktivierender Proteinkomplex, bestehend aus den Molekülen 
Caspase-1 und -5, ASC, NALP1-3, IPAF und NAIP5 und ist damit wichtiger Bestandteil des 
unspezifischen Immunsystems (Lamkanfi et al., 2007; Martinon et al., 2002; Mariathasanund 
Monack, 2007). Durch die Aktivierung der Caspase-1 (auch IL-1 converting enzyme, ICE) 
wird die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1β, IL-1α, IL-18 und IL-33 
angeregt (Dinarello, 2002), aber auch der Zelltod (Autophagie) eingeleitet (Suzuki und 
Nunez, 2008). Zwar wurde diskutiert, dass die Korrelation aus Makrophagenschädigung und 
Salmonellenvirulenz in Mäusen abhängig vom Inflammasom ist, jedoch konnte im Gegenzug 
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nachgewiesen werden, dass die intrazelluläre Konzentration von Kalium und das ATP/dATP 
Verhältnis in infizierten Zellen zur alleinigen Aktivierung des Inflammasomes führen (Duncan 
et al., 2007; Franchi et al., 2007; Petrilli et al., 2007). Darüber hinaus zeigten Netea et al. 
(2006), dass TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1), welches mit NLR 
synergistisch aktiviert wurde, eine bis zu 10-fache Steigerung der Zytokinproduktion bewirkte 
und deren Expression durch NLR-Liganden gesteigert werden konnte. Im Jahre 2009 zeigten 
Lipinski et al. eine Interaktion und Kolokalisation der NADPH-Oxidase DUOX2 mit NOD2 und 
daraufhin eine NOD2-abhängige reaktive Sauerstoffradikal-Produktion. Tattoli et al. (2008) 
wiesen nach, dass ein NLR-Protein NLRX1 kolokalisiert mit Mitochondrien vorkommt und die 
ROS-Produktion stimulieren kann (Abdul-Sater et al., 2010). Eine Interaktion zwischen NLR-
Familienmitgliedern und der Produktion von ROS wurde auch von Arnoult et al. (2009) am 
Beispiel des Moleküles NLRX1 beschrieben. Caspase-12 kann über Bindung an Rip2 die 
NOD-abhängige NF-κB-Aktivierung unterdrücken (LeBlanc et al., 2008). 
 
Die Lokalisierung, Struktur und Funktion der meisten CATERPILLER-Mitglieder sind nicht 
ausreichend charakterisiert. Hinzu kommt, dass CATERPILLER sowohl aktivierende als 
auch inhibierende Eigenschaften, abhängig vom Expressionslevel oder vom 
kostimulatorischen Protein, besitzen. Hierbei kommt den auch inhibitorisch wirksamen 
Molekülen: NOD3, NALP2, PYPAF3 und Monarch-1 eine besondere Rolle zu (Lich und Ting, 
2007; Ting et al., 2006). Die NLR-Proteine stehen in einem komplexen, bis dato nicht 
vollständig verstandenen Netzwerk miteinander in Verbindung. Darüber hinaus muss 
berücksichtigt werden, dass Mikroben wiederum aus einer Vielzahl an unterschiedlichen 
MAMPs bestehen, welche auch eine Vielzahl an verschiedenen CATERPILLER aktivieren 
können. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass ein reger Informationsaustausch 
zwischen den NLR-Proteinen stattfindet. In diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, 
dass eine Kostimulation von TLR- und NOD-Signalwegen auch zu einer verstärkten 
Zellreaktion führte. Allerdings gilt dies nicht in allen untersuchten Zellsystemen, was auf 
synergistische und antagonistische Interaktionen hinweist und somit das Gesamtbild um 
einiges komplexer erscheinen lässt (Akira und Takeda, 2004; Strober et al., 2006; Takada 
und Uehara, 2006). Ein synergistischer Effekt von TLR2-, TLR4-, NOD-
Signaltransduktionswegen auf die Genexpression und Zytokinproduktion wurde von Tang et 

al. (2011) gezeigt. Wolfert et al. (2002) wiesen nach, dass eine MDP-Stimulation allein nur 
zur TNF-α-Transkription, nicht aber zu dessen Translation führte. Dieser Translationsblock 
konnte durch Koexpression mit LPS aufgehoben werden, was ebenfalls auf einen 
synergistischen Effekt beider Signaltransduktionswege schließen lässt. Bereits 2007 gab es 
erste Überlegungen zu den komplexen Regulierungs- und Interaktionsmechanismen 
innerhalb der NOD-Signalwege. Hierbei zeigten Untersuchungen, dass die NOD1-abhängige 
Apoptose Caspase-8 und Rip2 bedingt ist. Im Gegensatz dazu benötigt die NOD1-abhängige 
IL-8-Produktion kein Caspase-8, jedoch die Aktivierung von TAK1 und Rip2 (da Silva et al., 
2007). Fritz et al. (2007) konnten in diesem Zusammenhang nachweisen, dass NOD1 nur in 
Kombination mit einer TLR-Stimulierung zur Aktivierung der Th1-, Th2- und Th17-
Immunantwort nötig ist. NOD2-defiziente Mäuse zeigten sich unempfindich gegenüber MDP-
Stimulationen, überraschenderweise jedoch waren sie auch resistent gegenüber 
Endotoxinen (Pauleau und Murray, 2003). Dies könnte ebenfalls auf mögliche Interaktionen 
zwischen den TLR- und NOD-Signalwegen hindeuten. Hierbei moduliert NOD2 die 
Signaltransduktion durch TLR4 und TLR3, nicht jedoch durch TLR5, 7 und 9 (Netea et al., 
2005). Weiss et al. (2004) zeigten hierzu, dass TLR4 und TLR2 für die Abwehrreaktionen 
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von murinen Makrophagen nach einer Salmonelleninfektion essentiell sind. Hier waren es 
vor allem die TLR4-Moleküle, die für eine frühe TNF-α-Produktion verantwortlich waren und 
die TLR2-Moleküle in der späteren Entzündungsphase. Bakterielles Flagellin, exprimiert von 
kommensalen aber auch von pathogenen Mikroorganismen, dient nachweislich als primärer 
Aktivator für TLR5 und führt zur nachgelagerten NF-κB-Aktivierung und der Expression von 
MIP-2 und murinem KC. Es sind besonders die α- und ε-Proteobakterien, welche das 
intestinale Lumen kolonisieren können, jedoch im Gegensatz zu Pathogenen wie 
Salmonella-Spezies keine TLR5-Aktivierung hervorrufen (Andersen-Nissen et al., 2005). 
Möglicherweise ist die zytologische Regulation auf Basis der NLR eine Überlebensstrategie 
der Kommensalen. 

2.2.4 Der Transkriptionsfaktor NF-κB 

NF-κB ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor der Rel-Familie, welcher beteiligt ist bei 
Entwicklungsprozessen, Entzündungsreaktionen, Immunantworten, beim Zellwachstum, der 
Kanzerogenese und auch der Arteriosklerose. Es existieren derzeit über 150 identifizierte 
extrazelluläre Stimuli für eine NF-κB-Aktivierung, dazu gehören neben Mikroorganismen, 
Interleukinen und Wachstumsfaktoren auch verschiedenste Stressfaktoren der Zelle (Ghosh 
et al., 1998; Pahl, 1999; Perkins und Gilmore, 2006). In Säugern finden sich verschiedene 
NF-κB-Varianten, welche über die Rel-Homologiedomäne klassifiziert werden und als 
Dimere im Organismus vorliegen. Hierbei ist vor allem das p50/RelA-Heterodimer, welches 
aufgrund der Transaktivierungsdomäne des RelA aktivierend wirkt, am häufigsten zu finden 
(Hayden und Ghosh, 2004). Fünf verschiedene NF-κB/Rel-Proteine bringen mehr als 12 

verschiedene Dimere hervor, welche wiederum 9 
bis 11 unterschiedliche κB-Bindungsstellen im 
Genom erkennen (Saccani et al., 2003). Im 
inaktivierten Zustand liegt NF-κB im Zytoplasma 
an inhibitorischen Proteinen der IκB-Familie 
gebunden vor. Proinflammatorische und 
stressassoziierte Signalkaskaden führen zu einer 
Phosphorylierung sowie einer proteosom-
abhängigen Degradierung von IκB bzw. einer 
partiellen Degradierung der Vorläufer. Der 
klassische NF-κB-Aktivierungsweg besteht in der 
Aktivierung des IKK-Komplexes, bestehend aus 
den Kinasen IKKα und IKKβ und der 
regulatorischen Untereinheit NF-κB essential 

modulator (NEMO, auch IKKγ) (Abb. 7). 
 
 
Abb. 7 Schematische Übersicht zum 
klassischen NF-κB-Signalweg 
Eine Aktivierung des IKK-Komplexes führt zur 
Phosphorylierung und proteosomabhängigen Degra-
dierung von IκB. Das degradierte inhibitorische Molekül 
IκBα führt zur Freisetzung und damit zu Translokation 
von NF-κB (hier p50/RelA-Heterodimer) in den Zellkern. 
Abbildung ist adaptiert an Perkins und Gilmore (2006). 
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Serinphosphoryliertes IKKβ wiederum phosphoryliert IκBα, welches daraufhin als Substrat 
für einen Ubiquitinligasekomplex dient. Ubiquitiniertes IκBα wird rasch vom Proteasom 
abgebaut. Das degradierte inhibitorische Molekül IκBα führt daraufhin zur Freisetzung von 
NF-κB. Freies NF-κB wiederum lagert sich innerhalb von Minuten an κB-Bindungsstellen in 
Promotorregionen an und initiiert somit die Transkription z. B. von proinflammatorischen 
Genen (Ghosh et al., 1998; Perkins und Gilmore, 2006; Mercurio und Manning, 1999). 
Hierbei erlauben Variabilitäten der Dimere und des κB-Motives eine gewisse Feinregulation 
(Saccani et al., 2003). Transloziertes NF-κB wirkt im Zellkern auf über 150 verschiedene 
Gene (Pande und Ramos, 2005).  
Charakteristisch sind hierbei die schnelle, innerhalb von Minuten einsetzende Aktivierung 
und die geringe Spezifität von NF-κB hinsichtlich der aktivierten oder reprimierten Gene. Zu 
den Zielgenen zählen Gene für die Akute-Phase-Proteine, Zelladhäsionsmoleküle, Zytokine 
wie IL-1, -2, -6, -8, IFN-γ, TNF-α und -β, Enzyme, Wachstumsfaktoren, Apoptoseregulatoren 
und Transkriptionsfaktoren (Pahl, 1999). Gleichzeitig werden aber auch kostimulatorische 
Moleküle wie CD80 und CD86 sowie Zytokinrezeptoren vermehrt exprimiert. Diese wiederum 
sind essentiell bei der Präsentierung von Antigenen durch APC und damit für die Aktivierung 
von CD4+-T-Zellen verantwortlich (Hayden und Ghosh, 2004; Lenschow et al., 1996).  
 
Enteroinvasive Pathogene führen innerhalb von zwei bis drei Stunden in intestinalen 
Epithelzellen zu einer gesteigerten Expression von proinflammatorischen Genen. Hierzu 
gehören vor allem verschiedene Zytokine (TNF-α, IL-8, growth-related-oncogene-α (GROα)), 
das monocyte-chemoattractant-protein-1 (MCP-1), die Cyclooxygenase-2, die 
Prostaglandine E2 und F2α, die NO-Synthase sowie das Adhäsionsmolekül intercellular-

adhesion-molecule-1 (ICAM-1) (Eckmann et al., 1993; Eckmann et al., 1997; Huang et al., 
1996; Jung et al., 1995; Yang et al., 1997; Witthoft et al., 1998). Unabhängig von der 
Pathogenese der enteroinvasiven Erreger ist der Satz an hochregulierten 
proinflammatorischen Genen im Epithel limitiert, was auf einen zentralen 
Regulationsmechanismus hindeutet. In diesem Zusammenhang konnten Elewaut et al. 
(1999) zeigen, dass NF-κB in verschiedenen intestinalen Epithelzellen eine zentrale 
Regulation der proinflammatorischen Genenxpression darstellt. Somit gilt NF-κB im 
Stressgeschehen als zentraler Transkriptionsfaktor und als Vermittler der Immunantwort. 
 
Es existieren weitere mögliche Aktivierungskaskaden durch die NF-κB indizierende Kinasen 
(NIK), welche spezifisch IKKα-Dimere aktivieren und typischerweise zur Bildung von 
p52/RelB-Heterodimeren führen sowie auch IKK-unabhängige Mechanismen (Perkins und 
Gilmore, 2006). Der klassische und der nicht-klassische NF-κB-Signalweg führen zur 
Aktivierung von unterschiedlichen Zytokinen und Chemokinen (Bonizzi und Karin, 2004; 
Saccani et al., 2003). Die p50-Untereinheiten können auch durch die Aufbereitung aus dem 
Molekül p105/NF-κB1 entstehen. Hierbei ist durch Linkermoleküle auch eine Aktivierung des 
MAPK-Signalweges beobachtet worden, dies stellt somit ein Verbindungsglied zwischen 
beiden Signalwegen dar (Beinke et al., 2004). Inwieweit dies bei der Signalkaskade von 
NOD-Proteinen eine Rolle spielt, wurde bisher nicht untersucht. 
 
Lawrence et al. (2001) beschrieben darüber hinaus eine antagonistische Wirkung von NF-κB 
im späteren Inflammationsgeschehen. Liegt NF-κB zu diesem Zeitpunkt im aktivierten 
Zustand vor, so geht dies zumeist mit der Induktion antiinflammatorischer Gene und der 
Induktion des Zelltodes einher. Im Gegenzug scheint die Inhibierung der NF-κB-Aktivität im 
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späteren Inflammationsgeschehen die immunologische Reaktion weiter hinauszuzögern und 
die Apoptose zu verhindern (Kucharczak et al., 2003). 

2.3 Salmonella und die immunologische Wirtsantwort 

Grundsätzlich können bakterielle Erreger auf unterschiedlichste Art und Weise mit 
eukaryotischen Zellen in Wechselwirkung treten, zum einen passiv durch 
Oberflächenmoleküle wie LPS, Lipoteichonsäuren, Geißeln, Flagellen, aber auch durch 
Hitzeschockproteine und Kapselwandbestandteile. Durch die Bindung dieser mikrobiellen 
Moleküle an Wirtszellrezeptoren wird eine Signalkaskade in das Zellinnere weitergeleitet, 
was wiederum zur Freisetzung von Zytokinen und anderen Botenstoffen führt. Zum anderen 
können Bakterien aber auch aktiv mit den Wirtszellen in Interaktion treten z. B. durch die 
Übertragung von Effektorproteinen in das Zytosol über ein T3SS oder die Freisetzung von 
Toxinen (Janeway und Medzhitov, 2002). Der erste Kontakt zwischen gastrointestinalen 
Erregern und dem Wirt entsteht an der epithelialen Oberfläche des MDT, an der es zur 
Anheftung und Vermehrung der Erreger sowie zum Durchdringen der Epithelbarriere kommt. 
Das intestinale Epithel stellt die größte Grenzschicht zwischen dem Wirtsorganismus und der 
Umwelt dar und ist folglich Hauptort der mikrobiellen Invasion. Salmonellen gelangen nach 
oraler Aufnahme zur Dünndarmdarmschleimhaut und vermehren sich in den Darmkrypten 
(Carter und Collins, 1974). Als Folge der Salmonelleninfektion entwickelt sich eine lokale 
Entzündungsreaktion der Darmmukosa mit einer gesteigerten Flüssigkeitsabsonderung in 
das Darmlumen. Eine Salmonelleninfektion ist auch über spezialisierte Epithelzellen, den 
M-Zellen möglich. Die M-Zellen unterstützen die Translokation der Salmonellen in die 
immunaktive Schicht der Darmwand, den PP des GALT (Kohbata et al., 1986; Clark et al., 
1994). Intestinale Epithelzellen können auf MAMPs, wie beispielsweise das bakterielle LPS, 
reagieren (Backhed et al., 2002). Vor allem für intrazelluläre Erreger wie Salmonella werden 
die T3SS für die Translokation von beispielsweise bakteriellem Flagellin oder weiteren 
bakteriellen Zellwandbestandteilen aus der SCV direkt in das Zytosol der Wirtszelle diskutiert 
(Sun et al., 2007). Die intrazellulären Salmonellen reifen und vermehren sich in der SCV, 
formieren die Sifs und modifizieren wirtseigene intrazelluläre Signalkaskaden (Brumell et al., 
2002). Eine Aktivierung der epithelialen Zelle durch MAMPs führt zu einer vermehrten 
Produktion oder der Aktivierung von zellulären Transkriptionsfaktoren. Eine zentrale Rolle im 
immunologischen Geschehen spielt hierbei der Transkriptionsfaktor NF-κB. NF-κB führt 
hierbei zur Bildung und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen 
(Kucharczak et al., 2003; Pahl, 1999). Infizierte Enterozyten signalisieren eine Infektion vor 
allem über das Chemokin IL-8 und über MCP-1, die MIP-1α, -1β, -2 und RANTES sowie 
durch eine vermehrte Produktion von TNF-α, IFN-γ, IL-1, -6, -12 und IL-18 (Eckmann und 
Kagnoff, 2001; Mavris und Sansonetti, 2004; McCormick et al., 1998). Nachweislich wird die 
Expression von Defensingenen, hier humanes β-Defensin2, und die Lysozymproduktion 
durch eine Salmonelleninfektion herunterreguliert (Islam et al., 2001; Salzmann et al., 2003). 
Veldhuizen et al. (2009) zeigten hierzu in porcinen IPEC-J2-Zellen, dass der wirtsadaptierte 
S. Choleraesuis nicht zu einer β-Defensin1- und 2-Genexpression führt, im Gegensatz zum 
nicht-wirtsadaptierten S. Typhimurium. Dies weist bereits auf die wirtszellspezifische Antwort 
der Zellen nach einer Salmonelleninfektion hin. Diese antimikrobiellen Peptide sind für eine 
Salmonelleninfektion nicht nur luminal von Bedeutung, wie Eswarappa et al. im Jahr 2008 
demonstrierten, sondern die antimikrobiellen Peptide HD-5 und HBD-1 kolokalisieren auch 
mit den in der SCV liegenden Salmonellen. Peyrin-Biroulet et al. (2006) zeigten, dass durch 
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die Verabreichung von NOD-Agonisten die Expression von Defensinen gesteigert werden 
konnte. Dies spricht für die Hypothese, dass NOD-Proteine durch die Induktion der 
Defensinproduktion die angeborene Immunantwort auf epithelialer Ebene intra- und auch 
extrazellulär verstärken können. 
Darüber hinaus kommt es durch die Verletzung der epithelialen Monolayer zur vermehrten 
Expression von Oberflächenmolekülen, wie MIC-A und MIC-B auf den Enterozyten, diese 
wiederum aktivieren γ:δ T-Zellen an der Basis der Krypten, welche infizierte und beschädigte 
Enterozyten zerstören können (Holmes et al., 2002). Die sezernierten Chemo- und Zytokine, 
vor allem das IL-8, TNF-α und IFN-γ, sind essentiell für die Abwehrmechanismen des 
Wirtsorganismus und bewirken wiederum eine Infiltration von Immunzellen (Makrophagen, 
dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten) in das infizierte Gewebe sowie deren 
Aktivierung (Nauciel und Espinasse-Maes, 1992). Zu diesen Abwehrstrategien gehört auch 
die Produktion von Stickstoffmonoxid sowie von reaktiven Sauerstoffprodukten (Eisenstein, 
2001; Richter-Dahlfors et al., 1997). Initial sind es vor allem Phagozyten, also Makrophagen 
und neutrophile Granulozyten, welche nachweislich im murinen System für eine erfolgreiche 
Eliminierung der Salmonellen und das Überleben essentiell sind (Vassiloyanakopoulos et al., 
1998). Die Phagozytose wird durch Opsonierung der Erreger mit Hilfe von Antikörpern oder 
dem Komplement verstärkt (Mosser, 1994). Nach der erfolgreichen Invasion werden 
Salmonellen in infizierten Immunzellen in den Peyerschen Plaques, den 
Mesenteriallymphknoten und auch in der Leber nachgewiesen (Reed et al., 1986; Wells, 
1990). Infizierte Makrophagen, dendritische Zellen und auch neutrophile Granulozyten 
können auch zur systemischen Streuung der Salmonellen beitragen. Hier sind es vor allem 
die Makrophagen, welche eine Nische für das erfolgreiche Überleben und die Vermehrung 
der Salmonellen darstellen (Guiney, 2005; Wijburg et al. 2000). Salcedo et al. (2001) zeigten 
hierzu, dass Makrophagen die größte Zellpopulation mit intrazellulären Salmonellen im 
retikuloendothelialen System darstellen. Hierbei wird das intrazelluläre Überleben der 
Salmonellen vor allem durch Virulenzgene der SPI1 und SPI2 realisiert (Monack et al., 1996; 
Richter-Dahlfors et al., 1997). Darüber hinaus sind Salmonellen auch in der Lage, in den 
Epithelzellen aber auch den Makrophagen, Apoptose oder Pyroptose auszulösen. Bei der 
Pyroptose handelt es sich um einen Caspase-1-abhängigen Prozess, um die Verbreitung 
des Erregers im infizierten Gewebe zu sichern (Fink und Cookson, 2007). Ist die 
Phagozytose und die Aktivität der Makrophagen an dieser Stelle effektiv, kann es zu keiner 
schweren oder persistierenden Salmonelleninfektion kommen. 
 
Für die Entwicklung einer erworbenen Immunität gegen intrazelluläre bakterielle Pathogene 
müssen T-Lymphozyten durch infizierte antigenpräsentierende Zellen aktiviert werden. 
Aktivierte antigenpräsentierende Zellen wie die dendritischen Zellen wiederum exprimieren 
verstärkt MHC-II-Moleküle und auch kostimulatorische Oberflächenmoleküle wie CD80 und 
CD86. Vor allem die Makrophagen und die dendritischen Zellen phagozytieren Pathogene, 
wandern in periphere lymphatische Gewebe und präsentieren ihre Antigene den 
Lymphozyten (Camacho Villarreal et al., 1995; Iwasaki und Kelsall, 1999). CD4+-T-
Lymphozyten werden vor allem bei exogenen Antigenen oder vakuolär vorkommenden 
Erregern aktiviert. CD8+-T-Zellen hingegen werden im Allgemeinen aktiviert bei zytosolisch 
vorkommenden Erregern. CD8+-T-Zellen reagieren nachweislich auf Effektorpeptide, welche 
mittels des T3SS in die Wirtszelle geschleust werden (Starnbach und Bevan, 1994). Neben 
dieser T-Zellantwort werden im Verlaufe einer Infektion auch antikörperproduzierende B-
Zellen aktiviert (Mittrucker und Kaufmann, 2000). Im murinen System sind für einen 
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effizienten Schutz gegen eine Salmonelleninfektion sowohl CD4+- als auch CD8+-T-
Zellpopulationen beteiligt (Mittrucker und Kaufmann, 2000). Darüber hinaus konnte Van der 
Velden (2005) im murinen System zeigen, dass mit S. Typhimurium infizierte murine 
dendritische Zellen nur ungenügend T-Zellen aktivieren und zur Proliferation anregen 
konnten. Diese Beobachtung war unabhängig vom induzierten programmierten Zelltod in den 
dendritischen Zellen oder der Expression kostimulatorischer Moleküle, sondern nur durch 
einen direkten Salmonella-T-Zellen-Kontakt zu beschreiben (van der Velden, 2005). Darüber 
hinaus wurde die Expression von murinen Nramp1-Molekülen beschrieben. Diese 
Transmembranproteine der Makrophagen bewirken eine effiziente Abtötung von 
S. Typhimurium (Vidal et al., 1995). Salmonelleninfektion im murinen System gehen 
nachweislich mit einer immunsuppressiven Reaktion einher (Mittrucker et al., 2002). In 
diesem Zusammenhang konnte demonstriert werden, dass Salmonellen in 
antigenpräsentierenden Zellen SPI2-abhängig die MHC-II-abhängige Antigenpräsentation 
hemmen (Cheminay et al., 2005; Mitchell et al., 2004). Laut Definition haben jedoch gut an 
ihren Wirt adaptierte Salmonellen verschiedenste Mechanismen entwickelt, die der 
erfolgreichen Immunabwehr widerstehen und somit zu latenten, persistierenden Infektionen 
führen (Scharek und Tedin, 2007). Im porcinen System gibt es die Besonderheit, dass 
infizierte Tiere eine hohe und langanhaltende bakterielle Dichte in den Tonsillen aufweisen, 
welche zur Persistenz und der intermittierenden Ausscheidung beitragen. Dieses Phänomen 
wird auf die Besonderheit porciner B-Zellen, die im Gegensatz zu humanen B-Zellen zur 
Antigenpräsentation über MHC-I fähig sind, zurückgeführt (Scharek und Tedin, 2007). Uthe 
et al. (2007) konnten darüber hinaus zeigen, dass sich die Genexpressionsmuster des 
Wirtes zwischen S. Choleraesuis und S. Typhimurium infizierten Geweben unterschieden. 
Hierbei zeigen mit S. Choleraesuis infizierte Schweine vor allem in der frühen Phase der 
Infektion eine Repression von immunologischen Genen. 
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2.4 Ziel der vorliegenden Arbeit 

Salmonellen zählen zu den Zoonoseerregern und können schwere Infektionskrankheiten 
sowohl beim Menschen als auch beim Tier verursachen. Obwohl grundlegende 
Virulenzmechanismen der Salmonellen bereits gut untersucht wurden, können derzeit viele 
Fragen zur Pathogenese und Wirtsspezifität nicht ausreichend beantwortet werden. Bereits 
frühere Studien zeigten, dass die Immunantworten des Wirtes auf S. Typhimurium oder 
S. Typhi Infektionen in ein und derselben Makrophagenzelllinie verschiedenartig ausfallen. 
Möglicherweise können Salmonellen die Zelllinien von verschiedenen Wirtssystemen 
infizieren und sich in diesen vermehren. Allerdings kann der intrazelluläre 
Erkennungsvorgang durch den Wirt dabei sehr unterschiedlich ausfallen. Hierzu wurden 
bereits Salmonella-Invasionstudien in den unterschiedlichsten Zellkulturmodellen 
durchgeführt (Giannella et al., 1973; Mandell, 1973; Vaudaux und Waldvogel, 1979), eine 
experimentelle Aussage konnte hierbei jedoch nur für die im Versuch verwendeten Serovare 
in Korrelation zu meist einem einzigen Zellkulturmodell gegeben werden. In der vorliegenden 
Arbeit werden vier verschiedene Salmonella-Serovare mit jeweils zwei bereits etablierten 
Zellarten (Epithel und Makrophagen) aus je drei verschiedenen Wirten (Schwein, Maus, 
Mensch) verglichen. Hierzu werden die Invasivität, das intrazelluläre Überleben und die erste 
immunologische Abwehrstrategie der Wirtszellen, die NF-κB-Aktivierung, nach der Infektion 
mit wirtsadaptierten und nicht-wirtsadaptierten Serovaren gegenübergestellt. 
 
In der vorliegenden Arbeit kam für das Wirtssystem Schwein die intestinale, nicht-
transformierte IPEC-J2 Zelllinie zum Einsatz (Schierack et al., 2006). Nachweislich 
exprimieren IPEC-J2-Zellen die TLR1, 2, 4, 6 und 9 (Arce et al., 2010; Burkey et al., 2009). 
Da im porcinen Infektionsgeschehen die Alveolarmakrophagen einen essentiellen Beitrag zur 
Beseitigung von Erregern aus dem Blut leisten (Winkler, 1988) und darüber hinaus durch 
S. Choleraesuis in Schweinen Pneumonien ausgelöst werden, welche eine Interaktion des 
Erregers mit den Makrophagen vermuten lässt, wurde die porcine alveoläre 
makrophagenähnliche 3D4/31-Zellkultur in dieser Arbeit verwendet (Weingartl et al., 2002). 
Brown und Price (2007) zeigten, dass die Aufnahme von S. Typhimurium in IPEC-J2 im 
Gegensatz zu MDCK-, COS- und HeLa-Zellen nicht vom Rac1 abhängt. Die 
Salmonellenaufnahme scheint somit in unterschiedlicher Art und Weise in den Zellen 
verschiedenartiger Herkunft reguliert zu werden. Schweine zeigen darüber hinaus im 
Vergleich zu Maus und Mensch große Unterschiede im Vorkommen und der Funktion 
immunologischer Systeme (Rothkotter, 2009; Scharek und Tedin, 2007). Darüber hinaus 
demonstrierten Arce et al. (2010) Expressionsunterschiede zwischen porcinen IPEC-J2 
(Jejunum) und IPI-2I (Ileum) Zelllinien nach LPS-Stimulation und schlossen auf eine regional 
unterschiedlich geartete Regulation der Immunantworten entlang der proximo-distalen Achse 
im MDT. Im Wirtssystem Maus hingegen konnte gezeigt werden, dass Tiere mit einem 
defekten Nramp-1 empfindlicher auf eine Salmonelleninfektion reagieren (Lissner et al., 
1983; Govoni und Gros, 1998). Deshalb wurden Nramp-1-positive RAW264.7-Zellkulturen in 
dieser Arbeit genutzt (Raschke et al., 1978). Eriksson et al. (2000) zeigten in murinen 
J774A.1- und RAW264.7-Makrophagen, dass die NO-Produktion ein wesentlicher Faktor der 
intrazellulären Überlebensrate der Salmonellen darstellte. Die Abwehrfunktionen der 
Makrophagen waren somit entscheidend für den Ausgang der Salmonelleninfektion. Murine 
transformierte RAW264.7-Zellen exprimieren nachweislich TLR4 und auch in murinen 
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intestinalen Epithelzellen konnte TLR4 nachgewiesen werden (Hornef et al., 2003). Im 
Gegensatz jedoch zu den humanen Zellen zeigen beispielsweise murine Immunzellen und 
Epithelzellen unterschiedliche TLR-Expressionsmuster (Bambou et al., 2004; Edwards et al., 
2003; Gewirtz et al., 2001; van Aubel et al., 2007). Es sei erwähnt, dass die epithelialen 
Zellen im undifferenzierten Zustand in den Versuchsabläufen verwendet wurden. Zwar bilden 
die verwendeten Epithelzellen auch in Zellkulturplatten polarisierte Monolayer aus, dennoch 
ist bewiesen, dass epitheliale Zellmonolayer auf Zellkulturmembranen durch Zugabe von 
Wachstumsfaktoren und/oder als air-liquid-interface Kulturen deutliche morphologische und 
funktionelle Unterschiede aufweisen (Nossol et al., 2011). Da in dieser Arbeit jedoch auch 
adhärente makrophagenähnliche Kulturen sowie Suspensionskulturen verwendet wurden, 
welche keine polarisierten Monolayer ausbilden können, wurde im Gegenzug mit Hinblick auf 
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf die Verwendung von Zellkulturmembranen 
verzichtet. 
 
Einen ersten und bisher auch einzigen Hinweis darauf, dass möglicherweise das 
Wirtssystem gleiche intrazelluläre Erreger auf unterschiedliche Weise registriert, lieferten 
Ergebnisse um Magalhaes et al. (2005). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass NOD-Proteine von 
murinem und humanem Ursprung auf die gleichen Bestandteile der bakteriellen Zellwand 
unterschiedlich reagierten. Dies wiederum hat eine verschiedenartig ausfallende angeborene 
Immunantwort des Wirtes zur Folge. NOD-Proteine könnten somit Bestandteil der 
Wirtsanpassung und Wirtsspezifität sein, welche bis dato nur den Pathogenen 
zugeschrieben werden. Aufgrund dessen werden im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit das 
porcine NOD1 und NOD2 sequenziert, die Sequenz im Detail analysiert und anschließend 
eine vergleichende Sequenzuntersuchung durchgeführt. 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher: 
(1) zu untersuchen, inwieweit sich die Salmonella-Invasion unterschiedlicher Serovare an 
verschiedenen Zellkultursystemen (Epithel und Makrophagen) in verschiedenen 
Wirtssystemen (Schwein, Maus, Mensch) auswirkt, 
 

(2) den Einfluss der Salmonellen (wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert) auf die angeborene 
Immunantwort des Wirtes (NF-κB-Aktivierung) in verschiedenen Zellkultursystemen (Epithel 
und Makrophagen) und Wirtssystemen (Schwein, Maus, Mensch) zu bestimmen, 
 

(3) aufgrund der erhobenen Daten (Invasionsstudien und NF-κB-Aktivierungsversuche) eine 
allgemeingültige Aussage zur Salmonella-Wirtsspezifität geben zu können und 
 

(4) darüber hinaus die Rolle der NOD-Proteine von unterschiedlichen Wirtssystemen näher 
zu beleuchten und in diesem Zusammenhang das porcine NOD1 und NOD2 zu 
sequenzieren, um Anhaltspunkte für weitere Forschungsarbeiten zu liefern. 
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3.  Material  und Methoden 

3.1 Verwendete Zelllinien 

Für die Zellkulturexperimente wurden insgesamt sechs verschiedene permanente Zelllinien 
verwendet, jeweils eine epitheliale und eine makrophagenähnliche Zelllinie pro betrachteten 
Wirtsorganismus Schwein, Maus und Mensch. 
Für das Schwein kamen die adhärenten Zelllinien IPEC-J2 und 3D4/31 zum Einsatz. 
Intestinal Porcine Epithelial Cell – Jejunum 2 (IPEC-J2), eine nicht transformierte 
Epithelzelllinie, entstammt dem Jejunum eines neugeborenen Ferkels und wurde bereits von 
Schierack et al. (2006) als geeignetes in vitro Modell für die Untersuchung der 
Wirt-Pathogen-Interaktion von intestinalen pathogenen Bakterien beschrieben. 3D4/31 ist 
eine alveoläre Makrophagenzelllinie, gewonnen aus 12 Wochen alten specific pathogen free 
(SPF)-Ferkeln und transformiert mit dem Plasmid pSV4-neo (Neomycinresistenz, SV40 large 

T gene) (Weingartl et al., 2002). 
Murinen Ursprungs sind die adhärenten Zelllinien MODE-K und RAW264.7. Murine 

Duodenal Epithelial Cell - Clone K (MODE-K) ist eine permanente, transformierte (SV40 
large T gene) Epithelzelllinie aus dem Duodenum einer zwei Wochen alten weiblichen Maus 
(Vidal et al., 1993). Aus einer Aszitesprobe einer adulten Maus, transformiert mit dem 
Abelson Murine Leukemia Virus, stammt die permanente Makrophagenzelllinie RAW264.7 
(Raschke et al., 1978). 
LoVo und THP-1 sind Zelllinien humanen Ursprungs. LoVo ist eine adhärente Epithelzelllinie 
und wurde aus dem metastasierenden Knoten eines 56-jährigen Mannes mit 
Kolonadenokarzinoma gewonnen (Drewinko et al., 1976). Die makrophagenähnliche 
Suspensionszellkultur THP-1 stammt aus peripheren mononukleären Zellen eines ein Jahr 
alten Jungen mit akuter monozytärer Leukämie (Tsuchiya et al., 1980). 

3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Standardzellkultur 

Die Zellkulturen wurden mit den entsprechenden Medien (Kap. 3.2.2), sofern nicht anders 
angegeben, in 25 cm2-Zellkulturflaschen kultiviert. Die Inkubation der Zellen erfolgte im 
Brutschrank bei einem CO2-Gehalt von 5 % und einer relativen Luftfeuchte von 95 % bei 
37 °C. Das Medium wurde alle 2 bis 4 Tage gewechselt. Die Suspensionszellkultur und die 
konfluenten Monolayer der adhärenten Zellen wurden im Abstand von 5 bis 7 Tagen 
subkultiviert (Kap. 3.2.4). 

3.2.2 Medien für die Zellkultur und Zellkulturmediumzusätze 

DMEM/HAM’S: Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)/HAM’S F-12 
(1:1) (Biochrom) (Folkman et al., 1979) 

Basal ISCOVE’S: Basal ISCOVE’S Medium (Biochrom) (Iscove und Melchers, 
1978) 
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Den Zellkulturmedien wurde 5-10 % fetales Kälberserum (FKS, Biochrom) zugesetzt (Tab. 
2). Das FKS wurde bei 56 °C für 30min hitzeinaktiviert, um störende Einflüsse des Serums, 
z. B. durch Komplement, Fibrin oder auch Phagen, auf die Zellkultur zu vermindern. Darüber 
hinaus kamen 1xnichtessentielle Aminosäuren (NEAS, Biochrom) und 1xInsulin-Transferrin-
Selenit-A (ITS, Gibco™Invitrogen Corporation) als Medienzusätze zum Einsatz, da einige 
Zelllinien eine deutlich bessere Vitalität und Zellmorphologie mit diesen Zusätzen aufwiesen 
(Tab. 2). Bei der Kryokonservierung und dem Auftauen von Zellen (Kap. 3.2.6) wurden 
100 µg/ml Dihydrostreptomycinsulfat und 100 U/ml Penicillin dem entsprechenden 
Zellkulturmedium zugesetzt, um die Gefahr einer möglichen Kontamination zu verhindern. 
Für die Infektionstests (Kap. 3.2.7) wurden die entsprechenden Zellkulturmedien mit 
50 µg/ml oder 10 µg/ml Gentamicin versetzt. 50 ng/ml Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA, 
Sigma-Aldrich) dienten der Aktivierung von 0,5 x 105 bis 1 x 106 Zellen der 
Suspensionszellkultur THP-1 und damit der Herstellung einer adhärenten THP-1 Zellcharge. 
 
Tab. 2 Verwendete Medien inklusive Zusätze für die Zellkulturen 

 Medium Fetales Kälberserum Weitere Zusätze 

IPEC-J2 DMEM/HAM’S   5 % FKS - 

3D4/31 Basal ISCOVE’S 10 % FKS - 

MODE-K DMEM/HAM’S 10 % FKS 1xNEAS 

RAW264.7 Basal ISCOVE’S 10 % FKS - 

LoVo DMEM/HAM’S 10 % FKS - 

THP-1 Basal ISCOVE’S 10 % FKS 1xITS 

3.2.3 Mykoplasmentest 

Da streng genommen Mykoplasmen bei der Sterilfiltration mit den üblichen Porengrößen 
(0,22 µm bis 0,45 µm) nicht vollständig zurückgehalten werden können und auch FKS 
theoretisch Mykoplasmen enthalten kann, wurden in regelmäßigen Abständen die 
Zellkulturen auf das Vorhandensein von Mykoplasmen-DNA mittels einer 
nested-Polymerasekettenreaktion untersucht (Tang et al., 2000). 
Die Zellkulturen wurden im Verlauf der Versuchsreihen negativ auf Mykoplasmen-DNA 
getestet (Daten nicht gezeigt). 

3.2.4 Subkultivierung von Zellen 

Aufgrund der unterschiedlichen Zellkulturen weichen die Methoden der Subkultivierung je 
nach betrachteter Zelllinie voneinander ab. 
IPEC-J2, 3D4/31, MODE-K, LoVo: Bei den adhärenten Zelllinien wurden die Zell-Matrix-
Kontakte (z. B. zelleigene Proteoglykane) des konfluenten Monolayers durch den 
enzymatischen Verdau aufgelöst. Hierzu wurden die Zellen zunächst mit 3 ml 1xPBS 
gewaschen und dann für circa 3-10min bei 37 °C mit 3 ml 0,05/0,02 % Trypsin/EDTA (in 
1xPBS-Lösung, pH 7,2) inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins und um die zytotoxischen 
Effekte des EDTA zu vermindern, wurden die abgelösten Zellen sofort in 2 ml 
entsprechendem Zellkulturmedium aufgenommen. Im Anschluss wurde die Zellsuspension 
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für 5min bei Raumtemperatur und 155xg zentrifugiert und danach in 5 ml frischem 
Zellkulturmedium resuspendiert. In einer 1:20 bis 1:50 Verdünnung wurden die Zellen in eine 
neue 25 cm2-Zellkulturflasche gesät. Nach 24h Inkubation im Brutschrank erfolgte ein 
erneuter Wechsel des Zellkulturmediums. 
RAW264.7: Im Gegensatz zum enzymatischen Verdau wurde hier eine mechanische 
Dissoziation mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturflasche durchgeführt. Die 
weiteren Arbeitsschritte entsprechen der bereits beschriebenen Subkultivierung. 
THP-1: Die Suspensionszellkultur THP-1 wurde direkt aus der Zellkulturflasche entnommen, 
für 5min bei Raumtemperatur und 155xg zentrifugiert und im Anschluss in 5 ml 
entsprechendem Zellkulturmedium aufgenommen. In einer 1:20 bis 1:50 Verdünnung wurden 
die Zellen in eine neue 25 cm2-Zellkulturflasche gesät. Sofern nötig, wurden die Zellen durch 
eine additive Zugabe mit neuem Medium versorgt. 
 
Für die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Infektionstests (Kap. 3.2.7) oder der 
Transfektionen (Kap. 3.2.8) wurden die Zellen nach der Subkultivierung in 
24-Loch-Zellkulturplatten auf ∅ 12 mm Deckgläsern ausgesät. 

3.2.5 Zellzahlbestimmung und Vitalfärbung 

Während der Subkultivierung der Zellen (Kap. 3.2.4) wurde ein Aliquot der Zellsuspension 
1:10 mit 0,5 % Trypanblau (Biochrom) vermengt und zur Bestimmung der Lebendzellzahl 
nach 2-3min Inkubationszeit am Umkehrmikroskop in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. 
Die Routineuntersuchung zur Vitalfärbung mit Trypanblau beruht auf der Grundlage, dass 
bestimmte Farbstoffe (geladene und/oder > Mrel200) nicht in das Zellinnere gelangen 
können, während tote Zellen sich mit dem Farbstoff anfärben. Die Konzentration der Zellen 
wurde aus dem Mittelwert nicht blau gefärbter und demnach lebender Zellen, aus den vier 
Großquadraten mit dem Kammerfaktor (1 x 104 Zellen) und dem Verdünnungsfaktor (10) 
errechnet. Eine Übersicht zu den ermittelten Zellzahlmengen gibt Tabelle 3. 

3.2.6 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen 

Für eine Langzeitlagerung wurden die verschiedenen Zellkulturen bei -196 °C in flüssigem 
Stickstoff N2 kryokonserviert. Hierzu wurde das Medium unter Zugabe von 100 µg/ml 
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin 24h vor der Subkultivierung gewechselt. Nach erfolgter 
Subkultivierung der Zellen (Kap. 3.2.4) und Zellzahlbestimmung (Kap. 3.2.5) wurden je 
1 x 106 Zellen in 1,8 ml entsprechendem Zellkulturmedium und 200 µl Dimethylsulfoxid 
(DMSO, 10 Vol.-%) in Kryoröhrchen überführt. Die somit vor Kristallbildung und 
Dehydratation geschützten Zellen wurden kurzzeitig auf Eis gelagert, dann über Nacht bei -
80 °C inkubiert und im Anschluss in flüssigen Stickstoff überführt. Zur Rekultivierung wurden 
die Kryoröhrchen direkt aus dem Stickstoffbehälter in ein 37 °C warmes Wasserbad 
überführt und sofort nach dem Auftauen in eine 25 cm2-Kulturflasche mit 5 ml warmen 
Zellkulturmedium ausgesät. Nach einer 24-stündigen Ruhephase wurde das Medium 
gewechselt, um das zytotoxische DMSO und abgestorbene Zellen zu entfernen.
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3.2.7 Infektionstest oder modifizierter Gentamicin-Protection Assay 

Der modifizierte Gentamicin-Protection Assay wurde angelehnt an die Protokolle von 
Giannella et al., 1973, Mandell, 1973 und Vaudaux und Waldvogel, 1979 durchgeführt. Die 
sechs Zelllinien wurden dem Infektionstest mit den vier verschiedenen Salmonella-Serovaren 
(Kap. 3.3) unterzogen. Hierbei wurden die THP-1-Zellen sowohl in Suspensionsform 
(THP-1s) als auch im aktivierten, adhärenten Zustand (THP1-a) verwendet. Darüber hinaus 
wurde der hier beschriebene Infektionstest auch für die NF-κB-Aktivierungsversuche sowie 
für die Infektion der sechs Zelllinien mit den zwei GFP-Salmonellenmutanten verwendet. 
Für Infektionsversuche an adhärenten Zelllinien wurden die entsprechenden Zellmengen der 
verschiedenen Zelllinien zunächst mit 500 µl bzw. 200 µl Zellkulturmedium in 24- bzw. 96-
Loch-Zellkulturplatten eingesät. Nach Ausbildung eines konfluenten Zellmonolayers, 
abhängig von der Zellkultur innerhalb von 5 bis 7 Tagen, wurden die Zellen für den 
Infektionstest genutzt. 4h vor Testbeginn wurde das Zellkulturmedium ohne den Zusatz von 
entsprechenden Antibiotika erneuert. Die durchschnittliche Anzahl der Zellen je Loch zum 
Zeitpunkt des Infektionsversuches ist der Tabelle 3 zu entnehmen. 
 
Tab. 3 Übersicht zu eingesäter Zellmenge und durchschnittlicher Zellmenge nach 
erreichter Konfluenz für die verwendeten Zelllinien 

Zelllinie 24-Lochplatte 96-Lochplatte 

 
Eingesäte Zellzahl 

je Loch bei der 
Subkultivierung 

Durchschnittliche 
Zellmenge am 

Tag der Infektion 

Eingesäte Zellzahl 
je Loch bei der 
Subkultivierung 

Durchschnittliche 
Zellmenge am Tag 

der Infektion 

IPEC-J2 2 x 104 1,4±0,2 x 105 1 x 104 2,2±0,4 x 104 

3D4/31 2 x 104 3,4±0,5 x 105 1 x 104 5,4±0,6 x 104 

MODE-K 3,5 x 104 6,6±1,3 x 105 2,5 x 104 1,3±0,2 x 105 

RAW264.7 1 x 105 1,4±0,3 x 106 2 x 104 1,2±0,3 x 105 

LoVo 5 x 104 7,1±0,5 x 105 3 x 104 1,1±0,3 x 105 

THP-1 5 x 105 5 x 105 1 x 104 3,5±0,2 x 104 

 
Die Bakterien für den Infektionsversuch (Kap. 3.3) wurden zur Herstellung des Inokulums in 
Lysogenic Broth (LB)-Medium bei 37 °C und 200 rpm bis zur OD600 2,2–2,4 herangezogen, 
anschließend 5min bei 8000xg zentrifugiert und im entsprechenden Zellkulturmedium 
resuspendiert. Sofern nicht anders aufgeführt, wurden die Zellkulturen mit einer Multiplicity of 

Infection (MOI; Anzahl Bakterien/Wirtszelle) von eins inokuliert bei einem 
Inokulationsvolumen von 100 µl. Nach vorsichtigem Schwenken der Zellkulturplatten für eine 
gleichmäßige Verteilung der Bakterien wurden diese bei Raumtemperatur für 10min bei 
250xg zentrifugiert. Die Inkubation der Zellkulturen mit den Bakterien erfolgte über einen 
definierten Zeitraum im Brutschrank bei einem CO2-Gehalt von 5 % und einer relativen 
Luftfeuchte von 95 % bei 37 °C. Die makrophagenähnlichen Zellen wurden aufgrund ihrer 
Phagozytoseaktivität 30min, die Epithelzellen dagegen für 60min mit den Bakterienstämmen 
inkubiert. Anschließend wurde das Zellkulturmedium unter Zugabe von 50 µg/ml Gentamicin 
gewechselt und für weitere 60min inkubiert, damit nicht-invasive Salmonellen abgetötet 
wurden. Um die zytotoxischen Effekte des Gentamicin auf die Zellkultur zu minimieren, 
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wurde nach dieser Zeit das Medium unter Zugabe von 10 µg/ml Gentamicin erneut 
gewechselt. Nach 2, 4 und 24h (Abb. 8) wurden die Zellen dreimal mit je 1 ml 1xPBS 
gespült, um nicht-invasive, tote Bakterien zu entfernen, und mit 0,5 ml 0,1 % Triton X-100 in 
H2Obidest lysiert. Das Lysat wurde dezimal in 150 mM NaCl verdünnt, in fünffacher 
Wiederholung auf LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Anzahl 
invasiver Bakterien wurde durch Zählung der KbE unter Berücksichtigung des 
Verdünnungsfaktors bestimmt. 
Für Infektionsversuche an der Suspensionszelllinie THP-1 wurden die Zellen am Tag der 
Infektion der Subkultivierung (Kap. 3.2.4) unterzogen und in einer Zelldichte von 5 x 105 
Zellen/Loch in eine 24-Lochplatte mit 200 µl Zellkulturmedium ausgesät und wie zuvor 
beschrieben mit einem Inokulum von 100 µl und einer MOI von eins infiziert. Nach 30min 
wurden die Zellen mit 100 µl Medium mit 200 µg/ml Gentamicin versetzt, so dass die 
Endkonzentration auch hier 50 µg/ml Gentamicin betrug. Die Zellsuspension wurde nach 
einer Stunde mit 1600 µl Medium aufgefüllt, um die zytotoxischen Effekte des Gentamicins 
auf die Zellkultur zu minimieren. Anschließend wurde die Zellsuspension für die Zelllyse in 
2 ml Reaktionsgefäße überführt, bei Raumtemperatur und 250xg für 5min zentrifugiert und 
das Zellpellet in 0,5 ml 0,1 % Triton X-100 in H2Obidest resuspendiert. Die weiteren 
Arbeitsschritte erfolgten analog zu den Infektionsversuchen mit adhärenten Zelllinien den 
unter genannten. Der Infektionstest an den THP-1-Zellen erfolgte zusätzlich im aktivierten, 
adhärenten Zustand durch den Zusatz von 50 ng/ml PMA 24h vor dem Infektionsversuch. 

Abb. 8 Schematischer Überblick zum zeitlichen Ablauf des Infektionsversuches 

3.2.8 Transiente Transfektion 

Die Überführung fremden Genmaterials in eukaryotische Wirtszellen gelang durch die 
Liposomen-vermittelte Transfektion via FuGENE®HD Transfection Reagent (Roche). 
Aufgrund der positiven Ladung bildet es sehr effektiv Komplexe mit Nukleinsäuren und 
gelangt durch eine Liposom-Zellmembran-Fusion in das Zellinnere. Zuerst wurden die 
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optimalen Transfektionsbedingungen für die sechs verwendeten Zelllinien bestimmt, da 
diese bisher für die murinen und porcinen Zellen in der Literatur nicht beschrieben wurden. 
Aufgrund der daraus ermittelten Werte wurden die Zelllinien anschließend mit einem 
pNF-ĸB-Luc-Vektor (Stratagene) transfiziert und einem Infektionstest unterzogen (Kap. 
3.2.7). Zur Ermittlung und Optimierung der Transfektionseffizienz wurden die adhärenten 
Zellen einen Tag vor der Transfektion einer Subkultivierung unterzogen (Kap. 3.2.4) und in 
einer Zelldichte auf ∅ 12 mm Deckgläsern in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesät, die es 
erlaubte, dass die Zellen nach 20-24 Stunden 60 % bis 80 % der Konfluenz erreichten. Die 
Suspensionszelllinie THP-1 wurde als Suspension (THP-1s) und als aktivierte, adhärente 
Zellkultur (THP-1a) verwendet. Hierzu wurden die THP-1 am Tag der Transfektion 
subkultiviert und in einer definierten Zellmenge als Suspension sowie 24h vor der 
Transfektion unter Zusatz von 50 ng/ml PMA ausgesät. Die Zellen wurden für die 
Optimierungsversuche mit dem pDsRed-Monomer-N1-Mito-Vektor (Clontech) transfiziert. 
Der pDSRed-Monomer-N1-Mito-Vektor führt durch das rot fluoreszierende Protein der 
Discosoma sp. und eine zusätzliche mitochondriale Zielsequenz zum Nachweis positiv 
transfizierter und damit rot fluoreszierender Zellen. Hierfür wurden 2 µg zirkuläre Plasmid-
DNA mit 5-12 µl FuGENE®HD Transfection Reagent, abhängig von der zu betrachtenden 
Zellkultur, in serumfreiem DMEM/HAM’S Medium vermischt und für 10-15min bei 
Raumtemperatur inkubiert (Komplexbildungszeit). Das FuGENE®HD:DNA Mediumgemisch 
wurde direkt zu den Zellen gegeben und die Zellkulturplatte für eine gute Verteilung leicht 
geschwenkt. Die Zellen wurden anschließend über einen definierten Zeitraum im 
Brutschrank bei einem CO2-Gehalt von 5 % und einer relativen Luftfeuchte von 95 % bei 
37 °C inkubiert. Die transfizierten Suspensionszellen THP-1 wurden 24 Stunden nach der 
Transfektion zur besseren Auswertung der Transfektionseffizienz mit 50 ng/ml PMA aktiviert. 
Für die Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden die adhärenten Zellen auf den 
Deckgläsern im Anschluss an die Transfektion fixiert (Kap. 3.5.1), mit einem DNA-Farbstoff 
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) gefärbt (Kap. 3.5.2) und am 
Fluoreszenzmikroskop (Kap. 3.5.3) ausgewertet. Mit Hilfe der DAPI-Färbung wurden alle 
Zellen, einschließlich der positiv-transfizierten Zellen angefärbt. Die Transfektionseffizienz 
gibt dann den Prozentsatz positiv-transfizierter und damit rot fluoreszierenden Zellen an der 
Gesamtzellzahl an. Die Effizienz variiert aufgrund der betrachteten Zelllinie, der eingesäten 
Zelldichte, des FuGENE®HD:DNA-Verhältnisses, der eingesetzten FuGENE®HD: 
DNA:Medium-Gemischmenge, der Komplexbildungszeit und des betrachteten 
Messzeitpunktes. Die optimalen Transfektionsergebnisse lagen je nach betrachtetem Zelltyp 
zwischen 40-80 %. Eine Übersicht zu den ermittelten Tranfektionsbedingungen für optimale 
Transfektionseffizienzen im 24-Loch-Zellkulturplattenversuch gibt Tabelle 4. 
 
Nach Ermittlung der optimalen Transfektionsbedingungen konnten die Zellen für den 
NF-κB-Aktivierungsversuch genutzt werden. Hierzu wurden die Zellen zunächst in 
96-Loch-Zellkulturplatten ausgesät und mittels eines pNF-ĸB-Luc-Vektors 
(PathDetect®cis-Reporting System, Stratagene) transfiziert. Der pNF-ĸB-Luc-Vektor besitzt 
ein Photinus pyralis Luciferase-Gen unter der Kontrolle eines Promotors mit einer 
Erkennungssequenz für den Transkriptionsfaktor NF-ĸB. 24 – 48 Stunden nach der 
Transfektion wurden die Zellen einem Infektionstest (Kap. 3.2.7) unterzogen. Das hierbei 
entstehende NF-ĸB führt in den transfizierten Zellen zur Luciferasebildung. Die Luciferase 
wiederum wurde durch die sich anschließende Chemolumineszenzmessung (Kap. 3.2.9) 
detektiert. Die humanen THP-1-Zellen konnten weder als Suspensionszellkultur (THP-1s) 
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noch im aktivierten und damit adhärenten Zustand (THP-1a) mittels 50 ng/ml PMA in 
ausreichendem Maße transfiziert werden. Die Transfektionseffizienzen erwiesen sich als zu 
gering, um eine darauffolgende Chemolumineszenzuntersuchung vornehmen zu können. 
Deshalb wurden die THP-1-Zellen nicht in den Chemolumineszenzversuch mit 
aufgenommen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Transfektion von THP-1 nicht 
problemlos verläuft (Gupta et al., 1999). 
 
Tab. 4 Übersicht zu den ermittelten Transfektionseffizienzen im 24-Loch-
Zellkulturplattenversuch 

 IPEC-J2 3D4/31 MODE-K 

Zelldichte bei Konfluenz 
im 24-Loch-Format 

1,22 x 105 
±4,1 x 104 

2,90 x 105  

±1,0 x 105 
0,86 x 106 

±3,1 x 105 

Eingesäte Zelldichte 
im 24-Loch-Format 

0,5 x 105/Loch 0,25-0,5 x 105/Loch 0,5 x 105/Loch 

FuGENE®HD:DNA 
Verhältnis 

7:2 5:2 7:2 

Eingesetzte Gemischmenge 
pro Loch 

25 % 25 % 25 % 

Komplexbildungszeit 10-15min 10-15min 10-15min 

Zeitpunkt der Messung 
im 24-Loch-Format 

48h 24h 48h 

Effizienz 
77 % 
±10,1 % 

74 % 
±8,0 % 

51 % 
±7,2 % 

    

 RAW264.7 LoVo THP-1a 

Zelldichte bei Konfluenz 
im 24-Loch-Format 

1,34 x 106  

±3,9 x 105 
5,40 x 105 

±3,8 x 105 
5 x 105 

Eingesäte Zelldichte 
im 24-Loch-Format 

0,5 x 105/Loch 1 x 105/Loch 0,5 x 105/Loch 

FuGENE®HD:DNA 
Verhältnis 

5:2 7:2 6:2 

Eingesetzte Gemischmenge 
pro Loch 

50 % 25 % 25 % 

Komplexbildungszeit 10-15min 10-15min 10-15min 

Zeitpunkt der Messung 
im 24-Loch-Format 

24h 48h 24h 

Effizienz 
37 % 
±3,4 % 

54 % 
±6,0 % 

9 % 
±6,8 % 
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3.2.9 Chemolumineszenz und Messung der NF-κB-Aktivierung 

Für die Ermittlung der Chemolumineszenz wurden am Versuchstag (Tag 1) die Zellen der 
Subkultivierung unterzogen (Kap. 3.2.4) und in 96-Loch-Zellkulturplatten eingesät. Dabei 
wurden die äußeren Vertiefungen der schwarzen, mit klarem Boden versehenden 96-
Lochplatten frei gelassen, um mögliche Randeffekte zu minimieren. Am Tag 2 wurde das 
Zellkulturmedium erneuert und die Zellen mit dem pNF-κB-Luc-Vektor transfiziert (Kap. 
3.2.8). Der Infektionstest erfolgte am Tag 3 (Kap. 3.2.7). Zeitgleich mit der Infektion wurde 
eine positive Kontrolle der Transfektion durch Stimulation der Zellen für 2h mit 50 ng 
Lipopolysaccharid (LPS) von Salmonella enterica ssp. enterica ser. Typhimurium (Sigma-
Aldrich) oder 1 x 107 UV-inaktivierten S. Typhimurium DT104 (Kap. 3.4.7) durchgeführt. Am 
Tag 3 und 4 wurde die Chemolumineszenz mittels Bright-Glo™ Luciferase Assay System 
(Promega) gemessen. Zunächst wurde das Medium einheitlich durch 50 µl DMEM/HAM’S 
mit 5 % FKS ersetzt. Nach Zugabe von 50 µl Bright-Glo™ Reagenz zu den Zellen wurde die 
Zellkulturplatte nach 2min Inkubationszeit sofort im Luminometer Synergy™ HT Multi-Mode 
Microplate Reader (BioTek) bei Raumtemperatur gemessen. Die in den transfizierten und 
aktivierten Zellen gebildete Luciferase reagiert in einer Chemolumineszenzreaktion. Die 
dabei entstehende Lichtemission in einer Wellenlänge von 490-630 nm wird im Luminometer 
erfasst und verhält sich proportional zur Aktivität des Promotors. Die Messung der 
Lichtintensität erfolgt in so genannten Relative Luminescence Units (RLU) (Abb. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 9 Schematischer Überblick zum zeitlichen Ablauf der 
Chemolumineszenzmessung 
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3.3 Bakterienstämme 

Folgende in der Tabelle 5 aufgelisteten Bakterienstämme wurden in dieser Arbeit 
verwendet. 

Tab. 5 Auflistung der verwendeten Bakterienstämme 
Legende: ET: Elektrophoretischer Typ; IMT: Institut für Mikrobiologie und Tierseuchen, Freie 
Universität Berlin; ST: Sequenz Typ 

Bezeichnung Beschreibung; Besonderheiten Quelle; Referenz 

S. Typhimurium 
SL1344 

Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Typhimurium SL1344; 
Passagiert in Mäusen, IMT 

Dr. Stocker, Beckman 
Center, Stanford University, 
USA 

S. Typhimurium 
DT104 

Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Typhimurium DT104; 
Nalidixin-Resistenz 

Dr. Rösler, Bundesinstitut 
für Risikobewertung, Berlin 

S. Choleraesuis 
SARB4 

Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Choleraesuis var. Kunzendorf SARB4; 
O6,7:c:1,5; ET: Cs1; ST: 66; 
Passagiert in Mäusen, IMT 

Isolierung 1986; National 
Veterinary Services 
Laboratories Ames 6321, 
Iowa, USA 

S. Dublin SARB12 Salmonella enterica ssp. enterica ser. Dublin 
SARB12; 
ET: Du1; ST:10 

Isolierung 1986; National 
Veterinary Services 
Laboratories Ames 5618, 
Iowa, USA; 
Dr. Achtman, University 
Cork 

S. Enteritidis 
SARB16 

Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Enteritidis SARB16; 
ET : En1; ST : 11 

Centers for Disease Control 
Atlanta, Georgia, USA, 
SSU7998 
Dr. Achtman, University 
Cork 

SL1344_GFP Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Typhimurium SL1344; 
Green fluorescent protein (GFP)-Plasmid, 
Kanamycin-Resistenz 

Dr. Vazquez-Torres, 
University of Colorado, USA 

Choleraesuis 
_GFP 

Salmonella enterica ssp. enterica ser. 
Choleraesuis; 
Green fluorescent protein (GFP)-Plasmid, 
Kanamycin-Resistenz 

Dr. Vazquez-Torres, 
University of Colorado, USA 

DH5/pDSRed-Mito Escherichia coli DH5/pDSRed-Mito; 
Kanamycin-Resistenz 

Dr. T. Kietzmann, 
Universität Göttingen 

DH5/pNF-ĸB-Luc Escherichia coli DH5/NF-ĸB-Luciferase diese Arbeit 

DH5/pcDNA3.1-
pNOD1 

Escherichia coli DH5/pcDNA3.1-porcines 
NOD1 

diese Arbeit 

DH5/pcDNA3.1-
pNOD2A 

Escherichia coli DH5/pcDNA3.1-porcines 
NOD2 Abschnitt A 

diese Arbeit 

DH5/pcDNA3.1-
pNOD2B 

Escherichia coli DH5/pcDNA3.1-porcines 
NOD2 Abschnitt A 

diese Arbeit 

DH5/pcDNA3.1-
pNOD2 

Escherichia coli DH5/pcDNA3.1-porcines 
NOD2 (A+B) 

diese Arbeit 
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3.4 Mikrobiologische Methoden 

3.4.1 Nährmedien für die Bakterienkultur 

LB-Medium:  10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl 
LB-Agar:  10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar-Agar 
 
Für die selektive Anzucht bestimmter Bakterienstämme kamen folgende Endkonzentrationen 
von Antibiotika zum Einsatz: 100 µg/ml Ampicillin (Amp), 50 µg/ml Nalidixin (Nal) und 
50 µg/ml Kanamycin (Km). Die Antibiotika wurden als Stammlösungen (10 mg/ml) bei 4 °C 
gelagert und bei Bedarf in den entsprechenden Volumina dem Nährmedium zugesetzt. 

3.4.2 Bakterienanzucht 

Für die Arbeiten mit den Bakterienstämmen wurden diese direkt aus der Kryokultur (-80 °C) 
(Kap. 3.4.4) mit einer abgeflammten Impföse entnommen, auf LB-Agar-Platten gebracht und 
über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Kulturen wurden auf LB-Agar-Platten 
maximal zwei Tage bei 4 °C aufbewahrt. Zur Anzucht wurden 2-3 Kolonien in 6 ml LB-
Medium überimpft. Die Kolonien wuchsen bei 37 °C und 200 rpm in der Schüttelkultur bis zur 
entsprechenden OD600 2,2–2,4 (Kap. 3.4.3). 

3.4.3 Bestimmung der Bakterienzahl 

Für die Ermittlung der Bakterienanzahl wurden Aliquots aus der Schüttelkultur dezimal in 
150 mM NaCl verdünnt und in fünffacher Wiederholung auf LB-Agar-Platten ausplattiert. 
Nach einer Inkubation bei 37 °C über Nacht wurde die Bakterienanzahl aus dem Mittelwert 
der Anzahl KbE unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors berechnet. Folgende 
durchschnittliche Bakterienanzahl bei einer OD600 2,2-2,4 wurden für die einzelnen Serovare 
ermittelt: 
 

S. Typhimurium SL1344   2,33±0,09 x 109 Bakterien/ml 
S. Enteritidis SARB16   2,84±0,13 x 109 Bakterien/ml 
S. Dublin SARB12    2,18±0,15 x 109 Bakterien/ml 
S. Choleraesuis SARB4   2,36±0,08 x 109 Bakterien/ml 

 
Um für den Infektionstest vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurde eine auf die 
Zellkulturzahl abgestimmte Bakterienanzahl (Multiplicity of infection, MOI) verwendet. Hierfür 
wurde die optische Dichte der Bakterienkultur nach einer 1:20 Verdünnung mit LB-Medium in 
Kunststoffküvetten photometrisch bei der Wellenlänge λ=600 nm (OD600) gemessen. Für 
diese Trübungsmessung galt steriles LB-Medium als Blindwert. Aufgrund der bereits vorher 
ermittelten durchschnittlichen Bakteriendichten bei einer OD600 2,2-2,4 wurde die 
Bakterienzahl wie folgt berechnet: 
 

Bakterienzahl / ml = durchschnittliche Bakteriendichte bei OD600(2,2-2,4) x OD600 x 20 
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3.4.4 Kryokonservierung von Bakterien 

Für die längerfristige Lagerung von Bakterienkulturen wurden diese kryokonserviert. Hierzu 
wurden die Bakterienstämme in 6 ml LB-Medium (inkl. Antiobiotikazusatz bei 
entsprechenden Resistenzen (Kap. 3.3 und 3.4.1)) bei 37 °C und 200 rpm bis zur 
spätlogarithmischen Wachstumsphase (OD600 ~3,0) angezogen. 1 ml dieser Bakterienkultur 
wurde mit 330 µl 80 % Glyzerin versetzt (Endkonzentration ~20 %) und in Kryoröhrchen 
bei -80 °C gelagert. 

3.4.5 Erstellung einer Wachstumskurve 

Zur Ermittlung einer bakterienstammspezifischen Wachstumskurve wurden die 
Bakterienkulturen in 6 ml LB-Medium sowie in Zellkulturmedium (DMEM/HAM’S) bei 37 °C 
und 200 rpm bis zur spätlogarithmischen Wachstumsphase (OD600 3,0-4,0) angezogen. In 
Intervallen von 30-45min wurde ein Aliquot 1:20 mit LB-Medium oder Zellkulturmedium in 
Kunststoffküvetten verdünnt und anschließend photometrisch bei der Wellenlänge λ=600 nm 
(OD600) gemessen. 

3.4.6 Transformation von E. coli-Bakterien 

Zuerst wurden hierfür elektrokompetente Zellen hergestellt. Hierzu wurden die 
Escherichia coli (E. coli) DH5 Bakterien in 6 ml LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm bis zur 
spätlogarithmischen Phase (OD600 ~2,0) angezogen, anschließend 1:500 in 50 ml 
LB-Medium verdünnt und bei 37 °C und 200 rpm erneut bis zur OD600 1,0 angezogen. Bei 
8000xg und 4 °C wurden die Bakterien für 15min zentrifugiert, vorsichtig dekantiert und dann 
mehrmals in gekühltem 10 % Glyzerin gewaschen (3 x je 50 ml, 8000xg, 15min, 4 °C; 2 x je 
50 ml, 4000xg, 10min, 4 °C; 1 x 25 ml, 2000xg, 10min, 4 °C). Das Bakterienpellet wurde in 
0,5 ml der Glyzerinlösung resuspendiert. Die 100 µl Aliquots wurden bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C gelagert. Die so hergestellten elektrokompetenten Zellen wurden mit 
100-200 ng Plasmid-DNA (Kap. 3.7.2) für 1min auf Eis inkubiert und anschließend in eine 
vorgekühlte Elektroporationsküvette gegeben. Die Elektroporation wurde bei 25 µF, 400 Ω 
und 2,5 kV durchgeführt. Die Bakterien wurden danach sofort in 1 ml LB-Medium 
aufgenommen. Nach einer Ruhezeit von 1h bei Raumtemperatur wurden die transformierten 
Bakterien auf LB-Agar mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausplattiert. Die 
Transformationseffizienz wurde mittels Plasmidaufarbeitung (Kap. 3.6.4) oder 
Polymerasekettenreaktion (Kap. 3.6.8) an 10-20 Kolonien überprüft und die erfolgreich 
transformierten Bakterien wurden kryokonserviert (Kap. 3.4.4). 

3.4.7 UV-Inaktivierung von S. Typhimurium DT104 

Um bei den Chemolumineszenzmessungen (Kap. 3.2.9) eine Beeinflussung durch das 
Vorhandensein der Salmonellen zu untersuchen, wurden diese schonend abgetötet. Hierzu 
wurde Ultraviolettstrahlung (UV) genutzt, damit die Oberflächenproteine und –strukturen der 
Salmonellen erhalten bleiben. S. Typhimurium DT104 wurde in 50 ml LB-Medium bis zu 
einer OD600 2,2 angezogen und anschließend zweimalig für 15min bei 4 °C und 6500xg 
zentrifugiert und mit 25 ml 1XPBS gewaschen. Die Bakterienzahl wurde bestimmt (Kap. 
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3.4.3) und die Bakteriensuspension 1:1 in 1xPBS verdünnt und auf sterile Petrischalen 
verteilt. Die Bestrahlung erfolgte für 30min in der Reinraumwerkbank unter Zuhilfenahme 
einer Philips TUV30W/g30T8 UV-C Lampe. Anschließend wurden die Bakterien erneut 
zentrifugiert, in 25 ml 1xPBS resuspendiert und die optische Dichte bestimmt. Aliquots 
wurden bei -20 °C gelagert. Aufgrund der OD600 Messung und der Bakterienzahlbestimmung 
vor und der OD600 Messung nach der UV-Behandlung wurde die endgültige Bakteriendichte 
extrapoliert. Die erfolgreiche Durchführung der UV-Inaktivierung wurde durch Ausplattieren 
der Aliquots auf LB-Agar-Platten und Inkubation bei 37 °C im Brutschrank über mindestens 
drei Tage verifiziert (Daten nicht gezeigt). 

3.5 Mikroskopische Methoden 

3.5.1 Fixierung von Zellen 

Für eine weitergehende mikroskopische Betrachtung wurden die Zellen in 
24-Loch-Zellkulturplatten auf ∅ 12 mm Deckgläsern kultiviert (Kap. 3.2.4). Im Anschluss an 
den Infektionstest (Kap. 3.2.7) oder die Transfektion (Kap. 3.2.8) wurden die Zellen einmalig 
in 1xPBS gewaschen und mit 500 µl 1 % Paraformaldehyd (PFA) über Nacht bei 4 °C 
inkubiert. 
Für die Herstellung von PFA wurden 60 ml H2Obidest auf 60 °C erwärmt und mit 4 g PFA und 
2 M NaOH versetzt. Anschließend wurden 33,2 ml 3xPBS zugegeben und der pH-Wert mit 
1 M HCl auf pH 7,4 eingestellt. Nach Auffüllen der Lösung auf 100 ml mit H2Obidest wurde 
diese über einen Membranfilter (0,22 µm) sterilfiltriert und die Aliquots bei -20 °C gelagert. 

3.5.2 Histochemische Färbung und Eindecken der Präparate 

Zum Nachweis intrazellulärer Salmonellen im Infektionstest (Kap. 3.2.7) und zur besseren 
Darstellung der positiv-transfizierten Zellen (Kap.3.2.8) wurden diese histochemisch gefärbt. 
Dafür wurden die bereits fixierten Zellen dreimal mit 1xPBS gewaschen und einer DNA-
Färbung unterzogen. Mittels 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) konnte das 
genetische Material in den Zellkernen und in den Bakterien detektiert werden. Der blaue 
Fluoreszenzfarbstoff DAPI interkaliert vorzugsweise mit AT-reichen Regionen 
doppelsträngiger DNA, dies führt zu einer 20-fachen Eigenfluoreszenzzunahme. 4 µl der 
DAPI-Färbelösung (1 µg/ml DAPI in 1xPBS) wurden auf je ein Deckglas gegeben und für 
5min bei Raumtemperatur und Dunkelheit in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Zellen 
wurden im Anschluss dreimal mit 1xPBS und danach dreimal mit H2Obidest gewaschen, um 
mögliche Salzkristallbildungen zu verhindern. Die Deckgläser wurden mit der Zellseite nach 
unten in 3 µl ProLong® Gold Antifade Reagent (Invitrogen) eingedeckt und der Rand der 
Deckgläser zum Schutz vor Austrocknung mit Nagellack abgedichtet. Bis zur 
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden die Präparate lichtgeschützt bei 4 °C 
aufbewahrt. 
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3.5.3 Fluoreszenzmikroskopie 

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Präparate erfolgte mit dem 
Epifluoreszenzmikroskop Leica CTR6000 B (LEICA Microsystems Ltd.). Es wurden die Filter 
A4 (BP 360/40 400 BP 470/40); L5 (BP480/40 505 BP 527/30) und N3 (BP 546/12 565 BP 
600/40) sowie die Objektive HCX PL FLUOTAR L 10x/0.30 PH1 Dry, 20x/0.40 PH2 Dry, 
40x/0.60 PH2 Dry, 63x/0.70 PH2 Dry und 100x/1.30 Oil und die Okularen HC PLANS 10x/25 
M genutzt. Eine Metallhalogenitlampe LEICA EL6000 (Osram HXP-R120W/45C Y/S) diente 
als Lichtquelle. Die erstellten Bilder wurden über die Kamerasysteme LEICA DFC 290 
VER1.8.0 und LEICA DFC 360Fx aufgenommen, digital gespeichert und über die 
Bildbearbeitungsprogramme Adobe Photoshop 8.0 (Adobe Systems, München) und LEICA 
Application Suite (LAS, LEICA Microsystems CMS GmbH) Version 1.8.0 weiter bearbeitet. 
Einen Überblick über die in der Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Fluorochrome, deren 
Exzitations- und Emissionsmaxima und die zu verwendenden Anregungsfilter bzw. Laser gibt 
Tabelle 6. 
 
Tab. 6 Epifluoreszenzmikroskopübersicht zu den Exzitations- und 
Emissionsmaxima 

Fluorochrom Exzitationsmaximum Emmissionsmaximum Filterabkürzung 

GFP 489 nm 508 nm L5 

DsRed-Monomer-N1 558 nm 582 nm N3 

DAPI 359 nm 461 nm A4 

3.5.4 Quantitative Auswertung der Transfektionseffizienz und Invasivitätvon den 

Salmonella-Serovaren 

Für die Ermittlung der Transfektionseffizienz bei den unterschiedlichen Zellkulturen oder der 
Invasivität einzelner Salmonella-Serovare wurden die Zellen auf Deckgläser kultiviert (Kap. 
3.2.4), transfiziert (Kap. 3.2.8) oder einem Infektionstest unterzogen (Kap. 3.2.7) und 
anschließend in 1 % PFA fixiert (Kap. 3.5.1). Nach der DNA-Färbung und dem Eindecken 
der Präparate (Kap. 3.5.2) wurden die Versuche am Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet 
(Kap. 3.5.3). Hierzu wurden pro Deckglas 10-20 zufällig ausgewählte, über das Präparat 
gleichmäßig verteilte Bilder mit einer 1000-fachen oder auch 630-fachen Vergrößerung 
erstellt. Die digital gespeicherten Bilder wurden anschließend visuell ausgewertet. Dabei 
wurden folgende Werte ermittelt: 
(1) Bei den Transfektionsversuchen wurden die Zelldichten, mögliche Zellschädigungen in 
Form von Änderungen der Zellkernmorphologie (z. B. drastische Verringerung des 
Zellumfanges, Chromatinkondensation (Karyopyknose) oder Fragmentierung des Zellkernes 
(Karyorrhexis), Abschnürung apoptotischer Körperchen) und die Anzahl positiv-transfizierter 
und damit rot fluoreszierender Zellen pro Blickfeld ermittelt. 
(2) Bei den Infektionstests wurden ebenfalls die Zelldichten, mögliche Zellschädigungen in 
Form von Änderungen der Zellkernmorphologie, Anzahl der intrazellulären Salmonellen pro 
Einzelzelle sowie die Anzahl infizierter Zellen pro Blickfeld ermittelt. Bei sehr hoher, nicht 
zählbarer Invasivität der Bakterien wurde die Anzahl intrazellulärer Salmonellen bestmöglich 
geschätzt. 
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3.6 Molekularbiologische Methoden 

Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden nach Sambrook und Russel (2001), 
oder an diesen Standard angelehnt, durchgeführt. 

3.6.1 Isolierung von RNA 

Mittels des RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen) unter Zuhilfenahme von den Lysing Matrix 
Tubes D (Qbiogene) und dem Fast Prep® Instrument (Qbiogene) wurde die RNA 
aufgearbeitet. Die RNA wurde zum einen aus Gewebeproben eines sechs Wochen alten 
Ferkels gewonnen. Hierzu wurden 1 x 3 cm große Darmabschnitte aus dem Jejunum sofort 
nach der Schlachtung mit RNAlater™ (Qiagen) versetzt und bei -80 °C gelagert. Der 
Schlachtversuch verlief im Rahmen des DFG-FOR 438. Zusätzlich wurde RNA aus den in 
dieser Arbeit verwendeten Zellkulturen gewonnen. Die Verwendung der Kits und Geräte 
erfolgte nach den Herstellerangaben. Die RNA wurde mit 100 µl DEPC 
(Diethylpyrocarbonat)-H2Obidest eluiert und bei -80 °C gelagert. 

3.6.2 DNase-Behandlung der RNA-Proben 

Im Anschluss an die RNA-Aufarbeitung (Kap. 3.6.1) erfolgte eine DNase Behandlung der 
Proben, um störende Einflüsse noch vorhandener DNA bei den weiteren Versuchen zu 
vermeiden. Hierzu wurden 50 µl der RNA-Probe mit 15 µl 10xDNase-Puffer und 50 Einheiten 
DNase I (RNase-free DNase Set, Qiagen) versetzt, mit DEPC-H2Obidest auf 150 µl aufgefüllt 
und bei 37 °C im Brutschrank für 4 Stunden inkubiert. Anschließend wurden die RNA-Proben 
einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen (Kap. 3.6.3). 
 

10xDNase-Puffer 1M NaOAc, 0,05M MgSO4 (pH 5,25) in DEPC-H2Obidest 

3.6.3 Reinigung der Nukleinsäure mittels Phenol-Chloroform-Extraktion 

Mittels Phenolisierung wurden Proteine aus vorangegangenen enzymatischen Reaktionen 
aus der Nukleinsäurelösung extrahiert. Da Phenol als Wasserstoffbrückenbildner gleichzeitig 
hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminosäureseitenketten eingehen kann, führt es zur 
Proteindenaturierung und zur Anreicherung der unerwünschten Proteine in der Phenolphase. 
Hierzu wurden 150 µl DNase behandelte RNA (Kap. 3.6.2) mit 250 µl DEPC-H2Obidest und 
600 µl Phenol versetzt. Der Ansatz wurde mit Hilfe eines Vortexer gründlich durchmischt und 
für 4min bei 16000xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Die organische Phenolphase wurde 
vorsichtig abgenommen und verworfen. Anschließend wurde die Probe zweimal mit 
Chloroform ausgeschüttelt. Chloroform denaturiert ebenfalls Proteine, erleichtert die 
Phasentrennung und löst die restlichen Phenolbestandteile aus der Nukleinsäurelösung. 
Dazu wurde die wässrige, nukleinsäurehaltige Phase mit 600 µl Chloroform versetzt, gut 
durchmischt, für 4min bei 16000xg und Raumtemperatur zentrifugiert und die organische 
Chloroformphase vorsichtig abgenommen und verworfen. Die anschließende Präzipitation 
der Nukleinsäure dient der Konzentrierung der Probe und der Säuberung von Phenol- und 
Chloroformresten oder Pufferkomponenten. Hierzu wurde die Nukleinsäurelösung mit dem 
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0,1-fachen Volumen an 3 M Natriumacetat NaOAc (pH 4,0-5,0) und dem 2,5-fachen 
Volumen an eiskaltem, absolutem Ethanol versetzt. Die Ethanol-Natriumacetat-Fällung 
wurde über Nacht bei -20 °C inkubiert und anschließend 1h bei 30.000xg und 4 °C 
zentrifugiert. Das Präzipitat wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut für 5min 
zentrifugiert. Nach dem Trocknen des Nukleinsäurepellets bei Raumtemperatur für circa 
10min wurde es in 200 µl 0,1 mM EDTA (in DEPC-H2Obidest, pH 8,0) gelöst und bei -80 °C 
gelagert. 

3.6.4 Isolierung von Plasmid-DNA 

Plasmide sind extrachromosomale, ringförmige, doppelsträngige DNA-Moleküle, die in dieser 
Arbeit für die Expression fremder Gene in eukaryotischen Zellen durch Transfektion genutzt 
wurden (Kap. 3.2.8 und 3.2.9). Eine Vervielfältigung der Plasmide gelang durch die 
Transformierung von E. coli. Aus diesen transformierten E. coli DH5 (Kap. 3.4.6) wurden die 
Plasmide pNF-κB-Luc, pDsRed-Mito und pcDNA3.1 mittels des Qiagen Plasmid Midi Kit 
(Qiagen) isoliert. Die Verwendung des Kits erfolgte nach den Herstellerangaben. Die DNA 
wurde anschließend in 100 µl DEPC-H2Obidest eluiert und bei -20 °C gelagert. 

3.6.5 Restriktionsendonukleaseverdau der Plasmid-DNA 

Restriktionsendonukleasen schneiden doppelsträngige DNA an sequenzspezifischen 
Schnittstellen. Für die Überprüfung der erfolgreichen Transformation von E. coli (Kap. 3.4.6) 
und für die Klonierung von porcinem NOD (Kap. 3.6.10) wurden die aufgereinigten 
Plasmid-DNA-Proben sowie die cDNA-Proben mittels Restriktionsendonukleasen verdaut. 
Hierzu wurden 5 µl der DNA mit 2 µl Restriktionsendonuklease-Puffer D (Promega) und je 
1 µl RE (beispielsweise NotI und SalI bei pDsRed-Monomer-N1-Mito) versetzt und auf 20 µl 
mit DEPC-H2Obidest aufgefüllt. 
Die Tabelle 7 gibt eine Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten 
Restriktionsendonukleasen. 
 
 
Tab. 7 Übersicht der Restriktionsendonukleasen und entsprechender Puffer 

 

Bezeichnung Puffer 
Schnittstelle 
(5’→→→→3’) 

Anwendung Herkunft 

BamHI E G▼GATCC Porcines NOD2, Abschnitt 1 Promega 

EcoRI H G▼AATTC Porcines NOD2 Promega 

EcoRV D GAT▼ATC 
Porcines NOD2, Abschnitt 2 
pNF-ĸB-LUC 

Promega 

HindIII E A▼AGCTT Porcines NOD1 Promega 

NotI D GC▼GGCCGC pDsRed-Monomer-N1-Mito Promega 

SalI D G▼TCGAC pDsRed-Monomer-N1-Mito Promega 

XhoI D C▼TCGAG 
Porcines NOD1 
pNF-ĸB-Luc 

Promega 
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Nach 2-stündiger Inkubation bei 37 °C wurde 1 µg RNase A (Ribonuklease A Type XII-A, 
Sigma-Aldrich) zu dem Restriktionsendonukleaseverdau gegeben und der Ansatz für weitere 
30min bei 37 °C inkubiert. Die geschnittene Plasmid-DNA wurde anschließend mittels 
Agarosegelelektrophorese (Kap. 3.6.9) überprüft und bei -20 °C gelagert. 

3.6.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von wässrigen Nukleinsäurelösungen erfolgt im ultravioletten 
Bereich (UV) bei 260 nm. Aufgrund des Hyperchromieeffektes ist der Absorptionskoeffizient 
eines Nukleotids in einzelsträngiger Nukleinsäure geringer als der Absorptionskoeffizient 
eines Nukleotids in doppelsträngiger Nukleinsäure. Die photometrische Messung erfolgte 
nach einer Verdünnung der Probe von 1:200 in DEPC-H2Obidest bei λ=260 nm in einer 
Quarzküvette mit 1 cm Schichtdicke. Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors und 
gemäß dem Lambert-Beer’schen Gesetz ergibt sich für die Nukleinsäurekonzentration 
folgende Gleichung: 
 

E260 = εεεε x c x d 
 

E260 = gemessene Extinktion bei OD260 
ε = molarer Extinktionskoeffizient [l mol-1 cm-1] 

ε für doppelsträngige DNA bei OD260 1 = 1/50 l mol-1 cm-1 = 1/50 ml µg-1 cm-1 

ε für einzelsträngige RNA bei OD260 1 = 1/40 l mol-1 cm-1 = 1/40 ml µg-1 cm-1 
c = Nukleinsäure-Konzentration [µg ml-1] 
c = E260 x 50 µg ml-1 x Verdünnungsfaktor 
d = Schichtdicke der Küvette [cm] 
 
Aufgrund der teilweisen Überlagerung der Absorptionen von Nukleinsäuren bei 260 nm und 
Proteinen bei 280 nm wurde zusätzlich der Quotient E260/E280 gebildet, um die Reinheit der 
Nukleinsäurepräparation zu ermitteln. Das Optimum von E260/E280 sollte bei 1,8-2,0 liegen. 

3.6.7 Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

Die RNA-abhängige DNA-Polymerase dient der Transkription von längeren mRNA-
Molekülen und damit der Herstellung von komplementärer DNA (cDNA). Hierfür kam die 
Moloney murine leukemia virus (M-MLV)-Reverse Transkriptase (Promega) zum Einsatz. 
Dazu wurden 2 µg DNase behandelte RNA (Kap. 3.6.2) mit 2,2 µl 10 pM oligo(dT)15 versetzt 
und mit DEPC-H2Obidest auf 10 µl aufgefüllt. Bei 70 °C, 300 rpm und 5min wurde die 
Sekundärstruktur der RNA gelöst, anschließend wurden die Proben sofort auf Eis gelagert 
und 5 µl 5xRT-Puffer (Promega), 5 µl 2mM dNTP’s (Roti-Mix PCR1, Roth), 20 Einheiten 
rRNasin® RNase Inhibitor (40 U/µl, Promega), 200 Einheiten M-MLV- Reverse Transkriptase 
(200 U/µl, Promega), auf 25 µl DEPC-H2Obidest zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 42 °C 
für 60min. Abschließend wurde die Reverse Transkriptase durch das Erhitzen der Proben 
auf 70 °C für 15min inaktiviert. Bei jedem Versuch wurden Leerwertkontrollen (DEPC-
H2Obidest) mitgeführt. Die cDNA wurde anschließend bei -20 °C gelagert. 
Für die RT-PCR der RNA aus dem Darmgewebe wurde das ImProm-II™ Reverse 
Transcription System (Promega) genutzt. Die Verwendung des Kits erfolgte nach den 
Herstellerangaben. Die cDNA wurde anschließend bei -20 °C gelagert. Die Kontrolle der 
RT-PCR erfolgte mit einer PCR (Kap. 3.6.8) auf β- und α-Aktin sowie GADPH 
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase). 
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3.6.8 Polymerasekettenreaktion 

Die Vervielfältigung der Nukleinsäure über die PCR diente (1) dem Nachweis einer 
erfolgreich durchgeführten RT-PCR (Kap. 3.6.7), (2) dem Nachweis von Genen oder 
spezifischen Genabschnitten und (3) der Herstellung von ausreichenden Mengen 
Ausgangsmaterial für die Sequenzierung und Klonierung (Kap. 3.6.10). Als Ausgangs-DNA 
wurden 200-300 ng cDNA-Proben (Kap. 3.6.7) eingesetzt. Die verwendeten Reagenzien 
stammten von folgenden Herstellern: 2 mM dNTP’s (Roti-Mix PCR1, Roth); 10xBioTherm 
PCR buffer (Rapidozym); 50 mM MgCl2 (Rapidozym), Biotherm™ Taq DNA-Polymerase 
(5 U/µl, Rapidozym). Bei jeder PCR wurden Positivkontrollen (Referenz-DNA) und 
Leerwertkontrollen (DEPC-H2Obidest) mitgeführt. Die DNA-Fragmente wurden bis zur weiteren 
Benutzung bei 4 °C gelagert. Für die Standard-PCR setzte sich der Reaktionsansatz wie in 
Tabelle 8 zusammen. 
Neben der Biotherm™ Taq DNA-Polymerase (Rapidozym) wurden die AccuPrime™ Taq 
DNA Polymerase High Fidelity (5 U/µl, Invitrogen) und die AccuPrime™ Pfx DNA 
Polymerase (2,5 U/µl, Invitrogen) für die Amplifizierung ganzer Gene (hier porcines NOD) 
genutzt. Die Verwendung der Polymerasen erfolgte nach den Herstellerangaben. 
 
Tab. 8 Reaktionsansatz für die Standard-PCR 

 Menge Reagenz 

 5,0 µl PCR-Puffer (10x) 

 2,5 µl MgCl2 (50 mM) 

 2,0 µl dNTPs (10 mM je Nukleotid) 

 2,0 µl je Primer (10 pmol/µl) 

 0,2 µl Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 

 1,0 µl cDNA (200-300 ng) 

ad 50 µl H2Omillipore 

 
Die Temperatur der Primeranlagerung richtet sich nach der Schmelztemperatur (Tm in °C) 
des Primers. In Tabelle 9 ist der Programmablauf der durchgeführten Standard-PCR 
wiedergegeben. 
 

Tab. 9 Programmablauf der Standard-PCR 

Schritt Phase Temperatur Zeit 

1 Prädenaturierung 94 °C 2min 

2 Denaturierung 94 °C 1min 

3 Primeranlagerung 55 -65 °C 1min 

4 Elongation 72 °C 1min/kb 

  Schritt 2 bis 4: 35 Zyklen 

5 Endelongation 72 °C 10min 
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3.6.9 Agarosegelelektrophorese 

Durch die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld konnten sowohl die DNA- und 
RNA-Proben als auch die DNA-Fragmente aus den PCR-Reaktionen (Kap. 3.6.8) analysiert, 
charakterisiert und auf ihre Reinheit hin untersucht werden. Hierzu wurde die 
trägergebundene, horizontale Agarosegelelektrophorese genutzt. Die Agarose wird durch 
vorsichtiges Aufkochen in 100 ml 1xTBE gelöst und nach dem Abkühlen auf 55 °C bis 60 °C 
mit 1,3 µl Ethidiumbromidlösung (1 %) zum Sichtbarmachen der Nukleinsäure unter UV-Licht 
versetzt. Anschließend wurde die Agaroselösung in Flachbettapparaturen mit 
Probentaschenkämmen gegossen und bis zum Erstarren bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Der Agarosegehalt wurde je nach erwarteter Fragmentgröße zwischen 0,8 % (bis 
7 kbp), 1,2 % (0,4–6 kbp) und 2 % (0,1–2 kbp) gewählt. 5 µl DNA-Probe wurden vor dem 
Auftragen mit 2 µl 5xLadepuffer gemischt. Für die Größenbestimmung und Zuordnung der 
Nukleinsäurefragmente wurde der Größenstandard 100 bp-DNA-Leiter extended (17 
Fragmente, 100-5000 bp, Roth) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter 
Spannung (80-120 V) für 60-90min. Anschließend wurden die Agarosegele mittels eines UV-
Transilluminators und eines Videoprintersystems ausgewertet und dokumentiert. Gesamt-
RNA Präparationen enthalten ribosomale RNA-Moleküle, die sich als scharfe Banden bei 
4,7 kbp (28-S-rRNA) und 1,8 kbp (18-S-rRNA) abzeichnen. Sie wurden als interne Kontrollen 
der RNA-Aufarbeitung (Kap. 3.6.1) herangezogen. 
 

1xTBE: 108 g/l TRIS, 55 g/l Borsäure, 20 mM EDTA (0,5 M Stammlösung, 
pH 8,0) 

5xLadepuffer: 50 % Glyzerin, 100 mM EDTA (0,5 M Stammlösung, pH 8,0), 1 mM 
TRIS-HCl (10 mM Stammlösung, pH 8,0), 0,025 % Bromphenolblau 

3.6.10 Klonierung des porcinen NOD1 und NOD2 und Sequenzierung 

Mit Hilfe der Klonierung können DNA-Sequenzen über so genannte Transportvehikel, die 
Vektoren, in eine Empfängerzelle eingeschleust und somit vervielfältigt werden. Für die 
Klonierung von porcinem NOD1 und NOD2 (pNOD1, pNOD2) wurden 
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen in den PCR-Fragmenten und den Vektoren genutzt. 
Durch das Schneiden der hier verwendeten Restriktionsendonukleasen an den 
sequenzspezifischen Schnittstellen entstehen überhängende Enden (sticky ends) (Tab. 7). 
Die so entstandenen zueinander kompatiblen, überhängenden Enden an Vektor- und Ziel-
DNA hybridisieren in einer nachfolgenden Reaktion miteinander. 
Zunächst wurde das Plasmid pcDNA3.1 (Invitrogen) in E. coli vervielfältigt (Kap. 3.4.6) und 
anschließend mit Hilfe der Plasmidpräparation nach dem Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen) 
aufgereinigt (Kap. 3.6.4). Die Vektorplasmid-DNA wurde durch den Einsatz zweier 
Restriktionsendonukleasen (HindIII und XhoI für pNOD1; BamHI, EcoRI und EcoRV für 
pNOD2 (Abb. 10, 11)) linearisiert und anschließend mit 1 U/µl alkalischer Phosphatase (Calf 

Intestine Phosphatase, New England Biolabs) für 60min bei 37 °C inkubiert, um eine 
Rezirkularisierung der Plasmide zu vermeiden. Durch den Verdau des Plasmids mit zwei 
Restriktionsendonukleasen wird ein Polylinker (10-15 bp) frei gesetzt. Da dieser bei der 
Hybridisierungsreaktion und der Ligation stört, wird er über eine anschließende 
Ethanolfällung aus dem Vektorgemisch entfernt (Kap. 3.6.3). Die Ziel-DNA (pNOD1 und 



3. Material und Methoden   

54 

5000bp

1500bp

1000bp

2915bp
5000bp

1500bp

1000bp

2915bp
5000bp

1500bp

1000bp

2915bp

5000bp

1500bp

1000bp

1816bp

5000bp

1500bp

1000bp

1448bp

5000bp

1500bp

1000bp

1816bp

5000bp

1500bp

1000bp

1816bp

5000bp

1500bp

1000bp

1448bp

5000bp

1500bp

1000bp

1448bp

pNOD2A und B) wurde als cDNA in einer PCR-Reaktion mittels der AccuPrime™ Pfx DNA 
Polymerase (Invitrogen) und den porcinen NOD-Primern mit integrierten 
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen amplifiziert (Kap. 3.6.8). Das porcine NOD1 wurde 
in seiner ganzen Länge von 2915 bp mit Hilfe der Primer pNOD1HF und pNOD1XR 
amplifiziert (Kap. 3.7.1). Porcines NOD2 wurde in zwei sich mit 170 bp überlappenden 
Sequenzbereichen mit dem Abschnitt A von 1816 bp und dem Abschnitt B von 1448 bp 
durch die Primerpaare pNOD2BF/pNOD2_exon3R und pNOD2_exon3F3/pNOD2ER 
amplifiziert (Abb. 12 und Kap. 3.7.1). 
Anschließend wurde die Ziel-DNA mit den gleichen Restriktionsendonukleasen, welche auch 
bei der Vektor-DNA verwendet wurde, geschnitten. Für die Hybridisierungsreaktion wurden 
die Konzentrationen der Ziel-DNA und des linearisierten Plasmids bestimmt (Kap. 3.6.6), 
beide im Verhältnis von 2:1 vermengt und anschließend durch eine Ligation kovalent 
verbunden. Hierfür wurden dem Gemisch 1xT4-DNA-Ligasepuffer und 1 Einheit T4-DNA-
Ligase (Fermentas) hinzu gegeben und der Ansatz für 2h bei RT inkubiert. Als Kontrollen 
wurden zusätzlich das zirkuläre Plasmid und das lineare Plasmid mit und ohne Ligase 
mitgeführt. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert. 
 

10xT4-DNA-Ligasepuffer 700 mM TRIS-HCl (pH 7,6), 10 mM DTT, 10 mM ATP, 100 mM 
MgCl2 

 
 

Abb. 10 Amplifizierung von porcinem NOD1 
Die PCR erfolgte mit dem Primerpaar pNOD1HF und pNOD1XR 
mit einer Primeranlagerungstemperatur von 65 °C und 30 Zyklen, 
das erwartete Produkt war 2915 Basenpaare (bp) lang. 
Nr. 1, 2 = cDNA aus  Jejunum (Doppelansatz); M = 100 bp-DNA-
Leiter extended (100-5000 bp, Roth) 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 11 
Amplifizierung von 
porcinem NOD2 
Die PCR erfolgte für das 
Produkt A mit den 
Primerpaaren pNOD2BF 
und pNOD2_exon3R und 
für das Produkt B mit 
den Primerpaaren 
pNOD2_exon3F3 und 
pNOD2ER mit einer 
Primeranlagerungstempe
ratur von 63 °C und 30 
Zyklen, das erwartete 
Produkt war für A 

1816 Basenpaare (bp) und für B 1448 bp lang. Nr. 1, 2 = cDNA aus porcinem Jejunum 
(Doppelansatz); M = 100 bp-DNA-Leiter extended (100-5000 bp, Roth) 
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Porcines NOD2 musste in zwei separaten Schritten kloniert werden. Der erste Genabschnitt 

wurde durch das Primerpaar pNOD2BF/pNOD2ex3R vervielfältigt und über die 

Restriktionsendonuklease-Schnittstellen BamHI und EcoRI in das Plasmid pcDNA3.1(+) 

gebracht, so dass pcDNA-pNOD2A entstand. Der zweite Genabschnitt pcDNA-pNOD2B 

wurde durch die Amplifizierung mit pNOD2ex3F/pNOD2ER und die RE EcoRI und EcoRV in 

pcDNA3.1(+) kloniert. Anschließend wurde dass EcoRI/EcoRV-Fragment aus pcDNA-

pNOD2B herausgeschnitten und in die EcoRI/EcoRV-Schnittstellen von pcDNA-NOD2A 

hineinkloniert, so dass pcDNA-pNOD2 entstand (Abb. 12). 

 
Es folgte eine Transformation von E. coli DH5 mit den hergestellten Konstrukten pcDNA-
pNOD1 und pcDNA-pNOD2 (Kap. 3.4.6). Die erfolgreich transformierten Bakterienzellen 
wurden mittels Antibiotikaselektion isoliert und anschließend das synthetisierte 
Plasmidkonstrukt über eine Plasmidpräparation aufgereinigt (Kap. 3.6.4). Zur Kontrolle 
wurden diese Plasmid-Insert-Konstrukte mittels Restriktionsendonukleaseverdau (Kap. 3.6.5) 
und Agarosegelelektrophorese (Kap. 3.6.9) untersucht. PcDNA3.1-pNOD1 und pcDNA3.1-
pNOD2 wurden anschließend durch die Firma LGC Genomics GmbH (MTB Sequencing 
mittels ABI 3730XL und 3130XL) sequenziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12 Schematische Übersicht zur Klonierung von porcinem NOD2 
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3.6.11 Untersuchung der porcinen NOD1- und NOD2-Sequenz 

Die ermittelten porcinen NOD1- und NOD2-Sequenzen wurden mit Hilfe unterschiedlicher 
Software auf Homologien, Strukturvoraussagungen und ihrer Phylogenie untersucht. Die 
ermittelten Sequenzen wurden einer Alignierung unterzogen. Die Alignierung dient dem 
Vergleich zweier oder mehrerer Sequenzen. Hierbei entspricht prinzipiell die Fehlpaarung 
einer Mutation und Lücken weisen auf Deletionen oder Insertionen hin. Sequenzen mit einer 
hohen Homologie, oder besser Ähnlichkeit, weisen auf eine evolutionäre und/oder 
funktionelle Verwandtschaft hin. In der vorliegenden Arbeit wurde eine paarweise, lokale 
Alignierung mit Hilfe des BLAST-Algorithmus durchgeführt (National Library of Medicine, 
2009)7. Hierbei wurden Sequenzen und/oder Teilsequenzen miteinander verglichen, deren 
optimaler Alignment-Score maximal ist. Um Übereinstimmungen zwischen verschiedenen 
Organismen zu identifizieren wurde der discontiguous megablast und der Protein-Protein-
BLAST verwendet. Die Homologien werden definiert über den bit-score und den E-Wert. Der 
bit-score ist eine quantitative Bewertung der Homologien, es gilt: Je höher der Wert, desto 
höher die Homologie. Der bit-score von verschiedenen Alignierungen ist miteinander 
vergleichbar, da es sich um einen normalisierten Wert handelt. Der E-Wert gibt einen 
Eindruck für die statistische Signifikanz der Alignierung, es gilt: Je kleiner der E-Wert, desto 
geringer ist die Irrtumswahrscheinlichkeit. Die Nukleotidsequenzen und Aminosäure-
sequenzen von pNOD1 und pNOD2 (diese Arbeit) wurden mit folgenden Sequenzen der 
Datenbank NCBI8 verglichen: NOD1: Sus scrofa (AB187219.1, BAG12313.1); Bos taurus 
(XM_598513.5, XP_598513.3); Equus caballus (XM_001499566.1, XP_001499616.1); Canis 

familaris (XM_539499.2, XP_539499.2); Homo sapiens (NM_006092.2, NP_006083.1); Pan 

troglodytes (XM_527711.2, XP_527711.2); Pongo abelii (XM_002818085.1, 
XP_002818131.1); Macaca mulatta (XM_001085719.2, XP_001085719.1); Callithrix jacchus 
(XM_002751433.1, XP_002751479.1); Mus musculus (NM_001171007.1, 
NP_001164478.1); Rattus norvegicus (NM_001109236.1, NP_001102706.1); Oryctolagus 

cuniculus (XM_002713735.1, XP_002713781.1); Taeniopygia guttata (XM_002196284.1, 
XP_002196320.1). NOD2: Sus scrofa (AB195466.1, BAF76325.1); Bos taurus 
(NM_001002889.1, NP_001002889.1); Ovis aries (AM932877.1, CAP69986.1, 
CAP69987.1); Canis familaris (XM_544412.2, XP_544412.2); Homo sapiens (NM_022162.1, 
NP_071445.1); Pan troglodytes (NM_001105240.1, NP_001098710.1); Macaca mulatta 
(XM_001084287.2, XP_001084287.1); Mus musculus (NM_145857.2, NP_665856.2); Rattus 

norvegicus (NM_001106172.1, NP_001099642.1); Monodelphis domestica 

(XM_001371542.1, XP_001371579.1); Danio rerio (XM_692832.4, XP_697924.3); Takifugu 

rubripes (NM_001042448.1, NP_001035913.1); Ictalurus punctatus (FJ004845.1, 
ACM45225.1). Die Analyse der Primärstrukturen von NOD1 und NOD2 erfolgte mit Hilfe der 
SMART- (Letunic et al., 2009) 9  und der PSI-BLAST-Programm 10 . Die vorausgesagte 
Sekundärstruktur des Proteins wurde mit Hilfe von PsiPred11 erstellt (Jones, 1999; McGuffin 
et al., 2000). 

                                                 
7
 BLAST = basic local alignment search tool; Zugriff unter http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

8
 NCBI = National Center for Biotechnology Information; Zugriff unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/ 

9
 SMART = simple modular architecture research tool; Zugriff unter http://smart.embl-heidelberg.de 

10
 Zugriff unter www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome 

11
 Zugriff unter http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 
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3.6.12 Erstellung des porcinen NOD1 und NOD2 phylogenetischen Baumes 

Um den Verwandtschaftsgrad der porcinen NOD1- und NOD2-Sequenz aufzuzeigen, wurde 
ein phylogenetischer Baum basierend auf den Aminosäuresequenzdaten erstellt. Ein 
phylogenetischer Baum zeigt die Möglichkeit auf, dass zwei Spezies einen höheren 
Verwandtschaftsgrad besitzen gegenüber einer dritten Spezies. Dennoch kann diese 
Phylogenie basierend auf einzelnen Sequenzdaten nicht als allgemeingültig gelten. Der in 
dieser Arbeit dargestellte ungewurzelte phylogenetische Baum zeigt somit allein die 
Beziehungen zwischen den untersuchten Spezies auf. Diese Beziehungen zueinander 
wurden mittels Clustering-Verfahren, hier dem Neighbor Joining (NJ) als genetisches 
Distanzverfahren durchgeführt (Saitou und Nei, 1987). 
Für die Erstellung des phylogenetischen Baumes von NOD1 und NOD2 wurde zunächst ein 
Mutiples Sequenzalignment mittels ClustalW und der Distanzmethode BLOSUM 
durchgeführt (Thomson et al., 1994; Henikoff und Henikoff, 1992). Anschließend wurde der 
phylogenetische Baum über das Distanzverfahren mittels Neighbour Joining (Clustering-
Methode) im MEGA4 12  Programm Version 4 (Kumar et al., 2008; Tamura et al., 2007) 
errechnet. Daraufhin wurde über das Programm Phylip eine Baum-Datei erstellt (Olsen et al., 
1994)13, welche durch das Phylodendron-Programm (phylogenetic tree printer)14 graphisch 
dargestellt wurde. Die Zuverlässigkeit des phylogenetischen Baumes wurde sichergestellt 
über 1000 Bootstrap-Rechenkreisläufe. 
Zur Darstellung der genetischen Distanzen wurde ein Phylogramm gewählt unter Angabe der 
errechneten Bootstrap-Werte. Die Bootstrap-Werte entsprechen hierbei der 
Wahrscheinlichkeit, dass das dargestellte Verzweigungsmuster der Wahrheit entspricht. Das 
Phylogramm gibt ein Verzweigungsmuster wieder, wobei die Längen der Äste hierbei der 
Anzahl der beobachteten Merkmalsaustausche oder der molekulargenetischen Distanz 
entsprechen. Somit sind die Abstände zwischen den Spezies ein Maß für den Grad der 
Verwandtschaft. Da es sich um einen ungewurzelten Baum handelt, wurde zur besseren 
Darstellung die Mittelpunktsbewurzelung gewählt. Es sei darauf hingewiesen, dass 
verschiedene Genabschnitte unterschiedlich schnell evolvieren. Die in dieser Arbeit genutzte 
Sequenz eines eher konservierten Genes (Exons, kodierende Sequenz) im Gegensatz zu 
hochvariablen Introns erlaubt die alleinige Aussage auf höheren taxonomischen Niveaus 
(Ordnung, Klassen, Abteilungen). 

3.7 Materialien 

3.7.1 Oligonukleotide 

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) stammen von den Firmen Sigma Genosys 
(Steinheim) und Operon (Köln). Die Tabelle 10 zeigt die DNA-Sequenzen der Primer. Die 
DNA-Sequenzen wurden aus Veröffentlichungen entnommen oder selbstständig generiert 

                                                 
12

 MEGA (Molecular Evolution Genetics Analysis) 
13

 Zugriff unter http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?form=fastdnaml 
14

 Zugriff unter http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html 
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mittels HUSAR (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources, Deutsches 
Krebsforschungszentrum, Heidelberg). 
 
Tab. 10 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide 

Zielregion Name Sequenz (5’→→→→3’) Referenz 

Poly A-Region oligo(dT)15 5’ TTTTTTTTTTTTTTT IMT 

Porcines α- 
Aktin 

poACTa1 5’ ATCGTCCACCGCAAATGCTTC 
5’ CCTTCCACAGGGCTTCGTTTTA 

IMT 

Porcines β- 
Aktin 

poβ-Actin 5’ GGACTTCGAGCAGGAGATGG 
5’ GCACCGTGTTGGCGTAGAGG 

IMT 

Porcine GADPH poG3PDH 5’ CCATCACTATCTTCCAGGAGCGTGAC 
5’ AAGTTGTCATGGATGACCTTGGCCA 

IMT 

Porcines NOD1 pNOD1_exon3 5’ CACCGAGGTCCATCTGAACAGG 
5’ GCGCAGGCTGGAGAACAGGT 

diese Arbeit 

Porcines NOD2 pNOD2_exon3 5’ GAACTCAGCCTCAAGGGTTTCTCAG 
5’ ATGACGGTGGCACGTCAGCACTG 

diese Arbeit 

Porcines NOD2 pNOD2_exon3F
3 

5’ GCAGCTGCAGGCAGCACACGTCG diese Arbeit 

Porcines NOD1 
Sequenzierung 

pNOD1HF 
 
pNOD1XR 

5’ AGCGTATCAAGCTTCCTGCCACCAT 
GGAAAAGCAGGGCCGCAGTGAGATGGAAG 
5’ GCATAATCTAGACTCGAGTCAGAC 
AACGGCTCAGAAACAGACAATCCGCTTCTC
GTC 

diese Arbeit 

Porcines NOD2 
Sequenzierung 

pNOD2BF 
 
 
pNOD2ER 

5’ GATCGAGCTCGGATCCAAGCCACC 
ATGTGTGCCCAGGGGGCTTTCCAGGCACA
GAG 
5’ GATCTCATGATATCTGGCCCCAGGA 
ACATCAAAGCAGGAGTCTCGTGTCCCTCTG 

diese Arbeit 

Murine GADPH mGADPH 5’ TCACCATCTTCCAGGAGCG 
5’ CTGCTTACCACCTTCTTGA 

Nguyen et al., 
2000 

Murines β-Aktin mβ-actin 5’ GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 
5’ CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 

Kleinert et al., 
1996 

Murines NOD1 mNOD1 5’ CTTGCATTCAATGGCATCTC 
5’ ACATCGGTGTGCACTGTGGA 

Opitz et al., 
2007 

Murines NOD2 mNOD2 5’ AGCAGAACTTCTTGTCCCTGA 
5’ TCACAACAAGAGTCTGGCGT 

Opitz et al., 
2007 

Humane GADPH hGADPH 5’ TCATCTCTGCCCCCTCTGCT 
5’ CGACGCCTGCTTCACCACCT 

Podolsky, 2003 

Humanes β- 
Aktin 

hβ-actin 5’ AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC 
5’ GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC 

Kana et al., 
2006 

Humanes NOD1 hNOD1 5’ AAGCGAAGAGCTGACCAAAT 
5’ TTCATAGACTTTGGCCTCCTC 

Opitz et al., 
2005 

Humanes NOD2 hNOD2 5’ AGCCATTGTCAGGAGGCTC 
5’ CGTCTCTGCTCCATCATAGG 

Gutierrez et al., 
2002 
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3.7.2 Plasmide 

Tab. 11 Auflistung der verwendeten Plasmide 

Bezeichnung Beschreibung Quelle / Referenz 

pDsRed-
Monomer-N1-
Mito 

PCMV IE , DsRed-Monomer, SV40 polyA, f1 ori, 
SV40 ori, Kan/Neor, HSV TK polyA, pUC ori 

Clontech, Saint-Germain-en-Laye 
Frankreich 

pNF-ĸB-Luc NF-ĸB enhancer (TGGGGACTTTCCGC)5, TATA, 
Luc, SV40 polyA, P bla, Ampr, pUC ori 
(PathDetect®cis-Reporting System) 

Stratagene, Waldbronn 

pcDNA3.1 PCMV IE , BGH pA, f1 ori, SV40 ori, Neor, SV40 
polyA, pUC ori, Ampr 

Invitrogen, Karlsruhe 

   

pcDNA3.1-
pNOD1 

PCMV IE , BGH pA, f1 ori, SV40 ori, Neor, SV40 
polyA, pUC ori, Ampr; Insert porcines NOD1 

diese Arbeit 

pcDNA3.1-
pNOD2A 

PCMV IE , BGH pA, f1 ori, SV40 ori, Neor, SV40 
polyA, pUC ori, Ampr; Insert porcines NOD2A 

diese Arbeit 

pcDNA3.1-
pNOD2B 

PCMV IE , BGH pA, f1 ori, SV40 ori, Neor, SV40 
polyA, pUC ori, Ampr; Insert porcines NOD2B 

diese Arbeit 

pcDNA3.1-
pNOD2 

PCMV IE , BGH pA, f1 ori, SV40 ori, Neor, SV40 
polyA, pUC ori, Ampr; Insert porcines NOD2A+B 

diese Arbeit 

3.7.3 Chemikalien, Enzyme und Fluoreszenzfarbstoffe 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen Biochrom (Berlin), 
Fluka-Riedel-de Haën (Seelze), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Roche (Grenzach-
Wyhlen) und Sigma-Aldrich (München). Darüber hinaus wurden die nachfolgenden Enzyme 
und Fluoreszenzfarbstoffe verwendet: 
 
RNase-Free DNase Set   Qiagen, Hilden 
Restriktionsendonukleasen   Promega, Madison USA 
RNase A (Ribonuklease A Type XII-A) Sigma-Aldrich, München 
M-MLV Reverse Transkriptase  Promega, Madison USA 
ImProm-II™ Reverse Transcription System Promega, Madison USA 
RNasin® Ribonuclease Inhibitor  Promega, Madison USA 
Biotherm™ Taq DNA-Polymerase  Rapidozym, Berlin 
AccuPrime™ Taq 
DNA Polymerase High Fidelity  Invitrogen, Karlsruhe 
AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase  Invitrogen, Karlsruhe 
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)  Sigma-Aldrich, München 
ProLong® Gold antifade reagent  Invitrogen, Karlsruhe 
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3.7.4 Kits, Lösungen und Medien 

Es wurden folgende Kits in der Arbeit verwendet: Bright-Glo™ Luciferase Assay System( 
Promega, Madison USA), RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden) und Qiagen Plasmid Midi 
Kit (Qiagen, Hilden). 
Für die Sterilisation wurden Lösungen, Medien und Medienzusätze mit H2Obidest hergestellt 
und für 20min bei 121 °C und ~200 kPa autoklaviert. Thermolabile Lösungen und 
Medienzusätze wurden der Sterilfiltration mit Einmalfiltern in Form von Spritzenvorsätzen 
(0,45 µm Porengröße) unterzogen. Der Nähragar wurde vor dem Zusatz entsprechender 
Antibiotika im Wasserbad auf 55 °C abgekühlt. Spezifische Lösungen für die einzelnen 
Methoden wurden in den entsprechenden Kapiteln angegeben. 
 

1xPBS:  8,0 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na2HPO4, 0,24 g/l KH2PO4;  
pH 7,4 

DEPC-H2Obidest 1:1000 DEPC in H2Obidest, Inkubation in einem geschlossenen Gefäß 
über Nacht, anschließend autoklavieren 

3.7.5 Verbrauchsmaterial 

Elektroporationsküvetten   2 mm, peqLab, Erlangen 
Glasdeckgläser     ∅ 12 mm, Roth, Karlsruhe 
Gummischaber    Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande 
Halbmikroküvetten    Theodor Karow, Berlin 
Lysing Matrix Tubes D   Qbiogene, Heidelberg 
Multilochplatten    24-, 96-Loch-Zellkulturplatten CellBIND, Corning, 

Schiphol-Rijk, Niederlande 
Objektträger     76x26 mm, Roth, Karlsruhe 
Pasteurpipetten    Roth, Karlsruhe 
Serologische Pipetten (Stripette 10 ml) Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande 
Spritzenfilter  Rotilabo-Spritzenfilter 0,45 µm Porengröße, 

Roth, Karlsruhe 
Zellkulturflaschen  25 cm2- oder 75 cm2-Schräghalsflaschen mit 

Belüftungskappe, Corning, Schiphol-Rijk, 
Niederlande 

3.7.6 Geräte 

Absauger     Vacuboy, neolab, Heidelberg 
halbautomatisches Absaugesystem  Integra Biosciences 
Absaugpumpe    N735 AN18, KNF Neuberger, Freiburg 
Agarosegelelektrophoresekammer  B1A und GE-B2, AGS, Heidelberg 
Analysenwaage    BP210S, Sartorius, Göttingen 
Autoklav     GTA 16, Gössner, Hamburg 
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Elektroporationsgerät    Equibio EasyjecT Prima, peqLab, Erlangen 
Epifluoreszenzmikroskop  Mikroskop LEICA CTR6000, DMI6000B, Leica 

Microsystems ltd. Heerbrugg 
Fast Prep® Instrument   Qbiogene, Heidelberg 
Fotodrucker Geldokumentation  P93E, Mitsubishi Electric, Ratingen 
Geldokumentation    UV-Transilluminator UVT 28 MP, Kamera 

E.A.S.Y. 429 K, Dokumentationssystem RM6, 
Herolab, Wiesloch 

Grobwaage     BL3100, Sartorius, Göttingen 
Inkubationsschränke    CB150, Binder, Tuttlingen 
      VT 5042 EK/N2, Heraeus, Hanau 
Luminometer Synergy™ HT Multi-Mode 
Microplate Reader    BioTek, Bad Friedrichshall 
Magnetrührer     IKAMAG RET, Theodor Karow, Berlin 
Netzgerät Elektrophorese   PS 250, Hybaid, Lexington, USA 
pH-Meter     Mikroprozessor pH-Meter 740, Knick, Berlin 
Pipettierhilfe     Pipetus-akku, Hirschmann, Eberstadt 
Reinraumwerkbank    LaminAir HB 2448 und LB-48-C, Heraeus, Hanau 
Reinstwassersystem    Millipore Simplicity, Millipore GmbH, Schwalbach 
Scanner     DUOSCAN T1200, AGFA, Köln 
Schüttelinkubator    GFL3031, GFL, Burgwedel 
Spektrophotometer    Ultrospec 3000 pro, Amersham, Freiburg 
Thermoblock     Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg 
Thermocycler     T3 Thermocycler, Biometra, Göttingen 
Umkehrmikroskop    Telaval 31, Zeiss, Jena 
UV-C Lampe TUV30W/g30T8  Philips GmbH, Hamburg 
Vortexer     MS2 Minishaker, IKA, Staufen 
Wasserbäder     Grant OLS 200, CLF Laborgeräte, Burgwedel 

E-5, Julabo, Seelbach 
Werkbank     LaminAir HB 2448 und LB-48-C, Heraeus, Hanau 
Zentrifugen     Rotina 46 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
      3K30, Sigma Laborzentrifugen, Osterode 
      5415D, Eppendorf Zentrifugen, Engelsdorf 
      Avanti J-25, Beckmann Coulter, Krefeld 
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3.8 Statistische Methoden 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden in mindestens drei unabhängigen 
Tests im Doppel-, Dreifach- oder Fünffachansatz durchgeführt. Die Ergebnisse resultieren 
aus dem Mittelwert dieser drei Tests. Die graphische Darstellung erfolgte durch SigmaPlot 
2001 (SYSTAT-Software, Erkrath) und die statistische Auswertung durch SPSS 15.0 (SPSS, 
Chicago, USA). Signifikanzen wurden bei Vorliegen einer Normalverteilung nach Kolgoroff-
Smirnoff im Students-T-Test für eine oder zwei unabhängige Stichproben oder mittels 
ANOVA und MANOVA und dem Post-Hoc Test Tukey (HSD) bei gleicher Gruppengröße und 
dem Post-Hoc Test Scheffé bei ungleicher Gruppengröße überprüft. Das Vorliegen der 
Varianzhomogenität wurde mittels Levene-Verfahren getestet. Eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit p, welche unter dem Signifikanzniveau α von ≤ 5 % lag, wurde als 
signifikant bewertet. Hierbei galt: α ≤ 0,05(*), α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,001(***). Die bivariate 
Korrelation zwischen den Ergebnissen der Infektionsstudie und der 
Chemolumineszenzversuche wurde nach Spearmann-Rho auf zweiseitige Signifikanz 
berechnet. Die Mittelwerte der Korrelationskoeffizienten ( x r und ρ ) wurden über die Fisher 
z-Transformation errechnet (Silver und Dunlap, 2011).  
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4.  Ergebnisse 

Salmonella-Invasionsstudien wurden in den unterschiedlichsten Zellkulturmodellen 
durchgeführt. Eine experimentelle Aussage konnte hierbei nur für die im Versuch 
verwendeten Serovare in Korrelation zu meist einem einzigen Zellkulturmodell gegeben 
werden. Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit vier verschiedene 
Salmonella-Serovare (wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert) mit jeweils zwei bereits 
etablierten Zellarten (Epithelzellen und Makrophagen) aus je drei verschiedenen 
Wirtssystemen (Schwein, Maus, Mensch) verglichen. Zunächst wurden hierfür die 
Wachstumsbedingungen der Salmonella-Spezies und deren Wachstumskurve bestimmt 
(Kap. 4.1). Anschließend wurden die Invasivität, das intrazelluläre Überleben der Erreger 
mittels Infektionstests (Kap. 4.2) und der Immunfluoreszenz dargestellt (Kap. 4.3). Um 
Rückschlüsse zwischen der Invasivität und der NF-κB-Aktivierung ziehen zu können, wurde 
die Chemolumineszenz, basierend auf einer chemischen Transfektion, untersucht (Kap. 4.4 
und 4.5) und mit den Ergebnissen der Invasionsstudien korreliert (Kap. 4.6). 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die ermittelten porcinen NOD1- und NOD2-Sequenzen 
im Detail erläutert und eine abschließende vergleichende Sequenzanalyse durchgeführt 
(Kap. 4.7 und 4.8). 

4.1 Ermittlung der Salmonella-Wachstumskurven 

Für die in dieser Arbeit verwendeten Salmonella-Spezies wurden Wachstumskurven in 
LB-Medium und Zellkulturmedien (DMEM/HAM’S) über photometrische Messungen bei der 
Wellenlänge λ=600 nm (OD600) bis hin zur stationären Wachstumsphase ermittelt. Die 
Wachstumsphase unterteilt sich in die lag-Phase, in die Phase des beschleunigten 
Wachstums, in die log-Phase, in die Phase des limitierten Wachstums, in die stationäre 
Phase und die Absterbephase. Die Wachstumsphase ist ein bedeutender Faktor für die 
Invasivität der Salmonellen, da sie die Expression von Virulenzgenen beeinflusst (Adkins et 

al., 2006; Guiney et al., 1995). Aufgrund dessen wurde die Zeitspanne bis zum Erreichen der 
OD600 2,2, also kurz vor der spätlogarithmischen Wachstumsphase, ermittelt. 
Die OD600 2,2 in LB-Medium wurden nach 210min S. Enteritidis, nach 260min S. Dublin, 
nach 280min S. Typhimurium und nach 290min S. Choleraesuis erreicht. Die Serovare 
S. Enteritidis und S. Dublin zeigten eine geringere Verdopplungszeit und erreichten somit die 
OD600 2,2 in einer kürzeren Zeitspanne. Für eine OD600 2,2 mussten die Salmonellen 
ebtsprechend in 6 ml LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm über einen Zeitraum von 
210-290min angezogen werden. Für optimale und vergleichbare Bedingungen in den 
folgenden Infektionsversuchen mussten die Erreger gestaffelt, also je nach ihrer 
Generationszeit kultiviert werden, um zum Zeitpunkt der Infektion ähnliche 
Ausgangsbedingungen für jedes Serovar zu erhalten. Im Vergleich zum Wachstum im 
LB-Medium erreichten die Serovare im Zellkulturmedium deutlich später, erst nach ~400min, 
die OD600 2,2. Die spätlogarithmische Wachstumsphase in Zellkulturmedium lag hier jedoch 
bei einer OD600 1. Die OD600 1 in Zellkulturmedium wurden nach 250min S. Enteritidis, nach 
310min S. Dublin, nach 310min S. Typhimurium und nach 325min S. Choleraesuis erreicht. 
Somit war die Zeitspanne bis zum Erreichen der spätlogarithmischen Wachstumsphase 
unabhängig vom Wachstumsmedium und damit zwischen den Serovaren vergleichbar (Abb. 
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13). Die stationäre Wachstumsphase wurde in LB-Medium bei einer OD600 ca. 3,0-4,5 und im 
Zellkulturmedium bei einer OD600 ca. 2,0-3,5 erreicht. 
Darüber hinaus wurde die Gentamicin-Empfindlichkeit von den Salmonella-Serovaren 
getestet. Die in dieser Arbeit verwendeten Serovare waren Gentamicin-sensitiv für die 
Gentamicin-Konzentrationen von 10 und 50 ng/ml (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13 Darstellung der ermittelten Salmonella-Wachstumskurven in LB-Medium 
(A, links) und Zellkulturmedium (B, rechts) 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Wachstumskurven in LB-Medium (A, links) und Zellkulturmedium 
DMEM/HAM’S (B, rechts) in der halblogarithmischen Darstellung. Die Serovare zeigten ein 
vrgleichbares Wachstumsverhalten. Für die optimale Nutzung der Salmonellen im Infektionsversuch 
wurden die Erreger bis kurz vor der spätlogarithmischen Phase in LB-Medium angezogen (OD600 2,2). 

4.2 Salmonella-Infektionsversuch 

Für die Infektionsversuche wurden insgesamt sechs verschiedene permanente und bereits 
etablierte Zelllinien verwendet, jeweils eine epitheliale und eine makrophagenähnliche 
Zelllinie pro betrachteten Wirtsorganismus Schwein, Maus und Mensch. Die Zellkulturen 
wurden mit den vier Salmonella-Serovaren im modifizierten Gentamicin Protection Assay bei 
einer MOI von eins untersucht (Giannella et al., 1973; Mandell, 1973; Vaudaux und 
Waldvogel, 1979). Die Ergebnisse hierfür wurden sortiert nach den Wirtsorganismen 
dargestellt. 

4.2.1 KbE in porcinen Zellen 

In dieser Arbeit wurden die porcinen adhärenten Zelllinien IPEC-J2 und 3D4/31 für die 
Salmonella-Invasionsstudien verwendet. Hierbei wurde die Gesamtanzahl der intrazellulären 
Salmonellen in Koloniebildenden Einheiten (KbE) auf der Zeitachse als arithmetischer 
Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) pro betrachtetes Serovar ermittelt. 
In IPEC-J2-Zellen wurden 2h post infectionem (p. i.) folgende Anzahlen an intrazellulären 
Salmonellen kultiviert: S. Typhimurium 11,50±0,99 x 104 KbE, S. Enteritidis 6,31±0,44 x 104 
KbE gefolgt von S. Dublin 1,65±0,07 x 104 KbE und S. Choleraesuis 1,51±0,11 x 104 KbE. 
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Nach 4h p. i. wurden in den epithelialen IPEC-J2-Zellen 27,05±1,62 x 104 KbE 
S. Typhimurium, 15,74±1,18 x 104 KbE S. Enteritidis gefolgt von 3,92±0,19 x 104 KbE 
S. Dublin und 2,14±0,10 x 104 KbE S. Choleraesuis gezählt. Hierbei zeigten die porcinen 
intestinalen Zellen eine erhöhte Invasivität für die Zoonoseerreger S. Typhimurium und 
S. Enteritidis nach 2h p. i.. Die schweineadaptierte Serovar S. Choleraesuis wies eine 
vergleichbar geringere Invasivität auf. Nach 24h p. i. wurden in den epithelialen IPEC-J2-
Zellen 22,88±1,75 x 105 KbE S. Typhimurium, 45,40±3,46 x 105 KbE S. Enteritidis gefolgt 
von 4,06±0,30 x 105 KbE S. Choleraesuis und 2,94±0,15 x 105 KbE S. Dublin gezählt (Abb. 
14). Im Verlaufe der Infektion waren es ebenfalls die nicht-wirtsadaptierten Erreger 
S. Typhimurium und S. Enteritidis, welche die höchsten intrazellulären Vermehrungsraten 
aufwiesen. Entgegen den Erwartungen war jedoch das Verhalten vom schweineadaptierten 
S. Choleraesuis, welche weder eine hohe initiale Invasivität noch eine hohe intrazelluläre 
Vermehrung 24h p. i. in porcinen IPEC-J2 zeigte. Die intrazelluläre Zunahme eines 
betrachteten Salmonella-Serovars im Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für jedes 
Serovar in IPEC-J2 statistisch hoch signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht 
eingezeichnet) (Abb. 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Abb. 14 Infektionsversuch bei porcinen epithelialen Zellen (IPEC-J2, links) und 
bei porcinen makrophagenähnlichen Zellen (3D4/31, rechts) 
Dargestellt sind in der linken halblogarithmischen Teilabbildung die Gesamtanzahl der intrazellulären 
Salmonellen in KbE auf der Zeitachse als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) für 
IPEC-J2 und in der rechten halblogarithmischen Teilabbildung für 3D4/31. Innerhalb eines 
betrachteten Serovars waren die Invasionsraten über 2h, 4h und 24h p. i. statistisch hoch signifikant 
unterschiedlich (ANOVA mit Messwertwiederholung, α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet). 

 
In 3D4/31-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären Salmonellen kultiviert: 
S. Typhimurium 9,50±0,31 x 105 KbE, S. Enteritidis 5,99±0,10 x 105 KbE gefolgt von 
S. Dublin 3,51±0,21 x 105 KbE und S. Choleraesuis 1,50±0,07 x 105 KbE. Die porcinen 
makrophagenähnlichen Zellen 3D4/31 wiesen eine erhöhte initiale Invasivität für die 
Serovare S. Typhimurium, gefolgt von S. Enteritidis und S. Dublin auf. Nach 4h p. i. wurden 
in den 3D4/31-Zellen 12,37±0,40 x 105 KbE S. Typhimurium, 12,03±0,38 x 105 KbE 
S. Enteritidis gefolgt von 5,01±0,39 x 105 KbE S. Dublin und 2,82±0,14 x 105 KbE 

IPEC-J2 3D4/31 
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S. Choleraesuis gezählt. Nach 24h p. i. wurden in den 3D4/31-Zellen folgende KbE-Werte 
ermittelt: 12,09±0,81 x 106 KbE S. Typhimurium, 17,63±0,86 x 106 KbE S. Enteritidis gefolgt 
von 6,40±0,33 x 106 KbE S. Choleraesuis und 2,69±0,14 x 106 KbE S. Dublin (Abb. 14). 
Auch hier war es die schweineadaptierte Serovar S. Choleraesuis, die zwar eine 
vergleichbar geringere Invasivität aufwies, die sich jedoch im Gegensatz zu IPEC-J2-Zellen 
im Zeitverlauf bis 24h p. i. besser in den Makrophagen vermehren konnte. Die intrazelluläre 
Zunahme eines betrachteten Salmonella-Serovars im Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. 
war für jedes Serovar in 3D4/31 statistisch hoch signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht 
eingezeichnet) (Abb. 14). 

4.2.2 KbE in murinen Zellen 

Als Zellkulturmodell murinen Ursprunges wurden die Zellkultursysteme MODE-K und 
RAW264.7 verwendet. Hierbei wurde die Gesamtanzahl der intrazellulären Salmonellen in 
KbE auf der Zeitachse als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) ermittelt. 
In MODE-K-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären Salmonellen 
kultiviert: S. Choleraesuis 8,65±0,78 x 105 KbE, S. Dublin 6,73±0,23 x 105 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 4,65±0,21 x 105 KbE und S. Enteritidis 1,53±0,10 x 105 KbE. In den 
intestinalen epithelialen Zellen MODE-K waren 2h p. i. vermehrt S. Coleraesuis und 
S. Dublin nachweisbar. Nach 4h p. i. wurden in MODE-K folgende KbE-Werte ermittelt: 
S. Choleraesuis 2,24±0,27 x 106 KbE, S. Dublin 1,40±0,03 x 106 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 1,08±0,03 x 106 KbE und S. Enteritidis 0,25±0,01 x 106 KbE. Nach 24h p. i. 
wurden in MODE-K 4,08±0,41 x 107 KbE S. Typhimurium, 2,22±0,21 x 107 KbE 

S. Choleraesuis, 1,90±0,06 x 107 KbE S. Dublin gefolgt von 1,67±0,08 x 107 KbE 
S. Enteritidis ermittelt (Abb. 15). Aufgrund des starken intrazellulären Wachstums konnte das 
vermehrte Vorkommen vom mäusepathogenen Serovar S. Typhimurium nach 24h p. i. 
beobachtet werden. Die intrazelluläre Zunahme eines betrachteten Salmonella-Serovars im 
Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für jedes Serovar in MODE-K statistisch hoch 
signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet) (Abb. 15). 
 
In RAW264.7-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären Salmonellen 
kultiviert: S. Choleraesuis 6,59±1,07 x 105 KbE, S. Dublin 6,62±0,49 x 105 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 4,83±0,30 x 105 KbE und S. Enteritidis 3,48±0,28 x 105 KbE. Die murine 
Makrophagenzelllinie RAW264.7 zeigte initial (2h p. i.) eine erhöhte Invasivität für die 
Serovare S. Choleraesuis und S. Dublin. Nach 4h p. i. wurden in RAW264.7 folgende KbE-
Werte ermittelt: S. Choleraesuis 11,56±1,25 x 105 KbE, S. Dublin 11,14±0,71 x 105 KbE 
gefolgt von S. Typhimurium 6,13±0,35 x 105 KbE und S. Enteritidis 5,23±0,30 x 105 KbE. 
Nach 24h p. i. wurden in RAW264.7 20,83±2,21 x 106 KbE S. Dublin, 11,15±1,77 x 106 KbE 

S. Choleraesuis gefolgt von 5,88±0,26 x 106 KbE S. Enteritidis und 3,98±0,33 x 106 KbE 
S. Typhimurium gezählt (Abb. 15). Im Verlauf zum 24h p. i. Wert war es die S. Dublin 
Serovar, welche eine starke intrazelluläre Vermehrung zeigte. Die mäuseadaptierte 
S. Typhimurium Serovar, welche klinisch gesehen typhusähnliche Symptome bei der Maus 
hervorrufen kann, war in den RAW264.7-Zellen weder verstärkt invasiv noch zeigte sie eine 
deutliche intrazelluläre Vermehrung bis zum Zeitpunkt 24h p. i.. Die intrazelluläre Zunahme 
eines betrachteten Salmonella-Serovars im Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für 
jedes Serovar in RAW264.7 statistisch hoch signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht 
eingezeichnet) (Abb. 15). 



  4. Ergebnisse 

 67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15 Infektionsversuch bei murinen epithelialen Zellen (MODE-K, links) und 
murinen makrophagenähnlichen Zellen (RAW264.7, rechts) 
Dargestellt sind in der halblogarithmischen Teilabbildung links die Gesamtanzahl der intrazellulären 
Salmonellen in KbE auf der Zeitachse als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) für 
MODE-K und rechts für RAW264.7. Innerhalb eines betrachteten Serovars waren die Invasionsraten 
über 2h, 4h und 24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich (ANOVA mit 
Messwertwiederholung, α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet). 

4.2.3 KbE in humanen Zellen 

Für die Invasionstudien wurden die humanen Zelllinien LoVo und THP-1 verwendet. Hierbei 
wurde die Gesamtanzahl der intrazellulären Salmonellen in Koloniebildenden Einheiten 
(KbE) auf der Zeitachse als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) ermittelt. 
In LoVo-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären Salmonellen kultiviert: 
S. Typhimurium 8,49±1,10 x 105 KbE, S. Dublin 6,08±0,68 x 105 KbE und S. Choleraesuis 
5,37±0,25 x 105 KbE gefolgt von S. Enteritidis 4,98±0,57 x 105 KbE. Die intestinalen 
epithelialen Zellen LoVo waren zum Zeitpunkt 2h p. i. vor allem intrazellulär besiedelt mit 
S. Typhimurium und S. Dublin, gefolgt von S. Choleraesuis. Nach 4h p. i. wurden in LoVo 
folgende KbE-Werte ermittelt: S. Typhimurium 11,36±1,59 x 105 KbE, S. Dublin 
8,60±1,06 x 105 KbE gefolgt von S. Choleraesuis 7,29±0,30 x 105 KbE und S. Enteritidis 
6,88±0,78 x 105 KbE. Nach 24h p. i. wurden in LoVo 6,82±0,79 x 107 KbE S. Typhimurium, 
6,38±0,79 x 107 KbE S. Enteritidis, 2,53±0,34 x 107 KbE S. Dublin gefolgt von 
0,50±0,02 x 107 KbE S. Choleraesuis gezählt (Abb. 16). Nach 24h p. i. waren vor allem die 
Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis mit der stärksten intrazellulären Vermehrung in 
LoVo nachweisbar. Die intrazelluläre Zunahme eines betrachteten Salmonella-Serovars im 
Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für jedes Serovar in LoVo statistisch hoch 
signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet) (Abb. 16). 

MODE-K RAW264.7 
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LoVo 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 16 Infektionsversuch bei humanen 
epithelialen Zellen (LoVo) 
Halblogarithmisch dargestellt ist die Gesamtanzahl der 
intrazellulären Salmonellen in KbE auf der Zeitachse 
als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler 
(σn) für LoVo-Zellen. Innerhalb eines betrachteten 
Serovars waren die Invasionsraten über 2h, 4h und 
24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich 
(ANOVA mit Messwert-wiederholung, α ≤ 0,01(**), 
nicht eingezeichnet). 

 
Die makrophagenähnlichen THP-1-Zellen wurden im Infektionstest sowohl als Suspension 
(THP-1s) als auch im adhärenten Zustand durch Aktivierung der Zellen mit PMA untersucht 
(THP-1a). In THP-1s-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären 
Salmonellen kultiviert: S. Dublin 1,46±0,11 x 105 KbE, S. Choleraesuis 1,30±0,20 x 105 KbE 
gefolgt von S. Typhimurium 1,09±0,15 x 105 KbE und S. Enteritidis 0,97±0,22 x 105 KbE. Die 
Suspensionszellkultur der THP-1s zeigte eine verstärkte Invasion 2h p. i. für die Serovare 
S. Dublin und S. Choleraesuis. Nach 4h p. i. wurden in THP-1s folgende KbE-Werte ermittelt: 
S. Dublin 3,03±0,34 x 105 KbE, S. Choleraesuis 2,39±0,41 x 105 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 1,72±0,20 x 105 KbE und S. Enteritidis 1,26±0,24 x 105 KbE. Nach 24h p. i. 
wurden in THP-1s 27,85±3,95 x 105 KbE S. Dublin, 20,11±3,16 x 105 KbE S. Choleraesuis 
gefolgt von 10,29±1,58 x 105 KbE S. Enteritidis und 6,51±1,04 x 105 KbE S. Typhimurium 
gezählt (Abb. 17). Die intrazelluläre Zunahme eines betrachteten Salmonella-Serovars im 
Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für die Serovare S. Dublin, S. Choleraesuis und 
S. Typhimurium in THP-1s statistisch hoch signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht 
eingezeichnet) (Abb. 17). 
 
In THP-1a-Zellen wurden 2h p. i. folgende Anzahlen an intrazellulären Salmonellen kultiviert: 
S. Dublin 7,82±0,84 x 105 KbE, S. Choleraesuis 6,43±0,47 x 105 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 2,86±0,16 x 105 KbE und S. Enteritidis 2,47±0,23 x 105 KbE. Die 
Suspensionszellkultur der THP-1a zeigte eine verstärkte Invasion 2h p. i. für die Serovare 
S. Dublin und S. Choleraesuis. Nach 4h p. i. wurden in THP-1a folgende KbE-Werte 
ermittelt: S. Dublin 11,57±0,62 x 105 KbE, S. Choleraesuis 8,50±0,61 x 105 KbE gefolgt von 
S. Typhimurium 5,21±0,74 x 105 KbE und S. Enteritidis 3,34±0,18 x 105 KbE. Nach 24h p. i. 
wurden in THP-1a 8,19±0,15 x 106 KbE S. Choleraesuis, 4,49±0,48 x 106 KbE S. Dublin 
gefolgt von 4,35±0,28 x 106 KbE S. Enteritidis und 4,10±0,53 x 106 KbE S. Typhimurium 
gezählt (Abb. 17). Die intrazelluläre Zunahme eines betrachteten Salmonella-Serovars im 
Verlauf der Zeit von 2, 4 und 24h p. i. war für alle Serovare in THP-1a statistisch hoch 
signifikant unterschiedlich (α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet) (Abb. 17). 
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Im Vergleich zu den Suspensionszellen sind die Invasionsraten der aktivierten, adhärenten 
THP-1 jedoch deutlich höher. Da sich die relativen Verhältnisse zwischen der 
Suspensionszellkultur THP-1s und den adhärenten THP-1a nur geringfügig unterschieden, 
wurden in den folgenden Abbildungen nur die Ergebnisse mit den aktivierten, adhärenten 
THP-1a dargestellt. Die Ergebnisse für die Suspensionszellkultur THP-1s wurden im Anhang 
abgebildet (Abb. 45-49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17 Infektionsversuch bei humanen makrophagenähnlichen Zellen (THP-1) in 
Suspension (links, THP-1s) und adhärent (rechts, THP-1a) 
Dargestellt sind in der linken halblogarithmischen Teilabbildung die Gesamtanzahl der intrazellulären 
Salmonellen in KbE auf der Zeitachse als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) für 
THP-1s und in der rechten halblogarithmischen Teilabbildung für THP-1a. Innerhalb eines 
betrachteten Serovars waren die Invasionsraten für THP-1a über 2h, 4h und 24h p. i. statistisch hoch 
signifikant unterschiedlich (ANOVA mit Messwertwiederholung, α ≤ 0,01(**), nicht eingezeichnet). 

4.2.4 Berechnung der Steigung m aus den KbE-Kurven 

Aufgrund der in Kapitel 4.2.1–4.2.3 aufgeführten Gesamtanzahl der intrazellulären 
Salmonellen als KbE in der halblogarithmischen Darstellung wurde die Steigung m wie folgt 
berechnet: 

x

y
m

∆

∆
=  

 

Die Steigung m gab in diesem Fall die intrazelluläre Vermehrungsraten der Salmonellen 
zwischen den Zeitpunkten 2h p. i. und 24h p. i. an. Innerhalb zweier Zellarten (Epithel und 
Makrophagen) eines Wirtmodells (Schwein, Maus und Mensch) wurden die Serovare mit 
Hilfe der MANOVA und dem Post Hoc Scheffé auf statistische Signifikanz überprüft. 
 
Hierbei zeigte S. Typhimurium folgende m-Werte: 1646,21±126,84 in IPEC-J2, 
8438,25±606,61 in 3D4/31, 30579,54±3137,38 in MODE-K, 2651,01±237,48 in RAW264.7, 
51093,68±5944,81 in LoVo und 2893,49±402,99 in THP-1a. S. Typhimurium wies die 
höchsten intrazellulären Vermehrungsraten in epithelialen MODE-K und epithelialen LoVo-

THP-1s THP-1a 
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Zellen auf. Statistisch signifikant war der Epithel-Makrophagen-Unterschied im murinen und 
humanen System. S. Choleraesuis zeigte folgende m-Werte: IPEC-J2 296,38±23,10, 3D4/31 
4734,59±251,42, MODE-K 16230,68±1554,62, RAW264.7 7940,65±1271,84, LoVo 
3448,86±184,83 und THP-1a 5721,90±111,00. S. Choleraesuis war in der Lage sich 
besonders schnell in murinen MODE-K- und RAW264.7-Zellen zu vermehren. Im porcinen 
und murinen System zeigte sich ein statistisch signifikanter Epithel-Makrophagen-
Unterschied. Der Infektionsversuch mit S. Dublin erbrachte folgende m-Werte: 210,21±11,67 
IPEC-J2, 1774,49±101,73 3D4/31, 13931,43±519,05 MODE-K, 15282,07±1660,04 
RAW264.7, 18765,65±2596,92 LoVo und 2815,34±304,17 THP-1a. S. Dublin wies die 
höchsten intrazellulären Vermehrungsraten in epithelialen MODE-K-, epithelialen LoVo-
Zellen und in RAW264.7-Zellen auf. S. Dublin zeigte im humanen System einen statistisch 
signifikanten Epithel-Makrophagen-Unterschied. S. Enteritidis zeigte folgende m-Werte: 
3610,09±275,94 IPEC-J2, 12906,06±660,88 3D4/31, 12578,40±640,98 MODE-K, 
4195,32±195,91 RAW264.7, 47994,57±6007,91 LoVo, 3109,84±230,60 THP-1a. 
S. Enteritidis konnte sich besonders schnell in LoVo, MODE-K und den porcinen 3D4/31 
vermehren. S. Enteritidis zeigte im humanen System einen statistisch signifikanten Epithel-
Makrophagen-Unterschied. Vor allem die Zoonoseerreger S. Typhimurium und auch 
S. Enteritidis waren in der Lage, sich intrazellulär in den sechs Zellkulturen schnell zu 
vermehren (Abb. 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18 Darstellung der Steigung m als Messwert für die intrazelluläre 
Vermehrungsrate von Salmonellen 
Gezeigt ist die Steigung m berechnet anhand der intrazellulären Vermehrungszahlen in KbE zwischen 
den Zeitpunkten 2h und 24h p. i. als x  + σn. Zwischen den zwei Zellarten (Epithel und Makrophagen) 
innerhalb eines Wirtmodells wurden die Serovare mit Hilfe der MANOVA auf statistische Signifikanz 
geprüft (Post Hoc Scheffé). Die Ergebnisse hierzu wurden für die vier Serovare (vier Balken) unter der 
Abbildung für die drei Wirtsmodelle (Schwein, Maus und Mensch) und mit α ≤ 0,01(**) und 
α ≤ 0,05(*) dargestellt. 

 
 
Darüber hinaus erfolgte im Anhang die Darstellung der Steigung m als Messwert für die 
intrazelluläre Vermehrungsrate zwischen den Zeitpunkten 2h p. i. und 24h p. i. für THP-1-
Zellen in Suspension (THP-1s) (Abb. 45). Es ergab sich keine Änderung der bereits in 
Abb. 18 dargestellten statistischen Signifikanzen. 



  4. Ergebnisse 

 71 

Des Weiteren wurde die Steigung m ebenfalls zwischen den Zeitpunkten 4h und 24h p. i. 
berechnet und im Anhang abgebildet (Abb. 46). Hierbei ergaben sich keine Unterschiede in 
den bereits in Abb. 18 dargestellten statistischen Signifikanzen. 
 
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass THP-1-Zellen deutliche Unterschiede bei der 
intrazellulären Vermehrungsrate in Bezug auf ihre Vorbehandlung aufwiesen. Salmonellen in 
PMA-aktivierten THP-1a-Zellen demonstrierten eine höhere intrazelluläre Vermehrungsrate 
im Vergleich zu unstimulierten THP-1s. Darüber hinaus waren es die Serovare 
S. Typhimurium und S. Enteritidis, welche deutliche Unterschiede zwischen den 
unstimulierten THP-1s im Vergleich zu den stimulierten THP-1a-Zellen in der Steigung m 
zeigten (Tab. 12). 
 
Tab. 12 Vergleich der Steigung m bei THP-1s und THP-1a 

 THP-1s THP-1a 
Differenz 
(THP-1a - THP-1s) 

-fache Steigerung 
(THP-1a gegenüber 
THP-1s) 

S. Typhimurium 410,88±69,22 2893,49±402,99 2482,61 7,04 

S. Choleraesuis 1438,58±235,72 5721,90±111,00 4283,32 3,98 

S. Dublin 1999,34±292,83 2815,34±304,17 816,00 1,41 

S. Enteritidis 564,08±104,03 3109,84±230,60 2545,76 5,51 

4.2.5 Berechnung der relativen Anzahl intrazellulärer Salmonellen 2h p. i. 

In dieser Arbeit wurden sechs Zelllinien für die Salmonella-Invasionsstudien verwendet. 
Hierbei wurden die relativen Infektionsraten (Anzahl der rekultivierbaren 
Salmonellen / Anzahl der Infektionsmenge) pro betrachtetes Serovar ermittelt. Zuerst wurde 
die relative Anzahl intrazellulärer Salmonellen zum ersten ermittelten Zeitpunkt 2h p. i. 
gegeneinander aufgetragen. So konnten die initialen relativen Infektionsraten als Ausdruck 
der Invasivität der einzelnen Salmonellen beurteilt und miteinander verglichen werden. 
 
S. Typhimurium zeigte folgende initialen Invasionsraten: 91,15±5,37 % IPEC-J2, 
70,86±1,16 % 3D4/31, 41,63±2,10 % MODE-K, 28,68±0,72 % RAW264.7, 122,09±4,61 % 
LoVo und 32,72±1,56 % THP-1a. Die Serovar S. Typhimurium war statistisch signifikant 
invasiver in den betrachteten epithelialen Zellen im Vergleich zu den makrophagenähnlichen 
Zellen des porcinen und humanen Wirtsmodells. S. Choleraesuis zeigte folgende initiale 
Invasionsraten: 10,84±0,85 % IPEC-J2, 11,19±0,45 % 3D4/31, 64,40±2,25 % MODE-K, 
35,36±1,85 % RAW264.7, 38,40±0,69 % LoVo und 76,84±6,38 % THP-1a. Die Serovar 
S. Choleraesuis war statistisch signifikant invasiver in den murinen epithelialen Zellen im 
Vergleich zu den murinen makrophagenähnlichen Zellen, jedoch statistisch signifikant 
invasiver in den humanen makrophagenähnlichen Zellen im Vergleich zu den humanen 
epithelialen Zellen. S. Dublin zeigte folgende initiale Invasionsraten: 15,81±0,75 % IPEC-J2, 
39,97±2,14 % 3D4/31, 74,86±3,45 % MODE-K, 70,25±2,89 % RAW264.7, 124,11±8,08 % 
LoVo und 138,18±11,67 THP-1a. Die Serovar S. Dublin war statistisch signifikant invasiver in 
den porcinen makrophagenähnlichen Zellen im Vergleich zu den porcinen epithelialen 
Zellen. S. Enteritidis zeigte folgende initiale Invasionsraten: 46,11±1,79 % IPEC-J2, 
44,96±0,78 % 3D4/31, 13,98±0,99 % MODE-K, 26,55±1,55 % RAW264.7, 83,02±5,21 % 
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LoVo und 29,14±2,35 THP-1a. Die Serovar S. Enteritidis war statistisch signifikant invasiver 
in den humanen epithelialen Zellen im Vergleich zu den humanen makrophagenähnlichen 
Zellen (Abb. 19). Die höchsten initialen Invasionswerte in vitro zeigten in dieser Arbeit die 
Serovare S. Typhimurium und S. Dublin. Die Zoonoseerreger S. Typhimurium und 
S. Enteritidis wurden gehäuft in Zellen porcinen Ursprungs sowie in den humanen 
epithelialen Zellen rekultiviert. 
 
Die mäusepathogene Serovar S. Typhimurium war nicht vermehrt invasiv in Zellen murinen 
Ursprungs. Entgegen den Erwartungen war auch die schweineadaptierte Serovar 
S. Choleraesuis nicht verstärkt in porcinen Epithelzellen und Makrophagen nachweisbar. Die 
Serovar S. Choleraesuis zeigte jedoch in vitro eine scheinbar höhere Invasivität für murine 
und humane Zellen. Nach Berechnung des Mittelwertes der relativen Anzahl intrazellulärer 
Salmonellen aus den epithelialen und makrophagenähnlichen Zellen zum Zeitpunkt 2h p. i. 
für die drei verwendeten Tierarten war es möglich, die drei Tiermodelle aufgrund Ihrer 
ermittelten Invasivitäten statistisch miteinander zu vergleichen. So zeigte sich, dass die 
mäusepathogene S. Typhimurium Serovar in Zellen murinen Ursprungs signifikant weniger 
invasiv war. Auch der schweinepathogene Erreger S. Choleraesuis war signifikant geringer 
invasiv in porcinen Zellen. S Dublin und auch S. Enteritidis unterschieden sich signifikant in 
allen drei Tiermodellen (Abb. 19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 19 Darstellung der initialen Invasionsraten 2h p. i. 
Gezeigt sind die relativen intrazellulären Salmonellenanzahlen pro Serovar 
(wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert) als x  + σn. Innerhalb eines Wirtmodells 
(Schwein, Maus und Mensch) wurde die Salmonella-Invasivität zwischen Epithelzellen 
und Makrophagen mit Hilfe der MANOVA auf statistische Signifikanz geprüft (Post Hoc 
Scheffé; α ≤ 0,01(**); Balken über der x-Achse). 
Darüber hinaus wurden die drei Wirtsmodelle untereinander mittels T-Test auf 
ungepaarte Stichproben verglichen (α ≤ 0,01(**); Balken unter der x-Achse). 
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Die graphische Darstellung der initialen Invasionsraten zum Zeitpunkt 2h p. i. für die THP-1s-
Zellen befindet sich im Anhang (Abb. 47). Die Salmonellen zeigten in THP-1s folgende 
initialen Invasionsraten: 20,10±1,42 % S. Typhimurium, 26,72±1,03 % S. Choleraesuis, 
39,16±1,59 % S. Dublin und 14,72±1,96 % S. Enteritidis (Tab. 13). Somit wurde gezeigt, 
dass THP-1-Zellen deutliche Unterschiede bei den initialen Invasionswerten in Bezug auf 
ihre Vorbehandlung aufweisen. So waren PMA-aktivierte, adhärente THP-1-Zellen sensitiver 
für eine Salmonelleninfektion. Darüber hinaus waren es die Serovare S. Choleraesuis und 
S. Dublin, welche deutlich weniger invasiv sind in den unstimulierten THP-1s im Vergleich zu 
den stimulierten THP-1a. 
 
Tab. 13 Vergleich der initialen Invasionsraten bei THP-1s und THP-1a 

 THP-1s THP-1a 
Differenz 
(THP-1a - THP-1s) 

-fache Steigerung 
(THP-1a gegenüber 
THP-1s) 

S. Typhimurium 20,10±1,42 % 32,72±1,56 % 12,62 1,63 

S. Choleraesuis 26,72±1,03 % 76,84±6,38 % 50,12 2,88 

S. Dublin 39,16±1,59 % 138,18±11,67 % 99,02 3,53 

S. Enteritidis 14,72±1,96 % 29,14±2,35 % 14,42 1,98 

4.2.6 Berechnung der relativen Anzahl intrazellulärer Salmonellen 4h p. i. und 24h p. i. 

In dieser Arbeit wurden sechs Zelllinien für die Salmonella-Invasionsstudien verwendet. 
Hierbei wurden die relativen Infektionsraten (Anzahl der rekultivierbaren 
Salmonellen / Anzahl der Infektionsmenge) zu den Zeitpunkten 4h p. i. und 24h p. i. für die in 
dieser Arbeit verwendeten vier Serovare ermittelt. So konnten die relativen Infektionsraten 
als Ausdruck der intrazellulären Vermehrung der einzelnen Serovare beurteilt und 
miteinander verglichen werden. Hierbei erfolgte die Darstellung der relativen Infektionsraten 
pro betrachtetes Serovar aufgeführt als x  + σn. Die relativen Infektionsraten über 4h und 
24h p. i. wurden auf statistische Signifikanz mittels der MANOVA untersucht. 
 
S. Typhimurium zeigte folgende relative Infektionsraten 4h p. i.: 222,01±9,66 % IPEC-J2, 
92,33±1,49 % 3D4/31, 97,20±3,28 % MODE-K, 37,01±1,35 % RAW264.7, 157,91±5,03 % 
LoVo und 58,50±7,58 % THP-1a. S. Typhimurium wies die höchsten relativen Infektionsraten 
in porcinen Zellen (IPEC-J2 und 3D4/31) auf. S. Choleraesuis zeigte folgende relative 
Infektionsraten 4h p. i.: 15,40±0,90 % IPEC-J2, 20,97±0,85 % 3D4/31, 143,37±5,02 % 
MODE-K, 69,51±3,26 % RAW264.7, 52,38±1,01 % LoVo und 101,47±8,26 % THP-1a. 
S. Choleraesuis besaß die höchsten relativen Infektionsraten in murinen Zellen (MODE-K, 
RAW264.7) und in THP-1a. S. Dublin zeigte folgende relative Infektionsraten 4h p. i.: 
36,38±1,07 % IPEC-J2, 55,15±2,49 % 3D4/31, 155,48±5,50 % MODE-K, 118,82±5,05 % 
RAW264.7, 162,85±8,79 % LoVo und 207,97±7,16 % THP-1a. Die höchsten relativen 
Infektionsraten für S. Dublin lagen bei den murinen und humanen Zellen, hier vor allem 
THP-1a. S. Enteritidis zeigte folgende relative Infektionsraten 4h p. i.: 112,91±4,82 % IPEC-
J2, 90,43±2,99 % 3D4/31, 23,52±0,69 % MODE-K, 41,30±2,35 % RAW264.7, 
116,46±7,11 % LoVo und 39,73±1,80 % THP-1a. S. Enteritidis wies die höchsten relativen 
Infektionsraten in porcinen und humanen Epithelzellen sowie in 3D4/31 auf (Abb. 20). Die 
vergleichbare Darstellung für 4h p. i. mit THP-1s-Zellen befindet sich im Anhang (Abb. 48). 
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Abb. 20 Darstellung der 
Infektionsraten in 
epithelialen (oben) und 
makrophagenähnlichen 
(unten) Zellen nach 
4h p. i. 
Innerhalb einer Zellart (3 
Epithel- und 3 makrophagen-
ähnliche Zellen) wurde die 
Salmonella-Infektion der vier 
Serovare, dargestellt als 
x  + σn, mit Hilfe der MANOVA 
(Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01 (Buchstaben a-c*)) 
Hierbei bedeuten gleiche 
Buchstaben (a-c) keine 
Signifikanz. 
Unterhalb der Abbildungen 
wurde die Salmonella-
Infektion der vier Serovare 
zwischen den drei Wirts-
modellen (Schwein, Maus und 
Mensch) mit Hilfe der 
MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz 
geprüft (α ≤ 0,05(*), 
α ≤ 0,001(***)). 

 
S. Typhimurium zeigte folgende relative Infektionsraten 24h p. i.: 1816,63±66,87 % IPEC-J2, 
885,46±41,09 % 3D4/31, 2736,79±162,98 % MODE-K, 229,63±11,94 % RAW264.7, 
11570,69±538,26 % LoVo und 463,90±54,16 % THP-1a. S. Typhimurium wurde vor allem in 
humanen LoVo-Zellen ermittelt. S. Choleraesuis zeigte folgende relative Infektionsraten 
24h p. i.: 282,07±14,79 % IPEC-J2, 472,46±17,86 % 3D4/31, 1514,11±44,21 % MODE-K, 
611,35±28,27 % RAW264.7, 363,60±12,07 % LoVo und 971,71±23,17 % THP-1a. Die 
Serovar S. Choleraesuis konnte vermehrt in den epithelialen MODE-K detektiert werden. 
S. Dublin zeigte folgende relative Infektionsraten 24h p. i.: 280,66±15,62 % IPEC-J2, 
305,60±9,54 % 3D4/31, 2086,17±66,05 % MODE-K, 2049,85±86,45 % RAW264.7, 
4766,67±180,81 % LoVo und 794,12±66,31 % THP-1a. S. Dublin besaß hierbei die höchste 



  4. Ergebnisse 

 75 

relative Infektionsrate humanen LoVo- und in murinen RAW264.7-Zellen. S. Enteritidis zeigte 
folgende relative Infektionsraten 24h p. i.: 3441,43±126,89 % IPEC-J2, 1329,94±69,97 % 
3D4/31, 1541,20±71,71 % MODE-K, 473,61±27,43 % RAW264.7, 9169,45±278,81 % LoVo 
und 528,31±42,63 % THP-1a. Die höchsten relativen Infektionsraten für S. Enteritidis lagen 
bei den epithelialen LoVo- und IPEC-J2-Zellen (Abb. 21). Die vergleichbare Darstellung für 
24h p. i. mit THP-1s-Zellen befindet sich im Anhang (Abb. 49). 
 
Hierbei wurde ersichtlich, dass in den porcinen Zellen sowohl bei 2h, 4h als auch bei 24h p. i. 
S. Typhimurium und S. Enteritidis gehäuft nachweisbar waren. In den murinen Zellen waren 
es vor allem die Serovare S. Dublin und S. Choleraesuis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 21 Darstellung der 
Infektionsraten in 
epithelialen (oben) und 
makrophagenähnlichen 
(unten) Zellen nach 
24h p. i. 
Innerhalb einer Zellart (3 
Epithel- und 3 makrophagen-
ähnliche Zellen) wurde die 
Salmonella-Infektion der vier 
Serovare, dargestellt als 
x  + σn, mit Hilfe der MANOVA 
(Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01(Buchstaben a-d*)) 
Hierbei bedeuten gleiche 
Buchstaben (a-d) keine 
Signifikanz. 
Unterhalb der Abbildungen 
wurde die Salmonella-
Infektion der vier Serovare 
zwischen den drei Wirts-
modellen (Schwein, Maus und 
Mensch) mit Hilfe der 
MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz 
geprüft (α ≤ 0,05(*), 
α ≤ 0,001(***)). 
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4.2.7 Vergleich der relativen Anzahl intrazellulärer Salmonellen in epithelialen und 

makrophagenähnlichen Zellen 

In dieser Arbeit wurden drei epitheliale und drei makrophagenähnliche Zelllinien für die 
Salmonella-Infektionsstudien verwendet. Aus allen Rohdaten der relativen Infektionsraten 
((Anzahl der rekultivierbaren Salmonellen)/(Anzahl der Infektionsmenge)) für die vier 
Salmonella-Serovare nach 2h p. i. und nach 24h p. i. erfolgte eine Berechnung der Quartile 
pro Zellart (Epithel und Makrophagen). So konnten die relativen Infektionsraten für die 
beiden verwendeten Zellarten beurteilt und miteinander im Boxplot-Diagramm verglichen 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22 Darstellung der Infektionsraten nach Zellart (Epithel und Makrophagen) 
2h p. i. (links) und 24h p. i. (rechts) 
Dargestellt sind die relativen Infektionswerte aller epithelialen und makrophagenähnlichen Zellen für 
alle verwendeten Serovare als Median ( x~ ), Quartil Q.25 und Q.75, Dezil Q.10 und Q.90 sowie den 
Minimum-, Maximumwerten. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test für ungepaarten 
Stichproben getestet (α ≤ 0,01(**)). 

 
Nach 2h p. i. wurden folgende Quartile (in %) ermittelt: Median ( x~ ) 52,67 für epitheliale 
Zellen und 33,79 für makrophagenähnliche Zellen, Quartil Q.25 24,55 für epitheliale Zellen 
und Q.25 23,73 für makrophagenähnliche Zellen, Quartil Q.75 86,24 für epitheliale Zellen und 
Q.75 50,21 für makrophagenähnliche Zellen. 
Nach 24h p. i. wurde folgende Quartile (in %) berechnet: Median ( x~ ) 1938,87 für epitheliale 
Zellen und 498,37 für makrophagenähnliche Zellen, Quartil Q.25 892,26 für epitheliale Zellen 
und Q.25 303,85 für makrophagenähnliche Zellen, Quartil Q.75 4319,24 für epitheliale Zellen 
und Q.75 880,37 für makrophagenähnliche Zellen. 
Hierbei zeigte sich, dass die epithelialen Zellen im Gegensatz zu den makrophagenähnlichen 
Zellen eine statistisch signifikant höhere intrazelluläre Salmonelleninvasionsrate 2h p. i. und 
auch eine höhere relative Anzahl intrazellulärer Salmonellen 24h p. i. aufweisen (Abb. 22). 

2h p.i. 24h p.i. 
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Die Berechnung der Quartile mit den Werten von THP-1s (unstimuliert, Suspension) im 
Vergleich zu THP-1a (aktiviert, Adhärent) ergab keine Veränderung der bereits in Abb. 22 
gezeigten statistischen Signifikanzen (nicht dargestellt). 
 
Dieser Epithel-Makrophagen-Unterschied aus Abb. 22 wurde darüber hinaus auch für die 
einzelnen vier Serovare zu den Zeitpunkten 2, 4 und 24h p. i. auf statistische Signifikanz 
mittels T-Test für ungepaarte Stichproben geprüft. Hierbei zeigte sich, dass für die 
Zeitpunkte 4 und 24h p. i. auch alle vier Serovare einen statistisch signifikanten Epithel-
Makrophagen-Unterschied aufwiesen. Nach 2h p. i. war dieser Epithel-Makrophagen-
Unterschied der Infektionsraten nur signifikant für die Serovare S. Typhimurium, 
S. Choleraesuis und S. Enteritidis. (Tab. 14). 
 
Tab. 14 Darstellung der Epithel-Makrophagen-Unterschiede für alle vier Serovare 
Gezeigt sind die p-Werte des T-Test’s (2-seitige Signifikanz) nach Berechnung des Epithel-
Makrophagen-Unterschiedes der relativen Werte der Infektionsversuche. Hierbei wurden die Werte 
der Epithelien und der Makrophagen gemittelt. 

Zeitpunkt 
p. i. 

S. Typhimurium S. Choleraesuis S. Dublin S. Enteritidis 

2h p ≤ 0,001(***) p = 0,046(*) p = 0,151 p ≤ 0,001(***) 

4h p ≤ 0,001(***) p = 0,040(*) p = 0,038(*) p ≤ 0,001(***) 

24h p ≤ 0,001(***) p = 0,010(**) p ≤ 0,001(***) p ≤ 0,001(***) 
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4.3 Mikroskopische Auswertung der GFP-Salmonelleninfektion 

Für die mikroskopische Darstellung der Salmonelleninfektionen in den sechs verschiedenen 
Zellkulturen wurden GFP-markierte Salmonellen verwendet. Hierbei kam die Serovar 
S. Typhimurium SL1344 als Zoonosevertreter sowie S. Choleraesuis als Vertreter eines 
wirtsadaptierten Serovars zum Einsatz. Die Infektionsversuche wurden zu den Zeitpunkten 
4h und 24h p. i. ausgewertet, indem die Anzahl der infizierten Zellen pro Gesamtzellzahl 
berechnet, die Anzahl der intrazellulären Salmonellen pro infizierter Zelle gezählt und die 
Gesamtzellzahl ermittelt wurde. Gezeigt sind hier die mikroskopischen Ergebnisse zum 
Zeitpunkt 24h p. i., da hier dargestellt werden konnte, dass die Erreger S. Typhimurium und 
S. Choleraesuis intrazellulär ein verschiedenartiges morphologisches Wachstumsbild 
besaßen. S. Typhimurium zeigte hierbei ein Wachstum entlang linienförmiger Strukturen. 
Dies war besonders deutlich in epithelialen IPEC-J2 und MODE-K zu sehen. Intrazelluläre 
S. Choleraesuis wurden hingegen in vereinzelt vorkommenden, oval- bis kugelförmigen 
Strukturen wiedergefunden (Abb. 23, 24). 
Die Zellmonolayer waren zum Zeitpunkt der Infektion konfluent, aufgrund der Prozessierung 
für die immunfluorenzmikroskopische Auswertung gab es jedoch Zellverluste. Eine 
Untersuchung der Suspensionszellkultur THP-1s war aufgrund der Methodik nicht möglich. 
 
 

Abb. 23 . Darstellung der Salmonelleninfektion in porcinen Zellen nach 24h p. i. 
Die Zellen porcinen IPEC-J2 (obere Reihe) und die porcinen 3D4/31 (untere Reihe) wurden mit GFP-
markierten S. Typhimurium SL1344 (links) und S. Choleraesuis SARB4 (rechts) infiziert. Zur besseren 
Darstellung wurden die Zellkerne mit DAPI angefärbt. (Balken = 10 µm) 
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Abb. 24 Darstellung der Salmonelleninfektion in murinen (oben) und humanen 
Zellen (unten) nach 24h p. i. 
Die murinen Zellen (1. und 2. Reihe, oben) und humanen Zellen (3. und 4. Reihe, unten) wurden mit 
GFP-markierten S. Typhimurium SL1344 (links) und S. Choleraesuis SARB4 (rechts) infiziert. Zur 
besseren Darstellung wurden die Zellkerne mit DAPI gefärbt. (Balken = 10 µm) 
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4h p. i. 24h p. i. 

4.3.1 Berechnung der Anzahl intrazellulärer GFP-Salmonellen pro Einzelzelle 

Die mikroskopische Auswertung der Gesamtanzahl aller intrazellulärer GFP-markierten 
Salmonellen pro Einzelzelle gab sowohl Rückschlüsse über die Invasivität als auch über 
deren intrazelluläre Vermehrungsaktivität, da es sich um 4h und 24h p. i. Werte handelte. 
Hierbei erfolgte die Darstellung der Anzahl der Salmonellen pro Einzelzelle aufgeführt als 
x  + σn für 4h und 24h p. i.. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test für ungepaarte 
Stichproben geprüft. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25 Anzahl intrazellulärer GFP-markierten Salmonellen pro Einzelzelle 4h 
(links) und 24h p. i. (rechts) 
Die Zellen wurden mit GFP-markierten S. Typhimurium und S. Choleraesuis infiziert. Gezeigt ist die 
Anzahl ausgezählter intrazellulärer Salmonellen pro Einzelzelle als x  + σn nach 4h p. i. (links) und 
24h p. i. (rechts). Innerhalb einer Zellart wurde mittels T-Test für ungepaarte Stichproben die 
statistische Signifikanz zwischen den Serovaren geprüft (α ≤ 0,001(***), α ≤ 0,01(**) und 
α ≤ 0,05(*)). 

 
 
S. Typhimurium wurde in folgender Anzahl pro Einzelzelle 4h p. i. nachgewiesen: 8,26±0,90 
in IPEC-J2, 4,94±0,22 in 3D4/31, 14,02±1,98 in MODE-K, 5,18±0,34 in RAW264.7, 
9,96±0,86 in LoVo und 10,00±1,02 in THP-1a. Die Anzahl der intrazellulären Salmonellen pro 
Einzelzelle bei 4h p. i. zeigte, dass S. Typhimurium in porcinen und murinen Zellen 
epithelialen Ursprungs in größerer Anzahl intrazellulär vorkam als in porcinen und murinen 
makrophagenähnlichen Zellen. Dieser Epithel-Makrophagen-Unterschied konnte für die 
humanen Epithelzellen und aktivierten Makrophagen nicht nachgewiesen werden. 
S. Choleraesuis wurde in folgender Anzahl pro Einzelzelle 4h p. i. nachgewiesen: 5,79±0,53 
in IPEC-J2, 5,28±0,72 in 3D4/31, 9,30±0,76 in MODE-K, 6,69±0,52 in RAW264.7, 7,01±0,66 
in LoVo und 6,16±0,70 in THP-1a. S. Choleraesuis war im Vergleich zu S. Typhimurium nach 
4h p. i. bei vier von sechs Zellkultursystemen in geringerer Anzahl pro infizierter Einzelzelle 
nachweisbar (Abb. 25). 
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Nach 24h p. i. wurden S. Typhimurium Erreger in folgender Anzahl pro Einzelzelle 
nachgewiesen: 152,00±20,63 in IPEC-J2, 71,43±6,66 in 3D4/31, 65,13±10,54 in MODE-K, 
14,25±3,06 in RAW264.7, 51,81±3,87 in LoVo und 118,63±12,32 in THP-1a. 
S. Choleraesuis wurde in folgender Anzahl pro Einzelzelle 24h p. i. nachgewiesen: 
92,26±10,30 in IPEC-J2, 71, 84,33±5,94 in 3D4/31, 54,04±6,27 in MODE-K, 80,54±8,00 in 
RAW264.7, 48,12±4,33 in LoVo und 113,11±19,88 in THP-1a. Nach 24h p. i. wiesen 
IPEC-J2-Zellen eine hohe Anzahl intrazellulärer S. Typhimurium auf. Die RAW246.7-Zellen 
beinhalteten jedoch vermehrt intrazelluläre S. Choleraesuis (Abb. 25). 
 
Es wurde beobachtet, dass 24h p. i. die ermittelte Anzahl intrazellulärer Salmonellen pro 
Einzelzelle großen Schwankungen unterlag. Diese Ausreißerwerte wurden wie folgt definiert: 
Es waren Merkmalswerte, die mehr als das 1,5-fache des Interquartilabstandes, jedoch 
weniger als das 3-fache des Interquartilabstandes unter bzw. oberhalb des Quartils (Q75 und 
Q25) lagen. Die Ausreißerwerte führten folglich zu einem fälschlicherweise geringeren 
Mittelwert. Ausreißerwerte wurden bei folgenden Infektionskombinationen festgestellt: (1) 
Infektion von S. Typhimurium (GFP) in IPEC-J2 und RAW264.7 sowie (2) Infektion mit 
S. Choleraesuis (GFP) in IPEC-J2, 3D4/31, MODE-K und THP-1a. 

4.3.2 Darstellung der relativen Anzahl intrazellulärer GFP-Salmonellen 

Darüber hinaus wurde die relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl 
(mikroskopisches Sichtfeld 1000fach (10345±10 µm2), Ölimmersion) durch die 
mikroskopische Auswertung für die Zeitpunkte 4h und 24h p. i. berechnet. Die statistische 
Signifikanz wurde mittels T-Test für gepaarte Stichproben geprüft. 
 
S. Typhimurium zeigte nach 4h p. i. folgende relative Anzahl infizierter Zellen pro 
Gesamtzellzahl: 61,25±3,48 % in IPEC-J2, 43,60±2,58 % in 3D4/31, 47,83±2,39 % in 
MODE-K, 48,47±3,13 % in RAW264.7, 44,89±4,41 % in LoVo und 81,64±3,83 % in THP-1a. 
Nach 24h p. i. wurden folgende relative Anzahlen infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl für 
S. Typhimurium ermittelt: 60,14±4,72 % in IPEC-J2, 56,20±3,78 % in 3D4/31, 46,56±2,84 % 
in MODE-K, 84,90±2,78 % in RAW264.7, 49,45±3,46 % in LoVo und 85,00±6,67 % in 
THP-1a (Abb. 26). 
S. Choleraesuis zeigte nach 4h p. i. folgende relative Anzahl infizierter Zellen pro 
Gesamtzellzahl: 42,37±2,74 % in IPEC-J2, 47,74±2,64 % in 3D4/31, 59,47±2,94 % in 
MODE-K, 60,89±3,87 % in RAW264.7, 44,35±3,31 % in LoVo und 68,99±5,42 % in THP-1a. 
Nach 24h p. i. wurden folgende relative Anzahlen infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl für 
S. Choleraesuis ermittelt: 46,21±4,61 % in IPEC-J2, 35,49±2,47 % in 3D4/31, 47,41±3,76 % 
in MODE-K, 63,84±4,51 % in RAW264.7, 39,86±3,39 % in LoVo und 73,99±6,71 % in 
THP-1a (Abb. 26). 
 
Hierbei wurde deutlich, dass S. Typhimurium zwischen 4h und 24h p. i. zu einer Zunahme 
der relativen Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl in den Zellkulturen 3D4/31 und 
RAW264.7 führte. S. Choleraesuis hingegen zeigte zwischen 4h und 24h p. i. einen Abfall 
der relativen Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl in 3D4/31 und MODE-K (Abb. 26). 
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Abb. 26 Relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl für die GFP-
markierten Serovare S. Typhimurium (links) und S. Choleraesuis (rechts) 
Die Zellen wurden mit GFP-markierten S. Typhimurium (links) oder S. Choleraesuis (rechts) infiziert. 
Gezeigt ist die relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl (mikroskopisches Sichtfeld, 
10345±10 µm2, 1000fache Vergrößerung,) als x  + σn für 4h p. i. und 24h p. i.. Innerhalb einer 
Zellart wurde für die zwei untersuchten Serovare die relative Anzahl infizierter Zellen mittels T-Test für 
gepaarte Stichproben auf statistische Signifikanz geprüft (α ≤ 0,001(***), α ≤ 0,01(**) und 
α ≤ 0,05(*)). 

4.3.3 Darstellung der Gesamtzellzahl nach Salmonelleninfektion 4h p. i. und 24h p. i. 

Des Weiteren wurde die Gesamtzellzahl pro Sichtfeld im Mikroskop ermittelt, um einen 
Eindruck über mögliche Zellverluste durch eine entsprechende Salmonelleninfektion 
zwischen 4h und 24h p. i. zu gewinnen. Das mikroskopische Sichtfeld betrug hierbei 
10345±10 µm2 (1000fache Vergrößerung, Ölimmersion). 
 
4h nach der S. Typhimurium Infektion wurden folgende Zellzahlen nachgewiesen: 6,50±0,56 
IPEC-J2, 47,90±3,29 3D4/31, 16,80±1,65 MODE-K, 51,90±3,96 RAW264.7, 40,78±4,14 
LoVo und 16,20±1,50 THP-1a. Nach 24h wurden folgende Zellzahlen bei der 
S. Typhimurium Infektion ermittelt: 2,70±0,30 IPEC-J2, 44,40±5,30 3D4/31, 15,50±1,86 
MODE-K, 49,00±5,44 RAW264.7, 28,80±2,43 LoVo und 3,60±0,81 THP-1a. S. Typhimurium 
führte zu einem Abfall der Gesamtzellzahl in vitro bei porcinen IPEC-J2 sowie bei den 
humanen LoVo und THP-1a-Zellen (Abb. 27). 
4h nach der S. Choleraesuis Infektion wurden folgende Zellzahlen nachgewiesen: 6,50±0,97 
IPEC-J2, 36,00±4,24 3D4/31, 17,60±2,28 MODE-K, 51,60±5,03 RAW264.7, 46,80±3,43 
LoVo und 13,30±2,28 THP-1a. Nach 24h wurden folgende Zellzahlen bei der 
S. Choleraesuis Infektion ermittelt: 4,80±0,47 IPEC-J2, 45,57±2,92 3D4/31, 14,30±1,61 
MODE-K, 50,89±3,16 RAW264.7, 45,90±7,20 LoVo und 11,80±1,85 THP-1a. Die 
S. Choleraesuis Infektion resultierte, im Gegensatz zur S. Typhimurium Infektion, nicht in 
einen Zellverlust zwischen den Zeitpunkten 4h und 24h p. i. (Abb. 27). 

S. Typhimurium S. Choleraesuis 
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S. Typhimurium S. Choleraesuis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27 Gesamtzellzahl pro mikroskopischem Sichtfeld für die GFP-markierten 
Serovare S. Typhimurium (links) und S. Choleraesuis (rechts) 
Gezeigt ist die Gesamtzellzahl pro mikroskopischem Sichtfeld (1000fache Vergrößerung, 
10345±10 µm2) als x  + σn für die Serovare S. Typhimurium (links) und S. Choleraesuis (rechts) nach 
4h p. i. und 24h p. i.. Innerhalb einer Zellart wurde die Gesamtzellzahl mittels Test für gepaarte 
Stichproben auf statistische Signifikanz geprüft (α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,05(*)). 

4.4 Transfektion der Zelllinien 

Für die Verwendung der verschiedenen permanenten Zelllinien im Chemo-
lumineszenzversuch wurden zunächst die optimalen Transfektionsbedingungen definiert, da 
diese in der Literatur für die porcinen und murinen Zelllinien nicht vorhanden waren (Tab. 4 
und Abb. 28). 
 
Die ermittelte Transfektionseffizienz gab den Prozentsatz positiv-transfizierter Zellen an der 
Gesamtzellzahl an. Für die Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit dem 
pDsRed-Monomer-N1-Mito-Vektor (Clontech) transfiziert. Anschließend wurden die positiv-
transfizierten und damit rot-fluoreszierenden Zellen ausgezählt. Die Transfektion der 
Zelllinien führte weder zu einer veränderten Zelldichte noch zu einem statistisch signifikanten 
Anstieg apoptotischer Zellkerne. 
Die Abb. 28 zeigen beispielhaft die Transfektionseffizienzen, getestet unter optimalen 
Bedingungen für die porcinen Zellkulturen IPEC-J2 und 3D4/31. Dies sind die ersten 
beschriebenen Transfektionseffizienzbestimmungen von IPEC-J2 und 3D4/31. Die Zellen 
IPEC-J2 konnten im Durchschnitt zu 77±10,1 % transfiziert werden, mit einem maximalen 
Untersuchungswert von 96 % positiv-transfizierten Zellen unter den Bedingungen: 
7:2 FuGene:DNA Verhältnis, 25 % der FuGene:DNA Gemischmenge, 48h post 

transfectionem. Die porcinen Zellen 3D4/31 konnten im Durchschnitt zu 74±8,0 % transfiziert 
werden unter den Bedingungen: 5:2 FuGene:DNA Verhältnis, 25 % der FuGene:DNA 
Gemischmenge, 24h post transfectionem (Tab. 4 und Abb. 28). 
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Abb. 28 Transfektion von porcinen IPEC-J2 (oben) und porcinen 3D4/31 (unten) 
Gezeigt sind die Transfektionseffizienzen für die porcinen IPEC-J2 (1. und 2. Reihe; Balken = 9 µm) 
und 3D4/31 (3. und 4. Reihe, Balken = 11 µm). Die Zellen wurden mit dem 
pDsRed-Monomer-N1-Mito-Vektor (Clontech) transfiziert. Die untransfizierte Kontrolle wurde mit dem 
Transfektionsreagenz behandelt. Positiv-transfizierte und damit rot-leuchtende Zellen wurden gezählt. 
Darüber hinaus wurden die Zellkerne mit DAPI gefärbt und somit die Gesamtzellzahl bestimmt. 

4.5 Chemolumineszenzversuch (NF-κB-Aktivierung) 

Für die Ermittlung der Chemolumineszenz wurden die Zellen zunächst transfiziert und 
anschließend einem Infektionstest unterzogen. Die Chemolumineszenz wurde im 
Luminometer in so genannten Relative Luminescence Units (RLU) erfasst. Die Höhe der 
ermittelten RLU entsprach hierbei der Menge an gebildetem Luciferaseenzym. Die 
Luciferase unterlag der Kontrolle eines NF-κB-abhängigen Promotors, somit konnte daraus 
indirekt auf die gebildete NF-κB-Menge nach einem gesetzten Stimulus, hier die 
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Salmonelleninfektion, geschlossen werden. Darüber hinaus wurden positive Stimuli durch die 
Gabe von Salmonella-LPS oder UV-inaktivierten Salmonellen gesetzt. Als negative Kontrolle 
dienten die transfizierten aber unstimulierten Zellen. Als Leerwert wurden unstimulierte und 
nicht transfizierte Zellen genutzt, der Leerwert wurde vom Messwert abgezogen. Im 
Chemolumineszenzversuch wurden entsprechend dem Infektionsversuch die gleichen 
Zellkulturen und Serovare verwendet. Dazu gehörten jeweils eine epitheliale und eine 
makrophagenähnliche Zelllinie pro betrachteten Wirtsorganismus Schwein, Maus und 
Mensch. Die makrophagenähnliche Zelllinie THP-1 konnte jedoch aufgrund der 
mangelhaften Transfektionseffizienz nicht mit in den Versuch aufgenommen werden. Im 
Folgenden sind die Ergebnisse getrennt nach den Wirtsorganismen dargestellt. 

4.5.1 RLU in porcinen Zellen 

In dieser Arbeit wurden die porcinen adhärenten Zelllinien IPEC-J2 und 3D4/31 für die 
Chemolumineszenzstudien verwendet. Gezeigt ist die relative Luciferaseaktivität über 4h und 
24h p. i. als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn). Der Wert der 
unstimulierten Negativkontrolle wurde eins gesetzt und die Messwerte wurden auf diesen 
Kontrollwert bezogen. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test für gepaarte 
Stichproben ermittelt. 
 
Die porcinen epithelialen IPEC-J2-Zellen zeigten nach 4h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Dublin 5,72±0,18, S. Enteritidis 5,02±0,12 gefolgt von 
S. Typhimurium 4,11±0,13, S. Choleraesuis 3,25±0,11, LPS 2,10±0,04 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 5,10±0,05. Die porcinen epithelialen IPEC-J2-Zellen zeigten nach 24h p. i. 
folgende relative Luciferaseaktivitäten: S. Enteritidis 4,07±0,13, S. Dublin 3,46±0,07 gefolgt 
von S. Typhimurium 3,38±0,08, S. Choleraesuis 2,72±0,11, LPS 2,18±0,08 und UV-
inaktivierten Salmonellen 2,20±0,02. In porcinen IPEC-J2-Zellen wurde bereits 4h p. i. ein 
deutlicher Anstieg der RLU, vor allem durch den Einfluss von S. Dublin gefolgt von 
S. Enteritidis ermittelt. Nach 24h p. i. fielen jedoch die Luciferaseaktivitäten deutlich ab (Abb. 
29). 
Die porcinen makrophagenähnlichen 3D4/31-Zellen zeigten nach 4h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Dublin 1,97±0,06, S. Enteritidis 1,95±0,04 gefolgt von 
S. Typhimurium 1,91±0,07, S. Choleraesuis 1,91±0,06, LPS 1,39±0,05 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 2,64±0,04. Nach 24h p. i. wurden folgende relative Luciferaseaktivitäten in 
3D4/31-Zellen ermittelt: S. Enteritidis 3,40±0,05, S. Typhimurium 2,62±0,06 gefolgt von 
S. Choleraesuis 2,29±0,07, S. Dublin 2,06±0,02, LPS 1,28±0,02 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 1,40±0,02. Die 3D4/31-Zellen wiesen erst 24h p. i. einen deutlicheren Anstieg 
der RLU auf. Hier waren es vor allem die Serovare S. Enteritidis und S. Typhimurium, welche 
zu einer intrazellulären NF-κB-Antwort führte (Abb. 29). 
 
Beide Zellarten konnten mit den verwendeten Kontrollen, LPS und UV-inaktivierten 
Salmonellen, erfolgreich stimuliert werden. Hierbei reagierten die epithelialen Zellen deutlich 
stärker. Die Luciferaseaktivität beider Zellarten ließ 24h p. i. nach Stimulusgabe durch 
UV-inaktivierte Salmonellen deutlich nach. Die Relative Luciferaseaktivität zwischen 
S. Typhimurium und den UV-inaktivierten Salmonellen war für die Zeitpunkte 4h p. i. und 
auch 24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich in IPEC-J2 und 3D4/31 (MANOVA, 
Post Hoc Scheffé, α ≤ 0,001(***)) (nicht eingezeichnet) (Abb. 29). 
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IPEC-J2 3D4/31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29 Darstellung der relativen Luciferaseaktivität nach Salmonelleninfektion in 
porcinen IPEC-J2 (links) und porcinen 3D4/31 (rechts) 
Gezeigt sind die relativen RLU als arithmetischer Mittelwert ( x ) mit Standardfehler (σn) für IPEC-J2 
(links) und 3D4/31 (rechts) über 4h und 24h p. i.. Die unstimulierte Kontrolle wurde eins gesetzt. 
Innerhalb eines betrachteten Serovars waren die NF-κB-Aktivierungsraten über 4h und 24h p. i. 
statistisch hoch signifikant unterschiedlich (T-Test für gepaarte Stichproben, α ≤ 0,01(**)). Die RLU 
zwischen S. Typhimurium und den UV-inaktivierten Salmonellen war für die Zeitpunkte 4h p. i. und 
auch 24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich in beiden Zellen (MANOVA, Post Hoc Scheffé 
mit α ≤ 0,001(***); nicht eingzeichnet). 

4.5.2 RLU in murinen Zellen 

Als Zellkulturmodell murinen Ursprungs wurden die MODE-K-Zellen und RAW264.7-Zellen 
verwendet. Gezeigt ist die relative Luciferaseaktivität über 4h und 24h p. i. als x +σn. Der 
Wert der unstimulierten Negativkontrolle wurde eins gesetzt und die Messwerte wurden auf 
diesen Kontrollwert bezogen. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test für gepaarte 
Stichproben ermittelt. 
 
Die murinen epithelialen MODE-K-Zellen zeigten nach 4h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Dublin 3,17±0,08, S. Enteritidis 2,97±0,09 gefolgt von 
S. Choleraesuis 2,81±0,11, S. Typhimurium 2,63±0,09, LPS 1,99±0,07 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 2,91±0,05. Die murinen MODE-K-Zellen zeigten nach 24h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Enteritidis 3,77±0,08, S. Dublin 3,57±0,13 gefolgt von 
S. Typhimurium 3,52±0,11, S. Choleraesuis 2,38±0,06, LPS 2,53±0,05 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 1,81±0,04. In murinen MODE-K-Zellen wurde bereits 4h p. i. ein deutlicher 
Anstieg der RLU vor allem durch den Einfluss von S. Dublin und S. Enteritidis ermittelt. Nach 
24h p. i. stiegen die Luciferaseaktivitäten deutlich an, dies galt nicht für S. Choleraesuis 
(Abb. 30). 
Die murinen makrophagenähnlichen RAW264.7-Zellen zeigten nach 4h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Enteritidis 1,77±0,04, S. Typhimurium 1,77±0,05 gefolgt von 
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RAW264.7 MODE-K 

S. Dublin 1,73±0,03 und S. Choleraesuis 1,72±0,04, LPS 1,44±0,04 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 2,15±0,04. Nach 24h p. i. konnten folgende relative Luciferaseaktivitäten in 
RAW264.7-Zellen ermittelt werden: S. Enteritidis 2,75±0,10, S. Dublin 2,50±0,09 gefolgt von 
S. Typhimurium 2,33±0,09, S. Choleraesuis 2,28±0,09, LPS 1,59±0,07 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 1,86±0,06. Die murinen RAW264.7-Zellen wiesen, ähnlich wie die porcinen 
Makrophagen, keinen deutlichen Anstieg der RLU im initialen 4h p. i. Wert auf. Nach 24h p. i. 
zeigte die Serovar S. Enteritidis den höchsten Anstieg der RLU. Die epithelialen MODE-K-
Zellen wiesen im Vergleich zu den makrophagenähnlichen RAW264.7-Zellen eine höhere 
relative Luciferaseaktivität auf (Abb. 30). 
 
Auch hier konnten beide Zellarten mit LPS und UV-inaktivierten Salmonellen stimuliert 
werden. Die Luciferaseaktivität beider Zellen ließ 24h nach Stimulusgabe durch UV-
inaktivierte Salmonellen deutlich nach. 
Die Relative Luciferaseaktivität zwischen S. Typhimurium und den UV-inaktivierten 
Salmonellen war für die Zeitpunkte 4h p. i. und auch 24h p. i. statistisch hoch signifikant 
unterschiedlich in RAW264.7 und für den Zeitpunkt 24h p. i. statistisch hoch signifikant 
unterschiedlich in MODE-K (MANOVA, Post Hoc Scheffé, α ≤ 0,001(***)) (nicht 
eingezeichnet) (Abb. 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30 Darstellung der relativen Luciferaseaktivität in murinen MODE-K (links) 
und murinen RAW264.7 (rechts) 
Gezeigt sind die relativen RLU als x  + σn für MODE-K (links) und RAW264.7 (links) über 4h und 
24h p. i.. Die unstimulierte Kontrolle wurde eins gesetzt. Innerhalb eines betrachteten Serovars waren 
die NF-κB-Aktivierungsraten über 4h und 24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich (T-Test 
für gepaarte Stichproben, α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,05(*)). Die RLU zwischen S. Typhimurium und den 
UV-inaktivierten Salmonellen war für RAW264.7 (beide Zeitpunkte) und für MODE-K bei 24h p. i. 
statistisch hoch signifikant unterschiedlich (MANOVA, Post Hoc Scheffé mit α ≤ 0,001(***); (nicht 
eingzeichnet). 
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4.5.3 RLU in humanen Zellen 

Aufgrund der ungenügenden Transfektionseffizienz der THP-1-Zellen konnten die NF-κB-
Aktivierungsversuche nur mit der humanen Zelllinie LoVo durchgeführt werden. Gezeigt ist 
die relative Luciferaseaktivität über 4h und 24h p. i. als x +σn. Der Wert der unstimulierten 
Negativkontrolle wurde eins gesetzt und die Messwerte wurden auf diesen Kontrollwert 
bezogen. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test für gepaarte Stichproben ermittelt. 
 
Die humanen epithelialen LoVo-Zellen zeigten nach 4h p. i. folgende relative 
Luciferaseaktivitäten: S. Dublin 6,82±0,16, S. Choleraesuis 6,11±0,17 gefolgt von 
S. Typhimurium 5,59±0,20, S. Enteritidis 4,20±0,09, LPS 1,98±0,03 und UV-inaktivierten 
Salmonellen 9,41±0,21. Nach 24h p. i. wurden folgende relative Luciferaseaktivitäten in LoVo 
ermittelt: S. Typhimurium 5,43±0,18, S. Enteritidis 5,56±0,11 gefolgt von S. Dublin 4,94±0,13, 
S. Choleraesuis 4,33±0,08, LPS 1,67±0,20 und UV-inaktivierten Salmonellen 3,06±0,11. Die 
epithelialen LoVo zeigten initial eine deutliche Zunahme der relativen Luciferaseaktivität, vor 
allem nach Infektion mit S. Dublin und S. Choleraesuis. 24h p. i. wiesen die Zoonoseerreger 
S. Typhimurium und S. Enteritidis die höchsten messbaren RLU auf (Abb. 31). 
 
Auch bei den LoVo-Zellen ließ 24h nach Stimulusgabe durch UV-inaktivierte Salmonellen die 
Luciferaseaktivität deutlich nach. Die Relative Luciferaseaktivität zwischen S. Typhimurium 
und den UV-inaktivierten Salmonellen war für die Zeitpunkte 4h p. i. und auch 24h p. i. 
statistisch hoch signifikant unterschiedlich in LoVo (MANOVA, Post Hoc Scheffé, 
α ≤ 0,001(***)) (nicht eingezeichnet) (Abb. 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31 Darstellung der relativen Luciferaseaktivität in humanen epithelialen 
Zellen (LoVo) nach Salmonelleninfektion 
Gezeigt sind die relativen RLU als x  + σn für LoVo. Die unstimulierte Kontrolle wurde eins gesetzt. 
Innerhalb eines betrachteten Serovars war die NF-κB-Aktivierungsraten über 4h und 24h p. i. 
statistisch hoch signifikant unterschiedlich (T-Test für gepaarte Stichproben, α ≤ 0,01(**)). Die RLU 
zwischen S. Typhimurium und den UV-inaktivierten Salmonellen war für die Zeitpunkte 4h p. i. und 
24h p. i. statistisch hoch signifikant unterschiedlich in LoVo (MANOVA, Post Hoc Scheffé mit 
α ≤ 0,001(***); nicht eingzeichnet). 

LoVo 
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4.5.4 Weiterführende statistische Auswertung zum Chemolumineszenzversuch 

Für die Darstellung und statistische Auswertung des Einflusses des jeweiligen Serovars auf 
die Zellkultursysteme wurde die relative Luciferaseaktivität nach Zellarten sortiert aufgeführt. 
Gezeigt ist die relative Luciferaseaktivität pro betrachteter Zelllinie als x  + σn. Innerhalb 
einer Zellart wurde die NF-κB-Aktivuerung durch die vier Serovare mit Hilfe der MANOVA auf 
statistische Signifikanz geprüft (Post Hoc Scheffé) (Abb. 32 und 33). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 32 Darstellung der 
Luciferaseaktivierung 4h p. i. 
Gezeigt ist die relative Luciferase-
aktivität pro betrachteter Zelllinie als 
x  + σn. Die unstimulierte Kontrolle 
wurde eins gesetzt. Innerhalb einer 
Zellart (3 Epithel- und 2 
makrophagenähnliche Zellen) wurde 
die relative Luciferaseaktivität mit 
Hilfe der MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01 (Buchstaben a-e*) und 
α ≤ 0,05 (Buchstaben a-e ohne*)). 
Gleiche Buchstaben (a-e) bedeuten 
keine statistische Signifikanz 
(Ausnahme sind Querbalken mit 
α ≤ 0,01(**)). 
Unterhalb der Abbildung wurde die 
Luciferaseaktivität der sechs Stimuli 
zwischen den drei Wirtsmodellen 
(Schwein, Maus und Mensch) mit Hilfe 
der MANOVA (Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,001(***)). 
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Die wirtsadaptierten Serovare S. Choleraesuis und S. Dublin sowie auch der Zoonoseerreger 

S. Enteritidis zeigten deutliche Luciferaseaktivierungen in den epithelialen Zellen porcinen 

und humanen Ursprungs. Die Serovar S. Typhimurium erzeugte in epithelialen Zellen 

porcinen und humanen Ursprungs deutlich höhere NF-κB-Aktivierungen als in murinen 

Zellen. Mittelte man die Werte beider Zellarten (Epithel und Makrophagen), so war die 

Luciferaseaktivität der murinen Zellen statistisch hoch signifikant niedriger im Vergleich zu 

den beiden porcinen und der humanen Zellart (MANOVA, Post Hoc Scheffé, α ≤ 0.01(**)) 

(nicht separat dargestellt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 33 Darstellung der 
Luciferaseaktivierung 24h p. i. 
Gezeigt ist die relative Luciferase-
aktivität pro betrachteter Zelllinie als 
x  + σn. Die unstimulierte Kontrolle 
wurde eins gesetzt. Innerhalb einer 
Zellart (3 Epithel- und 2 
makrophagenähnliche Zellen) wurde 
die relative Luciferaseaktivität mit 
Hilfe der MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01 (Buchstaben a-e*) und 
α ≤ 0,05 (Buchstaben a-e ohne*)). 
Gleiche Buchstaben (a-e) bedeuten 
keine statistische Signifikanz 
(Ausnahme sind Querbalken mit 
α ≤ 0,05(*)). 
Unterhalb der Abbildung wurde die 
Luciferaseaktivität der sechs Stimuli 
zwischen den drei Wirtsmodellen 
(Schwein, Maus und Mensch) mit Hilfe 
der MANOVA (Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,05(*), α ≤ 0,01(**), 
α ≤ 0,001(***)). 
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4h p. i. 24h p. i. 

Die makrophagenähnlichen Zellen 3D4/31 und RAW264.7 zeigten zum Zeitpunkt 4h p. i. 
keine Unterschiede durch die Salmonelleninfektion in Bezug auf die Luciferaseaktivität. Erst 
24h p. i. waren Unterschiede, hervorgerufen durch die Serovare, deutlich. 
Nach 24h p. i. konnten bei den Zoonoseerregern S. Typhimurium und S. Enteritidis im 
Allgemeinen die höchsten Luciferaseaktivitäten in Epithelzellen und makrophagenähnlichen 
Zellen gemessen werden (Abb. 32 und 33). 
 
 
Beim Vergleich der Zellarten Epithel mit Makrophagen zeigte sich, dass die epithelialen 
Zellen stärker auf den bakteriellen Stimulus mit NF-κB reagierten. Die 
makrophagenähnlichen Zellen zeigten eine geringere NF-κB-Aktivierung, welche darüber 
hinaus erst 24h p. i. an Intensität zunahm. Betrachtete man die Luciferaseaktivität gemittelt 
aus den drei epithelialen und den zwei makrophagenähnlichen Zellarten, so zeigte sich, dass 
die epithelialen Zellen eine statistisch signifikant höhere NF-κB-Aktivierung sowohl 4h als 
auch 24h p. i. aufwiesen (Abb. 34). 
 
Dieser Epithel-Makrophagen-Unterschied aus Abb. 34 wurde darüber hinaus auch für die 
einzelnen vier Serovare zu den Zeitpunkten 4 und 24h p. i. auf statistische Signifikanz mittels 
T-Test für ungepaarte Stichproben geprüft. Hierbei zeigte sich, dass sowohl für den 
Zeitpunkt 4 als auch für 24h p. i. alle vier Serovare einen statistisch signifikanten Epithel-
Makrophagen-Unterschied aufwiesen (α ≤ 0,001(***)) (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 34 Darstellung der Luciferaseaktivität nach Zellart zum Zeitpunkt 4h p. i. 
(links) und 24h p. i. (rechts) 
Dargestellt sind die relativen Luciferaseaktivitäten ermittelt aus allen epithelialen und 
makrophagenähnlichen Zellen für alle vier verwendeten Serovare als Median ( x~ ), Quartil Q.25 und 
Q.75, , Dezil Q.10 und Q.90 sowie den Minimum-, Maximumwerten. Auf statistische Signifikanz wurde 
getestet mittels T-Test für ungepaarte Stichproben (α ≤ 0,01(**)). 



4. Ergebnisse   

 92 

4.6 Korrelation zwischen den Ergebnissen der Infektions- und 
Chemolumineszenzversuche 

Die Korrelation beschreibt eine Beziehung zwischen mehreren statistischen Variablen. Die 
Korrelation gibt jedoch lediglich die Stärke eines linearen Zusammenhangs wieder und kann 
keine Aussage zur Kausalität treffen. Eine positive Korrelation steht hierbei für einen 
positiven linearen Zusammenhang und eine negative Korrelation für einen negativen linearen 
Zusammenhang zwischen zwei oder mehreren Variablen. 
Um die Korrelation zwischen den Infektions- (xI) und Chemolumineszenzergebnissen (xC) zu 
ermitteln, wurden zunächst die Differenzen der 4h und 24h p. i. Ergebnisse aus den 
Rohdaten für die Infektionsversuche (xI24-xI4) sowie die Differenzen der 4h und 24h p. i. 

Ergebnisse aus den Rohdaten der Chemolumineszenzversuche (xC24-xC4) gebildet. Beide 
Zahlenwerte wurden anschließend über eine bivariate Korrelation nach Spearmann-Rho auf 
zweiseitige Signifikanz geprüft. Gezeigt sind die berechneten Korrelationskoeffizienten rS für 
die Differenzwerte aus den Infektions- und Chemolumineszenzversuchen, wobei rS ≥ 0,300 
für eine geringe Korrelation und rS ≥ 0,800 für eine hohe Korrelation steht. Die Mittelwerte der 
Korrelationskoeffizienten ( x r) wurden über die Fisher z-Transformation errechnet (Tab. 15). 
 
Tab. 15 Darstellung der Korrelationskoeffizienten (rS) 
Für die Differenzwerte aus den Infektions- und Chemolumineszenzversuchen sind die berechneten 
Korrelationskoeffizienten (rS) und die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) gezeigt (rS ≥ 0,300 geringe 
Korrelation; rS ≥ 0,800 hohe Korrelation). Die Mittelwerte der Korrelationskoeffizienten ( x r) wurden 
über die Fisher z-Transformation errechnet. Über eine bivariate Korrelation nach Spearmann-Rho 
wurden die Korrelationskoeffizienten (rS) auf zweiseitige Signifikanz (α ≤ 0,05(*) und α ≤ 0,01(**)) 
geprüft. 

 IPEC-J2 3D4/31 MODE-K RAW264.7 LoVo x r 

Salmonella 

Typhimurium 
rs = +0,264 
p = 0,159 

rs = -0,379* 
p = 0,039 

rs = -0,066 
p = 0,730 

rs = -0,047 
p = 0,804 

rs = +0,065 
p = 0,734 

-0,035 

Salmonella 

Choleraesuis 
rs = -0,003 
p = 0,989 

rs = -0,201 
p = 0,287 

rs = -0,343 
p = 0,064 

rs = +0,004 
p = 0,984 

rs = +0,161 
p = 0,396 

-0,079 

Salmonella 

Dublin 
rs = +0,438** 

p = 0,010 
rs = +0,075 
p = 0,692 

rs = +0,053 
p = 0,780 

rs = -0,168 
p = 0,376 

rs = +0,439* 
p = 0,015 

+0,178 

Salmonella 

Enteridis 
rs = -0,323 
p = 0,082 

rs = +0,063 
p = 0,739 

rs = -0,483** 
p = 0,007 

rs = -0,386* 
p = 0,035 

rs = -0,159 
p = 0,401 

-0,267 

x r +0,100 -0,116 -0,221 -0,154 +0,134  

 
Die Tendenzen der negativen linearen Korrelation von S. Enteritidis und der positiven 
linearen Korrelation von S. Dublin in den Zelllinien wurden mittels T-Test aus den 
errechneten z-Werten auf statistische Signifikanz geprüft (T-Test, ungepaarte Stichprobe). 
Demnach zeigten alle drei epithelialen Zellen zusammengenommen eine statistisch positive 
lineare Korrelation für S. Dublin Infektionen ( x r, = +0,320*, p = 0,021) sowie eine negative 
lineare Korrelation für S. Enteritidis Infektionen ( x r, = -0,328*, p = 0,041). Das heißt, es 
existierte ein positiver linearer Zusammenhang in den epithelialen Zellen zwischen der 
Invasion mit S. Dublin und der darauf folgenden NF-κB-Aktivierung. Die Infektion mit 
S. Enteritidis hingegen wies im Epithel einen negativen linearen Zusammenhang zur darauf 
folgenden NF-κB-Aktivierung auf. 
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Darüber hinaus wurden die Korrelationskoeffizienten rS zwischen den Rohdaten der 
Infektions- und Chemolumineszenzergebnisse für die Zeitpunkte 4h und 24h p. i. separat 
berechnet. Die Rohdaten wurden jeweils über eine bivariate Korrelation nach Spearmann-
Rho auf zweiseitige Signifikanz geprüft. Die Ergebnisse dieser Korrelation sind für die 4h und 
24h p. i. in Tabelle 16 separat dargestellt. Hierbei wies S. Dublin einen signifikant negativen 
linearen Zusammenhang zwischen Infektion und NF-κB-Aktivierung für 4h p. i. auf. Das 
heißt, nach 4h gibt es einen negativen linearen Zusammenhang in den epithelialen Zellen 
zwischen der Invasion mit S. Dublin und der darauf folgenden NF-κB-Aktivierung. Humane 
LoVo-Zellen zeigten einen positiven linearen Zusammenhang 4h p. i., jedoch nach 24h p. i. 
einen negativen linearen Zusammenhang für die Infektion mit S. Typhimurium und die 
NF-κB-Aktivierung. Darüber hinaus besaß die nicht-wirtsadaptierte Serovar S. Enteritidis 
einen positiven linearen Zusammenhang für die Infektion von Makrophagen im porcinen und 
murinen System (3D4/31 und RAW264.7) nach 24h p. i. und der darauf folgenden NF-κB-
Aktivierung (Tab.16). Zusammengenommen konnte gezeigt werden, dass 24h p. i. die 
epithelialen Zellen im Gegensatz zu den makrophagenähnlichen Zellen eine statistisch 
signifikant positive Korrelation zwischen Invasionswerten und NF-κB-Aktivierung aufwiesen 
(T-Test, α ≤ 0,05(*), nicht dargestellt). 
 
Tab. 16 Darstellung der Korrelationskoeffizienten (rs) für 4h p. i. (oben) und 24h 
p. i. (unten) 
Gezeigt sind die Korrelationskoeffizienten (rs) und die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) für die Ergebnisse 
aus den Infektions- und Chemolumineszenzversuchen zum Zeitpunkt 4h (oben) und 24h p. i. (unten) 
(rs ≥ 0,300 geringe Korrelation; rs ≥ 0,800 hohe Korrelation). Die Mittelwerte der 
Korrelationskoeffizienten ( x r) wurden über die Fisher z-Transformation errechnet und über eine 
bivariate Korrelation nach Spearmann-Rho auf zweiseitige Signifikanz (α ≤ 0,05(*), α ≤ 0,01(**) und 
α ≤ 0,001(***)) geprüft. 

4h p. i. IPEC-J2 3D4/31 MODE-K RAW264.7 LoVo x r 

Salmonella 

Typhimurium 
rs = -0,029 
p = 0,880 

rs = -0,127 
p = 0,504 

rs = -0,168 
p = 0,376 

rs = -0,231* 
p = 0,049 

rs = -0,667*** 
p = 0,000 

-0,267 

Salmonella 

Choleraesuis 
rs = +0,100 
p = 0,600 

rs = +0,146 
p = 0,440 

rs = -0,140 
p = 0,460 

rs = +0,515** 
p = 0,008 

rs = -0,041 
p = 0,830 

+0,126 

Salmonella 

Dublin 
rs = -0,418* 
p = 0,022 

rs = -0,335* 
p = 0,041 

rs = +0,252 
p = 0,180 

rs = -0,238 
p = 0,206 

rs = -0,658*** 
p = 0,000 

-0,304 

Salmonella 

Enteridis 
rs = +0,223 
p = 0,274 

rs = +0,328 
p = 0,077 

rs = -0,321 
p = 0,084 

rs = -0,387* 
p = 0,035 

rs = +0,126 
p = 0,506 

-0,009 

x r -0,037 +0,003 -0,096 -0,079 -0,360  

 

24h p. i. IPEC-J2 3D4/31 MODE-K RAW264.7 LoVo x r 

Salmonella 

Typhimurium 
rs = +0,346 
p = 0,061 

rs = -0,375* 
p = 0,041 

rs = +0,126 
p = 0,506 

rs = -0,046 
p = 0,811 

rs = +0,623*** 
p = 0,000 

+0,154 

Salmonella 

Choleraesuis 
rs = -0,025 
p = 0,895 

rs = +0,015 
p = 0,936 

rs = -0,136 
p = 0,474 

rs = +0,008 
p = 0,971 

rs = +0,153 
p = 0,421 

+0,003 

Salmonella 

Dublin 
rs = -0,466** 

p = 0,010 
rs = -0,117 
p = 0,537 

rs = +0,211 
p = 0,263 

rs = -0,097 
p = 0,610 

rs = -0,239 
p = 0,203 

-0,149 

Salmonella 

Enteridis 
rs = +0,193 
p = 0,088 

rs = -0,556*** 
p = 0,001 

rs = +0,331 
p = 0,074 

rs = -0,463** 
p = 0,010 

rs = +0,094 
p = 0,622 

-0,099 

x r +0,007 -0,274 +0,136 -0,136 +0,182  
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Aufgrund dieser Korrelationshinweise wurden die Ergebnisse der Infektionsversuche (Anzahl 
intrazelllulärer Salmonellen x 106) und die Ergebnisse der NF-κB-Aktivierungsversuche 
(Relative Luciferaseaktivität) gleichzeitig auf zwei Y-Achsen gegen die Zeit (X-Achse) 
aufgetragen, so dass der Verlauf und die Verhältnisse zwischen Infektion und NF-κB-
Aktivierung graphisch deutlich wurde (Abb. 35). 
 
In dieser Übersicht zeigte sich, dass die nicht-wirtsadaptierten S. Typhimurium und 
S. Enteritidis für das Schwein und den Menschen in porcinen Zellen und in humanen Zellen 
einen deutlichen Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im Vergleich zum NF-κB-
Aktivierungswert besitzen (Hervorhebung rot, wenn geringer oder kein Abstand zwischen 
den Graphen). Im Gegenzug zeigten die wirtsadaptierten S. Choleraesuis (Schwein) und 
S. Dublin (Rind) in den porcinen Zellen und auch in den humanen LoVo einen deutlich 
verringerten Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im Vergleich zum NF-κB-
Aktivierungswert (Hervorhebung grün, wenn großer Abstand zwischen den Graphen). Die 
mäusepathogene Serovar S. Typhimurium hingegen und S. Enteritidis, welcher ebenfalls zu 
Bakteriämien in Mäusen führt, zeigten in murinen Makrophagen und zumindest teils auch in 
murinen Epithelzellen einen geringeren Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im 
Vergleich zum NF-κB-Aktivierungswert (Abb. 35). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 35 Einfluss des Faktors Zeit auf eine Salmonelleninfektion (rechte Seite) 
Nicht-wirtsadaptierte Serovare zeigten einen deutlichen Anstieg (rote Markierung) und wirtsadaptierte 
Serovare einen geringen Anstieg (grüne Markierung) zwischen den Infektionsraten im Vergleich zur 
NF-κB-Aktivierung. 
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4.7 Nachweis der NOD-Expression 

Die NOD-Proteine zählen zu den pattern recognition receptors (PRR) und stellen ein 
intrazelluläres Detektionssystem der Zellen dar. Die PRR erkennen hoch-konservierte 
Molekularstrukturen von möglichen Erregern und gehören zum Komplex der angeborenen 
Immunität. 
Inwieweit die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien über eine NOD1- und NOD2-
Genexpression verfügten, wurde mit Hilfe der PCR untersucht. Bis auf wenige Studien an 
den Zelllinien THP-1 und RAW264.7 (Takahashi et al., 2006; Uehara et al., 2005) existierten 
keine Publikationen zum Vorkommen und der Expression von NOD1 und NOD2 in den 
Zellkulturen LoVo, MODE-K, 3D4/31 sowie IPEC-J2. Deshalb wurde in dieser Arbeit über die 
gewonnene cDNA aus den porcinen, murinen und humanen Zellkulturen sowie im porcinen 
Darmgewebe die Expression der Moleküle NOD1 und NOD2 nachgewiesen. 

4.7.1 NOD-Expression in porcinen Zelllinien und porcinem Darmgewebe 

Die Expression von porcinem NOD1 sowohl in jejunalem Darmgewebe als auch in den 
porcinen epithelialen IPEC-J2-Zellen und makrophagenähnlichen 3D4/31-Zellen wurde mit 
Hilfe selbst synthetisierter Primer verifiziert. Dies galt auch für die Expression von porcinem 
NOD2. Das erwartete NOD1-PCR-Podukt war 604 bp und das NOD2-PCR-Produkt war 
553 bp lang (Abb. 36). 
 
 

Abb. 36 Darstellung der Expression von porcinem NOD1 und NOD2 
Gezeigt ist der Nachweis von porcinem NOD1 (pNOD1) und porcinem NOD2 (pNOD2). Die PCR 
erfolgte für das Primerpaar pNOD1_exon3 mit einer Primeranlagerungstemperatur von 67 °C und 30 
Zyklen, das erwartete Produkt war 604 bp lang. Für das pNOD2_exon3 wurde eine 
Primeranlagerungstemperatur von 60 °C und 30 Zyklen verwendet (Produktlänge 553 bp). 
Nr. 1, 6 = porcines Jejunum; Nr. 2, 7 = IPEC-J2; Nr. 3, 8 = 3D4/31; Nr. 4, 9 = Leerwertkontrolle der 
PCR; Nr. 5, 10 = Negativkontrolle der Agarosegelelektrophorese; M = 100 bp-DNA-Leiter extended 
(100-5000 bp, Roth) 
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4.7.2 NOD-Expression in murinen und humanen Zelllinien 

Der Nachweis des murinen NOD1 und NOD2 in den epithelialen MODE-K-Zellen erfolgte 
erstmals in dieser Arbeit und wurde bestätigt für die RAW264.7-Zellen. Das erwartete murine 
NOD1-PCR-Podukt war 469 bp und das murine NOD2-PCR-Produkt war 515 bp lang 
(Abb. 37). 
Die humane NOD1- und NOD2-Expression in epithelialen LoVo-Zellen erfolgte erstmals in 
dieser Arbeit. Ebenfalls erfolgreich war der Expressionsnachweis in der humanen 
makrophagenähnlichen THP-1s-Zelllinie. Das erwartete humane NOD1-PCR-Podukt war 
592 bp und das humane NOD2-PCR-Produkt war 319 bp lang (Abb. 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 37 Darstellung der Expression von murinen NOD1 und NOD2 
Die PCR erfolgte für murines NOD1 (mNOD1) mit einer Primeranlagerungstemperatur von 59 °C und 
30 Zyklen, das erwartete Produkt war 469 bp lang. Für das murine NOD2 (mNOD2) wurde eine 
Primeranlagerungstemperatur von 58 °C und 30 Zyklen verwendet (Produktlänge 515 bp). 
Nr. 1, 5 = MODE-K; Nr. 2, 6 = RAW264.7, Nr. 3, 7 = Leerwertkontrolle der PCR; Nr. 4, 8 = 
Negativkontrolle der Agarosegelelektrophorese; M = 100 bp-DNA-Leiter extended (100-5000 bp, Roth) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 38 Darstellung der Expression von humanem NOD1 und NOD2 
Die PCR erfolgte für humanes NOD1 (hNOD1) mit einer Primeranlagerungstemperatur von 58 °C und 
30 Zyklen, das erwartete Produkt war 592 bp lang. Für das humane NOD2 (hNOD2) wurde eine 
Primeranlagerungstemperatur von 57 °C und 30 Zyklen verwendet (Produktlänge 319 bp). 
Nr. 1, 5 = THP-1s; Nr. 2, 6 = LoVo; Nr. 3, 7 = Leerwertkontrolle der PCR; Nr. 4, 8 = Negativkontrolle 
der Agarosegelelektrophorese; M = 100 bp-DNA-Leiter extended (100-5000 bp, Roth) 
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4.8 Untersuchung der porcinen NOD-Sequenz 

4.8.1 Das porcine NOD1 und NOD2 sowie die Sequenzvergleiche 

Die cDNA für porcines NOD1 (pNOD1) und porcines NOD2 (pNOD2) stammte aus mRNA 
isoliert vom Dünndarmgewebe eines adulten Schweines. Die Analyse der Primärstrukturen 
erfolgte mit Hilfe der SMART- und der PSI-BLAST-Software. 
 
(1) Die in dieser Arbeit sequenzierte pNOD1-cDNA umfasste 2862 bp und kodierte für ein 
953 Aminosäuren (aa) großes Protein. Strukturell zeigte sich ein Domänenaufbau in sieben 
C-terminale LRR-Domänen (727-922 aa), einer zentralen NACHT-Domäne (196-368 aa) und 
einer N-terminalen CARD-Domäne (20-105 aa) (Anhang, Abb. 50). Die vorausgesagte 
Sekundärstruktur des pNOD1-Proteins wurde im Anhang dargestellt (Abb. 52). 
 
(2) Die pNOD2-cDNA umfasste 3042 bp und kodierte für ein 1013 aa großes Protein. Der 
strukturelle Domänenaufbau umfasste hier sieben C-terminale LRR-Domänen (759-982aa), 
eine zentrale NACHT-Domäne (266-436 aa) und zwei N-terminale CARD-Domänen (104-
189 aa und 4-94 aa) (Anhang, Abb. 51). Die vorausgesagte Sekundärstruktur des pNOD2-
Proteins wurde im Anhang dargestellt (Abb. 53). 
 
Die ermittelten porcinen NOD-Sequenzen (bp und aa) wurden einer Alignierung mit Hilfe des 
BLAST-Algorithmus unterzogen. Die Alignierung diente dem Vergleich zweier oder mehrerer 
Sequenzen. Die Ergebnisse des Nukleotid- und Aminosäuresequenzvergleiches von pNOD1 
mit dem NOD1 anderer Spezies sowie von pNOD2 mit NOD2 anderer Spezies wurden in 
den Tabellen 17-20 auf den folgenden Seiten dargestellt. Hierbei wurde anhand der bit-score 
Werte und Kongruenz der Sequenzen deutlich, dass die porcinen NOD1- und NOD2-
Sequenzen die höchsten Ähnlichkeiten mit den näher verwandten Paar- und Unpaarhufer 
Bos taurus, Ovis aries und Equus caballus besaßen. Darüber hinaus wiesen sowohl die 
Aminosäure- als auch die Nukleotidsequenzen auf einen höheren Verwandtschaftsgrad von 
NOD zwischen Sus scrofa und Homo sapiens gegenüber Homo sapiens und Mus musculus 
hin (Tab. 17-20). 

4.8.2 Molekulare Phylogenie von porcinem NOD 

Um den Verwandtschaftsgrad der porcinen NOD1- und NOD2-Sequenzen zwischen den 
verschiedenen Spezies (vor allem des murinen und humanen Systems) aufzuzeigen, wurde 
ein ungewurzelter phylogenetischer Baum basierend auf den Aminosäuresequenzdaten 
mittels Clustering-Verfahren, hier dem Neighbor Joining (NJ) als genetisches 
Distanzverfahren durchgeführt (Saitou und Nei, 1987). 
Zur Darstellung der genetischen Distanzen wurde ein Phylogramm gewählt unter Angabe der 
errechneten Bootstrap-Werte. Das Phylogramm gibt hierbei ein Verzweigungsmuster wieder, 
wobei die Längen der Äste der molekulargenetischen Distanz entsprechen (Abb. 39, Seite 
102). 



 

 

Tab. 17 Vergleich pNOD1 (diese Arbeit) mit NOD1 anderer Spezies (Teil 1) 
Nukleotidsequenz Aminosäuresequenz 

Spezies Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Basenpaare (bp) 

Lücken 
(% und bp) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Aminosäuren (aa) 

Vergleichbarkeit 
(%), Anzahl der 
Aminosäuren 

(aa) 

Lücken 
(% und aa) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Referenz für 
Nukleotid- und 

Aminosäuresequenz 
(NCBI) 

Bos taurus 
88,73 % 

(2544 bp/2867 bp) 
0,17 % 

(5 bp/2867 bp) 
3705 
0,0 

88,16 % 
(841 aa/954 aa) 

93,92 % 
(896 aa/954 aa) 

0,11 % 
(1 aa/954 aa) 

1697 
0,0 

XM_598513.5 
XP_598513.3 

Equus 

caballus 

88,89 % 
(2545 bp/2863 bp) 

0,07 % 
(2 bp/2863 bp) 

3723 
0,0 

86,75 % 
(825 aa/951 aa) 

91,90 % 
(874 aa/951 aa) 

0,00 % 
(0 aa/951 aa) 

1680 
0,0 

XM_001499566.1 
XP_001499616.1 

Canis 

familaris 

87,98 % 
(2518 bp/2862 bp) 

0,00 % 
(0 bp/2862 bp) 

3611 
0,0 

85,10 % 
(811 aa/953 aa) 

91,40 % 
(871 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1657 
0,0 

XM_539499.2 
XP_539499.2 

Homo 

sapiens 

86,78 % 
(2488 bp/2867 bp) 

0,07 % 
(2 bp/2867 bp) 

3454 
0,0 

83,74 % 
(798 aa/953 aa) 

90,14 % 
(859 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1620 
0,0 

NM_006092.2 
NP_006083.1 

Pan 

troglodytes 
86,50 % 

(2346 bp/2712 bp) 
0,07 % 

(2 bp/2712 bp) 
3234 
0,0 

81,22 % 
(774 aa/953 aa) 

87,20 % 
(831 aa/953 aa) 

2,94 % 
(28 aa/953 aa) 

1553 
0,0 

XM_527711.2 
XP_527711.2 

Pongo 

abelii 

86,40 % 
(2477 bp/2867 bp) 

0,07 % 
(2 bp/2867 bp) 

3406 
0,0 

83,84 % 
(799 aa/953 aa) 

90,35 % 
(861 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1624 
0,0 

XM_002818085.1 
XP_002818131.1 

Macaca 

mulatta 

86,43 % 
(2478 bp/2867 bp) 

0,07 % 
(2 bp/2867 bp) 

3409 
0,0 

83,11 % 
(792 aa/953 aa) 

90,35 % 
(861 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1615 
0,0 

XM_001085719.2 
XP_001085719.1 

Callithrix 

jacchus 

85,77 % 
(2466 bp/2875 bp) 

0,49 % 
(14 bp/2875 bp) 

3341 
0,0 

82,97 % 
(794 aa/957 aa) 

89,66 % 
(858 aa/957 aa) 

0,42 % 
(4 aa/957 aa) 

1603 
0,0 

XM_002751433.1 
XP_002751479.1 

Mus 

musculus 

81,17 % 
(2332 bp/2873 bp) 

0,56 % 
(16 bp/2873 bp) 

2708 
0,0 

79,14 % 
(755 aa/954 aa) 

88,26 % 
(842 aa/954 aa) 

0,21 % 
(2 aa/954 aa) 

1524 
0,0 

NM_001171007.1 
NP_001164478.1 

Rattus 

norvegicus 

80,61 % 
(2312 bp/2868 bp) 

0,21 % 
(6 bp/2868 bp) 

2645 
0,0 

79,64 % 
(759 aa/953 aa) 

88,46 % 
(843 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1551 
0,0 

NM_001109236.1 
NP_001102706.1 

Oryctolagus 

cuniculus 

85,19 % 
(2438 bp/2862 bp) 

0,00 % 
(0 bp/2862 bp) 

3250 
0,0 

80,48 % 
(767 aa/953 aa) 

89,82 % 
(856 aa/953 aa) 

0,00 % 
(0 aa/953 aa) 

1561 
0,0 

XM_002713735.1 
XP_002713781.1 
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Tab. 18 Vergleich pNOD1 (diese Arbeit) mit NOD1 anderer Spezies (Teil 2) 
Nukleotidsequenz Aminosäuresequenz 

Spezies Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Basenpaare (bp) 

Lücken 
(% und bp) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Aminosäuren (aa) 

Vergleichbarkeit 
(%), Anzahl der 
Aminosäuren 

(aa) 

Lücken 
(% und aa) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Referenz für 
Nukleotid- und 

Aminosäuresequenz 
(NCBI) 

Taeniopygia 

guttata 

66,40 % 
(840 bp/1265 bp) 

73,89 % 
(696 bp/942 bp) 

1,66 % 
(21 bp/1265 bp) 

0,85 % 
(8 bp/942 bp) 

340 
0,0 
589 
0,0 

64,68 % 
(606 aa/937 aa) 

81,32 % 
(742 aa/937 aa) 

0,75 % 
(7 aa/937 aa) 

1274 
0,0 

XM_002196284.1 
XP_002196320.1 

 
Tab. 19 Vergleich pNOD2 (diese Arbeit) mit NOD2 anderer Spezies (Teil1) 

Nukleotidsequenz Aminosäuresequenz Spezies 

Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Basenpaare (bp) 

Lücken 
(% und bp) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Aminosäuren (aa) 

Vergleichbarkeit 
(%), Anzahl der 
Aminosäuren 

(aa) 

Lücken 
(% und aa) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Referenz für 
Nukleotid- und 

Aminosäuresequenz 
(NCBI) 

Bos taurus 
87,36 % 

(2661 bp/3046 bp) 
0,00 % 

(0 bp/3046 bp) 
3757 
0,0 

85,88 % 
(870 aa/1013 aa) 

91,61 % 
(928 aa/1013 aa) 

0,00 % 
(0 aa/1013 aa) 

1750 
0,0 

NM_001002889.1 
NP_001002889.1 

Canis 

familaris 

85,42 % 
(2537 bp/2970 bp) 

0,00 % 
(0 bp/2970 bp) 

3404 
0,0 

82,93 % 
(821 aa/990 aa) 

89,60 % 
(887 aa/990 aa) 

0,00 % 
(0 aa/990 aa) 

1640 
0,0 

XM_544412.2 
XP_544412.2 

Ovis aries 

(partiell) 

85,87 % 
(1373 bp/1599 bp) 

87,23 % 
(1045 bp/1198 bp) 

0,00 % 
(0 bp/1599 bp) 

0,00 % 
(0 bp/1198 bp) 

1884 
0,0 

1474 
0,0 

85,43 % 
(340 aa/398 aa) 

84,18 % 
(447 aa/531 aa) 

92,21 % 
(367 aa/398 aa) 

88,51 % 
(470 aa/531 aa) 

0,00 % 
(0 aa/398 aa) 

0,00 % 
(0 aa/531 aa) 

707 
0,0 

1884 
0,0 

AM932877.1 
CAP69986.1 und 

CAP69987.1 

Homo 

sapiens 

84,69 % 
(2622 bp/3096 bp) 

2,97 % 
(92 bp/3096 bp) 

3007 
0,0 

81,64 % 
(827 aa/1013 aa) 

90,03 % 
(912 aa/1013 aa) 

0,00 % 
(0 aa/1013 aa) 

1684 
0,0 

NM_022162.1 
NP_071445.1 

Pan 

troglodytes 

84,35 % 
(2566 bp/3042 bp) 

0,00 % 
(0 bp/3042 bp) 

3341 
0,0 

81,94 % 
(830 aa/1013 aa) 

90,43 % 
(916 aa/1013 aa) 

0,00 % 
(0 aa/1013 aa) 

1690 
0,0 

NM_001105240.1 
NP_001098710.1 
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Tab. 20 Vergleich pNOD2 (diese Arbeit) mit NOD2 anderer Spezies (Teil2) 
Nukleotidsequenz Aminosäuresequenz) 

Spezies Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Basenpaare (bp) 

Lücken 
(% und bp) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Kongruenz (%) 
und Anzahl der 

Aminosäuren (aa) 

Vergleichbarkeit 
(%), Anzahl der 
Aminosäuren 

(aa) 

Lücken 
(% und aa) 

bit-

score 
und 

E-Wert 

Referenz für 
Nukleotid- und 

Aminosäuresequenz 
(NCBI) 

Macaca 

mulatta 

84,09 % 
(2563 bp/3048 bp) 

0,20 % 
(6 bp/3048 bp) 

3306 
0,0 

81,15 % 
(822 aa/1013 aa) 

89,64 % 
(908 aa/1013 aa) 

0,00 % 
(0 aa/1013 aa) 

1671 
0,0 

XM_001084287.2 
XP_001084287.1 

Mus 

musculus 

78,36 % 
(2394 bp/3055 bp) 

0,59 % 
(18 bp/3055 bp) 

2482 
0,0 

76,60 % 
(776 aa/1013 aa) 

86,18 % 
(873 aa/1013 aa) 

0,00 % 
(0 aa/1013 aa) 

1550 
0,0 

NM_145857.2 
NP_665856.2 

Rattus 

norvegicus 

78,11 % 
(2195 bp/2810 bp) 

0,46 % 
(13 bp/2810 bp) 

2266 
0,0 

77,49 % 
(723 aa/933 aa) 

86,17 % 
(804 aa/933 aa) 

0,11 % 
(1 aa/933 aa) 

1463 
0,0 

NM_001106172.1 
NP_001099642.1 

Monodelphis 

domestica 

70,29 % 
(2127 bp/3026 bp) 

0,83 % 
(25 bp/3026 bp) 

1346 
0,0 

66,57 % 
(675 aa/1014 aa) 

79,98 % 
(811 aa/1014 aa) 

0,30 % 
(3 aa/1014 aa) 

1365 
0,0 

XM_001371542.1 
XP_001371579.1 

Ictalurus 

punctatus 

(partiell) 

64,97 % 
(445 bp/685 bp) 

0,59 % 
(4 bp/685 bp) 

140 
0,0 

45,98 % 
(257 aa/559 aa) 

62,08 % 
(347 aa/559 aa) 

7,87 % 
(44 aa/559 aa) 

474 
0,0 

FJ004845.1 
ACM45225.1 

Danio rerio 

65,91 % 
(379 bp/575 bp) 

66,15 % 
(215 bp/325 bp) 

0,00 % 
(0 bp/575 bp) 

1,23 % 
(4 bp/325 bp) 

154 
0,0 
77 
0,0 

46,40 % 
(470 aa/1013 aa) 

61,90 % 
(627 aa/1013 aa) 

6,22 % 
(63 aa/1013 aa) 

855 
0,0 

XM_692832.4 
XP_697924.3 

Takifugu 

rubripes 

67,28 % 
(218 bp/324 bp) 

74,81 % 
(101 bp/135 bp) 

0,00 % 
(0 bp/324 bp) 

2,96 % 
(4 bp/135 bp) 

107 
0,0 
86 
0,0 

43,72 % 
(449 aa/1027 aa) 

60,57 % 
(622 aa/1027 aa) 

5,06 % 
(52 aa/1027 aa) 

810 
0,0 

NM_001042448.1 
NP_001035913.1 
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Der ungewurzelte phylogenetische Baum zur Darstellung der genetischen Distanzen gibt ein 
Verzweigungsmuster wieder. Die Längen der Äste entsprechen der molekulargenetischen 
Distanz, somit sind die Abstände zwischen den Spezies ein Maß für den Grad der 
Verwandtschaft. Die errechneten und dargestellten Bootstrap-Werte hingegen stellen die 
Wahrscheinlichkeit dar, dass das hier gezeigte Verzweigungsmuster der Wahrheit entspricht 
(100 = sehr wahrscheinlich; 0 = sehr unwahrscheinlich). 
 
Die phylogenetischen Untersuchungen zeigten einen hohen Verwandtschaftsgrad von 
porcinen NOD1 zu humanen NOD1 und porcinen NOD2 zu humanen NOD2 (Abb. 39).  
 
Darüber hinaus wurden die molekulargenetischen Distanzen zwischen den Spezies 
berechnet. Die molekulargenetischen Distanz von NOD1 zwischen Maus und Schwein lag 
bei 0,2386, zwischen Maus und Mensch bei 0,2250 und zwischen Mensch und Schwein bei 
0,1788. Die molekulargenetischen Distanzen von NOD2 zwischen Maus und Schwein lagen 
bei 0,2933, zwischen Maus und Mensch 0,3056 und zwischen Mensch und Schwein 0,2295. 
Alle ermittelten molekulargenetischen Distanzen zwischen den Spezies für NOD1 und NOD2 
wurden in den Tabelle 21 und 22 auf den folgenden Seiten dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 39 Phylogenetischer Baum von NOD1 und NOD2 
Der dargestellte ungewurzelte phylogenetische Baum basiert auf der Aminosäuresequenz von NOD1 
und NOD2 (Multiple Sequenzalignierung mittels ClustalW). Die Bootstrap-Werte (in %) stehen für die 
Höhe der errechneten Wahrscheinlichkeit des phylogentischen Baumes (1000 Bootstrap-
Rechenkreisläufe). Die Skala gibt Hinweise zum Verwandtschaftsgrad zwischen den beobachteten 
Spezies (molekulargenetische Distanz). 



 

 

Tab. 21 Darstellung der molekulatgenetischen Distanzen für NOD1 
Der Verwandtschaftsgrad der NOD1-Sequenz wurde basierend auf den Aminosäuresequenzdaten mittels Clustering-Verfahren, hier dem Neighbor Joining (NJ) als 
genetisches Distanzverfahren durchgeführt (Saitou und Nei, 1987). Die ermittelten molekulargenetischen Distanzen zwischen den Spezies sind im Folgenden 
dargestellt. Hierbei wurden die Spezies Schwein, Maus und Mensch fett markiert. 

 Sus 

scrofa 
Bos 

taurus 
Equus 

caballus 
Canis 

familaris 
Homo 

sapiens 
Pan 

troglo-

dytes 

Pongo 

abelii 
Macaca 

mulatta 
Callithrix 

jacchus 
Mus 

mus-

culus 

Rattus 

norve-

gicus 

Orycto-

lagus 

cunicu-

lus 

Taenio-

pygia 

guttata 

Sus scrofa - 0,1265 0,1529 0,1700 0,1788 0,1883 0,1830 0,1813 0,1905 0,2386 0,2388 0,2241 0,5799 

Bos taurus  - 0,1620 0,1791 0,1879 0,1974 0,1921 0,1904 0,1996 0,2477 0,2479 0,2332 0,5890 

Equus caballus   - 0,1467 0,1747 0,1842 0,1789 0,1772 0,1864 0,2345 0,2347 0,2200 0,5158 

Canis familaris    - 0,1918 0,2013 0,1960 0,1943 0,2035 0,2516 0,2518 0,2371 0,5329 

Homo sapiens     - 0,0095 0,0188 0,0367 0,0589 0,2250 0,2252 0,2105 0,5063 

Pan troglodytes      - 0,0283 0,0462 0,0684 0,2345 0,2347 0,2200 0,5158 

Pongo abelii       - 0,0409 0,0631 0,2292 0,2294 0,2147 0,5105 

Macaca mulatta        - 0,0614 0,2275 0,2277 0,2130 0,5088 

Callithrix jacchus         - 0,2367 0,2369 0,2222 0,5180 

Mus musculus          - 0,0472 0,2573 0,5531 

Rattus norvegicus           - 0,2575 0,5533 

Oryctolagus cuniculus            - 0,5232 

Taeniopygia guttata             - 
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Tab. 22 Darstellung der molekulatgenetischen Distanzen für NOD2 
Der Verwandtschaftsgrad der NOD2-Sequenz wurde basierend auf den Aminosäuresequenzdaten mittels Clustering-Verfahren, hier dem Neighbor Joining (NJ) als 
genetisches Distanzverfahren durchgeführt (Saitou und Nei, 1987). Die ermittelten molekulargenetischen Distanzen zwischen den Spezies sind im Folgenden 
dargestellt. Hierbei wurden die Spezies Schwein, Maus und Mensch fett markiert. 

 Sus 

scrofa 
Bos 

taurus 
Canis 

familaris 
Homo 

sapiens 
Pan 

troglo-

dytes 

Macaca 

mulatta 
Mus 

mus-

culus 

Rattus 

norvegic

us 

Mono-

delphis 

domes-

tica 

Danio 

rerio 
Takifugu 

rubripes 

Sus scrofa - 0,1619 0,2150 0,2295 0,2212 0,2297 0,2933 0,2987 0,5057 0,9526 1,0093 

Bos taurus  - 0,2063 0,2208 0,2125 0,2210 0,2846 0,2900 0,4970 0,9439 1,0006 

Canis familaris   - 0,2273 0,2190 0,2275 0,2677 0,2731 0,4801 0,9270 0,9837 

Homo sapiens    - 0,0089 0,0510 0,3056 0,3110 0,5180 0,9649 1,0130 

Pan troglodytes     - 0,0427 0,2973 0,3027 0,5097 0,9566 1,0047 

Macaca mulatta      - 0,3058 0,3112 0,5182 0,9651 1,0218 

Mus musculus       - 0,0722 0,4730 0,9199 0,9766 

Rattus norvegicus        - 0,4784 0,9253 0,9820 

Monodelphis domestica         - 0,9159 0,9726 

Danio rerio          - 0,5695 

Takifugu rubripes           - 
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4.8.3 Untersuchung der porcinen NOD1- und NOD2-Domänenstruktur 

Neben der Alignierung mit anderen Spezies wurden die ermittelten porcinen Sequenzen 
auch mit den bestehenden porcinen Sequenzen aus der Datenbank NCBI verglichen. 
 
(1) Hierbei zeigte die Untersuchung der Nukleotidsequenz von pNOD1 (diese Arbeit) mit 
dem porcinen NOD1 aus der Datenbank NCBI (AB187219.1) (Tohno et al., 2008b), dass es 
insgesamt acht veränderte Basenpaarungen zwischen beiden Sequenzen gab. Die 
Nukleotidsequenzen besaßen eine Kongruenz von 99,69 % (2870bp/2879bp). Es wurden 
keine Lücken in der Sequenz gefunden (0bp/2879bp). Der bit-score Wert betrug 5151 und 
der E-Wert 0,0 (Anhang, Abb. 50). Von diesen acht veränderten Nukleotidbasen führten 
jedoch nur fünf zu einem veränderten Aminosäureeinbau im pNOD1-Protein. Der Vergleich 
der Aminosäuresequenz zwischen pNOD1 (diese Arbeit) und porcinem NOD1 aus der 
Datenbank NCBI (BAG12313.1) wies einen veränderten Aminosäureeinbau an den 
Positionen 13.aa, 649.aa, 693.aa, 756.aa und 920.aa auf (Abb. 40). Die 
Aminosäuresequenzen besaßen eine Kongruenz von 99,48 % (948aa/953aa). Es wurden 
keine Lücken in der Sequenz gefunden (0aa/953aa). Der bit-score Wert betrug 1948 und der 
E-Wert 0,0. Die Aminosäuren an den Positionen 756.aa und 920.aa des porcinen NOD1 
(eigene Arbeit) stellen eine veränderte Aminosäure im Vergleich zum porcinen NOD1 aus 
der Datenbank NCBI dar und betreffen die 2. und 7. LRR-Domäne (Abb. 40 und 43). 
(2) Der Vergleich der Nukleotidsequenz zwischen pNOD2 (diese Arbeit) und porcinem NOD2 
aus der Datenbank NCBI (AB195466.1) (Tohno et al., 2008a) zeigte keine veränderten 
Basen. Die Nukleotidsequenzen besaßen eine Kongruenz von 100,00 % (3057bp/3057bp). 
Es wurden keine Lücken in der Sequenz gefunden (0bp/3057bp). Der bit-score Wert betrug 
5646 und der E-Wert 0,0 (Anhang, Abb. 51). 
 
 
Des Weiteren wurde der strukturelle Domänenaufbau aus mehreren C-terminalen LRR-
Domänen, einer zentralen NACHT-Domäne und eins bis zwei N-terminalen CARD-Domänen 
von porcinem NOD1 und porcinem NOD2 im Vergleich zu den NOD-Proteinen anderer 
Spezies untersucht und graphisch dargestellt (Abb. 41 und 42). 
(1) Hierbei zeigte sich, dass die sieben LRR-Domänen vom pNOD1, essentiell für die 
Erkennung von PGN, hohe Homologien zu anderen Spezies besaßen (Abb. 41). Eine 
Ausnahme war hierbei das bovine NOD1 mit insgesamt acht LRR-Domänen. Da Sus scrofa 
und Bos taurus beide phylogenetisch zur Ordnung der Paarhufer gehören, war dieser LRR-
Domänenunterschied nicht zu erwarten. Es existierten keine veröffentlichten NOD-
Sequenzen von weiteren Paarhufern, somit konnte der Aufbau der LRR-Domänen in dieser 
Ordnung nicht näher betrachtet werden (Abb. 41).  
(2) Die sieben LRR-Domänen des porcinen NOD2 als auch das NOD2 der Primaten und das 
humane NOD2 zeigten eine hohe strukturelle Ähnlichkeit. Die bovinen und murinen NOD2-
Sequenzen besaßen hingegen acht LRR-Domänen (Abb. 42).  
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Abb. 40 Darstellung des Aminosäuresequenzvergleiches vom porcinen NOD1 
Unterschiede in den Proteinsequenzen zwischen pNOD1 (diese Arbeit (1)) und pNOD1 aus der NCBI-
Datenbank (BAG12313.1 (2)) wurden farblich hervorgehoben. Von diesen veränderten Aminosäuren 
sind es vor allem die an Position 756.aa und 920.aa welche einen Einfluss auf die Funktionalität des 
NOD1 ausüben könnten, da sie sich im Bereich der LRR-Domänen des pNOD1-Proteins befinden. 
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1           100         200aa1           100         200aa
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Abb. 41 Darstellung der Architektur des NOD1-Proteins von verschiedenen 
Spezies. 
Die SMART-Software erstellte auf Grundlage der Aminosäuresequenz eine Proteinarchitektur. Die 
pNOD1-Struktur (diese Arbeit) wurde hier mit der NOD1-Struktur von verschiedenen Spezies 
verglichen. Vor allem die LRR-Domänen zeigten deutliche Unterschiede im Aufbau und der 
Zusammensetzung. 
Segmente mit geringer Komplexizität wurden mit  markiert. Die dargestellte Skalierung 
entspricht der Anzahl an Aminosäuren (aa). 
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Abb. 42 Darstellung der Architektur des NOD2-Proteins von verschiedenen 
Spezies. 
Die SMART-Software erstellte auf Grundlage der Aminosäuresequenz eine Proteinarchitektur. Die 
pNOD2-Struktur (diese Arbeit) wurde mit der NOD2-Struktur von verschiedenen Spezies verglichen. 
Vor allem die LRR-Domänen zeigten deutliche Unterschiede im Aufbau und der Zusammensetzung. 
Segmente mit geringer Komplexizität wurden mit  markiert. Die dargestellte Skalierung 
entspricht der Anzahl an Aminosäuren (aa). 
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LRR-Domänen des porcinen NOD1

727 FSRLTVIRLSVNQITDSGVKVLYEELTK    754

755 YKIVTFLGLYNNQITDVGARYVARILDE    782

783 CKGLKCLKLGKNKITSEGGKCLARAVKN    810

811 SRSIFEVGMWGNQIGDEGAKAFAEALRN    838

839 HPSLTNLSLAFNGISTEGGKSLAQALQQ    866

867 NASLRIFWLTQNELDDEVAESLAEMLKV    894

895 NQTLKHLWLIQNQITARGTARLADAIQN    922

xxxLxxLxLxxNxLxxxgoxxLxxoLxx (RI-ähnliche LRR-Domäne (Kajava, 1998))

LRR-Domänen des porcinen NOD2

759 LRHLQWPVALQLDHNSVGDIGVEQLLPCLNV 789

791 KALYLRDNNISDRGFCKLVEH 811

815 CEQLQKLALFNNKLTDGCAHSMARLLAC    842

843 KRNFLALRLGNNHFTAVGAQVLAQGLRA    870

871 NTPLQFLGFWGNQVGDKGAQALAEALRD    898

899 NQSLKWLSLVGNNIGSVGAQALALMLEK    926

927 NMALEELCLEENHVQDEGVCSLARGLER    954

955 NSSLKVLKLSNNHVTSRGAEALLQALEQ    982

xxxLxxLxLxxNxLxxxgoxxLxxoLxx (RI-ähnliche LRR-Domäne (Kajava, 1998))

porcines NOD1 816aa EVGMWGNQIGDEGAKAFAEALRNHPSLTN 844aa

humanes NOD1  816aa EVGMWGNQVGDEGAKAFAEALRNHPSLTT 844aa

Die sieben LRR-Domänen von pNOD1 und pNOD2 besaßen folgende Konsensussequenz: 
xxxLxxLxLxxNxLxxxgoxxLxxoLxx (Kajava, 1998; Kobe und Kajava, 2001) und gehören 
somit zu den RI-ähnlichen LRR-Domänen. Die LRR-Domänen der porcinen NOD-Proteine 
wurden in der Aminosäuresequenz dargestellt (Zahlen entsprechen hierbei der Position der 
Aminosäure im Protein). Hierbei wurde deutlich, dass pNOD1 sieben hintereinander 
gelegene RI-ähnliche LRR-Dömänen aufwies. Porcines NOD2 hingegen besaß zwar 
ebenfalls sieben RI-ähnliche LRR-Dömänen, hierbei bildeten die Aminosäuren zwischen der 
Position 791-811 keine funktionelle LRR-Domäne (Abb. 43). 
Somit war der strukturelle Aufbau der LRR-Domäne  vom porcinen NOD2 und dem humanen 
NOD2 sehr ähnlich (Abb. 41 und 42).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 43 Darstellung der porcinen NOD1- (oben) und NOD2-Aminosäuresequenz 
(unten) der LRR-Domänen 
Die sieben RI-ähnlichen LRR-Domänen wurden der Konsenussequenz nach Kajawa, 1998 
gegenübergestellt (rot-markierte Aminosäuren). Die LRR-Region des porcinen NOD2 (eigene Arbeit) 
war dem strukturellen Aufbau des humanen NOD2 ähnlich. Darüber hinaus stellte die Aminosäure an 
Position 756 und 920 von porcinem NOD1 eine veränderte Aminosäure im Vergleich zum porcinen 
NOD1 aus der Datenbank NCBI (BAG12313.1) dar. 

 
Darüber hinaus wurde für humanes NOD1 die Aminosäuren an Position 816-844 als 
essentielle Struktur für die Detektion von DAP-Tetrapeptiden beschrieben (Girardin et al., 
2005). Beim Vergleich der porcinen NOD1-LRR-Sequenz dieser Arbeit und der humanen 
NOD1-LRR-Sequenz zeigte sich, dass sich beide Spezies an der Position 824.aa und 
844.aa unterschieden, dies entspricht der 4. und 5. LRR-Domäne (Abb. 43 und 44). 
 

 

 
Abb. 44 Unterschiede in der LRR-Domäne von porcinem NOD1 und humanem 
NOD1 
Der Vergleich der porcinen NOD1-Sequenz dieser Arbeit und der humanen NOD1-Sequenz zeigte 
einen Unterschied an der Position 824.aa und 844.aa zwischen beiden Spezies, dies entspricht der 4. 
und 5. LRR-Domäne. 
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5.  Diskussion 

S. Enteritidis und S. Typhimurium machten zusammen 79,9 % aller nachgewiesenen 
Serovare bei humanen Salmonella-Erkrankungen 2008 in Europa aus. Die Dominanz dieser 
nicht-wirtsadaptierten Serovare im Menschen korreliert mit ihrem gesteigerten Vorkommen in 
Lebensmittelprodukten (EFSA Journal 2010). Die Evolution von wirtsspezifischen und auch 
wirtsadaptierten Serovaren korreliert wiederum mit einer gesteigerten Pathogenität der 
Erreger für den jeweiligen Wirt (Baumler et al., 1998). Die biologische Grundlage jedoch, 
welche dieser Spezialisierung zu Grunde liegt, blieb bislang ungeklärt. Ursache hierfür ist 
auch die geringe Anzahl an Untersuchungen zur Pathogenese von wirtsspezifischen, 
wirtsadaptierten und nicht-wirtsadaptierten Salmonellen in anderen Tiermodellen als der 
Maus. In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit die in vitro Interaktion von 
wirtsadaptierten und nicht-wirtsadaptierten Serovaren in je zwei Zellarten aus drei 
untersuchten Wirtsmodellen untersucht. 

5.1 Die Rolle der Salmonella-Wachstumskurven 

Das mikrobielle Wachstum unterteilt sich in die lag-Phase, die Phase des beschleunigten 
Wachstums, die log-Phase, die Phase des limitierten Wachstums, die stationäre Phase und 
in die Absterbephase. In dieser Arbeit wurde die Zeitspanne bis zum Erreichen der 
OD600 2,2, also kurz vor der spätlogarithmischen Wachstumsphase in LB-Medium, ermittelt. 
Die OD600 2,2 in LB-Medium wurden nach 210-290min erreicht, hierbei zeigten die Serovare 
S. Enteritidis und S. Dublin eine geringere Verdopplungszeit und erreichten somit die 
OD600 2,2 in einer kürzeren Zeitspanne. Die Zeit bis zum Erreichen dieser 
spätlogarithmischen Wachstumsphase war unabhängig vom Wachstumsmedium (LB- oder 
Zellkulturmedium). Die Serovare erreichten jedoch im Zellkulturmedium zeitlich später die 
stationäre Phase. Des Weiteren wurden Unterschiede in der bakteriellen Dichte bei der 
stationären Wachstumsphase festgestellt. Die bakteriellen Wachstumsphasen werden durch 
zahlreiche Faktoren beeinflusst, hierzu zählen der pH-Wert, das Vorhandensein von 
Nährstoffen, Metaboliten, Ionen, Sauerstoff und Wasser, die Temperatur sowie 
Umweltstressoren (Gibson et al., 1988). Die unterschiedliche Zusammensetzung von 
DMEM/HAM’S und LB-Medium scheint somit einen Einfluss auf die bakterielle Dichte 
auszuüben, da zwar die Salmonellen die spätlogarithmische Wachstumsphase zu fast 
gleichen Zeitpunkten erlangten, aber die Limitation des Wachstums (stationäre Phase) war 
bei DMEM/HAM’S zeitlich später erreicht. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die 
Versorgung mit Nährstoffen und Ionen im LB-Medium für die bakteriellen 
Wachstumsbedingungen eher gegeben sind. Des Weiteren könnte sich im Verlauf des 
Wachstums der Abfall des pH-Wertes und die Ansammlung von Metaboliten im 
DMEM/HAM’S als Wachstumsstress auf die Salmonellen auswirken. Diese Hypothese wird 
durch Arbeiten um Abe et al. (2002) bestätigt. Diese zeigten, dass E. coli Erreger eine 
erhöhte Adhärenz an epithelialen Zellen aufwiesen, wenn sie zuvor in DMEM- im Gegensatz 
zu LB-Medium angezüchtet wurden. Dieser Effekt war auf die verbesserte 
Virulenzgenexpression, ausgelöst durch Wachstumsstressoren hier eine erhöhte NaHCO3-
Konzentration, in DMEM-Medium zurückzuführen. Für Vibrio parahaemolytica konnte 
nachgewiesen werden, dass die Virulenzgenexpression bei Wachstum in DMEM ebenfalls 
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deutlich höher war im Vergleich zum Wachstum in LB-Medium (Zhou et al., 2008). Eine 
verbesserte Salmonelleninvasivität von in Zellkulturmedium-kultivierten Erregern wurde 
bisher nicht beschrieben. 
Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Wachstumsraten der 
Salmonellen intrazellulär geringer sind als extrazellulär im Zellkulturmedium. Dies bestätigt 
die Beobachtungen von Maw und Meynell (1968), welche eine Verdopplungszeit für 
S. Typhimurium in infizierten Mäusen zwischen 5-10h ermittelten. Geringere 
Wachstumsraten der Salmonellen intrazellulär im Vergleich zum extrazellulären Wachstum 
wurden auch von Abshire und Neidhardt (1993) sowie Buchmeier und Heffron (1989) 
beschrieben. 
 
Die Ermittlung der Wachstumskurven in dieser Arbeit war essentiell, da die 
Wachstumsphase ein bedeutender Faktor für die Invasivität der Salmonellen ist und sie die 
Expression von Virulenzgenen beeinflusst (Adkins et al., 2006; Guiney et al., 1995). Deshalb 
wurden in dieser Arbeit alle Salmonellen mit der gleichen optischen Dichte von OD600 2,2 
eingesetzt und zuvor eine Wachstumskurve jedes Serovars angefertigt, um den optimalen 
Zeitpunkt, die späte logarithmische Wachstumsphase, für den Invasionsversuch zu 
erreichen. Während der frühen log-Phase werden nachweislich keine spv-Gene exprimiert. 
Die Expression von Virulenzgenen ist während der späten log-Phase und der frühen Phase 
des limitierten Wachstums am höchsten. Die Invasionsraten korrelieren jedoch nicht 100 %ig 
mit diesen Expressionsraten, so sind die Invasionsraten am höchsten in der 
spätlogarithmischen Wachstumsphase und fallen in der frühen Phase des limitierten 
Wachstums und der stationären Wachstumsphase schnell ab (Guiney et al., 1995). Das 
Salmonellenprotein RpoS15 reguliert hierbei die Expression von einer Vielzahl von Genen 
über Einflussfaktoren wie Nährstoffmangel, pH-Wertabfall, oxidativer Stress oder auch über 
eine gesteigerte Umgebungstemperatur (Fang et al., 1992). Darüber hinaus wird die 
Genexpression der Salmonellen in den Wirtszellen auch reguliert über die 
Hitzeschockproteine und Chaperone (GroEL, Dank) sowie über das PhoP-PhoQ-
Regulationssystem (Buchmeier und Heffron, 1990; Groisman et al., 1989). Auch der Mangel 
an Glukose, Stickstoff, Eisen und Phosphat kann die Expression von Virulenzgenen 
unabhängig von der bakteriellen Dichte beeinflussen (Valone et al., 1993). 

5.2 Die Serovare-Bedeutung und die Ergebnisse der Salmonella-
Infektionsversuche 

Salmonelleninfektionen manifestieren sich in drei klinischen Ausprägungsformen: Enteritis, 
Septikämie und Abort. Diese können allein oder in Kombination auftreten, abhängig vom 
Serovar und dem betrachteten Wirtssystem. Uzzau et al. (2000) unterschieden die Erreger 
der Gruppe I der S. enterica spp. enterica in wirtsspezifisch (z. B. S. Typhi, S. Typhisuis), 
wirtsadaptiert (z. B. S. Choleraesuis, S. Dublin) und nicht-wirtsadaptiert (z. B. 
S. Typhimurium und S. Enteritidis). Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die 
Einteilung in wirtsspezifisch, wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert in der bestehenden 
Literatur nicht immer eindeutig und gleichsam genutzt wird. Bei in vitro Invasionsstudien 
steht die Anzahl wiederkultivierbarer, Gentamicin-resistenter Erreger als Anteil des initialen 
Inokulums für die Invasionsrate (Bolton et al., 1999). Salmonella-Infektionsstudien wurden in 

                                                 
15

 rpoS = RNA polymerase sigma factor 
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den unterschiedlichsten Zellkulturmodellen durchgeführt, eine experimentelle Aussage 
konnte hierbei nur für die im Versuch verwendeten ein bis zwei Serovare in Korrelation zu 
meist einem einzigen Zellkulturmodell gegeben werden. Die Möglichkeit eines Erregers, 
innerhalb der Wirtszellen zu überleben und sich zu replizieren, geht jedoch einher mit dessen 
Fähigkeit, systemische Infektionen im Wirt auszulösen (Fields et al., 1986). Bolton et al. 
(1999) konnten zeigen, dass die Invasion in Darmepithelien sowohl in M-Zellen als auch in 
Enterozyten stattfindet. Makrophagen spielen hingegen im Salmonelleninfektionsgeschehen 
eine bedeutende Rolle, da sie, einmal aktiviert, die Salmonellen abtöten können, aber auch 
als Transportvehikel zur systemischen Streuung beitragen (Lindgren et al., 1996). Aufgrund 
dessen wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils vier verschiedene Salmonella-Serovare 
(wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert) mit je zwei bereits etablierten Zellarten (Epithel und 
Makrophagen) aus je drei verschiedenen Wirtssystemen (Schwein, Maus, Mensch) 
verwendet. 
 
(1) In der vorliegenden Arbeit waren die porcinen Zellkulturen (IPEC-J2 und 3D4/31) 
vermehrt mit S. Typhimurium und S. Enteritidis infiziert. Die Haupterreger der Zoonosen 
zeigten eine hohe Invasivität und intrazelluläre Vermehrungsrate. Im Gegensatz dazu wies 
die schweineadaptierte Serovar S. Choleraesuis eine vergleichbar geringere Invasivität und 
intrazelluläre Vermehrungsrate in porcinen Zellen auf. In dieser Arbeit wurden erstmals 
porcine 3D4/31 im Invasionsversuch mit den vier Serovaren untersucht. Ebenfalls neu waren 
die Infektionen von porcinen IPEC-J2 mit S. Choleraesuis, S. Dublin und S. Enteritidis. In der 
vorliegenden Arbeit wurden nach 2h p. i. 1,15±0,09 x 105 S. Typhimurium SL1344 in 
IPEC-J2-Zellen gefunden. Dies bestätigt die Ergebnisse um Schierack et al. (2011), welche 
zeigten, dass nach 2h p. i. 1-2 x 105 S. Typhimurium SL1344 intrazellulär in IPEC-J2-Zellen 
detektiert wurden (MOI 1). Schmidt et al. (2008) demonstrierten hierzu in ihrer Studie, dass 
sich die Invasivität von S. Typhimurium in IPEC-J2-Zellen und porcinen ilealen Explantaten 
nur gerinfügig unterschied. Die in dieser Arbeit gezeigte geringe Invasivität und intrazelluläre 
Vermehrungsrate vom schweineadaptierten Serovar S. Choleraesuis in porcinen Zellen, 
bestätigt wiederum Versuche von Watson et al. (2000a), welche S. Typhimurium, S. Dublin 
und S. Choleraesuis sowohl bei in vivo Infektionsstudien als auch in einer primären 
Alveolarmakrophagen-Zellkultur verglichen. Hierzu wurden die Zellen mit einer MOI 5 ohne 
zusätzliche Zentrifugation infiziert. S. Typhimurium und auch S. Dublin, nicht jedoch die 
wirtsadaptierte Serovar S. Choleraesuis, erzeugten eine Zerstörung der porcinen 
Makrophagenplasmamembran. S. Choleraesuis konnte jedoch in vivo allein auf der 
systemischen Seite wieder nachgewiesen werden. Im Gegenzug zeigten die in vitro Daten 
aber, dass S. Cholaesuis in deutlich geringeren Mengen im Invasionsversuch in den 
Makrophagen wieder auffindbar waren. Dies bestätigt wiederum die erhobenen Invasions-
Daten aus der vorliegenden Arbeit. 
 
(2) Es wurden erstmals murine MODE-K im Invasionsversuch mit S. Choleraesuis und 
S. Enteritidis in dieser Arbeit untersucht. Ebenfalls neu waren die Infektionen von murinen 
RAW264.7 mit S. Choleraesuis, S. Dublin und S. Enteritidis. Die murinen Zellen MODE-K 
wurden in dieser Arbeit vor allem von S. Choleraesuis und S. Dublin infiziert. S. Typhimurium 
besaß hierbei die stärkste intrazelluläre Vermehrungsrate. Nach 2h p. i. wurden 
41,63±2,10 % S. Typhimurium und 74,86±3,45 % S. Dublin intrazellulär in MODE-K-Zellen 
detektiert. Dem entgegen stehen Ergebnisse um Weinstein et al. (1998), welche zeigten, 
dass nach 1,5h p. i. 18 % S. Typhimurium und 51 % S. Dublin intrazellulär vorkamen. Eine 
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mögliche Erklärung für diese Infektionsunterschiede sind, trotz gleicher MOI, gleicher 
Zellkultur, ähnlichem Infektionsprotokoll (Zentrifugationsschritt), die Verwendung von 
klinischen Isolaten in der Arbeit um Weinstein et al. (1998). Bereits 2000 wurde von Carlson 
et al. gezeigt, dass auch hypoinvasive klinische S. Typhimurium Serovare vorkommen 
können. Aufgrund dessen wurden, für eine bessere Vergleichbarkeit der Daten, in der 
vorliegenden Arbeit ausschließlich klassifizierte und bereits bekannte Serovare verwendet 
und keine neu aufgetretenden klinischen Isolate. Dies könnte die Infektionsunterschiede 
zwischen dieser Arbeit und der Studie um Weinstein et al. (1998) erklären. 
In der vorliegenden Arbeit waren die murinen RAW264.7 hingegen vermehrt mit 
S. Choleraesuis und S. Dublin infiziert, welche eine hohe Invasivität und intrazelluläre 
Vermehrungsrate zeigten. Im Gegensatz dazu wies die mausadaptierte Serovar 
S. Typhimurium eine vergleichbar geringere Invasivität und intrazelluläre Vermehrungsrate in 
den murinen RAW264.7 auf. Monack et al. (1996) konnten hierzu mit S. Typhimurium in 
RAW264.7-Zellen Invasionsraten von ~13-14 % 2h p. i. nachweisen, hierbei wurde jedoch 
eine MOI von 100 gewählt. In der vorliegenden Arbeit konnten 28,68±0,72 % der initialen 
Inokulummenge aus RAW264.7-Zellen kultiviert werden, obwohl eine MOI von eins 
verwendet wurde. Eine mögliche Erklärung für diese Invasionsunterschiede ist, trotz gleicher 
Zellkultur und ähnlichem Infektionsprotokoll (Zentrifugationsschritt), die Verwendung von in 
Mäusen passagierten Serovaren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Serovar 
S. Typhimurium SL1344 im Institut für Mikrobiologie und Tierseuchen, Freie Universität 
Berlin in Mäusen passagiert, um dessen Virulenz zu erhöhen. Die Steigerung der Virulenz 
durch das Passagieren in vivo wurde bereits Mastroeni et al. (2011) belegt. Darüber hinaus 
konnte in der vorliegenden Arbeit in RAW264.7-Zellen durch eine MOI von eins nach der 
S. Typhimurium-, nicht jedoch bei S. Choleraesuis Infektion, das Vorhandensein von 
abgestorbenen Zellen und eine DNA-Defragmentierung nachgewiesen werden. Dies 
bestätigt die Arbeiten mit murinen J774A.1-Zellen um Lindgren et al. (1996), welche für 
S. Typhimurium zeigten, dass mit einer MOI 100 eine DNA-Fragmentierung und eine 
morphologische Zytotoxizität nachweisbar waren. 
 
(3) In dieser Arbeit wurden erstmals humane LoVo im Invasionsversuch mit den vier 
Serovaren untersucht. Ebenfalls neu waren die Infektionen von humanen THP-1 mit 
S. Choleraesuis und S. Enteritidis. In dieser Arbeit zeigten die humanen LoVo-Zellen eine 
erhöhte Invasivität für die Serovare S. Typhimurium und S. Dublin. Die stärkste intrazelluläre 
Vermehrung wiesen jedoch die Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis auf. In LoVo-
Zellen wurden für die Serovare S. Typhimurium, S. Choleraesuis und S. Dublin folgende 
Invasionsraten 2h p. i. gefunden: 122,09±4,61 %, 38,40±0,69 % und 124,11±8,08 %. Diese 
Ergebnisse sind vergleichbar mit den Arbeiten um Bolton et al. (1999), welche in ihrer Arbeit 
die Serovare S. Typhimurium, S. Choleraesuis und S. Dublin im humanen CaCo-2-
Zellkultursystem und einem ilealen Invasionsversuch untersuchten. Sie erhielten folgende 
Invasionsraten: 100 %, 35 % und 70 % (Anteil der initialen Inokulummenge). Carlson et al. 
(2000) zeigten für verschiedenste S. Typhimurium Serovare in HEp-2-Zellen Invasionsraten 
nach 60min p. i. zwischen 20-150 % (MOI 100). Diese Unterschiede in den Invasionsraten 
könnten auch bedingt sein durch eine veränderte LPS-Zusammensetzung der verwendeten 
S. Typhimurium Isolate. Einen Hinweis hierzu gab die Arbeit um Kihlstrom (1977), hierbei 
wurden Invasionsunterschiede in HeLa-Zellen durch S. Typhimurium Infektionen mit glattem 
oder rauhem LPS beschrieben. 



5. Diskussion   

 114 

Die humanen THP-1a- und THP-1s-Zellen zeigten in dieser Arbeit eine vergleichbar hohe 
Invasivität und intrazelluläre Vermehrungsrate für die Serovare S. Choleraesuis und 
S. Dublin. Im Vergleich zu den Suspensionszellen waren die Infektionsraten von den 
aktivierten, adhärenten THP-1a deutlich höher. In dieser Arbeit wurden erstmals THP-1 als 
unstimulierte und aktivierte, adhärente Zellen im Infektionsversuch verglichen. 
Beispielsweise wurden in der vorliegenden Arbeit 2h p. i. 1,46±0,11 x 105 S. Dublin in 
THP-1s und 7,82±0,84 x 105 S. Dublin in THP-1a detektiert. Die hohen Invasionsraten von 
THP-1a dieser Arbeit bestätigen Versuche von Valle und Guiney (2005), welche zeigten, 
dass bereits nach 1h p. i. ~3 x 106 S. Dublin in THP-1 wieder gefunden wurden. Hierbei 
wurden PMA-aktivierte THP-1-Zellen mit einer MOI 10 infiziert. Die verbesserte Invasivität in 
THP-1a-Zellen im Vergleich zu unstimuliertenen THP-1s betraf in dieser Arbeit vor allem die 
Serovare S. Choleraesuis und S. Dublin. Die verbesserte intrazelluläre Vermehrungsrate als 
Ausdruck der Steigung m in THP-1a-Zellen im Vergleich zu THP-1s betraf jedoch die 
Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis. Es existieren derzeit keine Literaturquellen zur 
Beschreibung der unterschiedlichen Invasivität oder der intrazellulären Vermehrungsraten 
von verschiedenen Salmonella-Serovaren in PMA-aktivierten Makrophagen. Musa und 
Rowley (1990) hingegen untersuchten die bakterizide Wirkung von aktivierten und nicht-
aktivierten murinen Makrophagen auf eine S. Typhimurium Infektion, eine Aussage zur 
unterschiedlichen Invasivität wurde nicht gemacht. Darüber hinaus wurden die aktivierten 
Makrophagen aus Salmonella-infizierten Tieren gewonnen und nicht wie in dieser Arbeit 
durch einen extrazellulären Stimulus in vitro. Musa und Rowley (1990) zeigten weiterhin, 
dass weniger Salmonellen in den aktivierten Makrophagen aufgrund von 
Komplementfaktoren im Serum überlebten. Dieser Effekt konnte durch hitzeinaktiviertes 
Serum aufgehoben werden. Da in dieser Arbeit nur hitzeinaktiviertes Serum verwendet 
wurde, können Komplementfaktoren für die verbesserte Invasivität der Salmonellen für die 
THP-1a-Zellen ausgeschlossen werden. Demgegenüber stehen Arbeiten um Langermans et 

al. (1990), welche zeigten, dass aktivierte murine Makrophagen keine bakterizide Wirkung 
und keinen Effekt auf die intrazelluläre Vermehrungsrate nach einer S. Typhimurium 
Infektion aufwiesen. McCollister et al. (2005) wiederum demonstrierten, das aufgrund der 
verminderten SPI2-Expression, die SCV vermehrt mit Bestandteilen des 
Endosomen/Lysosomen-Systems interagierten und somit die bakterizide Wirkung von 
aktivierten Makrophagen durch NO zustande kommt. Hierbei wurden Makrophagen mit IFN-γ 
aktiviert. Es ist bekannt, dass IFN-γ-aktivierte Makrophagen essentiell sind bei der 
Salmonellenabwehr. In der vorliegenden Arbeit wurden die Makrophagen jedoch mit PMA 
aktiviert. Daigneault et al. (2010) zeigten hierzu, dass PMA-aktivierte THP-1-Zellen nicht 
vermehrt NO produzieren. Somit kann ausgeschlossen werden, dass eine vermehrte NO-
Produktion der THP-1a die unterschiedlichen intrazellulären Vermehrungsraten erklären 
könnte. PMA bindet in den Zellen an die Proteinkinase C und induziert deren Aktivierung (Lin 
et al., 1999). Darüber hinaus führt PMA zum einen zu einer Inhibierung des Zellwachstums 
über den Kruppel-ähnlichen Transkriptionsfaktor und zum anderen zu einer Steigerung der 
Zelladhäsion über die Phosphorylierung von Integrinuntereinheiten (Tahara et al., 2009; 
Dumont und Bitonti, 1994). Die Migration in dreidimensionalen Gelen von Makrophagen 
konnte ebenfalls durch PMA induziert werden (Castellucci und Montesano, 1988). Dies lässt 
den Rückschluss zu, dass PMA-aktivierte Makrophagen eine veränderte Oberflächen-
proteinzusammensetzung oder Oberflächenproteinaktivierung besitzen, welche wiederum 
dazu führt, dass mit PMA-aktivierte Makrophagen erleichtert Salmonellen aufnehmen und 
diese intrazellulären Salmonellen sich besser in der SCV vermehren können. Dies wurde 
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durch Arbeiten von Daigneault et al. (2010) bestätigt, welche zeigten, dass PMA-aktivierte 
THP-1-Zellen eine Differenzierung zu Gewebsmakrophagen durchmachten. THP-1a-Zellen 
wiesen ein vermindertes Zytoplasma-Kern-Verhältnis auf, eine gesteigerte Anzahl an 
Lysosomen und Mitochondrien und eine Expression von Oberflächenmarkern, welche denen 
der Gewebsmakrophagen in vivo entsprechen. Die THP-1a produzierten zwar nicht vermehrt 
NO, aber es kam zu einer Verminderung der ursprünglichen Phagozytoserate, vergleichbar 
mit der Abnahme der Phagozytoserate von Monozyten im Vergleich zu Makrophagen. Somit 
ist nicht die Phagozytoserate bei THP-1a im Vergleich zu THP-1s allein entscheidend, 
sondern PMA-aktivierte Makrophagen scheinen empfänglicher für eine Salmonelleninfektion 
aufgrund ihrer veränderten Morphologie und Zelloberflächenzusammensetzung nach PMA-
Stimulation zu sein. Dieses Phänomen allein kann jedoch nicht die Serovar-Unterschiede in 
der vorliegenden Arbeit erklären. Vielmehr zeigte sich in dieser Arbeit, dass invasive 
Serovare wie S. Choleraesuis und S. Dublin ihren invasiven Charakter verstärken konnten in 
THP-1a. Auf der anderen Seite schienen die nicht-wirtsadaptierten Serovare wie 
S. Typhimurium und S. Enteritidis sich deutlich besser in THP-1a intrazellulär zu vermehren. 
Möglicherweise führt hierbei die vermehrte Anzahl an Lysosomen in THP-1a zum 
unterschiedlichen Verhalten der intrazellulären Salmonellen, so dass Salmonellen, welche 
die Lysosom-Endosom-Fusion effektiver umgehen können, dies in THP-1a verbessert 
nutzen konnten. Demgegenüber stehen Arbeiten mit anderen bakteriellen Erregern. Durch 
Jelinek et al. (2007) wurde gezeigt, dass Encephalitozoon cuniculi in nicht-aktivierten 
Makrophagen im Vergleich zu IFN-γ-aktivierten Makrophagen eine verminderte 
Vermehrungsrate aufwies. Wiederum durch Shaughnessy und Swanson (2007) wurde 
beschrieben, dass sich Listeria monocytogenes stärker in nicht-aktivierten Makrophagen 
vermehren und in aktivierten Makrophagen früher und effektiver abgetötet wurden. Dennoch 
bleibt es schwierig diese erlangten Hinweise von fremden Erregern auf die 
Salmonellenpathogenese zu übertragen. 
 
 
Im Anschluss wird auf den folgenden Seiten (Seite 116-118) eine aktuelle Literaturübersicht 
zu erhobenen Daten von Salmonella-Infektionsstudien in epithelialen und 
makrophagenähnlichen Zellen dargestellt (Tab. 23). 
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Tab. 23 Darstellung von Daten zur Salmonelleninfektion in vitro 
Salmonella 
Serovar 

Zellkultursystem und 
MOI 

Anzahl invasiver 
Erreger (p. i.) 

Referenz 

SL1344 IPEC-J2 
(MOI 1) 

91,15±5,37 % (2h p. i.) 
und 1816,63±66,87 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SL1344 3D4/31 
(MOI 1) 

70,86±1,16 % (2h p.i.) 
und 885,46±41,09 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SL1344 MODE-K 
(MOI 1) 

41,63±2,10 % (2h p.i.) 
und 2736,79±162,98 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SL1344 RAW264.7 
(MOI 1) 

28,68±0,72 % (2h p.i.) 
und 229,63±11,94 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SL1344 LoVo 
(MOI 1) 

122,09±4,61 % (2h p.i.) 
und 11570,69±538,26 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SL1344 THP-1 (stimuliert und 
unstimuliert) 
(MOI 1) 

32,72±1,56 % und 
20,10±1,42 % (2h p.i.); 
sowie 463,90±54,16 % 
und 96,84±6,88 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

 
SL1344 IPEC-J2 

(MOI 1 oder 10) 
1-2 x 105 KbE oder ~27 % 
der initialen Inokulum-
menge (2h p. i.) 

Schierack et al., 
2011; Schierack 
et al., 2006 

SL1344 RAW264.7 
(MOI 10) 

3-7,1 % der initialen 
Inokulummenge (5-10min 
p. i.) 

Pascopella et 

al., 1995 

SL1344; 
DT104 

HEp-2 
(MOI 100) 

~140 % bsw. ~120 % der 
initialen Inokulummenge 
(1h p. i.) 

Carlson et al., 
2000 

SL1344, 
ATCC14028
DT104 

IPEC-J2 3,22±0,09, 3,56±0,07 
sowie 4,06±0,15 log10 
cfu/Loch (1,5h p. i.) 

Schmidt et al., 
2008 

SL1344 RAW264.7 
(MOI 100) 

~13-14 % der initialen 
Inokulummenge (2h p. i.) 

Monack et al., 
1996 

DT104 IPEC-J2 
(MOI 0,1) 

25,22 % bsw. 47,48 % der 
initialen Inokulummenge 
(2h bsw. 30h p. i.) 

Brown und Price 
(2007) 

ATCC14028 Primäre murine 
Peritonealmakrophagen 
(MOI 1) 

55-60 % bsw. 20-35 % 
der initialen Inokulum-
menge (3h bsw. 24h p. i.) 

Fields et al., 
1986 

LT2 
(TT16729) 

J774A.1 
(MOI 1) 

~200 % der initialen 
Inokulummenge (16h p. i.) 

Eriksson et al., 
2000 

SR-11 J774A.1 
(MOI 100) 

~13,3 % der initialen 
Inokulummenge (3h p. i.) 

Lindgren et al., 
1996 

TML CaCo-2 ~100 % der initialen 
Inokulummenge (3h p. i.) 

Bolton et al., 
2000 

112910a Primäre porcine Alveolar-
makrophagen 
(MOI 10) 

~100 % der initialen 
Inokulummenge (1h p. i.) 

Boyen et al., 
2006 

S
. T

yp
hi

m
ur

iu
m

 

14028 T84 sowie MDCK 
(MOI 20) 

0,37 x 106 sowie 
0,61 x 106 
Salmonellen/Loch (1h 
p. i.) 

Reed et al. 
(2002) 
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Salmonella 
Serovar 

Zellkultursystem und 
MOI 

Anzahl invasiver 
Erreger (p. i.) 

Referenz 

779C-SmS Primäre murine und 
humane Makrophagen, 
sowie J774A.1 
(MOI 10) 

90,32 %-74,19 %, 
59,52 %-76,19 %, 
sowie 161,29 %-141,94 % 
der initialen Inokulum-
menge (5h bsw. 24h p .i.) 

Vladoianu et al., 
1990 

395MS; 
395MR10 

HeLa 
(1,2 x 108 Bakterien/Loch) 

5,1±0,4 % bzw. 
17,9±01,9 % der initialen 
Inokulummenge (1,5h 
p. i.) 

Kihlstrom, 1977 

ST4/74; 
ST12/75 

Primäre porcine Alveolar-
makrophagen 
(MOI 5) 

88,46 % bsw. 75,39 % der 
initialen Inokulummenge 
(1h bzw. 24h p. i.) 

Watson et al., 
2000b 

TML (wt16) Int407 und MODE-K 
(MOI 2) 

~15 % und ~18 % der 
initialen Inokulummenge 
(90min p. i.) 

Weinstein et al., 
1998 

S
.T

yp
hi

m
ur

iu
m

 

IR715 T84 
(MOI 5) 

10 % der initialen 
Inokulummenge (2,5h 
p. i.) 

Winter et al., 
2009 

SARB4 IPEC-J2 
(MOI 1) 

10,84±0,85 % (2h p. i.) 
und 282,07±14,79 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB4 3D4/31 
(MOI 1) 

11,19±0,45 % (2h p. i.) 
und 472,46±17,86 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB4 MODE-K 
(MOI 1) 

64,40±2,25 % (2h p. i.) 
und 1514,11±44,21 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB4 RAW264.7 
(MOI 1) 

35,36±1,85 % (2h p. i.) 
und 611,35±28,27 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB4 LoVo 
(MOI 1) 

38,40±0,69 % (2h p. i.) 
und 363,60±12,07 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB4 THP-1 (stimuliert und 
unstimuliert) 
(MOI 1) 

76,84±6,38 % und 
39,16±1,59 % (2h p. i.) 
sowie 971,71±23,17 % 
und 75,37±3,11 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

    
SCSA50; 
SCS14/74 

Primäre porcine Alveolar-
makrophagen 
(MOI 5) 

80,77 % bsw. 59,23 % der 
initialen Inokulummenge 
(1h bsw. 24h p. i.) 

Watson et al., 
2000a 

S
.C

ho
le

ra
es

ui
s 

A50 CaCo-2 ~35 % der initialen 
Inokulummenge (3h p. i.) 

Bolton et al., 
2000 

SARB12 IPEC-J2 
(MOI 1) 

15,81±0,75 % (2h p. i.) 
und 280,66±15,62 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB12 3D4/31 
(MOI 1) 

39,97±2,14 % (2h p. i.) 
und 305,60±9,54 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

S
. D

ub
lin

 

SARB12 MODE-K 
(MOI 1) 

74,86±3,45 % (2h p. i.) 
und 2086,17±66,05 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

                                                 
16

 wt = Wildtyp 
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Salmonella 
Serovar 

Zellkultursystem und 
MOI 

Anzahl invasiver 
Erreger (p. i.) 

Referenz 

SARB12 RAW264.7 
(MOI 1) 

70,25±2,89 % (2h p. i.) 
und 2049,85±86,45 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB12 LoVo 
(MOI 1) 

124,11±8,08 % (2h p. i.) 
und 4766,67±180,81 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB12 THP-1 (stimuliert und 
unstimuliert) 
(MOI 1) 

138,18±11,67 % und 
39,16±1,59 % (2h p. i.) 
sowie 794,12±66,31 % 
und 75,37±3,11 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

 
SD3246 CaCo-2 ~75 % der initialen 

Inokulummenge (3h p. i.) 
Bolton et al., 
2000 

SD2229; 
SD3246 

Primäre porcine Alveolar-
makrophagen 
(MOI 5) 

82,31 % bsw. 69,23 % der 
initialen Inokulummenge 
(1h bsw. 24h p. i.) 

Watson et al., 
2000b 

Lane (wt) Int407 und MODE-K 
(MOI 2) 

~37 % und ~51 % der 
initialen Inokulummenge 
(90min p. i.) 

Weinstein et al., 
1998 

S
. D

ub
lin

 

-keine 
Angabe- 

THP-1 
(MOI 10) 

~3 x 106 sowie 6 x 106 
Salmonellen/Loch (1h und 
2,5h p. i.) 

Valle und 
Guiney, 
2005 

SARB16 IPEC-J2 
(MOI 1) 

46,11±1,79 % (2h p. i.) 
und 3441,43±126,89 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB16 3D4/31 
(MOI 1) 

44,96±0,78 % (2h p. i.) 
und 1329,94±69,97 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB16 MODE-K 
(MOI 1) 

13,98±0,99 % (2h p. i.) 
und 1541,20±71,71 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB16 RAW264.7 
(MOI 1) 

26,55±1,55 % (2h p. i.) 
und 473,61±27,43 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

SARB16 LoVo 
(MOI 1) 

83,02±5,21 % (2h p. i.) 
und 9169,45±278,81 % 
(24h p. i.) 

diese Arbeit 

SARB16 THP-1 (stimuliert und 
unstimuliert) 
(MOI 1) 

29,14±2,35 % und 
14,72±1,96 % (2h p. i.) 
sowie 528,31±42,63 % 
und 20,84±2,25 % (24h 
p. i.) 

diese Arbeit 

 
Klinisches 
Isolat 

L-Zellen 
(MOI 200) 

~1,26 x 103 
Salmonellen/1000 Zellen 
(2h p. i.) 

Virtala et al., 
1997 

Klinisches 
Isolat 

Henle-407 (CCL-6) 
(MOI 70) 

~1-3 Salmonellen/Zelle 
(1h p. i.) 

Saarinen et al., 
1996 

Phagentyp 
(PT)1 

Primäre humane/murine 
dendritische Zellen 
(MOI 50) 

~28 % der initialen 
Inokulummenge (12h p. i.) 

Bueno et al., 
2008 

S
. E

nt
er

iti
di

s 

Klinisches 
Isolat 

U937 
(MOI 5-40) 

~0,1-4 Bakterien/Zelle (1h 
p. i.) 

Laitio et al., 
1997 
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Im Gegensatz zu vielen Studien wurden in dieser Arbeit die Salmonellen durch einen kurzen 
Zentrifugationsschritt in direkten Kontakt mit dem Zellmonolayer gebracht. Dies ermöglichte 
annähernd ähnliche Infektionsbedingungen in den verschiedenen Zellkulturmodellen und 
somit eine geringere Streuung der Ergebnisse. Nach Bolton et al. (2000) führt der 
Zentrifugationsschritt im Invasionsversuch zu einer erhöhten Invasionsrate und zur Ablösung 
der Zellmonolayer. In der vorliegenden Arbeit konnte die Ablösung des Zellmonolayers nicht 
beobachtet werden. In der Arbeit um Bolton et al. (2000) wurden jedoch keine detaillierten 
Angaben zur eigentlichen Durchführung der Zentrifugation gefunden. Somit kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die Zentrifugation mit zu hohen g-Werten, zu langen 
Zentrifugationszeiten oder mit der falschen Temperatur durchgeführt wurde. Um dennoch 
einen möglichen Einfluss der Zentrifugation zu testen, kann für weitergehende Studien 
empfohlen werden, nicht-invasive Salmonella-Deletionsmutanten und/oder Phagozytose-
inhibitoren als Kontrollen zu verwenden. 
 
Ferner wurde in dieser Arbeit für die Infektionsversuche eine MOI von eins eingesetzt. Die 
hieraus ermittelten Daten können nur bedingt mit den Ergebnissen aus der Literatur 
verglichen werden, da oftmals unterschiedliche MOI’s genutzt wurden (Tab. 23). Kusters et 

al. (1993) zeigten, dass die MOI einen entscheidenen Einfluss auf die Adhäsion und Invasion 
von Salmonella-Serovaren besitzt. Hierbei wurden die höchsten Invasionraten von 
S. Typhimurium erzielt mit einer MOI 100 für 60min in epithelialen Zellen. Huang et al. (1998) 
zeigten hingegen für S. Typhi eine optimale MOI in epithelialen Zellen von MOI~40. Für die 
in dieser Arbeit verwendeten vier Serovare wurden im Vorfeld keine Optimierungen 
hinsichtlich ihrer besten MOI für jede der sieben verwendeten Zellkultursysteme erstellt. Es 
wurde eine MOI von eins gewählt, so dass die Serovar-Unterschiede umgangen werden 
konnten und somit die Bedingungen und auch die Ergebnisse für die sieben 
Zellkultursysteme untereinander vergleichbar waren. 
 
Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit an drei epithelialen und drei makrophagenähnlichen 
Zellen gezeigt werden, dass alle vier Serovare eine signifikant höhere Infektionsrate, 
intrazelluläre Vermehrungsrate in den Epithelzellen nach 4h und 24h p. i. aufwiesen. Nur 
S. Dublin zeigte 2h p. i. keinen Unterschied bei den Infektionsraten zwischen den epithelialen 
und makrophagenähnlichen Zellen. Dieser Epithel-Makrophagen-Unterschied wurde in der 
Literatur bisher nicht beschrieben, es gibt somit keine vergleichbaren Angaben zu Studien 
von einem Serovar in mehreren epithelialen als auch in makrophagenähnlichen Zellen. Lu et 

al. (1999) zeigten hierzu Invasionswerte von S. Enteritidis in HeLa-Zellen und verglichen 
diese mit der Überlebensfähigkeit der Salmonellen in Peritonealmakrophagen, aber es 
wurden keine Aussagen zu den Invasionswerten in den Makrophagen gemacht. Budiarti et 

al. (1991) wiederum wiesen zwar die Adhärenz von S. Derby an Hep-2-Zellen nach, zeigten 
aber die Infektionsraten nur in Makrophagen. Der beobachtete Epithel-Makrophagen-
Unterschied dieser Arbeit muss jedoch vorsichtig interpretiert werden, da Makrophagen als 
Fresszellen des Immunsystems eine deutlich höhere Phagozytoserate aufweisen im 
Vergleich zu den Epithelzellen. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit die 
Inkubationszeiten der Infektionsversuche angepasst. Dies wiederum könnte einen 
entscheidenen Einfluss auf den ermittelten Epithel-Makrophagen-Unterschied besitzen. Um 
diese Möglichkeiten auszuschließen, wird empfohlen, bei Epithel-Makrophageninfektionen 
gleiche Inkubationszeiten zu verwenden und zusätzlich Versuche mit Phagozytoseinhibitoren 
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(z. B. Cytochalasin D, Swinholid A) durchzühren, um die unterschiedlichen 
Phagozytoseraten zu berücksichtigen. 
 
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit somit gezeigt, dass die wirtsadaptierten 
Serovare ein verlangsamtes Wachstum und eine verminderte Invasivität in den 
entsprechenden Wirtssystemen aufwiesen, wie S. Choleraeuis in porcinen Zellen und 
S. Typhimurium in murinen Zellen. Neben den genannten Daten aus der Literatur zu den 
Salmonella-Infektionsversuchen in vitro können die vorliegenden Ergebnisse auch durch 
Literaturquellen von in vitro ilealen Invasionsstudien bestätigt werden. Bolton et al. (1999) 
beispielsweise zeigten mit S. Choleraesuis, S. Dublin und S. Typhimurium in porcinen ilealen 
Invasionsstudien deutliche Unterschiede in der Anzahl wiedergefundener Bakterien. Hierbei 
war S. Typhimurium 4/74 deutlich invasiver als die verwendeten S. Choleraesuis A50 und 
S. Dublin 3246 Serovare im Schwein. Darüber hinaus erzeugte S. Dublin, nicht jedoch 
S. Choleraesuis, die schwerwiegendsten Epithelzellzerstörungen mit Kollaps der 
Villusstruktur, Villusturgorverlust und Zerstörung der epithelialen Barriere. Paulin et al. (2007) 
konnten ebenfalls in ihrem porcinen ilealen Invasionstest vermehrt den Erreger 
S. Typhimurium 4/74, nicht jedoch S. Choleraesuis A50, nachweisen. Jedoch war es auch 
hier die wirtsadaptierte Serovar S. Choleraesuis, welche in Lymphgeweben des Ileums 
wiedergefunden wurde. Diese verminderte Invasivität von den wirtsadaptierten/wirts-
spezifischen Serovaren wird durch Untersuchungen um Uzzau et al. (2001) bekräftigt. Uzzau 
et al. (2001) zeigten hierzu, dass die wirtsspezifische S. Abortusovis Serovar im Vergleich zu 
S. Typhimurium in ovinen ilealen Invasionsstudien keine Villusatrophie, keine Infiltration von 
Entzündungszellen bewirkte und deutlich geringere Invasionsraten aufwies. Aus den Daten 
dieser Arbeit und der Literaturlage kann geschlussfolgert werden, dass hohe Invasionraten 
nicht korrelierbar sind mit der Fähigkeit von den Serovaren, morphologisch-pathologische 
Veränderungen auszulösen. Dieser Zusammenhang zwischen der Fähigkeit der intestinalen 
Invasion und der Virulenz wurde bereits in früheren Studien an Schweinen bestätigt (Bolton 
et al., 1999; Watson et al., 2000a). Analog hierzu konnte gezeigt werden, dass die 
wirtsadaptierten Serovare S. Pullorum und S. Gallinarum in Hühnern nur geringe intestinale 
Entzündungsreaktionen bewirkten, jedoch schnell und effizient systemisch streuten 
(Henderson et al., 1999). Diese geringe intestinale Entzündungreaktion von 
wirtsspezifischen/wirtsadaptierten Serovaren korreliert mit einer geringen Induktion von 
proinflammatorischen Zytokinen und mit einer geringen immunologischen Antwort der 
Enterozyten (Kaiser et al., 2000; Montagne et al., 2001). Daraus kann geschlossen werden, 
dass die nicht-wirtsadaptierte Serovar über eine schnellere Vermehrung zu einer vermehrten 
Zytokinexpression führten und somit ihre eigene Zerstörung durch das Wirtsimmunsytem 
fördert - im Gegensatz zu wirtsadaptierten Serovaren, wie S. Choleraesuis in porcinen Zellen 
und S. Typhimurium in murinen Zellen, welche die Immunabwehrmechanismen zu umgehen 
scheinen und eine geringere Vermehrungsrate aufweisen, dafür jedoch können diese 
Serovare systemisch streuen. 

5.3 Die intrazellulären GFP-Salmonellen und Sifs 

Mittels Nutzung der plasmidvermittelten GFP-Markierung der Salmonellen wurden die 
intrazellulären Salmonellen, hier beispielhaft für S. Typhimurium und S. Choleraesuis, 
mikroskopisch untersucht. S. Typhimurium zeigte hierbei 24h p. i. ein intrazelluläres 
Wachstum in Form von meist linienförmigen Strukturen. S. Choleraesuis hingegen wurde 
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intrazellulär vor allem in Form von vereinzelten runden oder ovalen Strukturen detektiert. 
Dieses Phänomen der unterschiedlichen Morphologie und Verteilung von intrazellulären 
Salmonellen mit einem auf der einen Seite eher filamentär wirkendem Wachstum und auf der 
anderen Seite der Bildung von eher kugelförmigen, kompakten Kolonien wurde in den sechs 
verwendeten Zellkultursystemen bisher nicht beschrieben. Lindgren et al. (1996) zeigten 
hierzu 14h p. i. eine deutlich unterschiedliche intrazelluläre Morphologie und Verteilung von 
S. Typhimurium in murinen J774A.1-Makrophagen. Hierbei formte die zytotoxisch-wirksame, 
nicht jedoch die nicht-zytotoxische Salmonella-Mutante, große Salmonella-gefüllte Vakuolen. 
In der vorliegenden Arbeit konnten die Variablen ’Zelluntergang’ an sechs verschiedenen 
Zellkultursystemen und ’große Salmonella-gefüllte Vakuolen’ nach 24h p. i. nicht miteinander 
in Zusammenhang gebracht werden. Bestätigt werden die vorliegenden Beobachtungen der 
unterschiedlichen intrazellulären Morphologie durch Studien um Bolton et al. (1999). Diese 
zeigten, dass S. Choleraesuis A50 vor allem als Einzelbakterium oder in geringer Anzahl in 
Vakuolen von intakten Epithelzellen im porcinen ilealen Invasionsversuch vorkamen, im 
Gegensatz zu S. Typhimurium und S. Dublin, die in Form von größeren Mikrokolonien 
intrazellulär zu detektieren waren. 
 
Eine mögliche Erklärung für die unterschiedliche Morphologie von intrazellulären 
Salmonellen könnten die Salmonella-spezifischen Tubuli, die sogenannten Salmonella-

induced-filaments (Sifs), sein. Die Entstehung der Sifs wird maßgeblich durch SPI1 und SPI2 
verursacht, hierzu gehören das SPI1-Effektorprotein SopD2 sowie die Effektorproteine der 
SPI2: SspH2, SteC, SseF, SseG und SifA (Bakowski et al., 2008; Jackson et al., 2008). 
Hierzu demonstrierten Birmingham et al. (2005) und Drecktrah et al. (2008) den 
dynamischen Phänotyp, die Mikrotubuli-abhängige Motilität und die Interaktion der Sifs mit 
den Endosomen. Birmingham et al. (2005) zeigten hierbei, dass die Sifs abhängig sind von 
der Wirtszelldichte (Konfluenz), den Wachstumsbedingungen der Wirtszellen (10 % FKS) 
und der MOI. Sifs wurden hierbei nur in 50-80 % der S. Typhimurium infizierten HeLa-Zellen 
in vitro detektiert (MOI 325). Die Salmonellen mit Sifs waren assoziiert mit einer schnellen 
intrazellulären Replikation in vitro, da LAMP117-positive Vakuolen (Sifs) mehr Salmonellen 
pro Einzelzelle besaßen, als LAMP1-negative Vakuolen (keine Sifs). Untersuchungen an Sifs 
sind, soweit bekannt, nur mit S. Typhimurium durchgeführt worden und wurden bisher bei 
anderen Serovaren nicht beschrieben. Auch wenn andere Salmonella-Serovare die 
entsprechenden Effektorproteine, essentiell für die Sif-Bildung besitzen, so kann derzeigt 
nicht gezeigt oder ausgeschlossen werden, dass die Tubuli-Strukturen auch durch andere 
Serovare induziert werden könnten. Rajashekar et al. (2008) konnten jedoch zeigen, dass 
sich die Sifs unabhängig von der Zellart formieren, sowohl in Makrophagen als auch in 
Epithelzellen. Ob die Sifs eine Rolle bei der unterschiedlichen Morphologie und Verteilung 
von intrazellulären Salmonellen besitzen, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig geklärt 
werden. Hierzu kann empfohlen werden, die Rolle der Sif-Strukturen mittels entsprechender 
Deletionsmutanten (z. B. SopD2, SseF, SseG, PipB2, SifA) und durch Zellkulturinhibitoren 
(z. B. Brefeldin A oder YM201636) zu untersuchen, um herauszufinden, ob die Sifs von 
unterschiedlichen Serovaren diesen morphologischen Zellunterschied hervorrufen könnten. 
Neben den Sifs wurden bereits drei weitere intrazelluläre Tubuli-Strukturen durch 
S. Typhimurium beschrieben: die Sortier-Nexin (SNX18)-Tubuli (z. B. SNX3 (Braun et al., 
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2010)), die Salmonella-induzierendes sekretorisches Trägermembranprotein (SCAMP 19 )-
Tubuli (z. B. SCAMP3 (Mota et al., 2009)) und die LAMP1-negativen Tubuli (Schroeder et al., 
2010). Mutationen in Effektorproteinen, essentiell für diese Tubuli-Bildung, resultierten auch 
in einer verminderten Virulenz, da hierbei meist die Integrität der SCV mit beeinflusst wurde 
(Schroeder et al., 2011). Die Tubuli-Strukturen scheinen somit wichtig für die SCV-Stabilität 
und damit auch für die intrazelluläre Überlebensfähigkeit der Salmonellen zu sein. Dies 
bestätigt die Vermutung, dass beispielsweise Sifs bedeutend für die Virulenz sind, es sagt 
aber nicht aus, dass Serovare, welche keine Sifs bilden weniger virulent sind. Darüber 
hinaus ist derzeit nicht bekannt, welche Moleküle der Wirtszelle bei der Entstehung der Sifs 
eine Rolle spielen und inwieweit die Wirtszelle auf die Bildung der Sifs einen Einfluss 
nehmen kann. Es wäre denkbar, dass hierbei die unterschiedlichen Signalkaskaden/Proteine 
der Wirtszellen auf die Sifs in einer unterschiedlichen Art und Weise reagieren könnten. 

5.4 Welche Rolle spielen die GFP-markierten Salmonellen? 

Durch GFP-markierte Salmonellen wurde die intrazelluläre Anzahl an Salmonellen pro 
Einzelzelle bestimmt. Zunächst wurde hierfür sichergestellt, dass sich die Infektionsraten 
(KbE) zwischen den GFP-Mutanten und den Wildtypen nicht unterschieden (Daten nicht 
gezeigt). Bei der GFP-Salmonelleninfektion wurde die größte Erregeranzahl pro Einzelzelle 
nach 4h p. i. vor allem in epithelialen Zellen wie den MODE-K (14,02±1,98), LoVo 
(9,96±0,86) und IPEC-J2 (8,26±0,90) sowie in den aktivierten THP-1a (10,00±1,02) 
detektiert. Nach 24h p. i. besaßen die IPEC-J2- und THP-1a-Zellen die meisten 
intrazellulären Salmonellen mit bis zu 150 Salmonellen pro Zelle. Derzeit existieren nur 
wenige Angaben in der Literatur zur Anzahl von intrazellulären Salmonellen pro Einzelzelle. 
Darüber hinaus können die Literaturdaten nur bedingt mit den vorliegenden Ergebnissen 
verglichen werden, da zum einen die Anzahl intrazellulärer Salmonellen in der Literatur über 
die Kategorie (>10, oder >16) hinaus nicht weiter aufgeschlüsselt wurde und zum anderen 
die Infektionsprotokolle (verwendete Zellkulturen, MOIs, Zeitpunkte) nicht übereinstimmen. 
Hierbei zeigten Birmingham et al. (2005) 4h p. i. in HeLa-Zellen, dass ~35 % der Zellen mit 
1-3 Salmonellen pro Zelle und ~15 % mit >10 Salmonellen pro Zelle infiziert waren. Nach 
23h waren jedoch ~18 % der infizierten HeLa mit 1-3 Salmonellen pro Zelle und ~58 % mit 
>10 Salmonellen pro Zelle infiziert. Roark und Haldar (2008) wiesen nach, dass nach 6h p. i. 
~75 % der infizierten HeLa-Zellen 1-5 Salmonellen pro Zelle besaßen und ~10 % der HeLa 
11-15 Salmonellen pro Zelle. Knodler und Steele-Mortimer (2005) wiederum demonstrierten, 
dass in HeLa-Zellen ~90±3,5 S. Typhimurium SL1344 pro Einzelzelle nach 12h p. i. 
vorkamen. Dies bestätigt wiederum die in dieser Arbeit ermittelten Daten zur Anzahl der 
Salmonellen pro Einzelzelle. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass murine RAW264.7-
Zellen im Vergleich zu den weiteren fünf Zellkultursystemen (z. B. humane THP-1a) nach 
24h p. i. bedeutend weniger S. Typhimurium intrazellulär besaßen. Dies bestätigt 
Beobachtungen um Pascopella et al. (1995), welche in RAW264.7 zeigten, dass deutlich 
weniger mäusepathogene S. Typhimurium intrazellulär nachweisbar waren im Vergleich zu 
S. Typhi oder S. Gallinarum. Demgegenüber stehen jedoch Arbeiten um Bueno et al. (2008) 
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und Vladoianu et al. (1990), welche beobachteten, dass S. Typhi zwar in humanen, nicht 
jedoch in murinen Makrophagen überlebt und auf der anderen Seite S. Typhimurium zwar in 
murinen, nicht jedoch in humanen Makrophagen überleben konnte. Dem scheinen die 
vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit entgegenzusprechen, da S. Typhimurium (GFP) nach 
24h p. i. intrazellulär vor allem in humanen und weniger in murinen Makrophagenzellen 
gefunden wurde. Warum wurden also vermehrt S. Typhimurium in humanen THP-1a als in 
murinen Makrophagen wiedergefunden, obwohl in der klinischen Symptomatik eine murine 
Bakteriämie und beim Menschen zumeist Diarrhö durch S. Typhimurium ausgelöst wird? 
In dieser Arbeit wurde jedoch die ’Überlebensfähigkeit’ der Salmonellen in Makrophagen 
nicht untersucht, sondern nur die reine Anzahl der GFP-Salmonellen pro Einzelzelle 
bestimmt. Damit kann nicht ausgeschlossen werden, dass es vermehrt degradierte 
Salmonellen in humanen, als in den murinen Makrophagen zum Zeitpunkt der Fixierung 
gegeben hat, zumindest nicht, wenn bei diesen degradierten Erregern das GFP bis dahin 
nicht zersetzt oder abgebaut wurde. Bei der Bestimmung der Überlebensfähigkeit der 
Salmonellen sollte, da nur lebende Salmonellen detektiert werden, die KbE-Methode genutzt 
werden. Die Messung der KbE basiert jedoch nicht auf Einzelzellniveau und ist deshalb nur 
bedingt genau in seiner Aussage. In der vorliegenden Arbeit wurde beispielsweise gezeigt, 
dass 24h p. i. sich die GFP-Anzahl der Salmonellen pro Einzelzelle zwischen RAW264.7 und 
THP-1a deutlich unterschieden. Die relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl war 
jedoch nicht unterschiedlich bei den GFP-Versuchen. Und auch die relative Infektionsrate 
(KbE) 4h und auch 24h p. i. in dieser Arbeit war weder für RAW264.7 und THP-1a noch 
RAW264.7 und THP-1s signifikant unterschiedlich. Da hierbei KbE und damit lebende 
Erreger gemessen wurden, kann daraus geschlossen werden, dass sich in den THP-1a-
Zellen degradierte GFP-Salmonellen befunden haben mussten. Ansonsten hätten im 
Umkehrschluss die KbE-Werte zwischen RAW264.7 und THP-1a deutlich höher und damit 
signifikant unterschiedlich für THP-1a-Zellen ausfallen müssen. Dies wiederum bestätigt die 
Arbeit um Bueno et al. (2008), welche dendritische Zellen aus dem Knochenmark oder dem 
Blut mit S. Typhimurium 14028s für eine Stunde infiziert haben (MOI 50). Die intrazellulären 
Salmonellen (S. Typhi in humanen und S. Typhimurium in murinen Makrophagen) zeigten in 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen keine Degradierung nach 24h p. i., dafür befanden 
sich jedoch degradierte S. Typhi in murinen und S. Typhimurium in humanen Makrophagen. 
Darüber hinaus fusionierten S. Typhimurium-enthaltende Vakuolen in murinen Zellen 
deutlich weniger mit Bestandteilen des Endosomen/Lysosomen-Systems. Bereits früher 
wurde spekuliert, dass Salmonellen, welche nicht in Makrophagen überleben können, auch 
einhergehen mit einer verminderten Virulenz in vivo (Fields et al., 1986; Hensel et al., 1998; 
Libby et al., 1994). Somit scheint die intrazelluläre Überlebensrate von Salmonellen 
wirtsspezifisch zu sein. Dies bestätigt die Persistenz von S. Typhimurium in einer Vielzahl 
von Makrophagen unterschiedlicher tierischer Herkunft, welche korreliert mit der Fähigkeit 
einer breiten Wirtsspezifität (Alpuche-Aranda et al., 1995; Ishibashi und Arai, 1996; 
Vladoianu et al., 1990). Auf der anderen Seite zeigt diese Diskussion auch, dass 
geschädigte oder degradierte GFP-Salmonellen in der Immunfluoreszenz mit gezählt und 
ausgewertet wurden. Um dieses methodische Problem zu umgehen, wird empfohlen, zu 
definierten Zeitpunkten (beispielsweise 2h, 4h und 24h p. i.) elektronenmikroskopische 
Aufnahmen der infizierten Zellen anzufertigen, um eine Aussage zu intrazellulären 
Salmonellen sowohl auf Einzelzellebene als auch auf ’funktioneller’ Ebene (Degradierung) 
erfüllen zu können. 
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In dieser Arbeit wurde darüber hinaus auch der Zelluntergang durch Ermittlung der 
Gesamtzellzahl ermittelt. Ein Zellverlust konnte in dieser Arbeit nach 24h p. i. nur durch 
S. Typhimurium Infektion bei den Zellkultursystemen IPEC-J2, LoVo und THP-1a, nicht 
jedoch bei einer Infektion mit S. Choleraesuis beobachtet werden. Dies bestätigt Arbeiten 
von Watson et al. (2000b), welche 24h p. i. zeigten, dass S. Typhimurium zu einer höheren 
Laktatdehydrogenase-Freisetzung führte im Gegensatz zur Infektion mit S. Choleraesuis. 
Boyen et al. (2006) und Browne et al. (2002) demonstrierten hierzu, dass die Invasion von 
S. Typhimurium und auch die frühe Zytotoxizität SPI1, SPI2 und SipB abhängig sind. Auch 
Guilloteau et al. (1996) wiesen nach, dass die Zelllyse serovar- und wirtsspezifisch ist. Die 
Salmonelleninfektion resultiert in einer Caspase-Aktivierung, der Freisetzung von 
Interleukinen (z. B. IL-1β und IL-18) und dem Zelluntergang (Apoptose, Nekrose, Autophagy 
und/oder Pyroptose) (Chen et al., 1996; Deretic, 2011; Fink und Cookson, 2007; Guiney, 
2005; Jarvelainen et al., 2003; Watson et al. 2000b). Die Apoptose, als Antwort auf 
intestinale Infektionen, fördert die Eliminierung der infizierten und angegriffenen Epithelzellen 
und dient der Herstellung eines gesunden Epithelzelllayers (Kim et al., 1998). Die Messung 
der Gesamtzellzahl in dieser Arbeit ist jedoch zu ungenau, um den komplexen Vorgang des 
Zellunterganges genauer zu betrachten. Hierzu werden entsprechende Versuche mit 
beispielsweise Caspase-1, -3 und -9 empfohlen. 
Bei der Ermittlung der Gesamtzellzahl wird darüber hinaus vernachlässigt, dass die Zellen 
sich trotz der Infektion in vitro weiter vermehren können. Die ermittelten Unterschiede im 
Zelluntergang nach der S. Typhimurium Infektion (nur bei LoVo, THP-1a, IPEC-J2) würden 
somit durch die unterschiedliche Generationszeit der Zellen in vitro bedingt sein. Die 
Verdopplungszeiten der Zellen sind: THP-1 60-70h (ohne PMA; Tsuchiya et al., 1980), LoVo 
36,9h (Drewinko et al., 1976), 3D4/31 25,5h (Weingartl et al., 2002), RAW264.7 16-24h 
(Raschke et al., 1978), IPEC-J2 19,26h (Nossol C., pers. Kommunikation) und MODE-K 15h 
(Vidal et al., 1993). Somit kann die Generationszeit die ermittelten Unterschiede im 
Zelluntergang nicht erklären. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die 
Serovare möglicherweise die sechs Zellkulturen ungleich schnell absterben lassen. Hierzu 
gibt es derzeit keine exakten Literaturhinweise. Es wurde hingegen gezeigt, dass das 
Ablösen von infizierten Makrophagen nach 20h p. i. durch eine S. Dublin oder 
S. Typhimurium Infektion abhängt von spvB und spvR (Browne et al., 2002), dennoch 
wurden keine zeitlichen Unterschiede zwischen den Serovaren untersucht. Van der Velden 
et al. (2005) wiesen darüber hinaus nach, dass Salmonellen einen hemmenden Effekt auf 
die Proliferation von Immunzellen besitzen. Im Gegenzug ist jedoch die Freisetzung von IL-1, 
TNF-α und IL-6 der infizierten Zellen nach 24h p. i. nicht unterschiedlich zwischen den 
Serovaren (Watson et al., 2000a), somit kann darüber hinaus ausgeschlossen werden, dass 
Interleukine, produziert von den infizierten Zellen, einen Serovarunterschied im Ablösen der 
Zellen erklären könnten. 
 
 
Bei der Auswertung der GFP-Daten war darüber hinaus zu beobachten, dass Zellen auch 
deutlich unter dem Durchschnitt liegende Werte an intrazellulären Salmonellen aufweisen 
konnten. Diese sogenannten Ausreißerwerte wurden bei folgenden Infektionskombinationen 
festgestellt: Infektion von S. Typhimurium (GFP) in IPEC-J2 und RAW264.7 sowie Infektion 
von S. Choleraesuis (GFP) in IPEC-J2, 3D4/31, MODE-K und THP-1a. Diese Ausreißerwerte 
könnten zwei mögliche Ursachen haben: erstens, aufgrund der Methode ist es möglich, dass 
zwar noch grün-fluoreszierende, aber bereits degradierte Salmonellen gezählt wurden oder 
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zweitens, bereits infizierte Zellen sind untergegangen, es kam zur Freisetzung von 
Salmonellen in das Zellkulturmedium und somit konnten die Nachbarzellen reinfiziert 
werden. Hierbei sollte sich im ersteren Falle die relative Anzahl infizierter Zellen pro 
Gesamtzellzahl nicht verändern oder abnehmen. Im zweiten Fall ist davon auszugehen, dass 
die relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl zunimmt oder, wenn es ein 
Gleichgewicht zwischen Freisetzen/Reinfektion und Zelltod gibt, maximal gleichbleibt. 
Wiederum bei einer Zunahme der relativen Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl ist 
davon auszugehen, dass es entweder zur Freisetzung und Reinfektion kam oder dass es 
zum Ablösen und Absterben von nicht-infizierten Nachbarzellen gekommen sein könnte. In 
der Literatur existieren derzeit keine Hinweise, dass über Zytokine, Chemokine oder 
möglicherweise Gap Junctions nur die nicht-infizierten Nachbarzellen abgelöst werden. 
Darüber hinaus wurde bereits nachgewiesen, dass die Serovare keine unterschiedlichen 
Interleukin-Freisetzungen oder serovarabhängige Proliferationseffekte hervorrufen können 
(Velden et al., 2005; Watson et al., 2000a), damit kann diese Erklärung ausgeschlossen 
werden. Sofern es jedoch zu einer Abnahme der relativen Anzahl infizierter Zellen pro 
Gesamtzellzahl gekommen ist, kann davon ausgegangen werden, dass sich infizierte Zellen 
abgelöst haben oder abgestorben sind (Browne et al., 2002), oder dass es den Wirtszellen 
gelungen ist, die intrazellulären Salmonellen abzubauen. 
Nachfolgend seien diese Überlegungen für die verwendeten Serovare in dieser Arbeit kurz 
erläutert: 
 
(1) In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die relative Anzahl infizierter Zellen pro 
Gesamtzellzahl der mikroskopischen Auswertung bei einer S. Typhimurium Infektion zu einer 
Zunahme der relativen Anzahl infizierter Zellen führt bei 3D4/31, RAW264.7. Das heißt, nach 
24h p. i. waren mehr Zellen mit Salmonellen infiziert, obwohl Gentamicin im 
Zellkulturmedium vorhanden war. Somit kann aufgrund des Anstieges der relativen Anzahl 
infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl für 3D4/31 und RAW264.7 nach S. Typhimurium 
Infektion geschlussfolgert werden, dass der Ausreißerwert in RAW264.7 für einen 
Zelluntergang infizierter Zellen, mit Freisetzung von Salmonellen und anschließender 
Reinfektion von Nachbarzellen steht. Hierbei gilt, dass die Reinfektion größer ist als der 
Zelluntergang. Die relative Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl nach S. Typhimurium 
Infektion war hingegen in IPEC-J2 nicht verändert. Diese gleichbleibende Anzahl infizierter 
Zellen pro Gesamtzellzahl und der durch S. Typhimurium-induzierte Zelluntergang 24h p. i. 
lassen darauf schließen, dass entweder die Freisetzung des Erregers und die Reinfektion 
von Nachbarzellen ein Gleichgewicht bilden oder dass intrazelluläre Salmonellen in den 
Zellen ruhten, welche geschädigt waren und/oder sich nur schlecht intrazellulär vermehren 
konnten. Hierbei gilt, dass der Zelluntergang größer ist als die Reinfektion. Eine 
S. Typhimurium (GFP) Infektion führte nicht nur in IPEC-J2 sondern auch in LoVo und 
THP-1a zu einem Abfall der Zellzahl in vitro. Bei beiden Zellarten wurden keine 
Ausreißerwerte bei der Anzahl intrazellulärer Salmonellen pro Einzelzelle detektiert und es 
kam nicht zur Veränderung der relativen Anzahl infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl. Jedoch 
kann aufgrund der Abnahme der Gesamtzellzahl darauf geschlossen werden, dass es zum 
Untergang infizierter Zellen gekommen ist und aufgrund der gleichbleibenden relativen 
Anzahl demzufolge auch zur Reinfektion der Nachbarzellen. 
(2) Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass S. Choleraesuis in 3D4/31 
und MODE-K zu einer Abnahme der relativen Anzahl infizierten Zellen pro Gesamtzellzahl 
führte. Hier scheinen dementsprechend die Ausreißerwerte von 3D4/31 und MODE-K für ein 
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vermindertes Wachstum intrazellulärer Salmonellen zu stehen und für ein Ablösen oder 
Absterben von infizierten Zellen, wobei gilt: der Zelluntergang ist größer als die Reinfektion. 
Möglich wäre auch, dass ruhende Salmonellen oder degradierte, aber noch grün-
fluoreszierende Salmonellen intrazellulär gezählt wurden. Da bereits gezeigt wurde, dass 
S. Typhimurium nicht in murinen Immunzellen, S. Typhi jedoch nicht in humanen 
Immunzellen degradiert werden (Bueno et al., 2008), ist nicht anzunehmen, dass 
S. Cholaesuis in porcinen Immunzellen degradiert wurde. Die Ausreißerwerte in IPEC-J2 und 
THP-1a wiederum durch S. Choleraesuis Infektion sprechen durch die unveränderten Werte 
bei den Datensätzen ’infizierte Zellen pro Gesamtzellzahl’ und ’Gesamtzellzahl pro Sichtfeld’ 
für ein vermindertes und schlechtes intrazelluläres Wachstum, für ruhende Salmonellen oder 
degradierte, aber noch grün-fluoreszierende intrazelluläre Salmonellen. 
 
 
Beim Vergleich beider Auswertungsmethoden des Infektionsversuches (1) Ermittlung der 
KbE und (2) der mikroskopischen Auswertung von GFP-Salmonellen wurde somit deutlich, 
dass bei der mikroskopischen Auswertung auch degradierte, aber noch grün-fluoreszierende 
Salmonellen mitgezählt werden konnten. Darüber hinaus war es möglich, dass infizierte 
Zellen durch die Färbeprozedur und Waschschritte abgespült wurden und somit nicht mehr 
erfasst werden konnten. Die Ermittlung der KbE hingegen beruht allein auf der 
Rekultivierung von lebenden Bakterien. Die Steigung m als intrazelluläre Vermehrungsrate 
muss dementsprechend auf lebenden, rekultivierbaren KbE basieren. Diese Steigung m 
kann jedoch bei Freisetzung der Erreger und Reinfektion von Nachbarzellen in vitro 
fälschlicherweise zu hoch ausfallen. Diese freigesetzten Salmonellen müssten in diesem Fall 
jedoch im Zellkulturmedium mit 10 µg/ml Gentamicin überleben. Erwiesenermaßen gibt es 
vor allem bei S. Typhimurium rund 4,4 % Gentamicin-resistente Serovare (Ahuja et al., 
1984). In der vorliegenden Arbeit wurden alle verwendeten Serovare auf ihre 
Gentamicinempfindlichkeit hin getestet, deshalb kann diese Erklärung ausgeschlossen 
werden. Möglicherweise jedoch gelang es den Erregern nach dem Absterben oder 
Freisetzen von der infizierten Zelle A, wenige Sekunden bis Minuten in dem Gentamicin-
haltigen Medium zu überleben und innerhalb kürzester Zeit die Nachbarzelle B zu infizieren. 
Dies würde die Arbeiten um Brown und Price (2007) bestätigen, welche in IPEC-J2-Zellen 
eine Aufnahme von Salmonellen bereits nach 2-5min p. i. zeigten. Um darüber hinaus 
beispielsweise ruhende intrazelluläre Salmonellen zu berücksichtigen, wird empfohlen, beide 
Techniken, KbE und GFP zu kombinieren. Vergleicht man folglich die ermittelten Daten 
dieser Arbeit aus den Infektionsversuchen, dann zeigt sich, dass S. Typhimurium in 
RAW264.7-Zellen sehr geringe Werte für intrazelluläre Salmonellen pro Einzelzelle besitzt, 
aber zu einer Zunahme infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl nach 24h p. i. führt. Dies erklärt 
sich aus dem raschen Absterben von murinen Makrophagen infiziert mit wenigen 
Salmonellen, und der schnellen Reinfektion von Nachbarzellen in vitro. In RAW264.7-Zellen 
können sich S. Typhimurium Erreger jedoch nur langsam oder schlecht vermehren, was 
durch die geringe Anzahl GFP-Salmonellen pro Einzellzellen, aber auch durch die geringe 
Steigung m gezeigt wurde. 
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Diese bisher dargestellten Ergebnisse der Salmonelleninfektionsversuche sind aufgrund der 
besseren Übersichtlichkeit auf den folgenden Seiten in Tabellen kurz zusammengefasst 
(Tab. 24 und 25)20. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass S. Typhimurium zumeist 
über einen Zelluntergang die Reinfektion von Nachbarzellen bewerkstelligt. Darüber hinaus 
zeigt sich in murinen Makrophagen das Bildnis ruhender oder sich nur schlecht 
vermehrender intrazellulärer Erreger. Dies trägt demzufolge zur systemischen Verbreitung 
des Erregers S. Typhimurium in der Maus bei. S. Choleraesuis hingegen zeigt ruhende oder 
sich nur schlecht vermehrende intrazelluläre Erreger nur in porcinen Zellen und in allen 
verwendeten Makrophagen und deutet somit auf einen im Vergleich zu S. Typhimurium 
anders gearteten Infektionsmechanismus hin. 
 

                                                 
20

 Erklärung zur den Tabellen 24 und 25 auf den folgenden Seiten: 

Steigung m wurde berechnet aus den KbE Werten zwischen 2h-24h p. i. und dargestellt als x  ± σn 

(gering ≤ 5.000; mäßig ≤ 15.000; hoch ≤ 30.000 und sehr hoch ≤ 50.000). Zunahme der Anzahl der GFP-

Salmonellen/Einzellzelle zwischen 4h-24h p. i. (gering ≤ 5; mäßig ≤ 15; hoch ≤ 20). Ruhende intrazelluläre 

(intraz.) Salmonellen - Annahme, dass es sich hierbei um nicht mehr lebende, aber noch grün-fluoreszierende 

Erreger handelt, welche auf Grund der Methodik in der mikroskopischen Auswertung erfasst werden. + positiv; - 

negativ; ≈ gleichbeleibend; ↑ ansteigend; ↓ absteigend; Immunsystem=IS 



 

 

Tab. 24 Zusammenfassung der Infektionsergebnisse für S. Typhimurium 
Porcine Zellen Murine Zellen Humane Zellen 

Beobachtete Ergebnisse 
IPEC-J2 3D4/31 MODE-K RAW264.7 LoVo THP-1a 

Steigung m (KbE) 
1646,21±126,84 
(gering) 

8438,26±606,62 
(mäßig) 

30579,55±3137,39 
(hoch) 

2651,01±237,48 
(gering) 

51093,69±5944,82 
(sehr hoch) 

2893,50±402,99 
(gering) 

Zelluntergang 24h p. i. 
(Mikroskop) 

+ - - - - - 

Ausreißerwerte 24h p. i. 
Salmonellen/Zelle 

+ - - + - - 

Anzahl rel. infizierter 
Zellen/Gesamtzellzahl 
zwischen 4h-24h p. i. 

≈ ↑ ≈ ↑ ≈ ≈ 

Gesamtzellzahl/Sichtfeld 
zwischen 4h-24h p. i. 

↓ ≈ ≈ ≈ ↓ ↓ 

S
. T

yp
h

im
u

ri
u

m
 

Zunahme der Anzahl 
Salmonellen/Zelle 
zwischen 4h-24h p. i. 

x18,40 
(hoch) 

x14,46 
(mäßig) 

x4,65 
(gering) 

x2,75 
(gering) 

x5,20 
(gering) 

x11,83 
(mäßig) 

Schlussfolgerung 

Reinfektion < 
Zelluntergang 
 
m geringer weil inf. 
/geschädigte 
Zellen abgelöst 
(Zelluntergang) 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Reinfektion > 
Zelluntergang 
 
m mäßig 

Reinfektion ≈ 
Zelluntergang 
 
m viel höher 
aufgrund leicht 
ablösbarer/ 
geschädigter und 
stark infizierter 
Zellen 

Reinfektion > 
Zelluntergang 
 
m gering aufgrund 
schnellem 
Untergang von 
Zellen mit wenigen 
Salmonellen und 
starke Reinfektion 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Reinfektion < 
Zelluntergang 
 
m viel höher 
aufgrund leicht 
ablösbarer/ 
geschädigter und 
stark infizierter 
Zellen 

Reinfektion < 
Zelluntergang 
 
m geringer weil 
inf./geschädigte 
Zellen abgelöst 

Vergleich zur klinischen 
Symptomatik der Serovare 

Diarrhö und 
Persistenz 

Zeitfaktor ↑ für 
Immunsystem (IS) 

Verbreitung und 
Diarrhö 

Verbreitung und 
Zeitfaktor ↓ für IS 

Diarrhö 
Zeitfaktor ↑ für 
Immunsystem (IS) 

1
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Tab. 25 Zusammenfassung der Infektionsergebnisse für S. Choleraesuis 
Porcine Zellen Murine Zellen Humane Zellen 

Beobachtete Ergebnisse 
IPEC-J2 3D4/31 MODE-K RAW264.7 LoVo THP-1a 

Steigung m (KbE) 296,39±23,10 
(gering) 

4734,60±251,43 
(gering) 

16230,68±1554,62 
(hoch) 

7940,66±1271,85 
(mäßig) 

3448,86±184,83 
(gering) 

5721,91±111,01 
(mäßig) 

Zelluntergang 24h p. i. 
(Mikroskop) 

- + - + - + 

Ausreißerwerte 24h p. i. 
Salmonellen/Zelle 

+ + + - - + 

Anzahl rel. infizierter 
Zellen/Gesamtzellzahl 
zwischen 4h-24h p. i. 

≈ ↓ ↓ ≈ ≈ ≈ 

Gesamtzellzahl/Sichtfeld 
zwischen 4h-24h p. i. ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

S
. C

h
o

le
ra
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u

is
 

Zunahme der Anzahl 
Salmonellen/Zelle 
zwischen 4h-24h p. i. 

x15,93 
(mäßig) 

x15,97 
(mäßig) 

x5,81 
(gering) 

x12,04 
(mäßig) 

x6,87 
(mäßig) 

x18,36 
(hoch) 

Schlussfolgerung 

Reinfektion ≈ 
Zelluntergang oder 
kein Zelluntergang 
 
m geringer weil inf. 
/geschädigte 
Zellen abgelöst 
(Zelluntergang) 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Reinfektion < 
Zelluntergang 
 
 
m geringer weil inf. 
/geschädigte 
Zellen abgelöst 
(Zelluntergang) 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Reinfektion < 
Zelluntergang 
 
 
m höher weil 
inf./geschädigte 
Zellen abgelöst 

Reinfektion ≈ 
Zelluntergang 
 
 
m mäßig 

Reinfektion ≈ 
Zelluntergang oder 
kein Zelluntergang 
 
m geringer weil inf. 
/geschädigte 
Zellen abgelöst 
(Zelluntergang) 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Reinfektion ≈ 
Zelluntergang 
 
 
m geringer weil inf. 
/geschädigte 
Zellen abgelöst 
(Zelluntergang) 
und/oder 
ruhende/tote 
intraz. Salmonellen 

Vergleich zur klinischen 
Symptomatik der Serovare 

Persistenz, 
Zeitfaktor ↑ für IS 

Verbreitung 
Zeitfaktor ↑ für IS 

Diarrhö Zeitfaktor ↑ für IS Persistenz, Diarrhö 
Verbreitung, 
Zeitfaktor ↑ für IS 
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5.5 Die Bedeutung der Salmonella-Wirtsspezifität 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die eigentlichen wirtsadaptierten 
Serovare in den zugehörigen Zellkultursystemen in geringer Anzahl wieder rekultivierbar 
waren. Hierbei war es die schweineadaptierte Serovar S. Choleraesuis, welche in signifikant 
verminderter Anzahl intrazellulär in porcinen Zellen nachweisbar war, sowie die 
mäusepathogene Serovar S. Typhimurium, welche ein ähnliches Bild in den murinen 
Zelllinien zeigte. Die Serovare S. Enteritidis und S. Typhimurium, als Zoonosevertreter, 
waren jedoch in der Lage, sich intrazellulär besonders gut zu vermehren. Hierdurch konnte in 
dieser Arbeit experimentell bewiesen werden, dass die wirtsadapatierte Serovar ein 
verlangsamtes Wachstum und eine verminderte Invasivität in den entsprechenden 
Wirtssystemen aufwiesen. Dies bestätigt Ergebnisse der meisten in vivo und in vitro 
Invasionsstudien, welche eine verminderte Invasivität von den wirtsspezifischen und/oder 
wirtsadaptierten Serovaren gegenüber den nicht-wirtsadaptierten Erregern beschrieben 
(Uzzau et al., 2000). Hierzu zeigten Bueno et al. (2008), dass in primären murinen und 
humanen dendritischen Zellen die intrazelluläre Überlebensrate von Salmonellen 
wirtsspezifisch ist, da in murinen dendritischen Zellen sich vermehrt S. Typhimurium Erreger 
und in humanen dendritischen Zellen vermehrt S. Typhi wieder fanden. Auch Vladoianu et al. 
(1990) zeigten, dass S. Typhi zwar in humanen, nicht jedoch in murinen Makrophagen 
überlebt und auf der anderen Seite S. Typhimurium zwar in murinen, nicht jedoch in 
humanen Makrophagen überleben kann. Die wirtsspezifische Serovar S. Typhi wies darüber 
hinaus jedoch eine vergleichbar geringe Invasionsrate und verminderte Epithelzellzerstörung 
in M-Zellen und Enterozyten auf, jedoch eine höhere Transmigrationsrate in humanen 
epithelialen Zellkulturen im Vergleich zu S. Typhimurium (Kops et al., 1996). Darüber hinaus 
demonstrierten Pascopella et al. (1995) wiederum, dass S. Typhimurium in deutlich höherer 
Anzahl intrazellulär in RAW264.7-Zellen vorkam im Vergleich zu S. Typhi. 
Zusammenfassend kann somit postuliert werden, dass die Invasion der intestinalen Mukosa 
zwar unerlässlich für wirtsadaptierte und/oder wirtsspezifische Serovare ist, um jedoch eine 
systemische Verbreitung zu erlangen, ist dieser invasive Charakter per se nicht 
ausschlaggebend für die Salmonella-Wirtsspezifität allein. Denn die Fähigkeit der Erreger, 
systemisch zu streuen, ist direkt verknüpft mit deren Fähigkeit, in Makrophagen eines 
bestimmten Wirtes zu überleben. So gesehen sind mononukleäre Phagozyten eines Wirtes 
eine essentielle Barriere und Bestandteil der Wirtspezifität von den Salmonella-Serovaren. 
Dies wiederum unterstützt die These, dass das intrazelluläre Überleben der Salmonellen 
wirtsabhängig und nicht serovarabhängig ist. 
 
Entgegen dieser These stehen Arbeiten, welche die Salmonella-Wirtsspezifität zumeist auf 
genetische Unterschiede zwischen den Serovaren hin untersucht haben (Boyd et al., 1996; 
Kauffmann, 1966; Selander et al., 1990; Stanley und Baquar, 1994; Wilson und Miles 1955). 
Trotz der zwischen 96-99 % hohen genetischen Sequenzhomologien innerhalb der Gruppe I 
der S. enterica ssp. enterica unterscheiden sich die Serovare dennoch deutlich im 
Schweregrad, der Ausprägung der Krankheitsformen und auch ihrer Wirtsspezifität (Porwollik 
und McClelland, 2003). Komplette Genomanalysen erbrachten, dass rund 25 % aller 
Salmonella-Gene erst nach der Divergenz von Escherichia coli vor über 100 Millionen Jahren 
über einen horizontalen Gentransfer entstanden sind (Baumler et al., 1998). Neben dem 
Chromosom von 4,3-5,0 Mbp unterscheiden sich diese Enterobacteriaceae-Mitglieder vor 
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allem im extrachomosomalen genetischen Material wie den Virulenzplasmiden oder den 
Salmonella-Pathogenitätsinseln, welchen vor allem über den lateralen Gentransfer eine 
evolutionäre Bedeutung zukommt (Baker und Dougan, 2007; Porwollik und McClelland, 
2003). Derzeit wurden bereits 17 verschiedene Salmonella-Pathogenitätsinseln (SPI) 
beschrieben, welche sich in ihrem G/C-Gehalt vom übrigen Genom unterscheiden und 
zumeist eine bedeutende Rolle im Infektionsgeschehen spielen (Bueno et al., 2004; Ehrbar 
et al., 2002; Hensel, 2004; Nair et al., 2004; Valdez et al., 2009; Vernikos und Parkhill, 2006). 
Saroj et al. (2008) konnten jedoch zeigen, dass die Verteilung von SPI in verschiedensten 
Serovaren unterschiedlicher Herkunft nicht mit deren Wirtsspezifität korreliert. Dies wiederum 
unterstützt die oben genannte These des wirtsabhängigen intrazellulärem 
Salmonellenüberlebens. Die Virulenzplasmiden hingegen zeigten meist nur eine geringe 
Homologie zwischen den Serovaren, wie beispielsweise 35 % für die Serovare S. Dublin und 
S. Enteritis (Montenegro et al., 1991). Zwar besitzen viele der Salmonellen das 
Virulenzplasmid in einer unterschiedlichen Größe und genetischen Zusammensetzung (Chu 
et al., 1999), als Bestandteil des Virulenzplasmides ist ihnen jedoch allen gleich das 8 kbp 
große spv-Operon. Das spv-Operon kommt beispielsweise in S. Abortusovis, 
S. Typhimurium, S. Dublin, S. Choleraesuis, jedoch nicht in S. Typhi vor (Popoff et al., 1984). 
Die Strukturgene des spv-Operon werden vor allem in der postexponentiellen 
Wachstumsphase unter Nährstoffmangel und Umweltstress exprimiert und besitzen einen 
Einfluss auf die intrazellulären Wachstumsraten (Gulig und Doyle, 1993; Valone et al., 1993). 
Es wurde gezeigt, dass nur die spvR-Deletionsmutante von S. Dublin eine abgeschwächte 
enterische und systemische Wirkung besitzt, die spvR-Deletionsmutante von S. Typhimurium 
hingegen war nachweislich vollständig virulent (Libby et al., 1997; Tsolis et al., 1999). 
Hieraus kann geschlossen werden, dass auch das spv-Operon allein nicht für die Erklärung 
der Wirtsspezifität herangezogen werden kann. Darüber hinaus kodieren die 
Virulenzplasmide auch für Fimbrien, wobei jedes Serovar einen charakteristischen Satz an 
Fimbrien besitzt und damit zur differenzierten Adhäsion an Wirtszellen beiträgt (Wilson et al., 
2000). Es wurde bereits demonstriert, dass beispielsweise Typ 1-Fimbrien oder Flagellin 
zwar wichtig sind für die Adhäsion, jedoch keine Bedeutung besitzen bei der Invasion oder 
dem intrazellulärem Überleben (Althouse et al., 2003; Crhanova et al., 2011; Duguid et al., 
1976). Auch die fliC-Gensequenz (Phase I Flagellar-Antigen), welche zwar für die 
serologische Diversität herangezogen wird, konnte ebenfalls nicht die unterschiedliche 
Wirtsspezifität von S. Enteritidis und S. Dublin begründen (Beltran et al., 1988; Li et al., 1994; 
Montenegro et al., 1991; Selander et al., 1992). Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass 
auch Fimbrienunterschiede nicht eindeutig mit der Wirtsspezifität von den Salmonella-
Serovaren korreliert werden können. 
Der Einfluss einer genetischen Komponente auf die Salmonella-Wirtsspezifität kann jedoch 
nicht vollends ausgeschlossen werden. In neueren Studien wurden bei wirtsspezifischen 
Serovaren wie dem S. Typhi über 200 inaktivierte/zerstörte Gene nachgewiesen. Diese so 
genannten Pseudogene, welche ~5 % des Genomes entsprechen, kodieren auch für 7 der 
12 Fimbriensysteme, shdA und ratB, welche bei S. Typhimurium wiederum für die Persistenz 
zuständig sind (Kingsley et al., 2003). Der Verlust von Genen, verantwortlich für die 
intestinale Adhäsion und Persistenz, geht einher mit der systemischen Streuung und der 
vermehrten Ausscheidung über die Gallenblase dieser Stämme (Baker und Dougan, 2007). 
Eine weitere Studie zeigte, dass in der SPI3 von S. Typhimurium und S. Typhi zehn Gene 
beider Spezies hoch konserviert vorliegen. Drei von diesen sind jedoch Pseudogene in 
S. Typhi und könnten somit eine potentielle Erklärungen für deren Wirtsspezifität sein. 
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Hierbei translozierten Retamal et al. (2010) das marT-fidL-Operon der SPI3 von S. Typhi in 
S. Typhimurium und beobachteten eine deutlich verminderte Invasivität in Monozyten. Dies 
entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit und der meisten in vivo und in vitro 
Invasionsstudien, welche eine verminderte Invasivität von den wirtsspezifischen und/oder 
wirtsadaptierten Serovaren gegenüber den nicht-wirtsadaptierten Erregern aufweisen. 
Bereits von Selander et al. (1990) ist darüber hinaus bekannt, dass die wirtsspezifischen 
Serovare eine geringere genetische Variabilität besitzen, dafür fand sich meist eine große 
genetische Diversität bei den Wirtsspezialisten. Gezeigt wurde dies auch von Chiu et al. 

(2005) für den schweineadaptierten S. Choleraesuis, welcher die höchste Anzahl von 
Pseudogenen besitzt. Es wurde vermutet, dass der Erreger aufgrund dieser Pseudogene 
eine verminderte Invasivität und eine deutlich geringere intrazelluläre Vermehrungsrate 
besitzt und dafür in der Lage ist, aufgrund des verlangsamten Wachstums die 
immunologische Abwehr zeitweise zu umgehen. Der porcine wirtsspezifische S. Typhisuis ist 
jedoch genetisch nahezu identisch mit dem porcinen wirtsadaptierten S. Choleraesuis 
(Uzzau et al., 1999). Dennoch führt S. Choleraesuis im Gegensatz zu S. Typhisuis sowohl zu 
enterischen als auch zu systemischen Symptomen und scheint in klinisch-inapparenten 
Tieren zu persistieren (Roof et al., 1992). 
Dennoch, der Verlust oder das Vorhandensein von Salmonella-Genen allein kann nicht 
erklären, warum ein Salmonella-Serovar 1 auf der einen Seite eine systemische Streuung in 
dem Wirt A verursacht und auf der anderen Seite dasselbe Serovar 1 zu einer geringeren 
Virulenz und nur zu enterischen Symptomen in dem Wirt B führt. Die Wirtsspezifität kann 
demzufolge nicht durch das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein von Virulenzgenen, 
durch Mutationen oder lateralen Gentransfer allein geklärt werden. Dies bestätigt Thesen um 
Baumler et al. (1998), denn der Vergleich der genetischen Voraussetzungen der Salmonella-

Serovare brachte bis dato keine eindeutige Erklärung für dessen Wirtsspezifität. Dies zeigt, 
dass die Virulenzmechanismen von Salmonellen bisher zwar gut definiert und untersucht 
worden sind, aber auf Grundlage der Genetik sich bis dato keine eindeutigen Mechanismen 
für die Wirtsspezifität von den unterschiedlichen Serovaren ergeben haben. Vielmehr ist die 
Translokation von pathogenen Keimen aus dem Darm in andere Organe von der Fähigkeit 
des Immunsystems abhängig, diese pathogenen Erreger zu kontrollieren. 
 
Selten befassten sich Arbeiten mit diesem Zusammenhang zwischen Wirt und Erreger und 
der Bedeutung von wirtszellspezifischen Bestandteilen auf den Ausgang des 
Infektionprozesses. Darüber hinaus wurden viele der Salmonella-Studien aufgrund der 
Erkenntnislage vor allem vergleichend zwischen den Serovaren S. Typhimurium und 
S. Typhi durchgeführt. In der Literatur finden sich häufig vergleichbare Aussagen zum 
Einsatz eines murinen Infektionsmodells als brauchbares Konzept zur allgemeinen 
Untersuchung der Salmonelleninfektion, da S. Typhimurium zwar eine Gastroenteritis im 
Menschen und auch bei Rindern, jedoch ein typhusähnliches Krankheitsbild in Mäusen 
verursacht. Dieses Modell ist allerdings begrenzt in seinem Aussagewert zu 
wirtsspezifischen Serovaren. Aufgrund neuerer Kenntnisse ist es nicht möglich, gewonnene 
Ergebnisse in einem Wirtssystem auf ein Zweites zu übertragen (Girardin et al., 2003a; 
Magalhaes et al., 2005). Hierbei konnte gezeigt werden, dass Wirtsproteine, die NOD-
Proteine, in unterschiedlicher Weise auf die gleichen Muropeptide reagierten, welches 
wiederum eine veränderte Immunantwort des Wirtes zur Folge hatte. Darüber hinaus zeigte 
sich, dass es dem Wirt nur durch eine Vielzahl von bakteriellen Faktoren (MAMPs, 
Wachstum, Invasivität, Zellskelettmodifikationen etc.) möglich ist, zwischen pathogen und 
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nicht-pathogen Erregern zu unterscheiden (Vance et al., 2009). Somit besitzt der Wirt einen 
essentiellen Einfluss auf den Ausgang einer Infektion. 

5.6 Die NF-κB-Aktivierung durch eine Salmonella-Infektion 

NF-κB besitzt eine zentrale Bedeutung in intestinalen Epithelzellen bei einer Infektion mit 
enteroinvasiven Erregern, durch dessen Modulation auf die proinflammatorische 
Genexpression (Elewaut et al., 1999). Hierzu verglichen Watson et al. (2000a) 
S. Typhimurium, S. Dublin und S. Choleraesuis in in vivo Infektionsstudien. Dabei waren 
keine serovarspezifischen Unterschiede in der Expression von IL-1, IL-6 und TNF-α sichtbar. 
Aufgrund der Literaturlage wurde die immunologische Antwort einer Salmonelleninfektion 
nicht auf Stufe der Zytokinexpression beobachtet, sondern in einem früheren 
immunologischen Stadium, der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Um Divergenzen 
zwischen den Zelllinien und mögliche Signaltransduktionsregulationen unberücksichtigt zu 
lassen und dennoch eine vergleichende immunologische Betrachtung durchführen zu 
können, wurde in der vorliegenden Arbeit das Augenmerk auf den Transkriptionsfaktor 
NF-κB und nicht auf die durch Transkriptionsfaktoren induzierten proinflammatorischen 
Genprodukte gelegt. 
Dabei wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass S. Dublin und S. Enteritidis gefolgt von 
S. Typhimurium in den porcinen Zellen (IPEC-J2 und 3D4/31) die höchste NF-κB-Aktivierung 
verursachten. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die wirtsadaptierte Serovar 
S. Choleraesuis in porcinen Zellen im Vergleich zu anderen Serovaren zu einer verminderten 
NF-κB-Aktivierung führte. In murinen Zellen (MODE-K und RAW264.7) induzierten S. Dublin 
und S. Enteritidis die höchste NF-κB-Aktivierung. Somit konnte gezeigt werden, dass die 
wirtsadaptierte Serovar S. Typhimurium in murinen Zellen im Vergleich zu anderen 
Serovaren zu einer verminderten NF-κB-Aktivierung führte. In den humanen LoVo-Zellen 
führten S. Dublin und S. Choleraesuis Infektionen nach 4h, sowie S. Enteritidis und 
S. Typhimurium Infektionen nach 24h p. i. zu den höchsten NF-κB-Aktivierungswerten. 
Zusätzlich zu den Ergebnissen der Invasionsstudien, dass die wirtsspezifischen bzw. 
wirtsadaptierten Serovare gegenüber den nicht-wirtsadaptierten Erregern eine verminderte 
Invasivität aufweisen, konnte somit demonstriert werden, dass darüber hinaus die 
wirtsadaptierten Serovare S. Choleraesuis in porcinen Zellen und S. Typhimurium in murinen 
Zellen zu deutlich verminderten NF-κB-Aktivierungen führten. Derzeit gibt es keine Hinweise 
in der Literatur zur verminderten NF-κB-Aktivierung in porcinen Zellen durch S. Choleraesuis 
oder S. Typhimurium in murinen Zellen. Die beobachtete NF-κB-Aktivierung dieser Arbeit 
bestätigt jedoch Studien um Hobert et al. (2002), diese zeigten in caninen MDCK-Zellen eine 
Translokation von NF-κB in den Zellkern durch die S. Typhimurium Infektion 2h p. i. bei einer 
MOI von 30. Auch die S. Choleraeuis Infektion führte nach 8, 24 und 48h p. i. in porcinen 
Mesenteriallymphknoten zur NF-κB-Aktivierung (Wang et al., 2008). Dem entgegen steht die 
Arbeit um Greil (2002), welche nach 24h p. i. kein p65-Protein mehr im Zellkern nach einer 
S. Enteritidis Infektion detektieren konnte. Hierbei wurden Syniovialzellen infiziert, diese 
zeigten nur zwischen 1-6h p. i. eine NF-κB-Aktivierung. Uthe et al. (2007) konnten darüber 
hinaus zeigen, dass sich die Genexpressionsmuster des Wirtes zwischen S. Choleraesuis-
und S. Typhimurium-infizierten Geweben unterschieden. Hierbei zeigten mit S. Choleraesuis 
infizierte Schweine vor allem in der frühen Phase der Infektion eine verminderte Expression 
von immunologischen Genen. Dies bestätigt die vorliegenden Daten zur verminderten 
NF-κB-Aktivierung von S. Choleraesuis in infizierten porcinen Zellen. Nachweislich korreliert 
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eine geringe intestinale Entzündungsreaktion mit einer geringen immunologischen Antwort 
der Enterozyten (Kaiser et al., 2000). Dies lässt vermuten, dass eine verminderte NF-κB-
Aktivierung in den epithelialen Zellen die Persistenz des Erregers in diesen Zellen und die 
Umgehung des Erregers der wirtseigenen immunologischen Abwehr fördern kann. 
Lawrence et al. (2001) beschrieben hierzu eine antagonistische Wirkung von NF-κB im 
späteren Inflammationsgeschehen. Liegt NF-κB zu diesem Zeitpunkt im aktivierten Zustand 
vor, so geht dies zumeist mit der Induktion antiinflammatorischer Gene und der Induktion des 
Zelltodes einher. Im Gegenzug scheint die Inhibierung der NF-κB-Aktivität im späteren 
Inflammationsgeschehen die immunologische Reaktion weiter hinauszuzögern, die 
Expression von p53 und Bax zu vermindern und eine Apoptose zu verzögern. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass der Abfall der NF-κB-Luciferaseaktivität und auch die geringere 
Aktivierung die wirtseigene immunologische Reaktion hinauszögert. Dies würde in dieser 
Arbeit auf die verminderte NF-κB-Aktivierung in porcinen Zellen durch S. Choleraesuis und  
S. Typhimurium in murinen Zellen zutreffen. 
 
Weiterhin bestätigt die Höhe der Relativen Luciferaseaktivitäten dieser Arbeit (2- bis 9-
fachen Steigerung der Luciferaseaktivität) die aktuellen Literaturdaten. So konnte in 293-T-
Zellen eine ~7-fache Steigerung der Luciferaseaktivität (NF-κB) durch Yersinia 

pseudotuberculosis nach 4h p. i. induziert werden (Auerbuch et al., 2009). Die HEK293 und 
CaCo-2-Zellen zeigten eine 2-3-fache Steigerung der Luciferaseaktivität (NF-κB) durch 
Stimulation mit MDP (10 µg/ml) nach 6h (Lipinski et al., 2009). Es ist jedoch nicht 
unproblematisch die erhaltenen RLU dieser Arbeit mit denen anderer Arbeiten zu 
vergleichen, da zumeist unterschiedliche Plasmide, Protokolle oder Inkubationszeiten 
verwendet wurden und auch die Transfektionseffizienzen sich zwischen den Arbeitsgruppen 
stark unterscheiden. Beispielweise zeigten RAW264.7-Zellen 24h p. i. nach Mycoplasma 

hyopneumoniae Infektion eine 25-35-fache Steigerung der Luciferaseaktivität (NF-κB) durch 
3-30 µg/ml Mycoplasmen (Hwang et al., 2011). 
 
Darüber hinaus ist bekannt, dass S. Typhimurium in intestinalen Epithelzellen neben einer 
NF-κB-Aktivierung auch zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors aktivierendes 
Protein-1 (AP-1) führt, über die MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 (Galdiero et al., 2002; 
Hambleton et al., 1996; Hobbie et al., 1997). Das AP-1 bindet über CREB/ATF an cAMP-
response elements. (Karin et al., 1997). Maruyama et al. (2007) zeigten, dass c-Fos als 
Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1 essentiell bei der Zytokinproduktion und der 
Apoptose nach einer Salmonelleninfektion ist. Die c-Fos-defizienten Mäuse reagierten 
überempfindlich auf eine S. Typhimurium Infektion. Im Gegensatz dazu wurde 
nachgewiesen, dass wiederum die IL-8-Produktion in drei verschiedenen intestinalen 
Epithelzellen unabhängig vom Transkriptionsfaktor AP-1 ist. Hierzu zeigten Hobbie et al. 
(1997), dass in Salmonella-infizierten Henle-407-Zellen neben NF-κB auch der 
Transkriptionsfaktor AP-1 für eine erfolgreiche IL-8-Produktion vorhanden sein muss. Da es 
nicht um die Unterscheidung der einzelnen Transkriptionsfaktoren, sondern lediglich um eine 
allgemeingültige Aussage zum Aktivierungszustand infizierter Zellen ging, wurde in der 
vorliegenden Arbeit allein das Augenmerk auf NF-κB gelegt. Hierbei wird empfohlen, den 
Einfluss von NF-κB auf die Infektion genauer zu untersuchen, indem der Inhibitor MG132 
genutzt wird. 
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5.7 Die Unterdrückung der zellulären NF-κB-Aktivierung durch die 
Salmonella-Infektion 

Die NF-κB-Aktivierungsversuche in der vorliegenden Arbeit zeigten, dass Zellen nach 
Stimulation mit UV-inaktivierten Salmonellen für 2h, nicht jedoch mit LPS allein, deutlich mit 
einer Steigerung der Relativen Luciferaseaktivität (NF-κB) reagierten. Darüber hinaus konnte 
nachgewiesen werden, dass die Stimulation mit UV-inaktivierten Salmonellen im Vergleich 
zur Infektion mit lebenden S. Typhimurium in allen fünf Zellkultursystemen zu einer 
signifikant höheren NF-κB-Antwort führte. Die Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen 
allein, wie dem Salmonella-Flagellin konnte durch Rolli et al. (2010) bei in vivo Maus-
Versuchen gezeigt werden. Hierbei führte Salmonella-Flagellin (1µg/Maus) zur IκBα-
Degradierung und NF-κB-DNA-Bindung in verschiedenen murinen Organen nach bereits 30-
minütiger Inkubationszeit. Reed et al. (2002) wiesen hierzu nach, dass eine IκBα-
Degradierung durch S. Typhimurium von einem intakten Salmonella-Flagellum und TLR5 
abhängt. Im Gegenzug wurde gezeigt, dass Salmonella-Flagellin auch eine TLR5-
unabhängige Aktivierung über CARD12 in Makrophagen indizieren konnte (Franchi et al., 
2006a; Mariathasan et al., 2004). Diese bakteriellen Bestandteile, hier beispielsweise 
Flagellin, gelangten über die T3SS der SPI1 in das Wirtszellzytoplasma und führten zur 
Aktivierung und/oder zum Zelluntergang (Miao et al., 2006; Ren et al., 2006). 
 
Eine vom lebenden Bakterium abhängige Verminderung der NF-κB-Antwort wurde bereits für 
das NleE- und NleB-Protein von enteropathogenen E. coli (EPEC) und für das Tcps-Protein 
von E. coli und Brucella melitensis beschrieben (Cirl et al., 2008; Gao et al., 2009; Nadler et 

al., 2010; Newton et al., 2010). Auch für die Erreger Shigella flexneri (OspG), Yersinia spp. 
(YopJ), Aeromonas salmonicida (AopP), Chlamydia trachomatis (ChlaDub1) und weitere 
wurden bereits NF-κB-minimierende Effektorproteine beschrieben (Fehr et al., 2006; Kim et 

al., 2005; Le Negrate et al., 2008b; Mukherjee et al., 2006; Ruckdeschel et al., 1998). 
Bekanntermaßen kann die zelluläre Wirtsimmunantwort auch durch Salmonella-
Effektorproteine unterdrückt werden. Hierzu gehören die Effektorproteine AvrA, SigD/SopB, 
SseL, SspH1 und TlpA. Das AvrA-Protein vermindert die zelluläre NF-κB-Antwort der 
Wirtszelle und stabilisiert die Integrität des epithelialen Layers (Collier-Hyams et al., 2002; 
Jones et al., 2008a; Liao et al., 2008; Ye et al., 2007). SseL, ein Effektorprotein der SPI2, 
fungiert hingegen als Deubiquitinase und vermindert die immunologische Wirtszellantwort 
(Le Negrate et al., 2008a; Rytkonen et al., 2007). Ebenso kann das SspH1 über die 
Aktivierung der Proteinkinase N1 die wirtszelleigene NF-κB-Aktivierung vermindern (Haraga 
und Miller, 2003). Das TIR-ähnliche Protein A (TlpA) verhindert über die Hemmung von TIR-
haltigen Proteinen, wie TLR4, IL-1-Rezeptor oder MyD88, die NF-κB-Aktivierung (Newman et 

al., 2006). SigD/SopB kann die Proteinkinase B (PKB) der Wirtszelle aktivieren und somit die 
Apoptose der Wirtszelle verhindern (Knodler et al., 2005). Neish et al. (2000) zeigten hierzu, 
dass auch PhoPc in der Lage ist, den proinflammatorischen NF-κB-Signalweg zu minimieren. 
In diesem Zusammenhang führten Streckel et al. (2004) Expressionsprofile von Salmonella 

enterica Effektorproteinen durch. Hierbei zeigte sich, dass AvrA nur von 80 % der S. enterica 
Serovare gebildet wurde. Wohl aber konnte das Expressionsprofil durch Veränderung der 
Umweltbedingungen (pH, Temperatur) variiert werden, dies galt vor allem für S. Agona, 
S. Bovismorbificans und S. Virchow. AvrA wurde vor allem in Gastroenteritis-auslösenden 
Serovaren gefunden. Dennoch traten klinische S. Enteritidis Serovare auf, welche kein AvrA 
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und SopD1 exprimierten (Streckel et al., 2004). Auch dies unterstützt die Entscheidung, in 
der vorliegenden Arbeit nur bereits klassifizierte und keine klinischen Salmonella-Isolate zu 
verwenden. Die wirtsspezifischen und -adaptierten S. Typhi und S. Choleraesuis exprimieren 
kein AvrA, jedoch das wirtsadaptierte S. Dublin besitzt wiederum AvrA (Amavisit et al., 
2003). Die SseL- und SopB-Proteine, werden hingegen von allen Salmonella enterica 
Serovaren mit intakter SPI2 exprimiert (Cooper et al., 2010; Rahman, 2006), und damit auch 
von allen vier in dieser Arbeit verwendeten Serovaren. 
Das Vorhandensein von AvrA in S. Typhimurium könnte somit die verminderte NF-κB-
Aktivierung durch lebende, invasive Erreger im Vergleich zu den UV-inaktivierten 
Salmonellen erklären. Damit nutzen die in dieser Arbeit verwendeten Erreger möglicherweise 
die oben beschriebenen Mechanismen über AvrA, SigD/SopB, SseL und/oder SspH1, um 
die zelleigene Immunantwort des Wirtes zu minimieren. Die in der vorliegenden Arbeit 
gezeigten zell- und wirtsspezifischen Unterschiede in der NF-κB-Antwort (vermindertes 
NF-κB bei S. Choleraesuis nur in porcinen Zellen und S. Typhimurium nur in murinen Zellen) 
können jedoch das alleinige Vorhandensein von einzelnen Salmonella-Genen nicht erklären. 
Somit besitzen die Erreger sowohl pro- als auch antiinflammatorische Mechanismen, welche 
in einem zell- und gewebespezifischen Gleichgewicht vorliegen. 

5.8 Die geringe NF-κB-Aktivierung durch bakterielles LPS 

Um die Frage zu beantworten, ob bakterielle Bestandteile allein eine NF-κB-Aktivierung 
auslösen könnten, wurden die Zellkulturen sowohl mit lebenden als auch mit UV-inaktivierten 
Salmonellen und Salmonella-LPS behandelt. Hierbei konnte in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden, dass eine LPS-Stimulation (50ng für 2h) in den fünf verschiedenen Zelllinien 
nur eine geringe Steigerung der NF-κB-Luciferaseaktivität bewirkte (~2,5-facher Anstieg). 
Dafür zeigten die Zellen jedoch deutliche NF-κB-Aktivitäten durch Stimulation mit 
UV-inaktivierten S. Typhimurium (2h) und lebenden Salmonella-Serovaren (1,5-2h). 
Lipopolysaccharid besteht aus drei Untereinheiten: einer äußeren variablen 
Polysaccharidschicht, dem Kernbestandteil aus Oligosacchariden und dem inneren Lipid A. 
Nachgewiesenermaßen ist das Lipid A für die proinflammatorischen Immunantworten nach 
LPS-Stimuli verantwortlich. Es besteht aus hexaacetylierten bis-1,4´-phophoryliertem 
Glukosamindisaccharid (Caroff et al., 2002; Luderitz et al., 1973). LPS wird in vivo und auch 
in vitro zur Imitierung eines Infektionsmodells eingesetzt. LPS ahmt hierbei die 
inflammatorischen Effekte der Zytokine TNF-α, IL-1β oder IL-6 nach und hat einige 
bedeutende Vorteile gegenüber dem Einsatz von Zytokinen: es ist kostengünstiger, es ist 
nicht auf Speziesunterschiede limitiert und es führt generell zu einer stabilen und 
allgemeinen Immunantwort im Gegensatz zu einzelnen Zytokinen (Mitchell et al., 2007). Es 
sei darauf hingewiesen, dass die Heterogenität kommerziell erhältlichen LPS von Martinon et 

al. (2004) gezeigt wurde und zumeist geringe Mengen an Peptidoglykanen (PGN) und auch 
Muramyldipeptide (MDP) enthält. Aufgrund dessen konnte eine derartige Heterogenität auch 
bei dem in dieser Arbeit verwendeten kommerziellen LPS nicht ausgeschlossen werden. 
Dennoch wurde bereits erfolgreich gezeigt, dass eine TLR-induzierte immunologische 
Antwort durch extrazytoplasmatisches PGN nicht möglich ist, da hierzu 
intrazytoplasmatische NOD-Proteine benötigt werden (Inohara et al., 2003; Travassos et al., 
2004). Somit konnte diese Heterogenität von kommerziell erhältlichen LPS in dieser Arbeit 
vernachlässigt werden. 
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Auch für den LPS-Stimulus können aufgrund von unterschiedlichen Plasmiden, Protokollen 
und Transfektionseffizienzen die erhaltenen Daten dieser Arbeit nur bedingt mit denen 
anderer Arbeiten verglichen werden. Beispielweise konnte in RAW264.7-Zellen, welche 
durch LPS (1 µg/ml) stimuliert wurden, eine bis zu 30-fache Steigerung der 
Luciferaseaktivität (NF-κB) nachgewiesen werden (Hwang et al., 2011). Demgegenüber 
stehen Arbeiten um Lindgren et al. (1996), die wiederum zeigten, dass weder bakterieller 
Überstand noch UV-inaktivierte oder hitzeinaktivierte Salmonellen in murinen J774A.1-
Makrophagen zu einer immunologischen Zellreaktion führten. LPS zeigte darüber hinaus 
ebenfalls keine stimulatorischen Effekte in epithelialen HT-29- oder CaCo-2-Zellen bei 
eingesetzter Konzentration von bis zu 1 µg/ml im NF-κB-Luciferaseassay oder mittels IL-8 
ELISA (Bambou et al., 2004). 
Möglicherweise erfolgte die Messung der Luciferaseaktivität 4h nach Stimulusgabe für die 
Detektierung von NF-κB in dieser Arbeit zeitlich gesehen zu spät. Einen mögllichen Hinweis 
hierfür gab Wu et al. (2008), welche zeigten, dass eine NF-κB-Aktivierung zwischen 
30-120min nach der LPS-Stimulation stattfand. Dies bestätigt die IκB-α-Degradierung durch 
bakterielles LPS (50 ng/ml) nach bereits 5min für bis zu 30min in 
Knochenmarksmakrophagen durch Kenny et al. (2009) und Brown et al. (2010). 
Beispielsweise induzierte 10 ng/ml LPS für 2h in m-ICcl2-Zellen einen 20-fachen Anstieg der 
Luciferaseaktivität (NF-κB) (Hornef et al., 2003). In diesem Zusammenhang verglichen 
Palazzo et al. (2008) den Einfluss von verschiedenen MAMPs auf die unterschiedliche 
Proteinexpression zwischen intestinalen Epithelzellen und Makrophagen in vitro. TLR4 wird 
durch Stimulierung mit 1µg/ml LPS, 100ng/ml Flagellin oder 10µg/ml PGN in HT29-Zellen 
deutlich herabreguliert, jedoch hochreguliert in RAW264.7-Zellen. Chen et al. (2007) zeigten 
hingegen in intestinalen IEC-6-Zellen, dass TLR2 hoch- und TLR4 herunterreguliert wird 
durch den Einfluss von 5µg/ml LPS. Moue et al. (2008) wiederum demonstrierten, dass LPS 
in porcinen intestinalen Epithelzellen zur vermehrten Expression von Rezeptoren, Zytokinen 
und Chemokinen führt. LPS zeigt somit einen zelltypspezifischen Einfluss auf die 
immunologische Reaktivität der Wirtszellen. 
 
Weiterhin entstehen durch die Stimulation mit LPS die klassisch-aktivierten 
M1-Makrophagen. Nachweislich resultiert diese Typ I-Aktivierung wiederum in der 
Expression von TH1-Zytokinen (z. B. IFN-γ, TNF-α) (Benoit et al., 2008; Martinez et al., 
2008). Daraufhin darf angenommen, dass somit auch Folgeprodukte der NF-kB-Aktivierung 
durch LPS eine wesentliche Rolle spielen könnten. Somit würde das von aktivierten Zellen 
gebildete TNF-α wiederum erneut als Stimulus für diese Zellen dienen. Dies könnte die 
steigende NF-κB-Luciferaseaktivität in den Makroghagen zwischen 4h und 24h p. i. in dieser 
Arbeit erklären.  
 
Darüber hinaus finden sich in Säugern verschiedene NF-κB-Varianten, welche als Dimere im 
Organismus vorliegen (Hayden und Ghosh, 2004). Fünf verschiedene NF-κB/Rel-Proteine 
bringen mehr als 12 verschiedene Dimere hervor, welche wiederum 9 bis 11 
unterschiedliche κB-Bindungsstellen im Genom erkennen (Saccani et al., 2003). Die 
Konsensus-Sequenz der κB-Bindungsstellen lautet gggRnnYYcc (R = Purinbase, 
Y = Pyrimidinbase, n = Nicht definiert). Das in dieser Arbeit verwendete Plasmid mit der κB-
Bindungsstelle besaß folgende Sequenz (TGGGGACTTTCCGC)5. Derzeit ist nicht bekannt, 
welche κB-Bindungsstellen in den in dieser Arbeit verwendeten Zellkultursystemen 
vorkommen. Es kann vermutet werden, dass sowohl unterschiedliche NF-κB/Rel-
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Heterodimere als auch unterschiedliche κB-Bindungsstellen in den Zellkultursystemen 
vorhanden sind. Dies hätte somit einen entscheidenden Einfluss auf die Messung der NF-kB-
Aktivierung. Diese These wird durch Arbeiten um Frankenberger und Ziegler-Heitbrock 
(1997) bestätigt, denn es konnte nachgewiesen werden, dass kleinste Differenzen in der 
Sequenz der κB-Bindungsstellen zu verminderten immunologischen Zellreaktionen führten. 
Diese Feinregulation der Zellantwort ist somit wirtsspezifisch. 
 
Dennoch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NF-κB in den fünf Zellkultursystemen 
aktiviert wurde. Jedoch resultierte die Stimulation mit UV-inaktivierten Salmonellen in einer 
deutlich höheren NF-κB Antwort als das Salmonella-LPS. Daraus konnte folgende 
Schlussfolgerung gezogen werden: Die höhere NF-κB-Induktion bei UV-inaktivierten 
Salmonellen spricht für die bakterielle Zellwand als stärkerer pathogener Faktor im Vergleich 
zum LPS allein. Auch wenn die LPS-Stimulation in dieser Arbeit zu keiner statistisch 
signifikanten NF-κB-Aktivität geführt hat, so war es dennoch essentiell, reines LPS als 
Kontrollwert beim Versuchsablauf zu verwenden. Aufgrund der unterschiedlichen Invasivität 
und Reproduktion (intra- und extrazellulär) von den verschiedenen Serovaren kann davon 
ausgegangen werden, dass die Menge an vorliegendem Gesamt-LPS in der infizierten 
Zellkultur von Serovar zu Serovar unterschiedlich war. Somit wäre ein LPS-
Konzentrationsunterschied bedeutsam. Hierzu wurde im Vorfeld der Arbeit ein NF-κB-
Aktivierungsversuch mit einer LPS-Konzentrationsreihe (10, 50, 100, 500 ng) durchgeführt. 
Auch geringere Konzentrationen von 10 ng ergaben jedoch keine deutliche Steigung der 
Luciferaseaktivität. Hingegen führten deutlich höhere LPS-Gaben von bis zu 500 ng zum 
Ablösen des Zellmonolayers (Daten nicht gezeigt). Somit sollten in weiterführenden Studien 
UV-inaktivierte Erreger immer in Kombination mit einzelnen Zellwandbestandteilen bei 
in vitro Stimulationsversuchen vergleichend untersucht werden. 

5.9 Die Modifizierung von MAMPs um die NF-κB-Aktivierung zu umgehen 

Es konnte gezeigt werden, dass eine LPS-Stimulation (50ng für 2h) in den fünf 
verschiedenen Zelllinien nur eine geringe Steigerung der NF-κB-Luciferaseaktivität bewirkte 
(~2,5-facher Anstieg). Dafür besaßen die Zellen jedoch deutliche NF-κB-Aktivitäten durch 
Stimulation mit UV-inaktivierten S. Typhimurium und lebenden Salmonella-Serovaren. Eine 
weitere mögliche Erklärung für die unterschiedliche der NF-κB-Luciferaseaktivität dieser 
Arbeit könnte die unterschiedliche LPS-Zusammensetzung zwischen den lebenden, den UV-
inaktivierten Salmonellen und dem Salmonella-LPS sein. 
Hierzu gibt es zahlreiche Hinweise, welche zeigten, dass LPS-Mutanten eine deutlich 
verminderte Invasivität in Zellkulturen aufwiesen (Kihlstrom, 1977; Mroczenski-Wildey et al., 
1989). Bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide, Peptidoglykane und 
Lipoteichonsäure stehen im Zusammenhang mit der Auslösung des septischen 
Schockgeschehens (Van Amersfoort et al., 2003). Die LPS-Ansprechbarkeit der Wirtszellen 
stellt einen wichtigen Faktor in der angeborenen antibakteriellen Abwehr dar (Freudenberg et 

al., 2001). Nachweislich werden O-Antigene in S. Typhimurium phasenvariabel 
unterschiedlich exprimiert, so dass sich daraufhin die Adhäsivität der Erreger verbessert 
(Kwan und Isaacson, 1998). Darüber hinaus wurde auch zwischen Serovaren eine 
Mikroheterogenität der O-Antigenregion nachgewiesen (Parker et al., 2001). Die 
Modifizierung der Lipid A-Region von LPS ist ein Selektionsvorteil der Mikroben und 
ermöglicht ihnen das intrazelluläre Überleben (Ernst et al., 2001; Kawasaki et al., 2005; 
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Miller et al., 2005). Diese Modifizierungen beinhalten Fettsäureanlagerungen, Fettsäure-
Hydroxylierungen von, Anlagerung von Phosphat- oder Galakturonsäuregruppen, Addition 
von Phosphoethanolamin oder 4-Amino-4-Deoxy-L-Arabinose an Lipid A und Acetylierungen 
der Polysaccharidkette (Frirdich und Whitfield, 2005; Gunn, 2001). Tsolis et al. (1999) 
konnten bereits nachweisen, dass eine S. Typhimurium rfaJ-Deletionsmutante, welche eine 
gestörte Lipopolysaccharid-Biosynthese besitzt, nachweislich eine verminderte Virulenz 
aufwies. Vladoianu et al. (1990) beschrieben wiederum, dass die Zusammensetzung des 
LPS ein bedeutender Faktor bei der Virulenz eines Erregers und bei dessen Resistenz 
gegenüber dem intrazellulären Abbau ist. Salmonellen mit glattem LPS waren resistenter 
gegenüber dem lysosomalen Abbau und zeigten deutliche Invasionsunterschiede gegenüber 
S. Typhimurium mit rauem LPS (Kihlstrom, 1977; Modrzakowski und Spitznagel, 1979; 
Tagesson und Stendahl, 1973). Bereits 1989 konnte bestätigt werden, dass PhoP essentiell 
für die Virulenz von S. Typhimurium im murinen Modell sowie für das Überleben in 
Makrophagen ist und somit eine PhoP-Deletionsmutante avirulent sein musste (Fields et al., 
1989; Galan und Curtiss, 1989). In diesem Zusammenhang zeigten Guo et al. (1997), dass 
PhoP-PhoQ die strukturelle Modifizierung von Lipid A regulierte. Entsprechend zeigten die 
PhoPc und PhoP--Mutanten eine verminderte TNF-α Antwort. Auch die Deacylierung von 
Lipid A in der LPS-Salmonellenmutante führt nachweislich zu einer verminderten TNF-α, IL-1 
und NO-Produktion in vitro als auch in vivo (Khan et al., 1998). Andere gramnegative Erreger 
wie Pseudomonas, Neisseria, Francisella und Yersinia sind ebenfalls in der Lage, ihre 
Lipid A-Region bzw. LPS-Struktur als Antwort auf Umwelteinflüsse zu modifizieren (Augustin 
et al., 2007; Cowley et al., 1996; Oyston et al., 2000; Ernst et al., 1999, van Putten und 
Robertson, 1995). Darüber hinaus können auch die long polar fimbriae (Lpf) modifiziert 
werden, um somit einen Einfluss auf die Virulenz der Serovare zu nehmen (Norris et al., 
1999). Diese Modifikationen spiegeln sich in den festgelegten 
Salmonella-Klassifizierungsschemata wider. Die biologische Begründung liegt jedoch darin, 
dass Wirtszellenzyme die Strukturbestandteile der Erreger (hier bakterielle 
Zellwandbestandteile) nicht oder nur schlecht verwerten können und dass somit nur geringe 
Mengen an Erkennungsstrukturen vom Wirtsimmunsystem signalisiert werden können. Dies 
wiederum führt zu einer verminderten immunologischen Reaktion des Wirtes auf zellulärer 
Ebene und stellt somit einen evolutionären Vorteil der Erreger dar. 
 
Darüber hinaus zeigten Arbeiten, dass Salmonella-LPS nicht nur in der Salmonella-

containing-vacuole, sondern auch im Wirtszytosol vorkommt (Garcia-del Portillo et al., 1997). 
Dies zeigt, dass Salmonellen zu einer Freisetzung bioaktiver mikrobieller Substanzen wie 
beispielsweise LPS in der Lage sind. Darüber hinaus zeigten die Arbeiten von Hersh et al. 
(1999), Mariathasan et al. (2004) und Miao et al. (2006), dass bei der Salmonelleninfektion 
rein zytoplasmatische Proteine der Immunantwort aktiviert werden. In diesem 
Zusammenhang kann mit hoher Wahrscheinlichkeit vermutet werden, dass Salmonellen 
nicht nur LPS, sondern auch bakterielles PGN und weitere bakterielle Bestandteile in das 
Wirtszellzytoplasma schleusen. PGN von gramnegativen und grampositiven Erregern 
wiederum ist ein Polymer aus β1→4 N-Acetylglukosamin und N-Acetylmuraminsäure, 
verbunden über kurze Peptidbrücken. Diese Peptidbrücken bestehen aus vier bis fünf D- und 
L-Aminosäuren und unterscheiden sich in ihrem Aufbau zwischen verschiedenen 
Bakterienspezies. (Schleifer und Kandler, 1972). PGN-Monomere sind nachweislich 
Stimulatoren der angeborenen Immunantwort, darüber hinaus spielen sie ebenso eine Rolle 
bei der mikrobiellen Interaktion und der Pathogenese in Tieren und Pflanzen (Cloud-Hansen 
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et al., 2006). Swaminathan et al. (2006) zeigten, dass die Bindung von PGN durch PRR eine 
hohe Selektivität und geringe Affinität besitzen. Bereits geringe Strukturunterschiede haben 
somit einen Einfluss auf die Detektion auf zellulärer Ebene. Auf der anderen Seite sind PRR 
in der Lage über Amplifizierungen oder über Homo- und auch Oligodimerisierung eine 
gesteigerte Spezifität zu erreichen. Durch Mutationen der kodierenden Sequenz im Bereich 
der Aminosäuren 236 und 237 können PRR beide PGN-Muster anhand der 
Strukturunterschiede in der 3. Peptidposition erkennen (Swaminathan et al., 2006). Porcines 
PRR führt über die vermehrte Produktion von β-Defensin1 zu einer Inhibierung bakteriellen 
Wachstums im Darm. Die pPRR-L2 (auch pPGRP-L2) -Expression wird hierbei durch eine 
Salmonelleninfektion angeregt (Sang et al., 2005). Pathogene jedoch variieren 
beispielsweise die α-Carboxylsäure der Iso-Glutaminsäure von PGN und können somit die 
Erkennung über PRR durch das Wirtsimmunsystem umgehen (Ellouz et al., 1974). Ein 
wichtiger Bestandteil dieses Prozesses ist NOD1 (Wolfert et al., 2007). Die Modifizierung von 
MAMPs, hier des PGN, scheint eine bakterielle Strategie zu sein, um die angeborenen 
Abwehrmechanismen des Wirtes zu umgehen. Hierzu zeigten Boneca et al. (2007), dass die 
PgdA, eine Deacetylase von Listeria monocytogenes, durch die spezifische Anlagerung von 
N-Acetylglukosamin die PGN-Struktur des Erregers variieren kann. Die PgdA-
Deletionsmutante zeigte eine verminderte Virulenz in vivo sowie eine gesteigerte NOD1-
abhängige IFN-β Antwort. In ähnlicher Weise arbeitet auch die PGN-Hydrolase AmiA von 
Helicobacter pylori, welche es dem Erreger ermöglicht, die Detektion durch NOD1 zu 
minimieren (Chaput et al., 2006). Auch Shigella-Spezies modulieren ihre PGN-
Zusammensetzung in vivo und beeinflussen somit nachweislich die immunologische 
Wirtsreaktion (Nigro et al., 2008). Die strukturelle Änderung von MAMPs ist eine bakterielle 
Evolutionsstrategie und dient der Umgehung der wirtseigenen angeborenen Abwehr, um 
somit das Überleben des Erregers zu sichern. Es kann somit vermutet werden, dass die 
unterschiedlichen Serovare dieser Arbeit Mechanismen zur Modifizierung ihrer 
Zellwandmoleküle nutzen. 

5.10 Die Korrelation der Daten aus den Infektionsversuchen mit den NF-κB-
Aktivierungsversuchen und die Rolle des Faktors Zeit 

In dieser Arbeit wurde erstmalig ein positiver linearer Zusammenhang in den epithelialen 
Zellen zwischen der Invasion mit S. Dublin und der darauf folgenden NF-κB-Aktivierung, 
sowie ein negativer linearer Zusammenhang in den epithelialen Zellen zwischen der Invasion 
mit S. Enteritidis und der darauf folgenden NF-κB-Aktivierung über den Zeitraum 4h bis 24h 
p. i. gezeigt. Darüber hinaus konnte dargestellt werden, dass nach 24h p. i. S. Enteritidis 
einen positiven linearen Zusammenhang für die Infektion von Makrophagen im porcinen und 
murinen System (3D4/31 und RAW264.7) und der darauf folgenden NF-κB-Aktivierung 
besitzt. Humane LoVo-Zellen zeigten einen positiven linearen Zusammenhang 4h p. i., 
jedoch nach 24h p. i. einen negativen linearen Zusammenhang für die Infektion mit 
S. Typhimurium und die NF-κB-Aktivierung. Dies ist die erste beschriebene Korrelation für 
die Erreger S. Typhimurium, S. Choleraeuis, S. Dublin und S. Enteritidis in den fünf 
verwendeten Zellkultursystemen. Die erhobenen Daten bestätigen die These, dass der 
Wirtsorganismus, besser dessen Immunantwort, eine entscheidende Rolle bei der 
Ausprägung eines klinischen Bildes besitzt. Dies wird durch Untersuchungen um Okamura et 

al. (2005) bestätigt. Diese beobachteten die gebildeten Stickstoffmonoxid-Mengen und das 
unterschiedliche Apoptoseverhalten von Hühnermakrophagen durch den Infektionseinfluss 
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von S. Enteritidis und S. Typhimurium. Es wurde gezeigt, dass S. Enteritidis durch eine 
geringere Immunantwort eine Zerstörung durch das Immunsystem verzögern könnte. Dies 
entspricht den in dieser Arbeit gefundenen negativen Korrelationsdaten. S. Typhimurium 
hingegen erzeugte, gemessen an der NO-Menge, eine höhere Immunantwort und wurde 
deshalb vom Immunsystem schneller eliminiert. Darüber hinaus ist bekannt, dass die 
Persistenz von S. Typhimurium in einer Vielzahl von Makrophagen unterschiedlicher 
tierischer Herkunft mit deren Fähigkeit einer breiten Wirtsspezifität korreliert (Alpuche-Aranda 
et al., 1995; Ishibashi und Arai, 1996). So gesehen sind mononukleäre Phagozyten eines 
Wirtes eine essentielle Barriere und Bestandteil der Wirtspezifität der Salmonella-Serovare 
(Bueno et al., 2008; Watson et al., 2000b).  
 
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass Erreger die in dem infizierten Wirt zu einer 
schnellen und hohen Immunantwort führen, daraufhin auch schneller vom Immunsystem 
erkannt und eliminiert werden. Andererseits können Erreger, welche nur eine geringere 
Wirtsimmunantwort hervorrufen, damit ihre eigene Eliminierung verzögern und haben somit 
die Möglichkeit zur effektiveren Verbreitung oder Streuung im Organismus. Dieser Faktor 
wird in dieser Arbeit schlicht als ’Zeit’ deklariert. Diese Hypothese bestätigt Ansätze von 
Okamura et al. (2005). Darüber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit dieser 
Zusammenhang graphisch dargestellt werden. Mit Hilfe von zwei y-Achsen für zum einen die 
intrazelluläre Vermehrung (KbE) und auf der anderen Seite die NF-κB-Aktivierung konnte 
über die Zeit (p. i.) dargestellt werden, dass die nicht-wirtsadaptierten S. Typhimurium und 
S. Enteritidis für das Schwein und den Menschen in porcinen Zellen und den humanen 
Zellen einen deutlichen Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im Vergleich zur 
NF-κB-Antwort erzeugten. Im Gegenzug zeigten die wirtsadaptierten S. Choleraesuis 
(Schwein) und S. Dublin (Rind) in den porcinen Zellen und auch in den humanen LoVo einen 
deutlich geringeren Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im Vergleich zum NF-κB-
Aktivierungswert. Übergreifend scheinen somit porcine Zellen den humanen Zellen in ihrer 
Reaktion auf eine Salmonelleninfektion mehr zu gleichen, als es humane und murine Zellen 
tun (Abb. 35). Dies entspricht den klinischen Befunden, dass die wirtsadaptierten Serovare 

S. Dublin und S. Choleraesuis bei humanen Erkrankungsfällen eine größere Neigung zur 
Bakteriämie mit geringen oder keinen intestinalen pathologischen Anzeichen aufweisen 
(Bhutta, 2007; Chiu et al., 2004; Dias et al., 2009). Darüber hinaus bestätigten diese Daten 
die Arbeiten von Foley et al. (2008) und Moxley und Duhamel (1999), dass S. Choleraesuis 
in porcinen Blutphagozyten persistieren und somit systemisch streuen kann. Die 
mäusepathogene S. Typhimurium Serovar hingegen und S. Enteritidis, welche ebenfalls zu 
Bakteriämien in Mäusen führt, zeigten in murinen Makrophagen und zumindest teils auch in 
murinen Epithelzellen einen geringeren Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im 
Vergleich zum NF-κB-Aktivierungswert. Dies wiederum bestätigt die Beobachtungen zum 
typhoiden Krankheitsbild in der Maus ausgelöst durch S. Typhimurium Infektionen, welche 
hingegen in Rindern und beim Menschen meist zu einer Enteritis führen (Jenkin und Rowley, 
1963; Santos et al., 2001). Dies gilt auch für den nicht-wirtsadaptierten Erreger S. Enteriditis, 
dieser führt zwar beim Menschen zu einer selbstlimitierenden Gastroenteritis, jedoch bei 
Ratten und Mäusen zu einer Bakteriämie und zu systemischen Infektionen. Bei diesem 
Vergleich der schematischen Darstellung der Ergebnisse mit den bekannten klinischen 
Bildern in den Wirtssystemen wird deutlich, dass der Faktor ’Zeit’ eine entscheidende Rolle 
auf den Ausgang und den Verlauf der klinischen Salmonelleninfektion besitzt. Die 
adaptierten Serovare zeigten ein deutlich vermindertes intrazelluläres Wachstum im 
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Vergleich zur Höhe der NF-κB-Antwort und die nicht-adaptierte Serovare eine deutliche 
Zunahme der intrazellulären Salmonellen im Vergleich zur Höhe der NF-κB-Antwort. Die 
wirtsadaptierten Erreger haben somit die Möglichkeit, die immunologische Abwehr des 
Wirtes zu umgehen, um dann systemisch im Wirt zu streuen. Dies bestätigt die 
Lehrauffassung, dass die wirtsadaptierten Erreger auch zumeist Auslöser von Bakteriämien 
sind. Die nicht-wirtsadaptierten Erreger hingegen vermehren sich zwar schneller, induzieren 
aber auch eine schnellere immunologische Abwehr und werden somit effektiver und zügiger 
vom Immunsystem erkannt und eliminiert, die Infektion bleibt somit lokal begrenzt im 
Organismus. Dies wiederum bestätigt die Lehrauffassung, dass die nicht-wirtsadaptierten 
Erreger zumeist Auslöser von Gastroenteritiden sind. 
 
Zusammen mit den erhobenen Daten der Infektions- und Chemolumineszenzversuche 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die eigentlichen wirtsadaptierten Serovare in den 
zugehörigen Zellkultursystemen (1) eine geringe Invasivität aufwiesen, (2) eine geringere 
intrazelluläre Vermehrungsrate aufwiesen und (3) eine geringere NF-κB-Luciferaseaktivität 
induzierten. Dies konnte nachgewiesen werden für die schweineadaptierte Serovar 
S. Choleraesuis in porcinen Zellen, sowie die mäusepathogene Serovar S. Typhimurium in 
den murinen Zelllinien. Daraus folgt, dass die in dieser Arbeit verwendeten Serovare eine 
verminderte Immunantwort (NF-κB-Aktivierung) und ein vermindertes intrazelluläres 
Wachstum (KbE) nur dann zeigten, wenn es sich um wirtsadaptierte Serovare in dem 
dazugehörigen Wirtssystem handelte. 

5.11 Die NOD-Expression 

In dieser Arbeit erfolgte erstmals der Nachweis der NOD-Genexpression für die beiden 
porcinen Zellkulturen 3D4/31 und IPEC-J2, das porcine Darmgewebe sowie für die 
epithelialen LoVo- und MODE-K-Zellen. Die Genexpression von NOD1 und NOD2 in THP-1- 
und RAW264.7-Zellen dieser Arbeit bestätigt die Versuche um Takahashi et al. (2006) und 
Uehara et al. (2005). NOD1 wurde in allen sechs verwendeten Zellkulturen auf mRNA-Ebene 
detektiert. Dies bestätigt die Erkenntnisse, dass NOD1 ubiquitär im adulten Organismus 
exprimiert wird, hier vor allem in antigenpräsentierenden Zellen, Lymphozyten und auch 
Epithelzellen (Gutierrez et al., 2002; Ogura et al., 2001a). NOD2 wurde ebenfalls in allen 
sechs verwendeten Zellkulturen auf mRNA-Ebene detektiert. Dies bestätigt die Nachweise 
von NOD2 in Makrophagen, Keratinozyten, intestinale Epithelzellen, Lungenzellen, 
Nierenzellen und Osteoblasten (Hisamatsu et al., 2003a und 2003b; Marriott et al., 2005; 
Ogura et al., 2001b; Shigeoka et al., 2010; Uehara et al., 2007; Voss et al., 2006). Dem 
entgegen stehen Arbeiten, welche beschrieben, dass NOD2 vermehrt in Zellen der 
myeloiden Reihe exprimiert wird, und in intestinalen Epithelzellen induziert werden kann. In 
primären epithelialen Zellkulturen scheint jedoch diese NOD2-Expression auf die 
Panethzellen beschränkt zu sein (Ogura et al., 2003a). In dieser Arbeit wurde der NOD-
Nachweis allein durch die Expression auf mRNA-Ebene untersucht, es können keine 
Aussagen zur Proteinebene und auch zur Menge der vorliegenden mRNA gemacht werden. 
Hierzu wird empfohlen, die NOD-Proteine mittels Western Blot und Immunfluoreszenzen 
oder die mRNA-Menge mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR zu überprüfen, um darüber 
hinaus auch einen Einfluss der Stimulation mit Salmonella auf die Expressionsmenge von 
NOD zu untersuchen. 
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5.12 Die Bedeutung des Sequenzvergleiches und Rolle des porcinen NOD 

In der vorliegenden Arbeit wurde porcines NOD1 und NOD2 sequenziert und mit 
bestehenden Sequenzen verglichen. Hierbei wiesen die porcinen Aminosäuresequenzdaten 
von NOD1 und NOD2 eine 90,1 % bzw. 88,3 % Homologie mit humanem sowie eine 90 % 
bzw. 86,2 % Homologie mit murinem NOD auf. Die Daten zeigten, dass porcines NOD 
höhere Homologien mit dem humanen NOD als humanes NOD mit dem murinen NOD 
besitzen. Dies bestätigt Versuche für porcines MyD88 im GALT von juvenilen und adulten 
Schweinen, welche ebenfalls höhere Homologien zwischen dem humanen und dem porcinen 
System beschrieben (Tohno et al., 2007). Iwanaga et al. (2003) verglichen in ihrer Studie 
murines und humanes NOD2 miteinander und zeigten eine 78 %ige Homologie auf 
Aminosäureebene. Dies bestätigt wiederum die höheren Homologien zwischen dem 
humanen und dem porcinen System. Somit scheint das porcine Immunsystem ein weitaus 
besseres Modell zu sein, um möglicherweise humane Immunreaktionen zu studieren. 
 
Die NLRP-Proteine der Mammalia sind, wie auch die Vorgänger aus Drosophila, sowohl für 
die angeborene Immunität als auch für die Entwicklungsbiologie zuständig (Tian et al., 2009). 
Stein et al. (2007) und Unajak et al. (2011) fanden die NLR-Säugersequenzen auch in 
Zebra-, Kugelfischen und der japanischen Flunder, diese wiesen orthologe Beziehungen 
zueinander auf. Auf der Grundlage von Sequenzvergleichen sind die angeborenen 
immunologischen Signalwege zwar sehr ähnlich, die einzelnen rezeptornachgeschalteten 
Komponenten in Mammalia und Knochenfischen wiederum sind hoch konserviert (Laing et 

al., 2008; Lange et al., 2011; Sha et al., 2009; Stein et al., 2007). Die gemeinsame Vorstufe 
der angeborenen Immunität entwickelte sich im Verlaufe der Jahre in den Pflanzen und 
Tieren und schützt die Lebewesen bereits seit einer Milliarde Jahre vor zahlreichen Noxen. 
Anhand der pflanzlichen R-Proteine wurde die Wächterhypothese formuliert (guard 

hypothesis), welche für die Überwachung des Zellstatus notwenig ist und folglich zur 
Immunabwehrreaktion führt (Marathe et al., 2003; Nimchuk et al., 2003). Dies erklärt auch 
die hohen Homologien zwischen den R-Proteinen der Pflanzen mit einer TIR/NBD/LRR-
Struktur und den NOD-Proteinen mit einer CARD/NBD/LRR-Struktur (Hoffmann et al., 1999; 
Ting et al., 2006). Diese gehören dementsprechend phylogenetisch zu der Proteinfamilie der 
CATERPILLER, welche die R-Proteine der Pflanzenabwehr, major histocompatibility complex 
(MHC) II Transaktivatorgene (CIITA), Naip- und Nalp-Proteine der Mammalia umfasst 
(Athman und Philpott, 2004; Chamaillard et al., 2003a; Girardin et al., 2003a; Murray, 2005). 
Sequenzanalysen ergaben ~85 verschiedene wirbeltierspezifische CATERPILLER orthologe 
Proteine, welche sich evolutionär durch die Pyrin-Domäne im Bereich der 
Knochenfischentwicklung abgegrenzt haben (Liang et al., 2008; Ting und Davis, 2005). Die 
Anzahl der in Mammalia gefundenen NBD/LRR-Sequenzen ist bedeutend geringer als in 
Pflanzen. Möglicherweise besitzen höher entwickelte Eukaryoten aufgrund der Etablierung 
eines komplexen, adaptiven Immunsystems ein hochentwickeltes proteinspezifisches 
Immunsystem mit einer begrenzten Anzahl an entsprechenden Genen. Harton et al. (2002) 
fanden im humanen Genom 22 verschiedene NBD/LRR-Gene und Pseudogene auf acht 
Chromosomen, die zu der Familie der CATERPILLER gehören. Dabei zeigten sich folgende 
Homologien in der genomischen Struktur der CATERPILLER: (1) ein größeres einzelnes 
NBD-Exon mit ~1500 bp für die zentrale NACHT-Domäne, (2) mehrere LRR-Exons mit je 
76 bp oder 174 bp sowie (3) eine oder mehrere CARD- oder Pyrin-Domänen mit einer Länge 
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von ~300 bp. Diese genomische Struktur auch für die porcinen NOD-Proteine konnte in 
dieser Arbeit durch die SMART-Software bestätigt werden. Die C- und N-terminalen Exons 
könnten hierbei durch Auswechseln und Vervielfältigung zu einer genetischen Diversität 
beitragen. Durch die N-terminalen Variationen werden die CATERPILLER in Subgruppen 
eingeteilt: Proteine mit einer CARD-Domäne, Pyrin-Domäne oder trans-activation-Domäne. 
Phylogenetische Untersuchungen zeigten deutlich die Gruppierung der CATERPILLER in 
Pyrin-haltige Domänen (NALP) und CARD-haltige Domänen (NOD, Apaf1). 
 
Die Struktur der LRR zeigt, dass LRRs an der Hormonrezeptorinteraktion, Enzyminhibition, 
Zelladhäsion und der zellulären Signaltransduktion beteiligt sind (Kobe und Deisenhofer, 
1995). Der genomische Aufbau der LRR-Sequenzen lässt hingegen darauf schließen, dass 
dessen Exons durchmischt werden könnten. Dies würde für die Zellen somit ein 
Selektionswerkzeug darstellen. LRRs sind 20-29 lange Aminosäureketten mit einer 
spezifischen Konsensussequenz (Kajava, 1998; Kobe und Kajava, 2001). Es konnte in 
dieser Arbeit gezeigt werden, dass porcines NOD1-LRR und NOD2-LRR zu den RI-
ähnlichen LRR-Domänenstrukturen zählen. 
Da die LRR-Domäne die eigentliche Erkennungsstruktur des NOD-Proteins darstellen, 
lassen sich aufgrund des Aufbaus, der Anzahl und der Struktur der LRR Wirtsunterschiede 
bei der Erkennung von PGN vermuten. Die LRR-Domänen zeigten zwischen porcinen NOD 
dieser Arbeit und den NOD der Primaten und des Menschen eine hohe Ähnlichkeit. 
Nachweislich ist gerade die LRR-Domäne der NOD-Proteine für die Detektion hoch-
konservierter molekularer Strukturen von möglichen Erregern zuständig (Inohara et al., 
2001). Für humanes NOD1 wurden beispielsweise die Aminosäuren an Position 816-844 
(LRR 5, 6 und 8) als essentielle Struktur für die Detektion von DAP-Tetrapeptiden 
beschrieben (Girardin et al., 2005). Die porcine NOD1-Sequenz dieser Arbeit zeigt an den 
Positionen 824.aa und 844.aa Unterschiede zur humanen NOD1-Sequenz, dies entspricht 
dem 4. und 5. LRR. Die Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass auch porcines und 
humanes NOD1 unterschiedliche DAP-Bestandteile erkennen könnten. 
 
Laut Murray (2005) werden NOD1 und NOD2 über konservierte single-copy-Gene exprimiert. 
Zwar proklamierten Ogura et al. (2003b) eine hohe Rate genetischer Variationen von NOD1 
und NOD2 in Mäusestämmen, dennoch zeigten die Daten keine Unterschiede in der 
Aminosäuresequenz der LRR-Domäne. Eine weitere mögliche Erklärung für diese 
Sequenzunterschiede könnten die Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide 

polymorphism, SNP) sein. Hierzu untersuchten Kojima-Shibata et al. (2009) porcines 
DDX58, IFIH1 und NOD2 auf SNP. SNP sind Basenpaarvariationen in einem DNA-Strang 
und stellen genetische Veränderungen dar, die sich in gewissem Ausmaße im Genpool einer 
Population durchgesetzt haben. Im porcinen NOD2 fanden sich SNP in den kodierenden 
Abschnitten, vor allem in der Domäne für die Ligandenerkennung der LRR (Kojima-Shibata 
et al., 2009). Zumindest für TLR wurde bereits 2009 vermutet, dass die SNPs in den 
porcinen TLR-Gensequenzen die Variabilität der PRPR erhöhen könnten (Uenishi und 
Shinkai, 2009). Polymorphismen bei intrazellulären PRR würden somit die wirtseigene 
Immunantwort beeinflussen. Hinweise gibt es hierzu durch die Arbeiten von Jeru et al. 
(2008), Ogura et al. (2001a), Smyth et al. (2006), Sutherland et al. (2007) und Verma et al. 
(2009). Jozaki et al. (2009) und Kojima-Shibata et al. (2009) zeigten, dass ein 
Polymorphismus in der LRR-Region von pNOD2 die Ligandendetektion und damit die 
Signaltransduktion durch pNOD2 beeinflusst. Für die Spezies Schwein wurde im Gegensatz 
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zu humanen Sequenzen bereits gezeigt, dass die porcinen PRR eine größere Anzahl an 
SNPs aufwiesen. Dies könnte darauf hinweisen, dass eine verstärkte Variabilität der PRR in 
der Schweinepopulation vorherrscht (Uenishi und Shinkai, 2009).  
Dies wurde durch Sequenzvergleiche in dieser Arbeit bestätigt. Im Jahre 2008 wurde 
porcines NOD2 und NOD1 von Tohno et al. (2008b) und Tohno et al. (2008a) analysiert. Der 
Vergleich der Nukleotidsequenzen zwischen pNOD1 und pNOD2 (diese Arbeit) und 
porcinem NOD aus der Datenbank NCBI zeigte für pNOD1 insgesamt acht veränderte 
Basenpaarungen. Hierbei könnte es sich um SNPs handeln, wobei insgesamt zwei 
veränderte Aminosäuren in der essentiellen LRR-Domäne entdeckt wurden. Diese Differenz 
in der LRR-Domäne zwischen dieser Arbeit und Tohno et al. (2008a) beruhten 
höchstwahrscheinlich auf der Verwendung unterschiedlicher Schweinerassen, welche 
nachweislich eine höhere PRR-Variabilität aufweisen. Diese Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Schweinerassen könnten darüber hinaus für die Resistenzentwicklung oder 
die Empfindlichkeit bestimmter Rassen auf Krankheiten stehen. Möglich wäre auch, dass es 
sich hierbei um Splicevarianten handelt, welche zur gewebespezifischen Expression 
beitragen (Rosenstiel et al., 2007). Im Jahre 2010 wurde darüber hinaus in humanen Zellen 
die Splicevariante NOD2-C2 entdeckt, welche MDP unabhängig NF-κB aktiviert und ein 
potentieller NOD2-Signalwegregulator ist (Kramer et al., 2010). Im Gegensatz zum humanen 
System gibt es für das Schwein jedoch weniger experimentelle Untersuchungen. Für 
weitergehende Untersuchungen wäre es deshalb erforderlich, funktionelle Studien mit 
porcinen NLR-Proteinen, hier NOD1 und NOD2, durchzuführen. 

5.13 Salmonelleninfektion und CATERPILLER - ein wissenschaftlicher Ausblick 

Salmonelleninfektionen manifestieren sich serovar- und wirtsabhängig in unterschiedlichen 
klinischen Ausprägungsformen. Die Serovare S. Enteritidis und S. Typhimurium machen 
zusammen ~80 % aller nachgewiesenen klinischen Serovare im Jahr 2008 in Europa aus. 
S. enterica spp. enterica Serovare werden in wirtsspezifisch, wirtsadaptiert und nicht-
wirtsadaptiert unterschieden (Uzzau et al., 2000). Aufgrund der enormen Bedeutung der 
Salmonellen sollten die Grundlage der unterschiedlichen Wirtsspezifitäten und deren 
Persistenzen dieser Serovare genauer untersucht werden. 
 
In dieser Arbeit konnte zunächst gezeigt werden, dass sich die Wachstumsraten der 
Salmonellen im Zellkulturmedium und im LB-Medium unterscheiden, darüber hinaus ist das 
Wachstum intrazellulär geringer als extrazellulär im Zellkulturmedium. Die Invasivität von in 
Zellkulturmedium-kultivierten Salmonellen wurde bisher nicht beschrieben, sollte jedoch mit 
Hinblick auf die Literaturdatenlage (Abe et al., 2002; Zhou et al., 2008) genauer betrachtet 
werden. 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit beschrieben, dass die Aktivierung von Makrophagen einen 
Einfluss auf die Invasivität und die intrazelluläre Vermehrungsrate der untersuchten Serovare 
besitzt. Die Einflussfaktoren, die diesem Phänomen zugrunde liegen wurden bisher nur an 
anderen Erregern untersucht (Jelinek et al., 2007; Shaughnessy und Swanson, 2007) und 
sollten auch für die Salmonellen definiert werden. Aufgrund der Datenlage kann vermutet 
werden, dass die vermehrte Anzahl an Lysosomen in THP-1a im Vergleich zu THP-1s zum 
unterschiedlichen Verhalten der intrazellulären Salmonellen führt, so dass Salmonellen, 
welche die Lysosom-Endosom-Fusion effektiver umgehen können, dies in THP-1a vermehrt 
nutzen. Darüber hinaus scheinen PMA-aktivierte Makrophagen eine veränderte 
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Oberflächenprotein-zusammensetzung oder Oberflächenproteinaktivierung zu besitzen, so 
dass aktivierte Makrophagen erleichtert Salmonellen aufnehmen und diese intrazellulären 
Salmonellen sich besser in der SCV vermehren können (Daigneault et al., 2010). Weiterhin 
wurde ein Epithel-Makrophagen-Unterschied detektiert. Um diesen genauer zu spezifizieren, 
wird empfohlen, bei Epithel- und Makrophageninfektionen zusätzlich Versuche mit 
Phagozytose-Inhibitoren (z. B. Cytochalasin D, Swinholid A) durchzuführen. 
Durch die hier vorgestellten Untersuchungen wurde weiterhin gezeigt, dass die 
wirtsadapatierten Serovare ein verlangsamtes Wachstum und eine verminderte Invasivität in 
den entsprechenden Wirtssystemen aufwiesen, wie S. Choleraeuis in porcinen Zellen und 
S. Typhimurium in murinen Zellen. Daraus konnte geschlossen werden, dass nicht-
wirtsadaptierte Serovare über eine schnellere intrazelluläre Vermehrung zu einer 
beispielsweise vermehrten Genexpression führten und somit die eigene Zerstörung durch 
das Wirtsimmunsytem gefördert wurde. Im Gegensatz zu wirtsadaptierten Serovaren, welche 
die Immunabwehrmechanismen zu umgehen scheinen und eine geringere Vermehrungsrate 
aufwiesen, dafür jedoch können diese Serovare nachweislich systemisch streuen. Die 
Serovare zeigten in dieser Arbeit weiterhin eine unterschiedliche intrazelluläre Morphologie, 
welche möglicherweise mit den Sifs, oder weiteren Tubuli-Strukturen zusammenhängen 
könnten (Bakowski et al., 2008; Jackson et al., 2008; Schroeder et al., 2010). Zwar sind die 
Sifs abhängig von der Wirtszelldichte (Konfluenz), den Wachstumsbedingungen der 
Wirtszellen (10 % FKS) und der MOI (Birmingham et al., 2005), dennoch konnte der Einfluss 
dieser Faktoren für die Beurteilung der unterschiedlichen intrazellulären Morphologie hier 
nicht weiter geklärt werden. Um die Rolle der Sifs bei der unterschiedlichen Morphologie und 
Verteilung von intrazellulären Salmonellen näher zu beschreiben, wird empfohlen, mittels 
entsprechender Deletionsmutanten (z. B. SopD2, SseF, SseG, PipB2, SifA) und mit Hilfe von 
Zellkulturinhibitoren (z. B. Brefeldin A oder YM201636) weitere Untersuchungen hierzu 
durchzuführen. Zwar sind Untersuchungen an Sifs nur an S. Typhimurium durchgeführt 
worden und wurden bisher bei anderen Servaren nicht beschrieben, dennoch kann derzeit 
nicht gezeigt oder ausgeschlossen werden, dass die Tubuli-Strukturen auch durch andere 
Serovare induziert werden. Weiterhin konnte ein infektionsbedingter Zellverlust in dieser 
Arbeit nach 24h p. i. nur durch S. Typhimurium Infektion, nicht jedoch bei einer Infektion mit 
S. Choleraesuis beobachtet werden. Somit war der Zelluntergang serovarspezifisch. Dies 
wiederum bestätigt die Arbeiten um Watson et al. (2000a) und Guilloteau et al. (1996). 
 
Bei dem Vergleich beider Auswertungsmethoden des Infektionsversuches über die 
Ermittlung der KbE und die mikroskopische Auswertung von GFP-Salmonellen wurde 
deutlich, dass beide Techniken für eine exakte Aussage für weitere Studien kombiniert 
werden sollten. Vergleicht man folglich die ermittelten Daten dieser Arbeit aus den 
Infektionsversuchen, dann zeigte sich, dass S. Typhimurium in RAW264.7-Zellen sehr 
geringe Werte für intrazelluläre Salmonellen pro Einzelzelle besitzt, aber zu einer Zunahme 
infizierter Zellen pro Gesamtzellzahl nach 24h p. i. führte. Dies erklärt sich aus dem raschen 
Absterben von murinen Makrophagen infiziert mit wenigen Salmonellen und der schnellen 
Reinfektion von Nachbarzellen in vitro. In RAW264.7-Zellen konnten sich S. Typhimurium 
Erreger jedoch nur langsam oder schlecht vermehren, was durch die geringe Anzahl 
GFP-Salmonellen pro Einzellzellen, aber auch durch die geringe Steigung m gezeigt wurde. 
Darüber hinaus wurde durch den Vergleich der KbE- und GFP-Ergebnisse gezeigt, dass sich 
in den THP-1a-Zellen degradierte S. Typhimurium (GFP) befunden haben mussten im 
Gegensatz zu den RAW264.7-Zellen. Somit scheint die intrazelluläre Überlebensrate von 
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Salmonellen wirtsspezifisch zu sein. Dies bestätigt die Hypothesen, dass Salmonellen, 
welche nicht in Makrophagen überleben können, auch einhergehen mit einer verminderten 
Virulenz in vivo (Fields et al., 1986; Libby et al., 1994; Hensel et al., 1998). Aus den 
erhobenen Daten kann geschlussfolgert werden, dass S. Typhimurium zumeist über einen 
Zelluntergang die Reinfektion von Nachbarzellen bewerkstelligt. Darüber hinaus zeigte sich 
in murinen Makrophagen das Bildnis ruhender oder sich nur schlecht vermehrender 
intrazellulärer Erreger. Dies trägt demzufolge zur systemischen Verbreitung des 
mäusepathogenen S. Typhimurium bei. S. Choleraesuis hingegen wies ruhende oder sich 
nur schlecht vermehrende intrazelluläre Erreger nur in porcinen Zellen und in allen 
verwendeten Makrophagen auf und deutet somit auf einen, im Vergleich zu S. Typhimurium, 
anders gearteten Infektionsmechanismus hin. Zusammenfassend ist somit die Invasion der 
intestinalen Mukosa unerlässlich für wirtsadaptierte und/oder wirtsspezifische Serovare. Für 
die systemische Verbreitung ist dieser invasive Charakter per se nicht ausschlaggebend, 
denn die Fähigkeit, der Erreger systemisch zu streuen, ist direkt verknüpft mit deren 
Fähigkeit in Makrophagen eines bestimmten Wirtes zu überleben. So gesehen sind 
mononukleäre Phagozyten eines Wirtes eine essentielle Barriere und Bestandteil der 
Wirtspezifität der Salmonella-Serovare. Dies wiederum unterstützt die These, dass das 
intrazelluläre Überleben der Salmonellen wirtsabhängig und nicht serovarabhängig ist. Die 
vorliegende Arbeit gibt somit Hinweise auf unterschiedliche Invasionsraten, intrazelluläre 
Wachstumsraten und intrazellulärer Morphologie von Salmonella-Serovaren in Makrophagen 
und Epithelien. Daraus wird deutlich, dass das bestehende allgemeine Modell zur 
Untersuchung von wirtsspezifischen oder wirtsadaptierten Serovaren mit Hilfe des murinen 
S. Typhimurium Infektionsversuches allerdings begrenzt ist in seinem Aussagewert. 
Möglicherweise sind wirtsspezifische Proteine oder Strukturen der immunologischen Abwehr 
Grundlage für das Überleben eines Erregers in einem bestimmten Wirt A oder dem 
Absterben in Wirt B. Selten befassten sich Arbeiten mit diesem Wirt-Erreger-Zusammenhang 
und vernachlässigten dabei die Bedeutung von wirtszellspezifischen Bestandteilen auf den 
Ausgang des Infektionprozesses. 
 
Hierzu wurden in der Arbeit zunächst die NF-κB-Aktivierungsversuche durchgeführt. Hierbei 
wurde nachgewiesen, dass wirtsspezifische bzw. wirtsadaptierte Serovare gegenüber den 
nicht-wirtsadaptierten Erregern eine verminderte NF-κB-Aktivierung aufwiesen 
(S. Choleraesuis in porcinen Zellen und S. Typhimurium in murinen Zellen). Darüber hinaus 
wurde gezeigt, dass die bakterielle Zellwand im Vergleich zum LPS allein ein stärkerer 
NF-κB-induzierender Faktor ist und dass lebende S. Typhimurium die zelleigene 
Immunantwort des Wirtes minimieren konnten. Die jedoch zuvor beschriebenen zell- und 
wirtsspezifischen Unterschiede in der NF-κB-Antwort können das Vorhandensein von 
einzelnen Salmonella-Genen (beispielsweise AvrA, SigD/SopB, SseL und/oder SspH1) nicht 
erklären. Somit besitzen die Mikroben sowohl pro- als auch antiinflammatorische 
Mechanismen, welche in einem zell- und gewebespezifischen Gleichgewicht vorliegen. Dies 
lässt vermuten, dass eine verminderte NF-κB-Aktivierung in den epithelialen Zellen die 
Persistenz des Erregers in diesen Zellen auf der einen Seite und die Umgehung des 
Erregers der wirtseigenen immunologischen Abwehr auf der anderen Seite fördern konnte 
und bestätigt somit die positive Korrelation von der geringen intestinale Entzündungsreaktion 
und der geringen immunologischen Antwort der Enterozyten (Kaiser et al., 2000). Dies zeigt, 
dass Erreger, die in dem infizierten Wirt zu einer schnellen und hohen Immunantwort führten, 
daraufhin auch schneller vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Andererseits 
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könnten Erreger, welche nur eine geringere Wirtsimmunantwort hervorrufen, damit ihre 
eigene Eliminierung verzögern und erlangen somit die Möglichkeit zur effektiveren 
Verbreitung oder Streuung im Organismus. Dies wurde als Faktor Zeit deklariert und zeigte 
sich durch den deutlichen Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen im Vergleich zur 
NF-κB-Antwort (nicht-wirtsadaptierte S. Typhimurium und S. Enteritidis für die porcinen und 
humanen Zellen) oder durch den geringeren Anstieg der Anzahl intrazellulärer Salmonellen 
im Vergleich zum NF-κB-Aktivierungswert (wirtsadaptiertes S. Choleraesuis in den porcinen 
Zellen). Um die Zusammensetzung der allgemeinen NF-κB-Antwort genauer analysieren zu 
können und zwischen den Serovaren zu vergleichen, sollten Deletionsmutanten für Flagellin, 
PGN- und LPS-Enzyme sowie für die Effektorproteine (AvrA, SseL, SspH1) hergestellt und 
systematisch untersucht werden. Hierzu könnte auch die Zusammensetzung der PGN aus 
unterschiedlichen Infektionsphasen analysiert und miteinander verglichen werden. Denn die 
strukturelle Änderung von MAMPs ist eine bakterielle Evolutionsstrategie und dient der 
Umgehung der wirtseigenen angeborenen Abwehr und somit dem Überleben des Erregers. 
Mehr und mehr gelangt somit das Immunsystem des jeweiligen Wirtes in den näheren 
Fokus. 
 
Beispielsweise wurde gezeigt, dass Salmonella-Flagellin über CARD12 zur Aktivierung der 
Zellen führte (Franchi et al., 2006a; Mariathasan et al., 2004). Diese bakteriellen 
Bestandteile, hier Flagellin, gelangen entweder über die T3SS der SPI1 oder über die 
Freisetzung aus der SCV in das Wirtszellzytoplasma und führen dort zur Aktivierung 
und/oder zum Zelluntergang (Miao et al., 2006; Perrin et al., 2004; Ren et al., 2006). 
Widersprüchlich sind hierzu die Ergebnisse, dass Caspase-1-defiziente Mäuse, nicht jedoch 
ASC-, NALP3- oder CARD12-defiziente Tiere empfindlich gegenüber einer S. Typhimurium 
Infektion sind (Lara-Tejero et al., 2006). Dem entgegen stehen frühere Untersuchungen, 
welche zeigten, dass SipB von S. Typhimurium zu einer NAIP5-, CARD12- und Caspase-1-
Aktivierung führt (Mariathasan et al., 2004; Geddes et al., 2001; Hersh et al., 1999; Miao et 

al., 2006). Der von Hersh et al. (1999) beobachtete Zelltod, ausgelöst durch die 
Mikroinjektionen von gereinigtem SipB-Protein in das Wirtszellzytoplasma, könnte im 
Zusammenhang mit der Beobachtung von Miao et al. (2006) stehen, bei der eine 
Hyperstimulation von CARD12 in einem Caspase-1-abhängigen Zelltod resultierte. 
Neben den genannten Wirtsproteinen wiesen Hisamatsu et al. (2003b) nach, dass auch 
NOD2, jedoch nicht die mutierte NOD2-Form 3020insC, intestinale Epithelzellen vor einer 
S. Typhimurium Infektion schützt. Darüber hinaus demonstrierten Le Bourhis et al. (2009), 
dass NOD1-Defekte zu einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber S. Typhimurium 
Infektionen führten. In den NOD-defizienten Tieren fanden sich vermehrt Salmonellen, vor 
allem in den dendritischen Zellen der Lamina propria. Rosenstiel et al. (2007) zeigten, dass 
wiederum ein Zielgen der NOD2-vermittelten Immunantwort, deleted in malignant brain 

tumors 1 (DMBT1), die Invasion durch Salmonella enterica und die LPS-, MDP-vermittelte 
NF-κB-Antwort reduzieren kann. 
Darüber hinaus gab es neue Erkenntnisse, welche beschrieben dass die gewonnene 
Ergebnisse in einem Wirtssystem nicht auf ein zweites übertragen werden können (Girardin 
et al., 2003a; Magalhaes et al., 2005). Hierbei konnte gezeigt werden, dass Wirtsproteine, 
die NOD-Proteine, in unterschiedlicher Weise auf die gleichen Muropeptide reagierten, 
welches wiederum eine veränderte Immunantwort des Wirtes zur Folge hatte. Humanes 
NOD1 wurde hierbei durch DAP-Tripeptide aktiviert, murines NOD1 hingegen reagierte nicht 
auf DAP-Tripeptide, sondern wurde durch DAP-Tetrapeptide aktiviert. Kawasaki et al. (2008) 
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zeigten, dass für die Aktivierung von humanem NOD1 die freie Carboxylgruppe an der 
zweiten Position von DAP-Molekülen essentiell ist. Marr et al. (2010) konnten diese 
speziesspezifischen Unterschiede zwischen murinen und humanen Proteinen auch für die 
TLR und dessen Reaktivität gegenüber Lipid A von Bordetella pertussis beschreiben. 
Nalubamba et al. (2007) demonstrierten darüber hinaus eine speziesspezifische PRR-
Zusammensetzung, welche einhergeht mit einer speziesspezifischen Immunantwort. Somit 
ist es nicht möglich, die gewonnenen experimentellen Ergebnisse aus einem Wirtssystem 
auf ein zweites Wirtssystem zu übertragen. Damit beeinflussen verschiedenartige genetische 
Hintergründe die Immunantwort ausgelöst durch eine Salmonelleninefktion, dies wurde 
bereits von van Hemert et al. (2007) vermutet. Darüber hinaus zeigten neuere Studien, dass 
es dem Wirt nur durch eine Vielzahl von bakteriellen Faktoren (MAMPs, Wachstum, 
Invasivität, Zellskelettmodifikationen etc.) möglich ist, zwischen pathogen und nicht-pathogen 
Erregern zu unterscheiden (Vance et al., 2009). Somit besitzt der Wirt einen essentiellen 
Einfluss auf den Ausgang einer Infektion. Aufgrund dessen wurden in der vorliegenden 
Arbeit zunächst die porcinen NOD1- und NOD2-Sequenzen untersucht, um damit eine 
Grundlage für weitere wissenschaftliche Arbeiten auf dem Gebiet der 
Salmonellenwirtsspezifität zu schaffen. 
 
Die erhobenen Daten zeigten, dass porcines NOD höhere Homologien mit dem humanen 
NOD als humanes NOD mit dem murinen NOD besitzen und bestätigen somit 
Sequenzvergleiche anderer Gene und Proteine (Tohno et al., 2007). Die LRR-Domäne stellt 
die eigentliche Erkennungsstruktur des NOD-Proteins dar (Girardin et al., 2005; Inohara et 

al., 2001) und zeigte in der vorliegenden Arbeit Unterschiede zwischen der porcinen NOD1-
Sequenz und der humanen NOD1-Sequenz an den Positionen 824.aa und 844.aa, dies 
entspricht dem 4. und 5. LRR. Aufgrund des Aufbaus, der Anzahl und der Struktur der LRR 
lassen sich wirtsspezifische Unterschiede bei der Erkennung von PGN vermuten. Somit 
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass auch porcines und humanes NOD1 unterschiedliche 
DAP-Bestandteile erkennen könnten, vergleichbaren mit hNOD1 und mNOD1. 
Einen ersten Hinweis, dass NLR-Proteine wirtsspezifisch das intrazelluläre Wachstum von 
Bakterien in Makrophagen kontrollieren, wurde durch Brooks et al. (2011) und Vinzing et al. 
(2008) gezeigt. An dieser Stelle sollten weitergehende funktionelle Studien an porcinen und 
humanen NOD-Proteinen erfolgen. Hierbei wäre es ebenfalls sinnvoll, knock down Zellen 
oder siRNA für CATERPILLER-Proteine zu etablieren oder NOD-überexprimierende 
Zellkulturen zu entwickeln. Es wird empfohlen, die Rolle der NOD oder anderer 
CATERPILLER bei der Wirtsspezifität von bakteriellen Erregern näher zu beleuchten. Hierzu 
könnten wirtsfremde NOD-Proteine in Zellen exprimiert, die wirtseigenen NOD-Proteine 
unterdrückt und die Ergebnisse auf Wirtszellbasis untersucht werden. Möglicherweise führt 
die Serovarspezifität zur ungleichen Erkennung durch das Wirtszellimmunsystem. Die 
Erkennung durch das Immunsystem des Wirtes wiederum, fördert die Modifizierungen von 
bakteriellen Zellwandbestandteilen, was daraufhin in einer schlechteren Erkennung und einer 
verminderten Immunantwort, wenn nicht sogar in eine Persistenz mündet. Wenn 
CATERPILLER wirtsspezifisch auf PGN-Modifikationen reagieren, könnte dies ein Hinweis 
auf wirtsspezifische Persistenzen sein.  
 
Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit Differenzen in der LRR-Domäne zwischen der NOD-
Sequenz dieser Arbeit und der veröffentlichten NCBI-Sequenz gefunden, welche vermutlich 
auf der Verwendung unterschiedlicher Schweinerassen beruhen. Hierbei könnte es sich um 
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SNPs handeln, wobei insgesamt zwei veränderte Aminosäuren in der essentiellen LRR-
Domäne entdeckt wurden. Für die Spezies Schwein wurde im Gegensatz zu humanen 
Sequenzen bereits gezeigt, dass die porcinen TLR eine größere Anzahl an SNPs aufwiesen. 
Dies könnte darauf hinweisen, dass eine verstärkte Variabilität der PRR in der 
Schweinepopulation vorherrscht (Uenishi und Shinkai, 2009). Diese Unterschiede zwischen 
den verschiedenen Schweinerassen könnten ein bedeutenden Faktor bei der 
Resistenzentwicklung oder der Empfindlichkeit bestimmter Rassen auf Krankheiten sein. 
 
Einen ersten Hinweis gibt es hierzu durch die chronische Stimulation mit bakteriellen Stimuli 
(MDP) über NOD2 und TLR4, dadurch wurde das Molekül IRAK-1 herabreguliert durch das 
inhibitorische Molekül IRAK-M (Hedl et al., 2007). Dies lässt vermuten, dass eine Toleranz 
gegenüber bakteriellen Bestandteilen durch eine chronische Exposition ausgelöst werden 
könnte. Diese Hypothese geht wiederum einher mit dem oben erwähnten Faktor Zeit, 
welcher nachweislich für wirtsadaptierte und nicht-wirtsadaptierte Serovare gezeigt werden 
konnte. Der intrazelluläre NRL-Signalweg ist jedoch sehr komplex und dessen Regulation 
noch nicht weitgehend verstanden. Um gezielt die Funktion entsprechender NLR-Mitglieder 
zu untersuchen, sollten folgende Möglichkeiten in Betracht gezogen werden: (1) Kontrolle 
der NOD1- und NOD2-Wirkung durch die extra- und intrazelluläre Verabreichung von 
Agonisten, (2) Einsatz von Modulatoren (beispielsweise Erbin), (3) Vergleichende 
Betrachtung von Überexpressionsstudien sowie gene silencing Studien und (4) PGN 
scheinen mehr als nur ein CATERPILLER-Molekül eine Signalkaskade auszulösen, in 
diesem Zusammenhang erscheinen Proteomische Analysen oder auch Immunfluoreszenzen 
mit phosphospezifischen Antikörpern sinnvoll. Hierbei bleibt jedoch eine weitere interessante 
Frage offen, und zwar, ob CATERPILLER-Signalwege zwischen pathogenen und 
kommensalen Mikroorganismen unterscheiden könnten. Möglicherweise gibt es noch 
zahlreiche, bislang nicht bekannte und untersuchte Moleküle dieser Familie. Derzeit gibt es 
nur wenige Arbeiten, welche kostimulatorische Moleküle für NOD beschrieben haben. Das 
Verständnis vom Zusammenspiel der CATERPILLER wird Erkenntnisse nicht nur hinsichtlich 
der bakteriellen und Wirtszellantwort geben, sondern auch Möglichkeiten für 
pharmakologische Modulierungen bieten. 
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Salmonellen sind bedeutende Zoonoseerreger und führen zu schweren 
Infektionskrankheiten sowohl beim Menschen als auch beim Tier. In der vorliegenden Arbeit 
wurden vergleichende Salmonella-Invasionstudien mit jeweils zwei bereits etablierten 
Zellarten (Epithel und Makrophagen) aus je drei verschiedenen Wirtsystemen (Schwein, 
Maus, Mensch) durchgeführt. Hierzu wurden sowohl wirtsadaptierte als auch nicht-
wirtsadaptierte S. enterica spp. enterica Serovare (S. Typhimurium, S. Choleraesius, 
S. Dublin und S. Enteritidis) genutzt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Infektionsversuchen gezeigt, dass die 
wirtsadaptierten Serovare ein verlangsamtes Wachstum und eine verminderte Invasivität in 
dem entsprechenden Wirtssystem aufwiesen, wie S. Choleraeuis in porcinen Zellen und 
S. Typhimurium in murinen Zellen. Darüber hinaus zeigte die PMA-Aktivierung von 
Makrophagen einen deutlichen Einfluss auf die Invasivität und die intrazelluläre 
Vermehrungsrate der vier Salmonella-Serovare. Ein infektionsbedingter Zellverlust konnte in 
dieser Arbeit nach 24h p. i. nur durch S. Typhimurium Infektion, nicht jedoch bei einer 
Infektion mit S. Choleraesuis beobachtet werden. Somit war der Zelluntergang 
serovarspezifisch. S. Typhimurium zeigte darüber hinaus in murinen Makrophagen und 
S. Choleraesuis in porcinen Zellen das Bildnis ruhender oder sich nur schlecht vermehrender 
intrazellulärer Erreger, dies wiederum trägt zur systemischen Verbreitung des Erregers im 
Wirt bei. Somit war die intrazelluläre Überlebensrate der Salmonellen hingegen 
wirtsspezifisch und nicht serovarabhängig, dies zeigte sich durch den Vergleich zweier 
Untersuchungsmethoden (KbE und GFP). Um diesen Wirt-Erreger-Zusammenhang näher zu 
beleuchten, wurden NF-κB-Aktivierungsversuche durchgeführt. Hierbei konnte 
nachgewiesen werden, dass die wirtsspezifischen bzw. wirtsadaptierten Serovare gegenüber 
den nicht-wirtsadaptierten Erregern eine verminderte Luciferaseaktivität aufwiesen 
(S. Choleraesuis in porcinen Zellen und S. Typhimurium in murinen Zellen). Darüber hinaus 
wurde nachgewiesen, dass die bakterielle Zellwand im Vergleich zum LPS ein stärkerer 
NF-κB-induzierender Faktor ist und dass S. Typhimurium die zelleigene Immunantwort des 
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Wirtes minimieren konnte. Diese ermittelten Ergebnisse zeigten, dass Gastroenteritis-
auslösende Salmonellen wie die nicht-wirtsadaptierte Serovare S. Enteritidis oder 
S. Typhimurium (Mensch, Schwein) über eine schnellere intrazelluläre Vermehrungsrate und 
über eine hohe NF-κB-Antwort ihre eigene Eliminierung durch das Wirtsimmunsytem fördern. 
Die wiederum Septikämie-auslösenden Erreger wie S. Choleraesuis (Schwein) und 
S. Typhimurium (Maus) führten in den Zellen zu einer geringeren immunologischen 
Zellantwort und zu einem geringen intrazellulären Wachstum. Dies ermöglicht den Erregern, 
die Immunabwehrmechanismen des Wirtes zeitweise zu umgehen und fördert eine 
effektivere Verbreitung der Erreger im Wirtsorganismus. Die Fähigkeit der Erreger, 
systemisch zu streuen, ist somit auch direkt verknüpft mit deren Fähigkeit, in Makrophagen 
eines bestimmten Wirtes zu überleben. So gesehen sind mononukleäre Phagozyten eines 
Wirtes eine essentielle Barriere und Bestandteil der Wirtspezifität der Salmonella-Serovare. 
 
Da der Wirt einen essentiellen Einfluss auf den Ausgang einer Infektion besitzt, wurden im 
zweiten Teil dieser Arbeit die porcinen NOD-Proteine der angeborenen Immunantwort 
untersucht, um damit eine Grundlage für weitere wissenschaftliche Arbeiten auf dem Gebiet 
der Salmonellenwirtsspezifität zu schaffen. Die erhobenen Daten zeigten, dass porcines 
NOD höhere Homologien mit dem humanen NOD als humanes NOD mit dem murinen NOD 
besitzen. Darüber hinaus zeigte die LRR-Domäne Unterschiede zwischen der porcinen 
NOD1-Sequenz und der humanen NOD1-Sequenz, dies lässt eine Wirtsspezifität auf der 
Ebene der PGN-Detektion vermuten. Darüber hinaus zeigte die LRR-Domäne von NOD 
zwischen zweier Schweinerassen SNPs auf, was auf eine verstärkte Variabilität der PRR in 
der Schweinepopulation hinweist. Diese Sequenzunterschiede könnten ein bedeutender 
Faktor sein, bei der Resistenzentwicklung oder der Empfindlichkeit bestimmter Rassen auf 
Krankheiten. Weiterführende Arbeiten zum Zusammenspiel der NOD-Proteine wird 
Erkenntnisse nicht nur hinsichtlich der bakteriellen Wirtszellantwort geben, sondern auch 
Möglichkeiten des pharmakologischen Modulierens bieten. 
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Salmonella serovars are important zoonotic pathogens, and can cause severe infections in 
both humans and animals. In the study presented here, comparative in vitro infection studies 
were performed in two, established cell types (epithelia and macrophage) derived from three 
different host species origins (porcine, murine and human). Both host-adapted and broad 
host-range S. enterica spp. enterica serovars (S. Typhimurium, S. Choleraesius, S. Dublin 
und S. Enteritidis) were used for the infection studies. 
In this study, it was shown that the host-adapted serovars showed reduced growth and 
invasion of the pertinent host cells, e.g. S. Choleraesuis in porcine host cells and 
S. Typhimurium in murine host cells. In addition, it was shown that phorbol myristic acid 
(PMA) activation of macrophage results in large effects on the invasion and intracellular 
growth of the four Salmonella serovars. A Salmonella infection-dependent host cell loss was 
found to occur 24 hours post-infection only for S. Typhimurium-infected cells but not for 
S. Choleraesuis, indicating that the induction of host cell death was serovar-specific. 
Furthermore, the observation that S. Typhimurium and S. Choleraesuis showed static or poor 
intracellular growth in murine and porcine host cells, respectively, coupled with the known 
systemic proliferation of these serovars in their respective host species suggests a 
correlation of this growth characteristic contributing to systemic infections. That the 
intracellular survival of the Salmonella serovars is host-specific and not serovar-dependent 
was shown by comparison of two different methodologies (CFU and GFP). In order to clarify 
this host-pathogen interaction more closely, studies on the activation of host cell NF-κB in 
response to infections were carried out. In this work it was found that host-restricted or host-
adapted serovars showed reduced lucifearse activation of their respective host cells 
compared to the broad host-range serovars. In addition, it was shown that the bacterial cell 
wall was a much more potent activator of NF-κB as compared to LPS, and that 
S. Typhimurium was capable of minimizing the host cell´s immune response. These results 
indicate that gastroenteritis-causing Salmonella such as the non-host-adapted or broad host-
range serovars S. Enteriditis or S. Typhimurium which have a more rapid intracellular growth 
rate and a higher NF-κB response in human and porcine hosts, contribute to their own 
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elimination through the host immune system. Serovars causing septicemia such as 
S. Choleraesuis or S. Typhimurium in porcine and murine hosts, respectively, showed low 
intracellular growth and reduced host cell immune responses. It is suggested that this latter 
observation permits the pathogens to evade (at least for a short time) the host immune 
response, allowing a more effective dissemination of the pathogen in the host. However, the 
ability for the pathogen to spread systemically is also directly related to its ability to surivive 
within the macrophage of a particular host. The mononuclear phagocytes (macrophage) of 
the host therefore play an essential role as both barrier and component of the host-specificity 
of Salmonella serovars. 
 
Since the host also plays an essential role on the outcome of an infection, in the second half 
of this work, the porcine NOD proteins involved in the innate immune response were also 
investigated in order to provide a basis for future research on Salmonella host specificity. 
The data show that the porcine NOD proteins show a much higher homology with the human 
NOD proteins than the human NOD proteins show to murine NOD proteins. In addition, the 
LRR domains of the porcine NOD1 protein showed differences compared to the human 
NOD1, suggesting the recognition of PGN might play a role in host-specificity. Furthermore, 
the LRR domains among two different crosses of swine also showed single nucleotide 
polymorphisms (SNPs), possibly indicating variability among the swine populations. These 
sequence differences might represent an important factor involved in resistance or sensitivity 
to infections. Future work concerning the interplay between the NOD proteins could provide 
additional information not only with regard to the host cell response to bacteria, but also 
provide possibilities for pharmacological modulation of this response. 
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Berechnete Steigung m anhand der intrazellulären Salmonellenvermehrung 

zwischen den Zeitpunkten 2h p. i. und 24h p. i. (THP-1s, Suspension) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45 Darstellung der Steigung m als Messwert für die intrazelluläre 
Vermehrungsrate 
Gezeigt ist die Steigung m berechnet anhand der intrazellulären Vermehrungszahlen in KbE zwischen 
den Zeitpunkten 2h und 24h p. i. als x  + σn. Zwischen den zwei Zellarten (Epithel und Makrophagen) 
eines Wirtmodells wurden die Serovare mit Hilfe der MANOVA auf statistische Signifikanz geprüft (Post 
Hoc Scheffé). Die Ergebnisse hierzu wurden für die vier Serovare (vier Balken) unter der Abbildung für 
die drei Wirtsmodelle (Schwein, Maus und Mensch) und mit α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,05(*) gezeigt. 

 
 
THP-1s zeigte folgende m-Werte: 410,88±69,22 S. Typhimurium, 1438,58±235,72 
S. Choleraesuis, 1999,34±292,83 S. Dublin und 564,08±104,03 S. Enteritidis. 
S. Typhimurium, S. Dublin und S. Enteritidis zeigten im humanen System (LoVo und 
THP-1s) einen statistisch signifikanten Epithel-Makrophagen-Unterschied (Abb. 45). Die 
Berechnung der intrazellulären Vermehrungsraten für alle vier verwendeten Salmonella 
Serovare mit den Werten von THP-1s (unstimuliert, Suspension) im Vergleich zu THP-1a 
(aktiviert mit PMA, Adhärent) ergab keine Änderung der bereits in Abb. 18 dargestellten 
statistischen Signifikanz. 
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Berechnete Steigung m anhand der intrazellulären Salmonellenvermehrung 

zwischen den Zeitpunkten 4h p. i. und 24h p. i. (THP-1a und THP-1s) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 46 Darstellung der Steigung m als Messwert für die intrazelluläre 
Vermehrungsrate (THP-1a (oben) und THP-1s (unten)) 
Gezeigt ist die Steigung m berechnet anhand der intrazellulären Vermehrungszahlen in KbE zwischen 
den Zeitpunkten 4h und 24h p. i. als x  + σn. Zwischen den zwei Zellarten (Epithel und Makrophagen) 
eines Wirtmodells wurden die Serovare mit Hilfe der MANOVA auf statistische Signifikanz geprüft (Post 
Hoc Scheffé). Die Ergebnisse hierzu wurden für die vier Serovare (vier Balken) unter der Abbildung für 
die drei Wirtsmodelle (Schwein, Maus und Mensch) und mit α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,05(*) gezeigt. 
 



  Anhang 

XIV 

Darstellung der initialen Invasionsraten 2h p. i. (THP-1s, Suspension) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 47 Darstellung der initialen Invasionsraten 2h p. i. 
Gezeigt sind die relativen intrazellulären Salmonellenanzahlen pro betrachtetes 
Serovar (wirtsadaptiert und nicht-wirtsadaptiert) als x  + σn. Innerhalb eines 
Wirtmodells (Schwein, Maus und Mensch) wurde die Salmonella-Invasivität zwischen 
Epithel und Makrophagen mit Hilfe der MANOVA auf statistische Signifikanz geprüft 
(Post Hoc Scheffé; α ≤ 0,01(**) und α ≤ 0,05(*) über der x-Achse). 
Darüber hinaus wurden die drei Wirtsmodelle untereinander mittels T-Test auf 
ungepaarte Stichproben verglichen (α ≤ 0,01(**) unter der X-Achse). 

 
 
Die Salmonellen zeigten in THP-1s folgende initialen Invasionsraten: 20,10±1,42 % 
S. Typhimurium, 26,72±1,03 % S. Choleraesuis, 39,16±1,59 % S. Dublin und 14,72±1,96 % 
S. Enteritidis. Humane THP-1-Zellen zeigten somit deutliche Unterschiede bei den initialen 
Invasionswerten in Bezug auf ihre Vorbehandlung. So sind PMA-aktivierte, adhärente 
THP-1-Zellen sensitiver für eine Salmonelleninfektion. Es sind die Serovare S. Choleraesuis 
und S. Dublin, welche deutlich weniger invasiv sind in den unstimulierten THP-1s im 
Vergleich zu den stimulierten THP-1a (Abb. 47). 
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Darstellung der relativen Anzahl intrazellulärer Salmonellen 4h p. i. und 

24h p. i. (THP-1s, Suspension) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 48 Darstellung der 
Infektionsraten in 
epithelialen (oben) und 
makrophagenähnlichen 
(unten) Zellen nach 
4h p. i. 
Innerhalb einer Zellart (3 
Epithel- und 3 makrophagen-
ähnliche Zellen) wurde die 
Salmonella-Infektion der vier 
Serovare, dargestellt als 
x  + σn, mit Hilfe der MANOVA 
(Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01(Buchstaben a-c*)) 
Hierbei bedeuten gleiche 
Buchstaben (a-c) keine 
Signifikanz. 
Unterhalb der Abbildung 
wurde die Salmonella-
Infektion der vier Serovare 
zwischen den drei Wirts-
modellen (Schwein, Maus und 
Mensch) mit Hilfe der 
MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz 
geprüft (α ≤ 0,01(**), 
α ≤ 0,001(***)). 
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THP-1s zeigten folgende relativen Infektionsraten nach 4h p. i.: 31,54±1,25 % 
S. Typhimurium, 41,33±3,00 % S. Choleraesuis, 75,37±3,11 % S. Dublin und 20,84±2,25 % 
S. Enteritidis. THP-1s zeigten folgende relativen Infektionsraten nach 24h p. i.: 96,84±6,88 % 
S. Typhimurium, 347,68±21,30 % S. Choleraesuis, 660,80±38,41 % S. Dublin und 
162,58±8,21 % S. Enteritidis. Somit besaßen die THP-1s geringere relative Infektionsraten 
nach 4h p. i. und 24h p. i. im Vergleich zu THP-1a (Abb. 48 und 49). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 49 Darstellung der 
Infektionsraten in 
epithelialen (oben) und 
makrophagenähnlichen 
(unten) Zellen nach 
24h p. i. 
Innerhalb einer Zellart (3 
Epithel- und 3 makrophagen-
ähnliche Zellen) wurde die 
Salmonella-Infektion der vier 
Serovare, dargestellt als 
x  + σn, mit Hilfe der MANOVA 
(Post Hoc Scheffé) auf 
statistische Signifikanz geprüft 
(α ≤ 0,01(Buchstaben a-d*)). 
Hierbei bedeuten gleiche 
Buchstaben (a-d) keine 
Signifikanz. 
Unterhalb der Abbildung 
wurde die Salmonella-
Infektion der vier Serovare 
zwischen den drei Wirts-
modellen (Schwein, Maus und 
Mensch) mit Hilfe der 
MANOVA (Post Hoc Scheffé) 
auf statistische Signifikanz 
geprüft (α ≤ 0,05(*), 
α ≤ 0,001(***)). 
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Darstellung des Nukleotidsequenzvergleiches zwischen pNOD1 (diese Arbeit, (1)) und porcinem NOD1 (AB187219.1, (2)) 
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Abb. 50 Darstellung des Nukleotidsequenzvergleiches 
zwischen pNOD1 (diese Arbeit, (1)) und porcinem NOD1 
(AB187219.1, (2)) 
Unterschiede in den kodierenden Sequenzen wurden farblich hervorgehoben. 
Zum besseren Verständnis wurde das Leseraster in diesem Bereich durch 
einen Unterstrich markiert. Die Kongruenz beträgt 99,69 % (2870bp/2879bp). 
Es wurden keine Lücken gefunden (0bp/2879bp). Der bit-score beträgt 5151 
und der E-Wert ist 0,0. 
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Darstellung des Nukleotidsequenzvergleiches zwischen pNOD2 (diese Arbeit, (1)) und pNOD2 (AB195466.1 (2)) 
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Abb. 51 Darstellung des Nukleotidsequenzvergleiches zwischen 
pNOD2 (diese Arbeit, (1)) und porcinem NOD2 (AB195466.1 
(2)) 
Es wurden keine Unterschiede in den kodierenden Sequenzen gefunden. Die 
Kongruenz beträgt 100,00 % (3057bp/3057bp). Es wurden keine Lücken 
gefunden (0bp/3057bp). Der bit-score beträgt 5646 und der E-Wert ist 0,0. 
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Darstellung der Sekundärstruktur des porcinen NOD1 
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Abb. 52 Darstellung der Sekundärstruktur des porcinen NOD1 
Gezeigt ist die vorausgesagte Sekundärstruktur des NOD1-Proteins durch die Software PsiPred (Jones, 1999; McGuffin et al., 2000). 
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Darstellung der Sekundärstruktur des porcinen NOD2 
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Abb. 53 Darstellung der Sekundärstruktur des porcinen NOD2 
Gezeigt ist die vorausgesagte Sekundärstruktur des NOD2-Proteins durch die Software PsiPred (Jones, 
1999; McGuffin et al., 2000). 
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