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1 EINLEITUNG

1.1 Die Gattung Yersinia

1.1.1 Allgemeines

Der Genus Yersinia gehort zur Familie der Enterobacteriaceae (240). Es sind fakultativ
anaerobe, gram-negative Stdbchenbakterien. Sie sind pleomorph, psychrophil, nicht
sporenbildend und wachsen optimal bei 27-30 °C (76). Von den 11 beschriebenen Yersinia
Arten sind drei humanpathogen: Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis und Y. pestis.
Weitere Arten der Gattung sind Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. aldovae, Y.
rohdei, Y. mollaretii, Y. bercovieri, und Y. ruckeri (57). Yersinieninfektionen sind Zoonosen.
Das Reservoir bei allen pathogenen Arten sind vor allem wildlebende Nager. Trotz teilweise
unterschiedlicher Ansteckungswege und Krankheitsbilder zeigen alle drei humanpathogenen
Staimme einen deutlichen Tropismus fiir lymphoides Gewebe und besitzen Mechanismen, sich
der Immunantwort des Wirtes zu entziehen (120). Dazu besitzen alle humanpathogenen
Yersinia Arten ein Virulenzplasmid, das fiir Pathogenitétsproteine und ein Typ III
Sekretionssystem zu deren Translokation in Wirtszellen kodiert (77,144,215). Darliber hinaus
besitzen hochpathogene Stimme eine im Chromosom integrierte Pathogenititsinsel. die fiir

Biosynthese- und Aufnhahmemechanismen fiir das Eisen-Siderophor Yersiniabactin kodiert.

1.1.2 Enteropathogene Yersinia Arten: Y. enterocolitica und Y.
pseudotuberculosis

1.1.2.1 Epidemiologie

Y. enterocolitica ist die am héufigsten isolierte humanpathogene Yersinia Spezies, wahrend
Infektionen mit Y. pseudotuberculosis seltener sind. Die beiden Yersinia spp. unterscheiden
sich genomisch vor allem durch die Abwesenheit einiger groler metabolischer Operons bei Y.

pseudotuberculosis. Phénotypisch zeigt sich dies vor allem durch das Fehlen der
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Zellulosebiosynthese und der Tetrathionat-Atmung bei Y. pseudotuberculosis (280). Die
beiden Yersinia Arten besitzen jedoch sehr groBe Ahnlichkeit beziiglich ihrer
Pathogenititsfaktoren. Beide Spezies sind enteropathogen und besiedeln den Darm befallener
Sdugetiere. Die Aufnahme erfolgt iiber den fidkal-oralen Weg, durch kontaminierte
Nahrungsmittel wie Schlacht- und Milchprodukte, oder durch mit kontaminiertem Wasser
zubereitete Lebensmittel, so wurden Endemien in den USA z.B. iiber Schulmilch und Tofu

ausgelost (Quelle: FDA).

Aufgrund der guten Kéltetoleranz fordert ein kiihles Klima die Infektionsausbreitung. Daher
treten Infektionen vor allem in Nordamerika, Nordeuropa und Japan und bevorzugt wiahrend
der Wintermonate auf. Es erkranken vor allem Kinder, alte oder immundefiziente Personen

nach einer Inkubationszeit von 24-48 h.

1.1.2.2 Klinik

Benig Infizierte leiden unter akuter Gastroenteritis bzw. Enterokolitis und mesenterialer
Lymphadenitis. Diese Erkrankungen sind in der Regel selbstlimitierend. Selten verlduft die
Infektion septisch, mit Abszessen in Leber, Milz und anderen Organen. Dies kommt vor allem
bei immundefizienten Patienten oder wihrend einer Desferrioxamin-Behandlung und bei
Patienten mit tliberhohter Eisenspeicherung vor (52,53,219). Chronische Infektionen werden
ebenfalls selten beobachtet (143). Als seltene, immunpathologische Folgeerkrankungen
konnen eine reaktive Arthritis, ein Erythema nodosum oder eine Uveitis auftreten, besonders

bei Tragern des HLA Allels B27 (7,8,84,281).

1.1.2.3 Pathogenese

Nach  elektronenmikroskopischen und  zellbiologischen = Untersuchungen  wurden
enteropathogene Yersinia spp. primir als extrazelluldre Pathogene beschrieben (23,129), sie
wurden aber auch teilweise intrazelluldr nachgewiesen (166,259,260). Vorraussetzung fiir die
systemische Infektion, die beim septischen Krankheitsverlauf stattfindet, ist die Expression

von Adhésinen, welche die Bindung an Wirtszellen ermoglichen.

Sie schaffen die Voraussetzung fiir das Durchdringen der Darmbarriere durch die Bindung an

und die Transmigration durch die M-Zellen der Peyer’schen Plaques in der Friihphase der



systemischen Infektion (115) und die spétere, wieder vom Darmlumen ausgehende

Besiedlung von Milz, Leber und anderen inneren Organen (33,204).

Ebenso ist die Adhdsion an Wirtzellen die Voraussetzung fiir die Injektion von
Effektorproteinen, den yersinia outer proteins (Yops) in Wirtszellen. Die Yops sind wie das
Typ III Sekretionssystem (TTSS) auf dem 70 kb groBlen, plasmid of yersinia virulence (pYV)
Virulenzplasmid kodiert. Sie vermitteln wichtige Immunevasionsmechanismen und
ermoglichen so die Persistenz von Y. enterocolitica im Wirtsorganismus. Das komplette
Genom eines Y. enterocolitica Stamms (279), sowie des pYV Plasmids mehrerer Y.
enterocolitica Stamme (101,148) und das gesamte Genom eines Y. pseudotuberculosis

Stamms sind sequenziert (67).

1.1.3 Der schwarze Tod: Yersinia pestis

Die Pest ist seit der Antike bekannt. Zwischen der Mitte des 6. Jh. n. Chr. und dem Ende des
19 Jh. n. Chr. gab es drei Pandemien. Vor allem die zweite Pandemie (14.-17. Jh.) hatte
verheerende Folgen fiir Europa (,,der schwarze Tod“) und kostete 30-40 % der damaligen
Bevolkerung das Leben (266). Alexandre Yersin isolierte und identifizierte den Pesterreger in
Menschen und Ratten 1894 in Hongkong. Heute kommen Pesterkrankungen vor allem

endemisch in einigen Regionen Indiens und Afrikas vor.

Der Erreger vermehrt sich nach einem Biss durch Rattenflohe in den lokalen Lymphknoten,
die stark anschwellen (,,Beulenpest*), und breitet sich {iber Lymphe und Blut im Korper aus.
Gelangt Y. pestis in die Lunge, kann eine direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch

erfolgen. Y. pestis ist nicht enteropathogen.

Der abweichende Krankheitsverlauf ist die Folge einer verdnderten genetischen Ausstattung.
Y. pestis entwickelte sich von 1.500 — 20.000 Jahren aus einem Y. pseudotuberculosis Klon
(1,265). In dieser Zeit wurden durch horizontalen Gentransfer von Séduger- und
Insektenpathogenen  zahlreiche neue  Virulenzfaktoren  erworben, welche die
Sdugerpathogenitit steigerten und die Nutzung von Rattenflohen als Vektor ermoglichten. So
besitzt Y. pestis zusatzlich zum pYV Virulenzplasmid noch zwei weitere Virulenzplasmide
(98). Die Sequenzierung ecines Y. pestis Stamms zeigte aullerdem den Erwerb neuer

chromosomaler Pathogenitétsinseln (208).



Gleichzeitig degenerierten die bei den enteropathogenen Y. spp. bekannten Adhésine durch

Punktmutationen zu inaktiven Pseudogenen, was den Verlust der Enteropathogenitét erklért.

Kiirzlich wurde zudem gezeigt, dass die wenig immunogene Lipid A Variante im
Lipopolysaccharid (LPS) von Y. pestis einen starken Immunevasionsmechanismus dieses

Pathogens darstellen konnte (190).

1.1.4 Chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren enteropathogener
Yersinia spp.

Die Besiedlung der Wirtsorganismen, insbesondere deren lymphatischer Organe durch
enteropathogene Yersinien wird durch zahlreiche Virulenzfaktoren ermoglicht. Neben den
hier aufgefiihrten, bekannten Virulenzfaktoren gibt es zahlreiche Weitere, die bisher nicht

funktionell untersucht wurden (79,113).

Zu den bisher untersuchten chromosomal kodierten Pathogenitétsfaktoren gehdren eine Reihe
von Adhisinen, Virulenzregulatoren, Antibiotikaresistenzen und Toxinen, die nicht Substrat
des Ysc TTSS sind, sowie ein Eisenaufnahmesystem (Tabelle 1). Ferner wurden ein
chromosomales Typ III Sekretionssystem und zwei Typ II Sekretionssysteme beschrieben

(126,150).

Faktor Funktion Literatur
Adhasine

Ail Vermittelt neben der Adhdsion an und der Invasion in Epithel- |(39,47,187,21
Zellen auch Komplement-Resistenz. 6)

Fim-Pili | Wirtszelladhdsion (70,200)

Inv Adhésin, Invasin. Induziert die Rekrutierung und Aktivierung | (18,58,92,117,
von Racl. Initiiert durch Bindung an B1 Integrine die 157,173,179,1
Transzytose durch M-Zellen, die Internalisierung in Epithel- 99,212,246-
Zellen und die Sekretion von IL-8. Aktiviert B- und T- 248,305)

Lymphozyten zur Proliferation oder Zytokin-Sekretion.
Induziert bei T-Lymphozyten die Bildung von Pseudopodien
und vermittelt hapto- und chemotaktische Wirkung.

Myf Fimbrien, die moglicherweise als intestinaler (149)
Kolonisierungsfaktor zusammen mit Yst Diarrhd ausldsen.

Sekretionssysteme

Ysa Typ III Sekretionssystem fiir die Ysp Sekretion, vermittelt (126)
Virulenz bei oraler Infektion.




Yts Typ II Sekretionssystem, vermittelt Virulenz in der Spéatphase | (150)
der Infektion.
Regulatorische Faktoren
LPS-O- An der Regulation der Typ III Sekretion beteiligt. (213)
Antigen
YplA Phospholipase, erhdht Virulenz bei Mausinfektion (242)
RovA/M, |Regulation der Expression von Inv und weiteren (90,139,223)
YmoA Virulenzfaktoren
Sonstige
AmpC, B-Laktamasen, vermitteln Resistenz gegen Penicilline (258)
BlaA/B
HPI high pathogenicity island, kodiert fiir das Siderophor (22,25,123)
Yersiniabactin und damit assoziierte Gene und vermittelt so die
Aufnahme von Eisen. Hat moglicherweise
immunsupprimierende Wirkung auf B- und T- Zellen,
Makrophagen und PMNSs.
SodA Detoxifiziert die durch Kontakt mit polymorphonukledren (226)
Leukozyten gebildeten Sauerstoff-Radikale. Vermittelt
Virulenz bei Besiedelung von Leber und Milz, aber nicht bei
Kolonisierung der Peyer’schen Plaques.
Yt Hitzestabiles Enterotoxin, das die Guanylat-Zyklase intestinaler |(82,221,224)
Epithel-Zellen stimuliert und Diarrh6 auslost.

Tabelle 1: Chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren

1.1.4.1 Invasin

Das Aussenmembran-Protein Invasin ist in der frithen Phase der Infektion fiir die effiziente
Adhidsion an M-Zellen und damit fiir die Kolonisierung der Peyer’schen Plaques wichtig
(199,212,247). Es wird bei 27 °C maximal exprimiert und ist daher nur in der Frithphase der
Infektion von Bedeutung. Die carboxy-terminalen 192 Aminosduren sind notwendig und
ausreichend fiir die Bindung an verschiedene i Integrine der Wirtszellen (173). Integrine sind

Zellrezeptoren, die als Heterodimere aus einer o und einer 3 Untereinheit aufgebaut sind.

Die Bindung von Invasin an Bi Integrine induziert die Rekrutierung und Aktivierung von Racl
und initiiert damit den Internalisierungsprozess (305). Gleichzeitig spielt die Bindung von
Invasin an [ Integrine eine entscheidende Rolle bei der Yersinia-induzierten
proinflammatorischen Wirtsantwort. Durch die Aktivierung von p65p65 NFkB, p38 MAPK
und JNK fiihrt sie unter anderem zur IL-8 Ausschiittung (117,157,246).



1.1.5 pYV kodierte Pathogenitatsfaktoren enteropathogener Yersinia spp.

Das pYV Plasmid enthilt die genetische Information fiir die Komponenten des TTSS, die
Effektor Yops und deren Chaperone. Auflerdem kodiert es fiir das Adhésin YadA, welches die
Bindung an Proteine der extrazelluliren Matrix ermoglicht und Serumresistenz vermittelt

(Tabelle 2).

Faktor Funktion Literatur

Adhésine

YadA Vermittelt Adhdrenz an epitheliale Zellen und professionelle (39,69,131,136,
Phagozyten. Bindet an Kollagen, zelluldres Fibronectin und 145,163,192,22
Laminin. Vermittelt Phagozytoseresistenz und Schutz gegen 7,228.249,276,3
Komplement-vermittelte Lyse (durch Bindung der protektiven |04)
Komponenten C4BP und Faktor H) und Defensine. Nur Y.
pseudotuberculosis YadA ermoglicht Zellinvasion.

Ysc Sekretionsapparat

LerG, Verhindern Yop Sekretion ohne Wirtszellkontakt. Artifizielle |[(50,95,273)

TyeA, Auslosung der Sekretion durch Calcium-Depletion moglich.

YopN

(LcrE),

YscF Formt die 58 nm lange Nadel des Sekretionsapparats aullerhalb | (80,282)
der inneren Bakterienmembran

YscN ATPase, treibt den Sekretionsprozess an (303)

YscP Reguliert Nadelldnge und Substratspezifitit. Wird sekretiert. | (5,6,89)

YscU Bestandteil des Sekretionskanals durch die innere (14,89)
Bakterienmembran, vermittelt Substratspezifitit

YscC Sekretin, bildet den Basalkorper des Sekretionsapparats in der | (60)

duBeren Bakterienmembran

Translokationssystem

LerV Bildet die Spitze des TTSS, moglicherweise fiir Yop (21,191,195,23
Translokation essentiell. TLR-2 Ligand. Supprimiert die 8,261,299)
Expression von TNFa und IFN-y. Inhibiert die Chemotaxis
von Neutrophilen. Induziert in Makrophagen die Produktion
des immunsuppressiven Zytokins I1L-10.

YopB/D |Bilden zusammen eine Pore in der Wirtszellmembran, die Yop |(88,124,130,20

Translokation ermdglicht 2)
Effektor-Yops
YopE GTPase aktivierendes Protein, fiihrt durch Interaktion mit (3,10,45,209,22
RhoA und Racl zur Zerstorung der Aktin-Filamente und 9,231,234,243,2

verhindert so die Phagozytose. Inhibiert JINK, ERK und NFkB. | 94)
Verhindert die Caspase-1 abhidngige IL-1[3 Prozessierung.
Wird in der Wirtszelle proteasomal abgebaut.

YopP Cystein-Protease, welche die Caspase-Kaskade des Apoptose- |(3,26,49,83,119
(YopJ) Initiationsweges aktiviert, dadurch Induktion von Apoptose ,188,206,233)
und nekroseartigem Zelltod in murinen Makrophagen.




Reduktion der TNFa-Sekretion und der Clathrin vermittelten
Endozytose in Makrophagen durch Blockierung von MAP-
Kinase- und NF-kB-abhéingigen Signaltransduktionswegen
durch Acetylierung von MEK?2 und IKK}.

YopT

Cystein-Protease, trennt den Isopren Rest von RhoA und Racl,
die dadurch aus der Membran entfernt oder aus der Bindung
ihres GDI gelost werden und im Zytosol akkumulieren.
Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts, Phagozytosehemmung bei
Makrophagen.

(3,4,147,267,26
8,294,305,312)

YopH

Protein-Tyrosin Phosphatase, welche die Proteine des fokalen
Adhisions-Komplexes dephosphoryliert. Verhindert durch
Auflosung der fokalen Adhdsions-Komplexe die Phagozytose
durch Makrophagen und Granulozyten. Suppression des
“oxidative burst®. In B- und T-Lymphozyten Inhibition der
Antigen-Rezeptor assoziierten Signaltransduktionskaskaden.

(44,46,122,235,
307)

YopO
(YpkA)

Interagiert mit RhoA und Rac1 durch Rho-GDI Mimikry.
Serin-/Threonin-Kinase, die durch G-Aktin aktiviert wird und
die Phosphorylierung von Serin-Resten von Gaq katalysiert.
Phosphoryliert die Otubain Deubiquitinylase. Zerstorung des
Aktin-Zytoskeletts, Apoptoseinduktion.

(35,106,153,15
4,198,207,218,2
84)

YopM

Agglutination von Plasma. Homolog zum von Willebrand-
Faktor. Wird in den Nukleus transportiert.

(175,176,262)

Tabelle 2: pYV kodierte Virulenzfaktoren

1.151

Das Typ 111 Yop Sekretionssystem (Ysc) von Y. enterocolitica

Das TTSS wird von vielen gram-negativen Bakterien

verwendet, um Virulenzfaktoren zu sekretieren oder in das
Zytosol eukaryotischer Zellen zu injizieren. Derzeit sind tiber
20 verschiedene Typ III-Sekretionssysteme in Tier- und
Pflanzenpathogenen bekannt (105,146).

Die iiber 20 Gene des Sekretionssystems (Abbildung 1) sind in
einigen groBen Transkriptionseinheiten zusammengefasst. Dazu
gehoren yscBCDEFGHIJKL im virC  Operon (185),
ysSCNOPQRSTU (36) und yopNtyeAsycNyscXYV (81), sowie
yscW. Auller yscB und yscH sind alle genannten Gene essentiell
fiir die Yop Translokation (13,81).

— Prgl/MxiH/
YscF/EscF

InvG/MxiD/
=8 YscD/EscC

PrgK/MxiJ/

YscJd/Escd
L= Ll PrgH/MXIG

Abbildung 1: Typ Il
Sekretionsapparat
(nach (308))
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Die Basalkorper des Flagellenapparates und des TTSS sind evolutiondr miteinander verwandt.
Zehn der ca. 25 Proteine des TTSS Basalkorpers weisen eine signifikante Sequenzhomologie

zu Proteinen des Flagellenapparates auf (309).

Dem Basalkorper, der die Peptidoglykanschicht und beide bakteriellen Membranen
durchspannt, ist eine nadelformige Struktur aufgesetzt. Beide Komponenten schlieen einen
Kanal von 20-30A Innendurchmesser ein (169). Fiir die Injektion in die Zelle sind auBerdem
die Translokator-Yops YopB und YopD, sowie LcrV notwendig, welche durch einen an die
Nadel des Sekretionssystems anschlieBenden Porenkomplex die Translokation der Effektor-

Yops durch die eukaryotische Membran erlauben.

1.1.52 YopE

YopE besitzt die Aktivitdt eines GTPase activating proteins (GAP) (209), sowie eine C-
terminale Membranlokalisationsdoméne (168). Fiir die Sekretion / Translokation wird ein
spezifisches Chaperon benoétigt, fiir die Erkennung als Substrat fiir das TTSS geniigt ein N-
terminales 50 AS Fragment (42,97,172,177,269,298). Serotyp abhingig kann ein
proteasomaler Abbau des von Y. enterocolitica translozierten YopE in der Wirtszelle erfolgen
(138,234).

Zellluldres Angriffsziel scheint vor allem Racl zu sein, moglicherweise iiber RhoG, obwohl
in vitro Aktivitdt auch gegeniiber RhoA und CDC42 gezeigt wurde (10,16,229,234,243,305).
Eine strukturelle Verwandschaft mit eukaryotischen GAPs besteht nicht (94). Es zerstort das
Aktin-Zytoskelet der Wirtszellen und wirkt zytotoxisch (230,231). In Zellkulturexperimenten
leistet YopE einen signifikanten Beitrag zur Hemmung der Phagozytose und anderer

proinflammatorischer Prozesse (2,3,45,209,243).

Dariiber hinaus scheint YopE eine wichtige Rolle bei der Regulation der Effektortranslokation

und der Translokationsporendffnung zu spielen (9,184,293,295).

Die Bedeutung von YopE fiir die Virulenz enteropathogener Yersinia spp. im
Mausinfektionsmodell wird je nach Infektionsbedingungen unterschiedlich beurteilt und ist

zumindest bei Y. enterocolitica wahrscheinlich eher gering (45,230,285,287,294).
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1153 YopT

YopT wurde ebenfalls zunéchst als ein Zytotoxin beschrieben, welches durch Zerstérung des
Aktin-Zytoskeletts zur Abrundung von Wirtszellen fiihrt (147) und Phagozytoseresistenz
gegeniiber Makrophagen und dendritischen Zellen vermittelt (3,4,120).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass YopT eine Cysteinproteaseaktivitit besitzt, die analog
auch bei Pathogenititsfaktoren anderer Bakterienarten vorhanden ist und die Entfernung des
Isoprenankers von Rho GTPasen ermdglicht (256). Rho GTPasen sind an einem C-terminalen
Cysteinrest, der Bestandteil der CAAX Erkennungssequenz ist (C: Cystein, A: aliphatische
Aminoséure, X: beliebige Aminosdure) entweder mit einem Geranylgeranyl-Rest oder einem
Farnesylrest verestert. YopT erkennt die polybasische Aminosdurensequenz N-terminal der
Prenylierungsstelle und trennt unabhéngig von Aktivierungszustand sowohl aktive als auch
inaktive Rho GTPasen von ihrem Geranylgeranyl- oder Farnesylanker (257). Allerdings ist
fiir die YopT Aktivitit notwendig, dass der AAX Teil der CAAX Doméne nach der
Prenylierung proteolytisch entfernt wurde, nicht jedoch die Carboxymethylierung des

prenylierten Cysteins (103).

Es ist nicht abschlieBend geklart, welche Rho GTPasen neben ras homolog gene family A
(RhoA) Ziel der YopT Aktivitdt sind. Wahrend zumindest das Y. pseudotuberculosis YopT
auch p21-Racl (Racl) im Zellmodell erkennt, scheint die Proteolyse von cell division cycle
42 (CDC42) zellfreien Systemen vorbehalten zu sein (4,257,305). Grund dafiir konnte die

Lokalisation von YopT in der Plasmamembran der Zielzellen sein.

Rho GTPasen, deren Isoprenrest entfernt wurde, verlieren die Fidhigkeit zur
Membranlokalisation und auch zur Dimerisierung mit ihrem Rho GDP dissociation inhibitor
(Rho-GDI) Protein. Die YopT Aktivitéit reduziert zundchst die Menge membrangebundener
Rho Proteine, fiihrt dadurch aber auch zur Freisetzung und Membranlokalisation von Rho-
Proteinen aus dem zytoplasmatischen Rho - Rho-GDI Bestand, der so reduziert wird.
Dagegen reichern sich monomeres Rho und Rho-GDI im Zytoplasma an. Da sowohl Rho als
auch Rho-GDI Einfluss auf die Genexpression nehmen kénnen (272), wird der YopT Effekt
moglicherweise also nicht nur durch die Abwesenheit bestimmter Rho GTPasen an der

Zellmembran vermittelt.

Die Inaktivierung von Rho GTPasen durch YopT erfolgt synergistisch zusammen mit YopE
und mdoglicherweise YopO (294). Jedes dieser drei Yops fligt sich durch eine

Membranlokalisationsdoméne auf der Innenseite der Zellmembran ein (174). Wéhrend aber
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YopT den Membrananker von Rho Proteinen abtrennt, bewirkt YopE als GAP eine Rho
Inaktivierung durch GTP Hydrolyse. YopO bindet Rho GTPasen spezifisch durch Rho-GDI
Mimikry und konserviert so den inaktiven Zustand der GDP Bindung (218). YopO besitzt
zusitzlich noch eine Kinaseaktivitét, allerdings wurde bisher nicht gezeigt, dass RhoGTPasen
von YopO phosphoryliert werden, oder dass die Kinaseaktivitidt bei der Vermittlung des
zytotoxischen Effekts von YopO eine Rolle spielt.

Obwohl die Ausschaltung von Rho GTPasen durch Yops in verschiedenen
Zellkulturmodellen Immunevasionseffekte hervorrief, konnte bisher kein bedeutender Beitrag

von YopE/T/O zur Virulenz im C57BL/6 Mausinfektionsmodell gezeigt werden (287).

1154 YadA

YadA ist ein trimédres Autotransporter Adhdsin (TAA) der oligomeric coiled coils adhesin
(OCA) Familie (32). Als Autotransporter werden sekretierte Proteine und dulere Membran-
Proteine bezeichnet, die alle ndtigen Informationen fiir ihren Transport zur dulleren Membran
und die Translokation durch die Membran enthalten (137). YadA lésst sich in die Kopf, Hals,
Stamm und Membrananker Doménen einteilen (,,Lollipop* Struktur). Der N-Terminus formt
einen globuldren Kopf, der Stamm wird durch eine ,,coiled-coil* Struktur gebildet und der C-
Terminus ist in der dulleren Membran verankert. YadA bedeckt die komplette Oberflidche des
Bakteriums und verleiht ihr hydrophobe Eigenschaften (274). Die Membrananker-Doméne,
die nach Strukturvorhersagen aus einem kurzen coiled-coil Segment und vier Transmembran-
B-Faltblattstrukturen besteht, ist in dieser Klasse der nicht-fimbriellen Adhésine konserviert
(142). Durch eine Struktur-Funktionsanalyse und die Untersuchung der Kristallstruktur des
Kopf- und Hals- Bereichs wurde gezeigt, dass YadA Trimere bildet (203,225). Desweiteren
wurde ein konservierter Glycin-Rest in der Membrananker-Domine identifiziert, der von
entscheidender Bedeutung fiir die Stabilitdt und den Transport des Trimers ist (121)

YadA vermittelt Autoagglutination (159) und gilt als das Hauptadhisin fiir die Anheftung von
Yersinien an Wirtszellen bei einer Infektion. YadA kann an eine Reihe eukaryontischer
Extrazellulire-Matrix (ECM) Proteine und zelluldre Oberflichen Molekiile binden, wie z. B.
Fibronektin, Kollagen und Laminin (91,100,250,277). Dabei aktiviert es allerdings auch die
proinflammatorische Signaltransduktion der Wirtszellen und induziert Interleukin 8 (IL-8)
Sekretion (241). AuBBerdem vermittelt es Serumresistenz und schiitzt die Bakterien vor dem

Abtoten durch polymorphnukledren neutrophilen Granulozyten (40,182,296) durch die
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Bindung von Faktor H und C4BP, welche zur Spaltung und Inaktivierung des Faktors C3b
(Faktor H) bzw. zur Bindung von C4b (C4BP) des Komplementsystems und somit zur
Reduktion von Opsonisierung und Komplementlyse der Bakterien fithren (69,163,217).

Die Adhision an Wirtszellen durch YadA gilt als Voraussetzung zur Ubertragung der
Effektor-Yops bei Y. enterocolitica (54,131,158,270). YadA scheint essentiell fiir eine
Etablierung einer Infektion zu sein, da yadA defiziente Stimme in Miusen avirulent sind

(85,211,227)

1.2 Reportersysteme flr Typ Il Translokation bakterieller
Pathogenitatsfaktoren

Um die Diskrepanz zwischen den in vitro gefundenen Aktivitdten von Virulenzfaktoren und
in vivo beobachtetem Beitrag zur Virulenz von Y. enterocolititca zu iiberbriicken, ist es
notwendig, molekularbiologische Untersuchungen des Infektionsgeschehens in strukturierten
Systemen durchzufiihren. Dies kann durch ein Mimikry von Gewebestrukturen in vitro

geschehen (102), oder durch detailliertere in vivo Untersuchungen.

Um ein Verstindnis der Pathogenititsmechanismen von Y. enterocolitica in der
Wechselwirkung mit einem Wirtsorganismus zu erreichen, ist die Verfiigbarkeit von
Methoden notwendig mit denen die Interaktion zwischen Wirtszellen und Pathogenen
untersucht werden kann. Eine Art der Interaktion zwischen Y. enterocolitica und Wirtszellen

ist die Typ III Translokation von Y ops.

1.2.1 Die Etablierung verschiedener Reportersysteme ermoglichte eine
bessere Untersuchung von Yop Translokation in vitro

Es sind eine Reihe von Methoden entwickelt worden, mit denen Yop Translokation in
eukaryotische Zellen analysiert werden kann. Ein direkter Nachweis von TTSS Effektoren
gelang mikroskopisch durch Immunzytochemie oder im Immunoblot von Zelllysaten
(11,125). Reporterproteine wurden durch Fusion von Effektoren mit dem griin
fluoreszierenden Protein (151), Adenylatzyklase (CyaA) (269), Elk (81), FIAsH (62) oder

causes recombination (Cre) Rekombinase (59) erhalten. Diese Methoden ermdglichten eine
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Reihe neuer Erkenntnisse bei in vitro Untersuchungen, kdnnen aber nicht verwendet werden,

um im Mausinfektionsmodell Yop Translokation in Einzelzellen nachzuweisen.

Ein zuverldssiger Nachweis von Effektoren nach Infektion gelang vor allem aus den Lysaten
in vitro infizierter Zellen. Neue Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Typ III
Translokation konnten durch den Direktnachweis von Effektoren durch Immunoblot
gewonnen werden. Die Fusion eines Effektors mit einer Elk Doméne schaffte durch die nur
in der Wirtszelle mogliche Elk Phosphorylierung eine grofere Sicherheit, dass die
nachgewiesenen Phospho-Elk Effektoren tatsdchlich transloziert worden waren. Durch CyaA
Fusion wurde ebenfalls ein spezifischer Nachweis translozierter Effektoren ermoglicht, mit

dem zusétzlichen Vorteil der Quantifizierbarkeit der translozierten Enzymaktivitat.

Durch Phospho-Elk Detektion nach Y. enterocolitica Infektion wurde die Translokation von
YopN nachgewiesen und der regulatorische Einfluss von TyeA, SycN, YscB und LerG
untersucht (81) Mit derselben Methode wurde die Notwendigkeit von Ail vermittelter
Adhaésion fiir die Yop Translokation durch Y. pestis gezeigt.

Durch CyaA Fusion konnte YopM als Typ III Sekretionssubstrat idenitfiziert und die
Notwendigkeit von YopB und YopD fiir die Effektortranslokation gezeigt werden
(263,269,270).

Die Fusion von Effektoren mit einer Tetracystein-Doméne und Markierung mit dem FIAsH
Fluorophor ist die mikroskopische Beobachtung von Yop Translokation bei in vitro Infektion
moglich. Auf diese Weise konnte die Regulation der Effektorsekretion bei Yersinia durch
SycH und YscM1/2 gezeigt werden (62).

Durch YopE GFP Fusion sollte erstmalig ein Reportersystem geschaffen werden, das den
Nachweis von Effektoren auch in vivo erméglicht (151). Jedoch erwies es sich wegen
unzureichender Sekretion des Fusionsproteins und mangelnder Selektivitit des Nachweises

des translozierten Effektors nicht geeignet fiir detailierte Untersuchungen.

1.2.2 Ein B-Laktamase basiertes Reportersystem ermdglichte erstmals die
Untersuchung von Yop Translokation auf Einzelzellebene und in
Vivo

Dagegen gelang ein detaillierter Nachweis von Yop Translokation im Mausmodell nach
Infektion mit Yersinia pestis (181) und Salmonella enterica (108) durch Fusion von
Effektoren mit der E. coli TEM-1 Laktamase (68). Zur Detektion der B-Laktamase Aktivitdt
in den Wirtszellen wird dabei der B-Laktamase empfindliche Fluoreszenzfarbstoff CCF2-AM
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(311) bzw. CCF4-AM verwendet. Dieser wird als zunédchst nichtfluoreszentes, unpolares
Substrat gut von den Wirtszellen aufgenommen. In den Zellen spalten unspezifische
zytoplasmatische Estereasen die lipophilen Esterreste ab, so dass ein negativ geladenes, griin-
fluoreszentes Molekiil entsteht. Die Emission bei 520nm ist dabei die Folge eines Fluoreszenz
Energie Resonanz Transfers (FRET) des bei 409nm angeregten Donor-Fluorophors 7-
Hydroxycoumarin zum Akzeptor-Fluorophor Fluoreszin. Spaltung des Laktam-Rings von
CCF2/4 durch Laktamase Aktivitdt fiihrt zur Eliminierung des Fluoreszinrests aus dem
Molekiil und zerrstort den FRET. Daher kann bei CCF2/4 gefiarbten Zellen, durch
mikroskopische oder durchflusszytometrische Analyse, Laktamase Aktivitit (und damit Yop
Translokation) durch vermehrte blaue Floureszenz bei 447nm nachgewiesen werden
(Abbildung 2). Da die Bakterien keine Esterasen exprimieren, die in der Lage sind, die
fluoreszenzquenchende Veresterung des Farbstoffs zu entfernen, ist der Laktamasenachweis

spezifisch fiir die in die Wirtszellen tranloszierte Enzymaktivitét (201).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der CCF2-AM Farbung (aus (311))
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1.3 Interaktion von Y. enterocolitica mit Epithelzellen

1.3.1 Epithelzellen sind ein essentieller Bestandteil des Immunsystems im
Darm

Die  Schleimhautoberflichen der Atemwege, des Urogenital-Trakts wund der
Verdauungsorgane werden von vielen Krankheitserregern als Ausgangspunkt zur Etablierung
einer lokalen oder systemischen Infektion genutzt (156). Die Epithelzellen dieser
Schleimhiute bilden eine mechanische Barriere, die das interne Milieu des Wirts eingrenzt.
Zudem besitzen Epithelzell-Subtypen spezialisierte Funktionen innerhalb des angeborenen

Immunsystems.

Dies gilt im Besonderen fiir die Mucosa des unteren Gastrointestinaltrakts (GI). In diesem
befindet sich ein mikrobielles Okosystem mit sehr hoher Bakteriendichte, umgeben von einer
ebenfalls sehr grofBen Epitheloberfliche. Eine Reihe lymphatischer Organe, wie der Appendix
und die Peyerschen Plaques, bilden zusammen das gut associated lympoid tissue (GALT). Sie
sollen einerseits eine effektive Immunantwort im Infektionsfall ermdglichen, andererseits
miissen die hier befindlichen Lymphozyten tolerant gegeniiber Nahrungsbestandteilen und
Kommensalen sein. Die M-Zellen des GI sind spezialisierte Epithelzellen, welche Proben aus
dem Darmlumen zum GALT transportieren, um dessen Funktionsfahigkeit zu gewihrleisten

(186).

1.3.2 Proinflammatorische Zytokinexpression durch Epithelzellen nach
Pathogenkontakt

Untersuchungen der Genexpression verschiedener humaner Epithelzelllinien und primérer
Epithelzellen nach Infektion mit invasiven Stimmen verschiedener Bakterienarten, zeigte ein
durchgéngiges Expressionsmuster der proinflammatorischen Zytokine IL-8, MCP-1, GM-CSF
und TNFa, sowie von IL-6 bei den priméren Epithelzellen (152). In HeLa Zellen konnte
gezeigt werden, dass NFxB abhdngige Genexpression und IL-8 Ausschiittung durch Y.

enterocolitica Invasin vermittelte Aktivierung der Rho GTPase Rac induziert werden (117).
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1.3.3 Genexpressionsanalysen infizierter HeLa Zellen zeigen GILZ
Expression als Reaktion auf Y. enterocolitca pYV" Yop-Virulon

Genexpressionsanalysen von HeLa Zellen, die mit dem Patientenisolat Yersinia enterocolitica
0:8 WA-314 (pYV") (24) oder dessen Derivat ohne Virulenzplasmid (pY V") infiziert wurden
zeigten, dass insgesamt 165 von 14239 Genen im Vergleich zu uninfizierten Zellen reguliert
sind (135). Zu verstirkter Genexpression trigt vor allem die durch Invasin vermittelte
Induktion proinflammatorischer Gene bei, welche durch pYV kodierte Faktoren effizient
unterdriickt wird. Dagegen werden nur wenige Gene pY V-abhingig induziert. Einige dieser
Gene kodieren fiir Proteine, die Genexpression unterdriicken (RhoB, kruppel like factor 2,
GILZ) (48). Insbesondere GILZ wird als Hemmer proinflammatorischer Genexpression

beschrieben (37,87).

1.4 GILZ vermittelte Immunevasion durch Y. enterocolitica

1.4.1 Allgemeines

Das glucocorticoid induced leucine zipper (GILZ) Protein wurde unter diesem Namen
urspriinglich aus einer cDNA Bibliothek isoliert die aus murinen Thymozyten nach
Dexamethason Stimulation erhalten wurde. (78). Diese Bezeichnung ist jedoch nur in der
Immunologie iiblich; in der Neurologie wird dieses Protein dagegen als delta sleep inducing
peptide, immunoreactor (DSIPI oder DIP) bezeichnet. Aufgrund seiner Einordnung in die
TSC22 Familie (auch: TSC/DIP/BUN Familie) der Leucin Zipper Proteine mit niedrigem
Molekulargewicht erhielt es die systematische Bezeichnung TSC22 domain family 3
(TSC22D3). GILZ ist im Bereich der Eutheria hoch konserviert, zum prototypischen
transforming growth factor g stimulated clone 22 (TSC22) Protein existieren Homologe im
ganzen Tierreich, z.B. Shortsighted (Bunched) bei Drosophila melanogaster. Der humane
GILZ Locus befindet sich auf Xq22.2 (63), es werden drei Isoformen exprimiert. Isoform 2
zeigt die hochste Homologie zum murinen GILZ (zu dem die meisten experimentellen Daten
vorliegen), besteht aus 134 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 14,8 kD.
Stimulusabhéngig erfolgt eine Expression in vielen Zelltypen; GILZ kann in den meisten

Organen nachgewiesen werden (297).

19



1.4.2 Domanen und Proteinstruktur

Die TSC22 Domaine ist der innerhalb der TSC22 Familie konservierte Sequenzbereich, sie
stellt aber als Ganzes keine Funktionseinheit dar. Innerhalb dieser Domine besitzen die
Mitglieder der TSC22 Familie wie die Leuzin Zipper Proteine der basic helix-loop-helix
leucin zipper (bHLH-Zip) und der basic leucin zipper (bZip) Familien die namensgebende
Dimerisierungsdoméne, einen coiled-coil aus zwei amphipatischen a-Helices mit vier
konservierten Leuzinresten im Abstand von je 7 Aminosduren. Bisher wurde GILZ nur als
Monomer oder als Homodimer gefunden.

Ebenfalls innerhalb der TSC22 Doméne befindet sich die tuberous sclerosis complex box
(TSCB) welche die Interaktion des GILZ Monomers mit Ras ermoglicht (29). Fiir die Raf
Bindung des GILZ Monomers ist dagegen die N-terminale Doméne notwendig, welche auch
hinreichend fiir die c-Fos und c-Jun Bindung ist (30,189).

Im Gegensatz zu anderen Leuzin Zipper Proteinen enthalten TSC22 Proteine kein
konserviertes DNA Bindungsmotiv und es konnte bisher keine Transkriptionsaktivierung
gezeigt werden (162). Allerdings existieren in der N-terminalen Hélfte des Proteins sechs
basische Reste, die wie bei TCS22 DNA Bindung und Transkriptionsrepression ermoglichen
konnten.

Die Prolin (P) und Glutaminsdure (E) reiche PER Region enthélt 5 PxxP Motive, die Protein-
Protein Interaktionen ermdglichen. Eines dieser PxxP Motive (121-124) ist essenziell fiir die

Bindung des GILZ Homodimers an NFxB (Abb. 3) (86).

A N-terminale Doméane TSCB Leuzin Zipper TSC22 PER

(1-58) (60-75) ‘(76-97) (58-114)  (115-129)
4 [ | e |
bR bR‘ bR bR bR bR
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Abbildung 3: A) GILZ Sequenzmotive, bR: basischer Rest (nach (29,78,180)); B) Struktur des
homologen pDIP (253))

1.4.3 GILZ Expression

Die GILZ Expression in Leukozyten wird auler von Glukokortikoiden maligeblich von
Interleukin 2/10 (IL-2/10), sowie transforming growth factor B (TGF-B) reguliert (71). IL-2
reprimiert, wahrscheinlich tiiber den PI3K / Akt Signalweg, die Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren der Forkhead Familie. Dies fiihrt dazu, dass auch weniger forkhead
box O3 (FoxO3) and die forkhead responsive elements (FHREs) in der GILZ Promoterregion
bindet. Daher fiihrt der Entzug von IL-2 zur GILZ Induktion, welche in aktivierten T-Zellen,
die ebenfalls durch IL-2 Entzug ausgeloste Apoptose durch Hemmung der Bim Expression
verzogert. Dies geschieht durch die Hemmung FHRE abhingiger Transkription, was
gleichzeitig erklédrt, warum die GILZ Expression nur transient erfolgt: GILZ hemmt seine
eigene Promoteraktivitit (20). Umgekehrt ist fiir die Glukokortikoid stimulierte GILZ
Expression, welche primér durch die Bindung aktivierter Glukokortikoid-Rezeptoren an die
glucocorticoid response elements (GREs) vermittelt wird, auf die Co-Aktivierung durch
FoxO3 angewiesen und wird durch IL-2 Stimulation verhindert (19). In Epithelzellen wurde

gezeigt, dass proinflammatorische Zytokine die GILZ Expression verringern (87).
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Die antiapoptotische Wirkung von GILZ beruht nicht nur auf der Hemmung der durch FoxO3
aktivierten Bim Transkription, sondern auch auf der Hemmung der von early growth response
protein 2/3 (EGR 2/3) initiierten CD95 / Fas Ligand (FasL) Expression (189).

1.4.4 Immunregulatorische Aktivitat von GILZ

GILZ bindet Ras, Raf und das Ras-Raf Dimer, wobei die Bindung von aktiviertem Ras
bevorzugt ist und GILZ gebundenes Ras eine erhdhte Raf Affinitdt besitzt (29). Dadurch
verhindert GILZ die aktivierende Phosphorylierung von ERK, Akt und retinoblastoma
associated protein (Rb) und Cyclin D1 Expression und wirkt so antiproliferativ und
antiinflammatorisch durch Arretierung des Zellzyklus und Hemmung der MAPK Aktivitét.
Teilweise redundant dazu bindet GILZ in der nachgeschalteten Signaltransduktion auch die
activator protein 1 (AP-1) Komponenten c-Fos und c-Jun und senkt so die transkriptionelle
Aktivitdt von AP-1 und damit auch einiger NFAT abhingiger Promotoren (189). Dagegen
scheint Ostrogen seine proliferative Wirkung durch Senkung der GILZ Promotoraktivitit

auszuiiben (289).

Des weiteren bindet GILZ die NFkB Untereinheit p65 (27,37) und verhindert die
Kerntranslokation von p65/p52. Die Unterbindung der NFkB aktivierten Transkription
hemmt die Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen. Insbesondere wird in T-Zellen die
IL-2 und die IL-2 Rezeptor Expression und die Aktivierbarkeit durch den T-Zell Rezeptor
gesenkt. In Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs) ist die CD80, CD86 und TLR-2
Expression und die Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine CCL3/5 nach T-Zell
Kontakt iiber den CD40 Liganden gehemmt. DCs die nach Dexamethason, IL-10 oder TGF-f3
Stimulation GILZ exprimieren, aktivieren keine T-Zellen (71). Zudem fiihrt GILZ Expression
in DCs zu einer verstirkten Ausschiittung von IL-10, so dass ein sich selbst verstirkender

Kreislauf in Gang gesetzt wird.

GILZ diirfte der wichtigste Vermittler der von Glukokortikoiden induzierten
Immunsupression sein, wenngleich auch z.B. der Glukokortikoidrezeptor durch Bindung an

c-Jun / AP-1 proinflammatorische Signaltransduktion unterbinden kann (244).
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1.5 Rho GTPasen: Vermittler proinflammatorischer
Signaltransduktion und Angriffspunkt bakterieller Toxine

1.5.1 G-Proteine

Als G-Proteine werden Proteine bezeichnet, die in der Lage sind, Guaninnukleotide zu binden
und zu hydrolysieren. Kleine GTPasen sind monomere G-Proteine mit einer Molekiilmasse
von 20-40 kDa. TIhr Vorkommen ist auf das Reich der Eukaryoten beschrinkt. Die
Superfamilie der kleinen GTPasen besteht aus iiber 100 Mitgliedern, die nach strukturellen
Gemeinsamkeiten in 5 Unterfamilien eingeteilt werden: Die Familie der Ras GTPasen (z.B.
Ras, Rap und Ral), die Rho GTPasen (z.B. Rho, Rac und CDC42) und die Arf GTPasen

Familie, sowie die Rab und Ran GTPasen Familien (38).

Wiéhrend Ras GTPasen vor allem in Signalwege eingebunden sind, die der
Transkriptionsregulation dienen, organisieren Rho GTPasen vor allem das Aktin-Zytoskelett,
konnen aber ebenfalls die Transkription beeinflussen und spielen eine Rolle beim
Vesikelverkehr zwischen der Zellmembran und dem Golgi-Apparat oder dem
Endoplasmatischen Retikulum. Rab und Arf GTPasen kontrollieren den Vesikelverkehr
zwischen den Zellkompartimenten, Ran GTPasen organisieren das Mikrotubulisystem und

den nukleédren Proteintransport.

Alle Rho GTPasen funktionieren als molekulare Schalter, die sich entweder im aktiven, GTP
gebundenen Zustand oder aber im inaktiven GDP Bindungszustand befinden. Die
Konformation der Effektorbindungsdomine verdndert sich in Abhdngigkeit des gebunden
Liganden, so dass jeweils verschiedene Effektorproteine gebunden werden konnen, die

verschiedene Signaltransduktionswege aktivieren oder inaktiveren konnen.

1.5.2 Regulatorische Kofaktoren

Die intrinsische Fahigkeit kleiner GTPasen sowohl zum Austausch von GDP gegen GTP, als
auch zur Hydrolyse von GTP zu GDP ist sehr gering. Daher erfolgen diese Vorgénge in der
Regel unter Beteiligung regulatorischer Proteine. Diese sind oft Effektoren hohergelegener
Signaltransduktion, z. B. von membranstindigen Rezeptoren und sind meistens spezifisch fiir

eine bestimmte kleine GTPase, zumindest aber fiir eine Reihe von GTPasen der gleichen

23



Unterfamilie (275). Guanin nucleotide exchange factors (GEFs) aktivieren kleine GTPasen,
indem sie das gebundene GDP freisetzen und so die Bindung von GTP ermoglichen. GTPase
activating proteins (GAPs) deaktivieren dagegen kleine GTPasen, indem sie die Hydrolyse
von GTP zu GDP beschleunigen. Rho und Rab Proteine koénnen auBerdem von guanin
nucleotide dissociation inhibitors (GDIs) gebunden werden, welche die Aktivitidt der GEFs

blockieren und ihre Bindungspartner im Zytoplasma lokalisieren.

1.5.3 Proinflammatorische Signaltransduktion durch Rho GTPasen

Rho GTPasen sind wichtige Regulatoren der Gentranskription und Zytokinexpression bei

Infektionen.

Am Anfang einer Infektion induzieren Bakterien die Aktivierung des Komplementsystems.
Dabei bilden sich auch die Anaphylatoxine C3a und C5a, von denen zumindest C3a

Signaltransduktion iiber Rho GTPasen aktiviert (12).

Ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir die Regulation sowohl der angeborenen als auch der
erworbenen Immunitit ist nuclear factor kB (NFxB). Dieser besteht als Homo- oder
Heterodimer aus p105/p50, p100/p52 oder p65 Proteinen, wobei die hdufigste Form das
pS0p65 Heterodimer ist. Im inaktiven Zustand liegt NFkB gebunden an seinen Inhibitor IxB
im Zytosol vor. Die Aktivierung von NFxB erfolgt durch verschiedene Membranrezeptoren,
z.B. durch den Interleukin 1 Rezeptor, die toll like receptors (TLRs) 2, 4 und 5, welche
bakterielle Komponenten wie Endotoxine, Lysophosphatidylsdure (LPA) und Flagellin
erkennen, sowie durch bakterielle Adhédsion an Wirtszellen (117). Diese Faktoren fiihren zur
Phosphorylierung und damit zum Abbau von IkB, was die Translokation von aktivem NF«xB

in den Zellkern zur Folge hat.

Rho GTPasen (unter Ausnahme von RhoB) sind Bestandteil einiger Signalketten, die vom
aktivierten Rezeptor aus zur IkB Phosphorylierung fithren. Fiir die volle
Transkriptionsaktivitdt muss auch NFxB selbst phosphoryliert werden. Dies geschieht iiber
zwel unabhéngige Signalwege unter Beteiligung von RhoA {iber eine atypische Proteinkinase

C (PKC{) oder Rac iiber die Phosphoinositol-3 Kinase (PI3K).

Des weiteren fiihrt Uberexpression von aktivem Rac und CDC42 zur Aktivierung von c-Jun
N-terminal kinase (JNK) und p38 mitogen activated protein kinase (MAPK) Signalwegen

(43), welche ebenfalls die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine ausldosen kdnnen.
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Rho GTPasen sind also essentiell fiir die proinflammatorische Signaltransduktion und

vermitteln einen TRAF / MyD88 / IRAK unabhidngigen Weg der Umwandlung der

Rezeptoraktivierung in einen intrazelluldren Stimulus (Abb. 4).

c-Jun ELK ATE2 Max ELK

ATF2 STAT1 CHOP

Transkriptions-
faktor

Abbildung 4: Proinflammatorische Signaltransduktion durch Rho GTPasen (nach (31,278))

1.5.4 Rho GTPasen als Ziel bakterieller Pathogenitatsfaktoren

Neben der Steuerung proinflammatorischer Signaltransduktion spielen Rho GTPasen auch als

Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts eine Rolle im Infektionsgeschehen. Sie sind in dieser
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Funktion nicht nur fiir die Integritdt der intestinalen Epithelbarriere von Bedeutung, sondern
sind auch essentiell fiir die Phagozytose von Fremdorganismen. Auch die
Leukozytenmigration bedarf der Aktivitdit von Rho GTPasen, sie sind entscheidend an der
Entstehung der immunologischen Synapse beim Kontakt von T-Zellen mit professionellen

antigen presenting cells (APCs) beteiligt (12,61).

Als wichtiger Bestandteil des Wirtsorganismus bei der Interaktion mit Pathogenen eignen sich
Rho GTPasen auch als Angriffspunkt bakterieller Toxine. Rho spezifische Toxine sind unter
den pathogenen Bakterien weit verbreitet und kdnnen bei gram positiven wie gram negativen,
bei aecroben wie anaeroben Spezies gefunden werden. Auch ihre Wirkungsweisen sind duf3erst

vielfaltig (Tabelle 3).

1.5.4.1 Rho deaktivierende Toxine

Einige Rho deaktivierende Toxine arretieren Rho GTPasen praktische irreversibel im
inaktiven Zustand. Die clostridialen glycosylierenden Enzyme sind typische AB Toxine,
bestehend aus einer Translokations- und einer Enzymdoméne. Letztere katalysiert die UDP-
Glykosylierung eines Threonin-Rests in der Effektorbindungsdoméne von Rho GTPasen und
verhindern so die Interaktion mit den stromabwérts gelegenen Gliedern der
Signaltransduktion. Zudem hemmen sie die Wirkung von GAPs und GEFs. Glykosylierte Rho
GTPasen sind ausschlieBlich membranlokalisiert (12,140).

Rho ADP-ribosylierende Toxine katalysieren die Ribosylierung eines Asparaginrests in der
Effektorbindungsdoméne. Im Gegensatz zur Threonin Glykosylierung behindert dies aber die
Effektorbindung nicht. Stattdessen hemmen ADP-ribosylierende Toxine die Rho Aktivierung
durch GEFs und konservieren die Bindung des Rho-GDIs (252).

Ebenfalls irreversibel ist die Entfernung des C-terminalen Membranankers von Rho GTPasen

durch YopT (siehe eigenes Kapitel)

Andere Rho inaktivierende Toxine bewirkten dagegen eine reversible Hemmung der Rho

Aktivitit durch Mimikry von GAPs (ExoS, ExoT, SptP, YopE) oder GDIs (YopO).
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1.5.4.2 Rho aktivierende Toxine

Die CNF Toxine von E. coli und Y. pseudotuberculosis deamidieren einen Glutaminrest, das
DNT Toxin von Bordetella spp. bindet Polyamine an diesen Rest. Beide Toxinfamilien
bewirken primér eine Aktivierung von Rho GTPasen durch Hemmung der GTP Hydrolyse
bzw. durch Arretieren der Effektorbindungsdomine in einer aktivierenden Konformatinon,

die unabhingig vom Nukleotidbindungsstatus ist (12).

Toxin Wirkungsweise Substrat

Clostridiale glycosylierende Toxine

Toxin A and B Glycosylierung von Rho Deaktivierung von RhoA/B,
(Clostridium difficile), GTPasen Rac, CDC42
Haemorrhagisches Toxin
(Clostridium sordellii)

Toxin B 1470 Glycosylierung von Rho Deaktivierung von Rac,
(C. difficile Stamm 1470) GTPasen (Cdc42), Ras, Ral, Rap, nicht
RhoA
Lethales Toxin (C. sordellii) | Glycosylierung von Rho Deaktivierung von Rac,
GTPasen (Cdc42), Ras, Ral, Rap, nicht
RhoA
o-Toxin (Clostridium novyi) |N-Acetylglucosaminylierung | Deaktivierung von RhoA,
von Rho GTPasen Rac, CDC42
Rho ADP-ribosylierende Toxine
C3 Exoenzyme ADP-Ribosylierung von Rho | Deaktivierung von RhoA/B/C
(Clostridium botulinum), an Asn4l

(Clostridium limosum),
(Bacillus cereus),
(Staphylococcus aureus)

Rho proteolysierende Enzyme

YopT Entfernung des C-terminalen |RhoA, Rac, (CDC42)
(Yersinia enterocolitica) isoprenylierten Cys
Rho deamidierende oder transglutaminierende Toxine

CNF1, CNF2 Deamidierung von Rho Aktivierung von Rho, Rac,
(Escherichia coli) GTPasen CDC42
CNFY
(Yersinia pseudotuberculosis)
DNT (Bordetella spp.) Transglutaminierung von Rho | Aktivierung von Rho, Rac,

GTPasen CDC(C42

Toxine die den Guaninnukleotid Bindungsstatus veréandern / konservieren

SopE, SopE2 GEFs fiir Rho GTPasen Aktivierung von Rho, Rac,
(Salmonella) CDC42
ExoS, ExoT GAPs fiir Rho GTPasen und | Deaktivierung von Rho, Rac,
(Pseudomonas aeruginosa) | ADP-Ribosylierung CDC42
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SptP (Salmonella) GAP fiir Rho GTPasen Deaktivierung von Rac und

CDC(C42

YopE (Yersinia spp.) GAP fiir Rho GTPasen Deaktivierung von Rho, Rac,
CDC(C42

YopO (Yersinia spp.) GDI fiir Rho GTPasen Deaktivierung von Rho und
Rac

Toxine die aktive Rho GTPasen mimikrieren

IpgB2 (Shigella) Mimikry von aktivem RhoA |-

IpgB1 (Shigella) Mimikry von aktivem Rac -

MAP (Escherichia coli) Mimikry von aktivem CDC4?2 | -

Tabelle 3: Rho spezifische bakterielle Toxine (nach (12,15,218))

1.6 Zielsetzungen dieser Arbeit

Immunevasion durch Typ III Effektortranslokation gilt als primdre Strategie von Y.
enterocolitca zur Etablierung ciner systemischen Infektion. Eine Vielzahl von in vitro
Untersuchungen konnte die Hemmung proinflammatorischer Genexpression, Zerrstorung des
Zytoskeletts und Apoptoseinduktion durch einzelne Effektoren zeigen (74,255). Neue
Genexpressionsanalysen infizierter Epithelzellen lieBen jedoch vermuten, dass auch die
Aktivierung antiinflammatorischer Genexpression ein Teil der Pathogenititsstrategie von Y.
enterocolitica darstellen konnte (48). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die
Rolle der Effektor induzierten Expression von GILZ untersucht, einem Mediator

antiinflammtorischer und immunsuppressiver Signale (27,29,37).

Weiterhin  erwies es sich Dbisher als schwierig, die in Vvitro beobachteten
Pathogenitdtsmechanismen bestimmter Effektoren mit dem im Mausmodell beobachteten
Beitrag zur Virulenz zu korrelieren. Aus diesem Grund sollte ein Reportersystem etabliert
werden, durch das Effektortranslokation in Wirtszellen in vivo nachgewiesen werden kann,
um durch die Identifizierung der Zielpopulationen der Effektortranslokation eine bessere

Grundlage fiir zukiinftige Untersuchungen von Virulenzmechanismen in vivo zu schaffen.
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1.6.1 Aufklarung des Mechanismus der GILZ Induktion durch Y.
enterocolitica und Klarung des Beitrags von GILZ zur
Immunevasion

Die in den Genexpressionsanalysen (24) beobachtete GILZ mRNA Expression nach Infektion
von HeLa Zellen mit pYV" lieB sich mit Northern Blot und Real-time PCR Experimenten
bestdtigen. Die maximale Indukton der mRNA Expression (ca. dreifach) wurde nach zwei
Stunden beobachtet. Dagegen konnte nach Infektion mit pYV™ oder der yopT defizienten
Mutante (312) keine GILZ Induktion festgestellt werden (104).

Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass pYV kodierte Virulenzfaktoren durch die
Induktion von GILZ Expression proinflammatorische Genexpression hemmen konnten. Dies
wire ein bisher unbekannter Immunevasionsmechanismus bei Yersinia Infektionen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten die fir die GILZ Induktion verantwortlichen
Pathogenenititsfaktoren von Y. enterocolitica gefunden und dariiber hinaus die dadurch
ausgelosten Ereignisse in den infizierten Wirtszellen untersucht werden. Da die GILZ
Induktion durch Y. enterocolitica auf den Angriff von Rho GTPasen zuriickgefiihrt werden
konnte, wurde die GILZ Induktion durch Hemmung von Rho GTPasen genauer untersucht.
Einen weiteren Schwerpunkt sollte die Untersuchung der Wirkung der Y. enterocolitca

induzierten GILZ Induktion auf die NF«xB vermittelte Genexpression bilden.

1.6.2 Etablierung eines Bla Reportersystems fiir Y. enterocolitica

In einer kiirzlich verdffentlichten Studie (181) wurden YopE- bzw. YopM- B-Laktamase (Bla)
Fusionsproteine auf einem Plasmid in einem Y. pestis Stamm exprimiert. Dies ermdglichte in
vitro und in vivo die Detektion von Bla Aktivitét in infizierten Zellen. Die Fusionsproteine aus
Bla und einem Effektor waren ein geeignetes Substrat fiir Typ III Sekretion und diese stellte
ein notwendiges Mittel fiir den Nachweis der Bla Aktivitdt in den Zellen dar. Daher konnte
mit dieser Methode der Nachweis von Bla Aktivitdt als Indikator fiir Yop Translokation in
Wirtszellen verwendet werden. Die Infektion von Méusen mit einem solchen Reporterstamm
zeigte, dass Yop Injektion vor allem in Granulozyten und dendritische Zellen stattfand,
wiahrend wenig Yop Injektion in T-Zellen und sehr wenig Yop Injektion in B-Zellen

beobachtet wurde.
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Analog wurde gezeigt (108), dass durch Fusionen von Bla mit SPI-1 und SPI-2 Effektoren die
Translokation von Salmonella typhimurium Effektoren demonstriert werden kann. Es zeigte
sich weiterhin, dass bei Mausinfektion vor allem Granulozyten von SPI-2

Effektortranslokation betroffen waren.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Bla Reporter System entwickelt werden, um auch
die Effektor Translokation durch Y. enterocolitica im Mausinfektionsmodell untersuchen zu
konnen und den zu erwartenden Zell-Tropismus charakterisieren zu konnen. Im Rahmen der
in vitro Etablierung des Systems sollte zudem die Bedeutung der Integrin Expression durch
die Wirtszellen und der YadA Expression durch die infizierenden Bakterien untersucht
werden. Die hier pridsentierten Ergebnisse bauen auf in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Vorarbeiten auf (165,167) und wurden in Zusammenarbeit mit Annegret Klein-Giinther (164)

durchgefiihrt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Gerit Bezeichnung Hersteller
Bakterien-Brutschrank Heraeus B20, B6420 Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg
Durchflusszytometer CyAn ADP DakoCytomation, Hamburg
Eismaschine AF 20 Scotsman
Elektroporations Gerit Gene Pulser 11 Bio-Rad, Miinchen

Elektroporations Zusatzgerit

Pulse Controller Plus

Bio-Rad, Miinchen

ELISA Messgerit Sunrise Tecan, Crailsheim
ELISA Waschgerit Columbus plus Tecan, Crailsheim
Feinwaage L 2200 S Sartorius, Gottingen
Foto-Entwicklungsmaschine  |Curix 60 Agfa, Koln
Geldokumentation BioDoc Analyse Biometra, Gottingen
Handdispensierer Multipette plus Eppendorf, Hamburg
Heizschiittler fiir Mikrogefdle |[Thermomixer comfort |Eppendorf, Hamburg
Magnetheizrithrer RCT basic IKA Werk, Staufen

Maiusekifig (IVC)

Sealsafe 1284 L

Techniplast, Hohenpei3enberg

Maiusekéfig Station Sealsafe Rack Techniplast, Hohenpei3enberg
Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena
Mikroskop TelaVal 31 Carl Zeiss, Jena

Mikroskop Digitalkamera

Axiocam Color

Carl Zeiss, Jena

Mikroskop Filtersitze fiir CCF4

AHF Analysentechnik, Tiibingen

Mikrowellenherd

Micromat

AEG, Frankfurt a. M.

Mini-Tisch-Zentrifuge

MiniSpin plus

Eppendorf, Hamburg

Neubauer-Zahlkammer

Assistent Neubauer

Karl Hecht, Sondheim

impoved
PCR-Thermocycler T3 Biometra, Gottingen
pH-Meter pH 535 WTW, Weilheim i. OB
Photometer Ultrospec 3000 pro Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Photometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg

Pipetten (101, 100 pl, 1000 pl)

Reference, Research

Eppendorf, Hamburg
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Pipettierhilfe Easypet Eppendorf, Hamburg

Pufferbad fiir Agarosegele Mini-Sub Cell GT Bio-Rad, Miinchen

Rollinkubator Assistant RM 5 Karl Hecht, Sondheim

Rotoren f. Sorvall-Zentrifuge |SM 24, SS 34, SL1500 [Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Schiittelinkubator HT Infors, Bottmingen

Schiittler (Wippe) WT 16 Biometra, Gottingen

SDS-PAGE-Kammern

Mini Protean 11

Bio-Rad, Miinchen

Semi-Dry Transfer-Apparatur

Trans-Blot SD

Bio-Rad, Miinchen

Spannungsquellen fiir
Elektrophorese

Power Pac 200, 300

Bio-Rad, Miinchen

Sterilbank

BDK-S 1200, 1500

BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl

Tisch-Zentrifuge m. Kiihlung [5417-R Eppendorf, Hamburg

UV Transluminator FLX-20 M Biometra, Gottingen

Vakuumpumpe CVC 2000 Vacuubrand, Wertheim

Wasserbad WB 10 Memmert, Schwabach

Wirbelmischer Reax top Heidolph Instruments, Schwabach

Zellkultur-Brutschrank Heraeus BBD 6220 Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
S-R

Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos [Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifugengefifle Sorvall

OR 250 ml, FL 25 ml,
50 ml

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Gerate

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Autoradiographie-Filme (Kodak X-OMAT)

Kodak-Industrie, Cedex, Frankreich

Einmal Impfosen (1ul)

Sarstedt, Niimbrecht

Einmalkuvetten

Sarstedt, Niimbrecht

Elektroporationskiivetten

Bio-Rad, Miinchen

Handschuhe (Latex) Derma Clean, Ansell
Handschuhe (Nitril) Kimberly Clark, Roswell, USA
Glaskolben und Flaschen Schott Duran, Mainz

Kaniilen (27G x %) Braun, Melsungen

Kunststoffflaschen, steril

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Membranen fiir Blots (PVDF)

Millipore,

Eschborn

Mikrotiter-Platten (96-Napf V oder F)

Greiner, Niirtingen
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Mikrotiter-Platten (96-Napf weil3, OptiPlate)

PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

Mikrotiter-Platten (96-Napf Maxisorp)

Nunc, Langenselbold

Nylon-Zellsiebe 40pm

BD Biosciences, Heidelberg

Parafilm , M*

American National Can, USA

Pasteurpipetten

WU, Mainz

PCR-GefaB-Streifen, 200l

Biozym, Hess. Oldenburg

pH Indikatorpapier (pH 1-14)

Merck, Darmstadt

Pipetten (5Sml, 10ml)

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Pipettenspitzen (10ul)

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen (100ul)

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen (1000ul)

Greiner, Niirtingen

Plastik-Petrischalen

Greiner, Niirtingen

Reaktionsgefale 1,5ml

Greiner, Niirtingen

ReaktionsgefidBe (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Rohrchen fiir Durchflusszytometer

BD Biosciences, Heidelberg

Rohrchen (Rundboden, 13ml)

Greiner, Niirtingen

Rohrchen (Spitzboden; 15ml, 50ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Skalpelle

Aesculap, Tuttlingen

Spitzen fiir Handdispensierer (Combitips)

Eppendorf, Hamburg

Spritzen (1ml, Sml)

Braun, Melsungen

Spritzenvorsatzfilter (0,22um, PVDF, @
13mm,)

Millipore, Eschborn

Whatman Papier

Munktell & Filtrak, Birenstein

Zellkulturflaschen (80, 175 cm?)

Nunc, Langenselbold

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-Napf)

Nunc, Langenselbold

Zellschaber

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

2.1.3 Chemikalien

2.1.3.1 Allgemein

Produkt

Hersteller

Anorganische Chemikalien

Na,COs E. Merck, Darmstadt
NaCl E. Merck, Darmstadt
NaHCO; E. Merck, Darmstadt
Na,HPO, E. Merck, Darmstadt
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NaH,PO, E. Merck, Darmstadt
NaOH E. Merck, Darmstadt
MgCl, E. Merck, Darmstadt
HC132% E. Merck, Darmstadt
H,O, E. Merck, Darmstadt

Organische Chemikalien

B—Mercaptoethanol

E. Merck, Darmstadt

Aceton p. A.

E. Merck, Darmstadt

Acrylamid / Bisacrylamid Mix (Rotiphorese Gel 30)

Roth, Karlsruhe

Agarose

Eurobio, Les Iles Ulies, F

Ammoniumpersulfat (APS)

E. Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dexamethason

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Desferrioxamin (Methylsulfonat Salz)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

m-Diaminopimelinsidure (DAP)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dithiotreitol (DTT) Applichem, Darmstadt
DMSO Roth, Karlsruhe
Ethanol E. Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N-N,N’-
Tetraacetat (EGTA, Tetranatriumsalz)

Serva, Heidelberg

Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA, Tetranatriumsalz)

E. Merck, Darmstadt

Glukose

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glyzerin E. Merck, Darmstadt
Glyzin Roth, Karlsruhe

Methanol E. Merck, Darmstadt
NH4Cl E. Merck, Darmstadt

p-Nitrophenyl-Phosphat (Dinatriumsalz, PNPP)

ICN, USA

Probenecid (p-(Dipropylsulfamoyl)benzoat)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Propidiumiodid

E. Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS) ultra pure

Roth, Karlsruhe

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethyldiamin)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

TMRE Reagenz

Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Trichloressigsdure (TCA)

E. Merck, Darmstadt

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Triton-X

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tween 20

E. Merck, Darmstadt

Inhibitoren

Cytochalasin D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Latrunculin B (aus Latrunculia magnifica)

E. Merck, Darmstadt

Lovastatin

E. Merck, Darmstadt

NSC23766 (Racl)

E. Merck, Darmstadt

Y-27632 (ROCKI)

E. Merck, Darmstadt
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Sonstige Chemikalien

Bacto-Agar Difco, MI, USA

Bradford Reagenz (Bio-Rad Protein Assay) Bio-Rad, Miinchen
Entwickler A, B Agfa, Koln
Desoxyribonukleotide (ANTPs) fiir PCR Roche Diagnostics, Mannheim
ExGen 500 (DNA Transfektionsreagenz) Fermentas, St. Leon-Rot
Fotales Kélberserum Sigma-Aldrich, Taufkirchen
HiPerFect (RNA Transfektionsreagenz) Qiagen, Hilden

Losungen fiir BD Durchflusszytometer (FACS-Flow, BD Biosciences, Heidelberg
-Rinse, -Clean)

Hefeextrakt ICN, CA, USA

Hirn-Herz Bouillon (BHI) Difco, MI, USA
Magermilchpulver J. M. Gabler Saliter, Obergiinzburg
Orange G Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ponceau S Losung Serva, Heidelberg
Proteasen-Inhibitor Tabletten Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rapid Fixer Agfa, Koln

Sojamilch Alpro, Diisseldorf
StreptABComplex/AP DakoCytomation, Hamburg
Trypanblau (Vitalfirbelosung) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypton ICN, CA, USA
Westernblot-Detektionssystem (ECL) Amersham Pharmacia, Freiburg

Westernblot-Detektionssystem (FemtoGlow HRP p.j.k., Kleinbittersfeld
substrate plus)

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien. Alle weiteren Chemikalien wurden von
E. Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.3.2 Komplette Reagenziensiitze

Produkt Hersteller
CCF4-AM Loading Kit Invitrogen, Karlsruhe
Luciferase Reporter Gene Assay, high Roche Diagnostics, Mannheim
sensitivity
Nucleobond PC500 / PC500 EF Machery-Nagel, Diiren
Nucleospin Plasmid Machery-Nagel, Diiren
Nucleospin Extract 11 Machery-Nagel, Diiren
TOPO TA / Blunt II Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Reagenziensets. Alle Reagenziensatze wurden

entsprechend der Herstellerprotokolle verwendet.
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2.1.3.3 Fertige Zellkultur-Formulierungen

Produkt

Hersteller

DMEM high Glucose

Gibco BRL, Eggenstein

EDTA (Versen) 1% (w/v)

Biochrom, Berlin

Instamed PBS Dulbecco ohne Ca®" und Mg

Biochrom, Berlin

L-Glutamin (200 mM)

Gibco BRL, Eggenstein

OptiMEM Gibco BRL, Eggenstein
PBS Dulbecco Gibco BRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin (100pg/ml) Biochrom, Berlin
RPMI 1640 Biochrom, Berlin

Trypsin-EDTA Losung

Gibco BRL, Eggenstein

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Zellkulturmedien und Zusétze

2.1.3.4 Antibiotika
Produkt Hersteller Stammlosung

Ampicillin ICN, CA, USA 100 mg/ml in a. dest.
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Taufkirchen |50 mg/ml in Ethanol
Gentamycin ICN, CA, USA 10 mg/ml in Wasser
Kanamycin ICN, CA, USA 50 mg/m] in Wasser
Nalidixin Sigma-Aldrich, Taufkirchen |10 mg/ml in Wasser
Natrium m-Arsenit  [Sigma-Aldrich, Taufkirchen |400 uM in Wasser
Spectinomycin ICN, CA, USA 50 mg/ml in Wasser

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika. Alle Antibiotika-Stammldsungen sind bei
-20°C stabil und werden dem Medium 1:1000 zugesetzt.

2.1.4 Nukleinsiauren

2.1.4.1 Oligonukleotide
Name | Sequenz 5°— 3’ | Verwendung
Primer
BamHI bla fwd |GGA TCC ATG AGT ATT CAA CAT TTC |bla Amplifikation fiir das
CG Reportersystem
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Sall bla rev

GTC GAC AACTTG GTC TGA CAGTTA

bla Amplifikation fiir das

ATT CAG AAG CAT CTG GAC CAG ACA
CAC

CC Reportersystem
BamHIyopO 5° |GGA TCC ATG AAA ATC ATG GGA ACT |yopO Amplifikation fiir
fwd ATG TCA CC Monosekretionsmutante
yopO 5’ rev GTG TCT GGT CCA GAT GCT TCT GAA | yopO Amplifikation fiir
TCC TCT GCA GTG AAG GTT CGA CG Monosekretionsmutante
Sall yopO 3’ fwd |GTC GAC TCA CAT CCA TTC CCG yopO Amplifikation fiir
Monosekretionsmutante
yopO 3’ rev ATC GTC GAA CCT TCA CTG CAG AGG |yopO Amplifikation fiir

Monosekretionsmutante

HindIII sycO fwd

AAG CTT GAC TGT GCG CCG ACA CG

sycO - PyopO/sycO
Amplifikation fiir YopO
Monosekretionsmutante

BamHI sycO rev

GGA TCC GCT TTA CTC ATC CCC ATT
TAA TAA

sycO - PyopO/sycO
Amplifikation fiir YopO
Monosekretionsmutante

siRNA (Sequenz des codogenen Strangs)

AllStars negative

UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdTdT

Kontroll-siRNA

control siRNA
siGILZ CAC CCU GUU GAA GAC CCU G dTdT GILZ Unterdriickung
Tabelle 11: In dieser Arbeit vewendete Primer DNA Olignukleotide und siRNA

Oligonukleotide

Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen sind hervorgehoben. Primer wurden von

Thermo Fisher Scientific, Ulm nach den angegebenen Sequenzen gefertigt. siRNA

Oligonukleotide wurden von Qiagen, Hilden der angegebenen Sequenz synthetisiert (siGILZ)

oder vorgefertigt (AllStars negative control siRNA) erworben.

2.14.2 Plasmide
Bezeichnung Herkunft Eigenschaften
PACYC und Derivate

pACYC184 INEB, Frankfurt 4,2 kb, geringe Kopienzahl, Klonierungsvektor f.
Enterobakterien, Cm"® , TR

pBMES53-Bla Diese Arbeit  |Aus pBMES53-G1 mit BamHI - bla — Sall aus pCR-
bla

pBMES53-Cre (279) Aus pPBMES53-G1 mit BamHI - nls - cre - Sall aus
pBKEF-nlscre

pBMES3-G1 (15) pACYC184 Derivat mit Xbal - HindIII - sycE -

PyopE/sycE - yopE53 - BamHI - gfp - Sall
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PBME53-Ova

Diese Arbeit

Plasmid fiir YopES53-Ova247-355 Monosekretion,
aus pBMES53-Bla durch BamHI - ova247-355 -
Sall aus pYopE1_1380V3247_355

pBMES3-YopH B. Manncke Plasmid fiir YopE53-YopH Monosekretion

pBMES3-YopT B. Manncke Plasmid fiir YopE53-YopT Monosekretion,

pBM-YopE B. Manncke Plasmid fiir YopE Monosekretion,

pBM-YopO Diese Arbeit, B. [Plasmid fiir YopO Monosekretion, aus pACYC184

Manncke durch HindIII - sycO - PyopO/sycO - BamHI

gefolgt von BamHI - yopOABamHI - Sall
amplifiziert aus pYV WA-314

PYOpEi.1330vasa7.3ss (472) pACYC184 Derivat mit HindIII - sycE -
PyopE/sycE — yopE138 - BamHI — ovagaz-3s5 - Sall

pIV2 und Derivate

plV2 (429) 3,5 kb, Derivat von p29807, geringe Kopienzahl,
Klonierungsvektor f. Enterobakterien, Kan®

pIV2-SycE-YopES53-Cre |(277) Cre Reporterplasmid, pIV2 Derivat mit Xbal -
HindIII - sycE - PyopE/sycE - yopE53 - BamHI -
nls - cre — Sall aus pPBMES53-Cre

pMK4 J. Mota, M. Metabolisch stabilisiertes Cre Reporterplamid, aus

Kuhn pIV2-SycE-YopE53-Cre mit Apal - asd - Xhol

Amplifikat aus dem E40 Chromosom

pMK-Bla Diese Arbeit  |Bla Reporterplasmid, aus pMK4 mit HindIII - sycE
- PyopE/sycE - yopES53 - BamHI - bla - Sall

pMK-Ova Diese Arbeit  [Kontrollplasmid fiir das Reportersystem, aus pMK-

Bla durch HindIII - sycE - PyopE/sycE - yopES53 -

BamHI — oval47-355 - Sall aus pBME53-Ova

Plasmide fiir eukaryotische Expression

pBKEF-nlscre GBF, Eukaryotischer Expressionsvektor mit cre-Insert,
Braunschweig  [Kan®, Neo®

pcDNA3 [nvitrogen, 5,4 kb, Eukaryotischer Expressionsvektor, Amp®,
Karlsruhe Neo®

pcDNA3-Bla Diese Arbeit Vektor fiir eukaryotische Bla Expression aus

pcDNA3 mit BamHI - bla — Xhol aus pCR-bla

pCMV-B-Gal Clontech, Palo |Vektor fiir konstitutive Expression von [3-
Alto, CA, USA |Galaktosisdase in eukaryotischen Zellen

pHM6 Roche 5,5 kb, Eukaryotischer Expressionsvektor, Amp~,
Diagnostics, Neo®
Mannheim

pHM6-GILZ B. Manncke Vektor zur GILZ Uberexpression

pHM6-YopT B. Manncke Vektor zur YopT Uberexpression

pHM6-YopTC139A B. Manncke Vektor zur YopTC139A Uberexpression

pNFkB-Luc Stratagene, La |Luziferase-Reporterplasmid fiir NFkB Aktivitét
Jolla, CA, USA
Weitere Plasmide
pCR2.1 Invitrogen, TA Klonierungvektor fiir PCR Produkte
Karlsruhe
pCR-bla Diese Arbeit  [pCR Blunt II mit BamHI - bla - Sall Amplifikat aus
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pCR2.1 (in Ableserichtung der lacZa Sequenz)
pCR Blunt II [nvitrogen, Klonierungvektor fiir PCR Produkte ohne
Karlsruhe Uberhang
pIM279 B. Manncke pBCI18R Py, yopT, sycT
(244,501)
pISO1 B. Manncke pBCI18R Py, yOpTCI139A, sycT
(423,502)
pLIM 4029 (314) E40 pYV Plasmid mit yadA Deletion
pMSL41 (478) E40 pYV Plasmid mit funktionslosem yscNA169-
177

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

2.1.5 Proteine

2.1.5.1 Antikorper

Antikorper (Konjugat)

Spezies (Typ)

Quelle

anti Aktin (unmarkiert)

Maus (polyklonal)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

anti CD29 (APC)

Arm. Hamster (IgG)

Biolegend, San Diego, CA, USA

anti GST-GILZ (unmarkiert)

Kaninchen (polyklonal)

AG Authenrieth

anti GST-YopD (unmarkiert)

Kaninchen (polyklonal)

G. Cornelis, Basel

anti GST-YopE (unmarkiert) Kaninchen (polyklonal) |AG Authenrieth
anti GST-YopH (unmarkiert) Kaninchen (polyklonal) |AG Authenrieth
anti GST-YopP (unmarkiert) Kaninchen (polyklonal) |AG Authenrieth

anti GST-YopT (unmarkiert)

Kaninchen (polyklonal)

K. Ruckdeschel, Miinchen

anti humanes IL-8 (unmarkiert) |[Maus (IgG2b) BD Biosciences, Heidelberg
anti humanes IL-8 (Biotin) Maus (IgG2b) BD Biosciences, Heidelberg
anti Kaninchen IgG (HRP) Schwein DakoCytomation, Glostrup, DK

anti Kaninchen IgG (unmarkiert)

Ziege (polyklonal)

Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, USA

Anti Maus IgG

Kaninchen

DakoCytomation, Glostrup, DK

anti Ziege IgG (HRP)

Esel (polyklonal)

Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, USA

Tabelle 13: In dieser Arbeit fir

verwendete Antikdrper

Immunoblot, ELISA und durchflusszytometrische Analysen
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2.1.5.2 DNA modifizierende Enzyme

Enzym Hersteller
BamHI Fermentas, St. Leon-Rot
HindIII Fermentas, St. Leon-Rot
Sall Fermentas, St. Leon-Rot
Xbal Fermentas, St. Leon-Rot
Xhol Fermentas, St. Leon-Rot
T4 Ligase Fermentas, St. Leon-Rot
Tag DNA Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot
High Fidelity PCR Enzyme Mix Fermentas, St. Leon-Rot

Pfu DNA Polymerase

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Tabelle 14: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen und DNA-Polymerasen.

Alle Enzyme wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer verwendet.

2.1.5.3 Rho inaktivierende Toxine

Toxin

Quelle

C2IN-C3lim Fusionstoxin

H. Barth, Ulm

C. botulinum C21I1a

H. Barth, Ulm

C. difficile TcdB 10463

1. Just, Hannover

Tabelle 15: In dieser Arbeit verwendete clostridiale Rho inaktivierende Toxine.

2.1.5.4 Sonstige Proteine

Protein

Quelle

BSA

Biomol, Hamburg

[L-8 (human, recombinant)

BD Biosciences, Heidelberg

PAGERuler Unstained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Tabelle 16: Sonstige in dieser Arbeit verwendete Proteine
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2.1.6 Bakterienstaimme

2.1.6.1 E. coli Stimme

Stamm

Beschreibung

Quelle

E. coli DH5a

endA1 hsdR17(r y.my+) supE44 thi-1
recAl gyrA relA1A (lacZY A-
argFU169) (®80lacZAM15)

(224)

E. coli One Shot TOP10

Chemisch kompetenter
Klonierungsstamm

Invitrogen, Karlsruhe

E. coli plnv 1914 E. coli HB101 Stamm der IPTG (389)
induzierbar Y. enterocolitica Invasin
exprimiert

E. coli HB101 SUpE44, A(mcrC-mrr), recAl3, ara- |[(108)

14, proA2, lacY1, galK2, rpsL20, xyl-
5, mtl-1, leuBé6, thi-1

Tabelle 17: In dieser Arbeit fir Klonierungen und Infektionsversuche verwendete E. coli

Stamme

2.1.6.2 Y. enterocolitica Stimme

Stamm Beschreibung Quelle
Patientenisolate
Y. enterocolitica O:8 WA- | Y. enterocolitica Serotyp O:8, (230,231)
314 (pYV)) Patientenisolat (C. Pai, Montreal) mit
chromosomal integrierter
Nalidixinsdure-Resistenzkassette
WA-314, Nal®
Y. enterocolitica O:9 E40 Y. enterocolitica Serotyp O:9 (425)
(E40) Patienteisolat E40 biochemisch
identisch mit Isolat W22703, Nal®,
Ars®
WA-314 Stimme mit Yop Deletion
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pYV", yopE deletiert durch B. Manncke
314 AyopE::Kan (AE) Kanamycin-Kassette, Nal®, Kan®
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pYV", yopH deletiert durch B. Manncke
314 AyopH::Kan (AH) Kanamycin-Kassette, Nal®, Kan"
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pYV", yopM deletiert durch B. Manncke
314 AyopM::Kan (AM) Kanamycin-Kassette, Nal®, Kan"
Y. enterocolitica O:8 WA- | pY V", yopP deletiert durch (373)
314 AyopP::Cm, (AP) Chlgramphenicol—Kassette, Nal®,
Cm
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pYV", yopT deletiert durch (499)

314 AyopT::Cm (AT)

Chloramphenicol-Kassette, Nal®,
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| Cm"

WA-314 Monosekretionsstimme

Y. enterocolitica O:8 WA-  [pTTSS mit YopE53-Ovays7.355 Diese Arbeit
314 pYV pTTSS pBMES3- | Monosekretion
Ovang7.3ss (pTTSS-ova)
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pTTSS mit YopE53-YopT B. Manncke
314 pYV pTTSS pBMES3- | Monosekretion
YopT (pTTSS-yopT)
Y. enterocolitica O:8 WA-  |pTTSS mit YopE Monosekretion B. Manncke
314 pYV pTTSS pBM-
YopE (pTTSS-yopE)
Y. enterocolitica O:8 WA- | pTTSS mit YopE53-YopH B. Manncke
314 pYV pTTSS pBMES3- | Monosekretion
YopH (pTTSS-yopH)
Y. enterocolitica O:8 WA- | pTTSS mit YopO Monosekretion Diese Arbeit
314 pYV pTTSS pBM-
YopO (pTTSS-yopO)
Weitere WA-314 Stimme

Y. enterocolitica O:8 WA- | AT Stamm in trans mit yopT und B. Manncke
314 AyopT::Cm pIM279 (AT | sycT komplementiert (Expression
pyopT) IPTG abhingig)
Y. enterocolitica O:8 WA- | AT Stamm in trans mit B. Manncke
314 AyopT::Cm pISO1 (AT |proteasedefizientem yopTci39a und
pYopTcizon) sycT komplementiert (Expression

IPTG abhingig)
Y. enterocolitica O:8 WA- | pYV mit Plasmid pTTSS, kodierend |(444)
314 pTTSS (pTTSS) fiir das Ysc Typ III-Sekretionssystem

und YadA Nal®, Spec®
Y. enterocolitica O:8 WA- | Y. enterocolitica WA-314, Serotyp  [(230)

314 pYV (pYV)

0:8, ohne Virulenzplasmid, Nal®

E40 Stimme

Y. enterocolitica O:9 E40
Aasd (E40 Aasd)

E40 Stamm mit asd Gendeletion,

keine L-Aspartatdehydrogenase
Expression. Nal®, Ars®, DAP™™

M. Kuhn, J. Mota

Y. enterocolitica O:9 E40 E40 Aasd Stamm transformiert mit Diese Arbeit
Aasd pMK-Bla (E40-pBla) |dem Bla Reporterplasmid. Nal®,

ArsR, Kan®
Y. enterocolitica O:9 E40 E40 Aasd transformiert mit dem Diese Arbeit
Aasd pMK-Ova (E40-pOva) |Kontrollplasmid pMK-Ova. Nal®,

ArsR, Kan®
Y. enterocolitica O:9 E40 E40 pYV" dasd pMK-Bla Stamm Diese Arbeit
pLIM 4029 Aasd pMK- transformiert mit pLJM 4029 (yadA
Bla (AYadA-pBla) defizientes Virulenzplasmid) Nal®,

ArsR, Kan®
Y. enterocolitica O:9 E40 E40 pYV" dasd pMK-Ova Stamm Diese Arbeit
pLIM 4029 Aasd pMK- transformiert mit pLJM 4029 (yadA
Ova (AYadA-pOva) defizientes Virulenzplasmid) Nal®,

ArsR, Kan®
Y. enterocolitica O:9 E40 E40 pYV™ Aasd pMK-Bla Stamm Diese Arbeit

pMSL41 Aasd pMK-

transformiert mit pMSL41 (mutiertes
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Bla (AYscN-pBla)

Virulenzplasmid, vermittelt AYscN
Phinotyp). Nal®, Ars®, Kan®

Y. enterocolitica O:9 E40
pYV™ Aasd pMK-Bla (E40
pYV Aasd pBla)

E40 Aasd pMK-Bla Stamm ohne (268)
Virulenzplasmid. Nal¥, Kan®

Y. enterocolitica O:9 E40
pYV Aasd pMK-Ova (E40
pYV Aasd pOva)

E40 Aasd pMK-Ova Stamm ohne (268)
Virulenzplasmid. Nal®, Kan®

Tabelle 18: In dieser Arbeit verwendete Y. enterocolitica O:8 WA-314 und O:9 E40 Stamme

2.1.7 Zellinien

HeLa Zellen wurden von der American Type Culture Collection (MD, USA) bezogen. GD25

und GD25 B;s Fibroblastem wurden uns freunlicherweise von R. Fissler zur Verfiigung

gestellt.

2.1.8 Tiere

C57BL/6 Mause frei von spezifischen Pathogenen im Alter von 6-8 Wochen wurden von

Harlan Winkelmann (Borchen) bezogen. Die Tierexperimente wurden mit Genehmigung des

Regierungsprisidiums Tiibingen durchgefiihrt.

2.1.9 Software

Programm

Hersteller

Adobe Acrobat 7.0 Professional

Adobe Systems, San Jose, CA, USA

Adobe Photoshop 6 Adobe Systems, San Jose, CA, USA
Axiovision 4.4 Carl Zeiss, Jena

Cellquest Pro Becton Dickinson, Heidelberg

Microsoft Office 2000 Microsoft, Redmont, WA, USA

Prism 4 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Reference Manager Professional Editon 11 Thomson Reuters, New York, NY, USA

Summit 4.3

DakoCytomation, Hamburg

VectorNTI

Informax/Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 19: Wahrend dieser Arbeit verwendete Software
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2.1.10 Losungen und Puffer

2.1.10.1 Puffer und Losungen fiir die Nukleinsiureanalytik

Fiinffach Laufpuffer fiir Agarosegele (TBE-Puffer)

54¢g Tris-Base

27,5¢ Borsdure

20ml 0.5 M EDTA

pH 8,3 eingestellt mit Essigsdure
ad 11 a. dest.

Orange-G-Farbmarker

43,5ml Glyzerin
200mg Orange G
ad 100ml a. dest.

FACS-Puffer
5% FKS
500ml PBS Dulbecco

2.1.10.2 Losungen und Puffer fiir die Proteinanalytik

Proteaseinhibitor Stammlésung

1 Tablette Complete Proteaseinhibitor
20ul IM DTT
ad 1ml a. bidest.

Lagerung bei -20°C

Gesiittigte TCA Losung
244% TCA
a. bidest.

Fiinfach Probenpuffer (Laemmli)

Iml 0.5M Tris pH 6.8
0,8ml Glyzerin

1,6ml 10% SDS

0,8g Dithiotreitol
0,05% (wW/v) Bromphenolblau
ad 8ml a. bidest.
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Elektrophoresepuffer

50mM Tris
384mM Glyzin
0,1% (w/v) SDS
10% (v/v) Methanol

Western-Blot Transferpuffer

48mM Tris

39mM Glyzin

0,038% (w/v)  SDS
Western-Blot Waschpuffer

0,9% NaCl

10mM Tris/HCI pH 7,4

0,5% (w/v) Tween 20

Puffer fiir den IL-8 ELISA

Beschichtungspuffer

0,1 M N8.2PO4 (pH 9,0)

a. bidest.

Waschpuffer

0,05% Tween20

ad 101 PBS (Biochrom)
Blockierungpuffer

10% FKS

ad 11 PBS (Biochrom)

Substratpuffer (pH 9,8)

0,05M NaHCO; (pH 8,1)
0,05M Na,COs (pH 11,3)
mischen bis der pH stimmt

ImM MgCl,
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2.1.10.3 Puffer fiir die Messung der Luziferaseaktivitit

Zweifach Galaktosidase Reaktionspuffer

0,5M Na,HPO,4
1M NaH2P04
IM MgCL,
750mM D-Galaktose
10% (w/v) Triton-X 100
ad 50ml Wasser

ONPG (Zugabe unmittelbar vor Gebrauch): Iml Stammldsung (4 mg/ml) fiir Sml Puffer
B-Mercaptoethanol (Zugabe unmittelbar vor Gebrauch): 18ul fiir 5Sml Puffer

2.1.10.4 Bakterienmedien

Bakterienmedien wurden aus der institutseigenen Ndhrbodenkiiche bezogen. Die Medien

wurden im Autoklaven 20 min. bei 121°C sterilisiert. Hitzelabile Komponenten wurden

sterilfiltriert nachtraglich dazu gegeben.

LB-Agar
15¢g Bacto Agar
ad 11 LB-Medium

LB-Medium (pH 7,5)

10g/1 Trypton
S5g/l Hefeextrakt
S5¢g/1 NaCl

ad 11 a. dest.

Hirn-Herz-Medium (BHI, pH 7,4)

37 g/l BHI-Pulver

ad 11 a. bidest.
GYT

10% (v/v) Glyzerin

0,125% (w/v)  Hefeextrakt
0,25% (wW/v) Trypton
ad 0,251 a. bidest.
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2.1.10.5 Puffer und Medien fiir die Zellkultur

Puffer fiir die Separation von Darmepithelzellen

Puffer A (fiir 1. Separationsdurchgang Dickdarm)

ImM DTT

ImM EDTA

1% FKS

ad 25ml PBS (Biochrom) ohne Kalzium und Magnesium

Puffer B (fiir 1. und 2. Separationsdurchgang Diinndarm und 2. Separationsdurchgang
Dickdarm)

ImM EDTA
1% FKS
ad 75ml PBS (Biochrom) ohne Kalzium und Magnesium

Medien fiir die Kultivierung von Zellen

HeLa Medium
500ml RPMI 1640
10% FKS
1% Glutamin
100pg/ml Penicillin/Streptomycin (in Medium mit Antibiotika)
GD25 Medium
500ml DMEM
10% FKS
1% Glutamin
100pg/ml Penicillin/Streptomycin (in Medium mit Antibiotika)

2.2 Methoden

2.2.1 Nukleinsiure Priparation

2.2.1.1 DNA Konzentrationsbestimmung

Die DNA Konzentration einer Losung wurde durch die Messung der Absorption bei 260nm
bestimmt. Fiir die Absorption sind dabei die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich

(290). Eine Extinktion von 1 entspricht einer Konzentration von 50ug/ml doppelstrangiger
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DNA. Der Quotient aus den Extinktionen bei 260nm und 280nm gibt Aufschluss iiber die
Reinheit der DNA Priparation und ist 1,8 fiir reine DNA. Bei 280nm absorbieren die
aromatischen Aminosédurereste der Proteine. Daher werden Absorptionsquotienten unter 1,8

durch Proteinverunreinigungen verursacht. Absorptionsquotienten iiber 1,8 werden durch

Riuckstinde von RNA erklart.

2.2.1.2 Isolierung von endotoxinfreier DNA

Um endotoxinfreie Plasmid-DNA fiir Transfektionen zu erhalten, wurde das Nucleobond PC
500 EF Kit von Macherey-Nagel verwendet. Es wurden 250 ml UN-Kultur zentrifugiert
(6.000-g, 15 min), die sedimentierten Zellen entsprechend der Anleitung des Herstellers
lysiert und die Plasmid-DNA in endotoxinfreien Behiltern prépariert. Hierbei wurde nach
dem Prinzip der alkalischen Lyse (86) mit anschlieBender Anionenaustausch-

Chromatographie verfahren.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aufzureinigen, wurden die Plasmidpriparationssets Nucleobond PC100
bzw. Nucleospin Plasmid (fiir kleine Priparationen) der Firma Macherey-Nagel verwendet.
Die Plasmid-DNA wird dabei nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (86) mit anschlieBender
Anionenaustauschchromatographie  isoliert. Es wurde nach den entsprechenden
Arbeitsanweisungen des jeweiligen Herstellers gearbeitet. Fiir die Préparation von pACYC184
und pIV2 Derivaten wurden die Protokolle fiir Plasmide mit geringer Kopienzahl verwendet.
Es wurde immer die maximale empfohlene Menge an Bakterienkultur eingesetzt. Die Elution

der DNA erfolgte stets mit a. bidest.

2.2.14 DNA Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Molekiile bewegen sich aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste in einer
Gelmatrix bei angelegter Spannung mit einer Geschwindigkeit, die dem Logarithmus ihres
Molekulargewichts entspricht. Deshalb kann das Molekulargewicht eines DNA-Fragmentes
aus der elektrophoretischen Mobilitdt im Vergleich zu der Mobilitdt von DNA-Fragmenten

bekannter Grofle bestimmt werden.
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Zur Herstellung der Gele wurde eine 1% (w/v) Agaroseldsung in 0,5% TBE aufgekocht, unter
Riihren abgekiihlt und in einen Schlitten mit Kamm gegossen. Das erstarrte Gel wurde in eine
mit in 0,5% TBE befiillte Elektrophoresewanne eingesetzt. Die DNA-Ldsungen wurden mit
1/5 Volumen Farbmarker gemischt in die Taschen des Gels pipettiert. Die angelegte
Feldstirke betrug 2,5V/cm®.

Zur Detektion der DNA Banden wurden die Gele ca. 10min. in einer 10pg/ml
Ethidiumbromidlésung in a. bidest. gefirbt und anschlieBend ca. 10min. in a. dest.
gewaschen. Fotografiert wurde die Fluoreszenz des in die DNA interkalierten

Ethidiumbromids bei Durchleuchtung mit 254nm UV-Licht.

Die DNA Agarose-Gelelektrophorese wurde analytisch und priparativ genutzt.

2.2.1.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Praparative Agarosegele wurden auf dem Transluminator bei 366nm betrachtet und die
benétigten Banden rasch mit einem Skalpell ausgeschnitten, um die Entstehung von Briichen

in der DNA zu minimieren.

Extrahiert wurde mit dem Nucleospin Extract II Set. Dabei wurde die DNA in einem Puffer
geldst, der durch eine hohe Salzkonzentration und einen niedrigen pH-Wert die Bindung der
DNA an die Silicamembran des Zentrifugenséulchens ermdglicht. Nach dem Waschen wurde

die DNA mit 50ul a. bidest. eluiert.

2.2.1.6 Polymersasekettenreaktion

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird ein definiertes, zwischen zwei an Strang und
Gegenstrang der Matrize (Template-DNA) hybridisierten Oligonukleotiden (Primer)
gelegenes DNA-Fragment exponentiell vervielfaltigt (316).

Die Reaktionsfolge besteht aus wiederholtem Schmelzen des DNA-Doppelstranges in
Einzelstringe (Denaturierung), Primer-Hybridisierung (Annealing) und zuletzt der DNA-
Polymerisierung (Elongation). Durch die Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase

kann dieser Zyklus mehrmals durchlaufen werden (378).

Die PCR Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert und gegebenenfalls

fiir die Weiterverwendung extrahiert. Die mit Thermus aquaticus (Taq) Polymerase, allein
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oder gemischt mit anderen Polymerasen, hergestellten PCR Produkte wiesen Desoxythymidin

Uberhiinge auf und konnten daher in Vektoren mit Desoxyadenosiniiberhénge ligiert werden.

2.2.1.7 TA Klonierung

Wurden PCR Produkte zur Herstellung rekombinanter Plasmide verwendet, erfolgte in den
meisten Fillen eine Subklonierung in den pCR2.1 TA Vektor, da sie in diesem einfach

sequenziert und weiterkloniert werden konnten

Die Ligation des PCR Produkts in den pCR2.1 TA Vektor und die anschlieBende
Transformation in E. coli One Shot TOP10 wurde nach Anleitung des Herstellers mit 1ul
PCR-Produkt durchgefiihrt. Nach der Transformation wurden die Bakterien 1h in 250ul SOC
Medium geschiittelt und 50ul bzw. 100ul davon auf LB Medium mit 25pug/ml Kanamycin
plattiert.

2.2.1.8 DNA Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsnukleasen konnen spezifische, oft palindromische Zielsequenzen erkennen und so

DNA planmiBig zerschneiden.

Bei den priparativen Verdauen in dieser Arbeit wurde max. 1ug DNA eingesetzt. Der Verdau
wurde im vom Hersteller empfohlenen Puffer mit der empfohlenen Enzymmenge in 50ul

Ansitzen iiber Nacht bei 37°C durchgefiihrt.

2.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden koénnen mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent
verkniipft werden. Fiir die Ligation zweier DNA-Fragmente wurden jeweils max. 200ng

Vektor und die 5-fache molare Menge an Insert eingesetzt.

Die Ligation erfolgte im vom Hersteller empfohlenen Puffer mit der empfohlenen

Enzymmenge in 50ul Ansétzen iiber Nacht bei 16°C.

2.2.2 Proteinanalytik
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2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate wurden durch Frier-Tau Lyse der nach dem Versuch geernteten Zellen gewonnen.
Nach Ende des Versuchszeitraums wurden die Zellen (in der 85cm” Flasche) mit 10 ml PBS
gewaschen und mit 2ml Trypsin abgelost. Der Trypsinverdau wurde mit 10ml 2% FKS (in
PBS) gestoppt. Die Zellsuspension wurde in einem 15ml Zentrifugenréhrcehn Smin bei 400 -
g zentrifugiert. Das in Iml PBS resuspendierte Pellet wurde in 1,5 ml Eppendorf-Gefilie
tiberfiihrt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Pellet in 150pl PBS mit 12pl
Proteaseinhibitor-Stammlosung aufgenommen. Fiir die Frier-Tau Lyse wurde die
Zellsuspension je drei Mal in fliissigem Stickstoff eingefroren und danach bei 37°C im
Heizblock wieder aufgetaut und griindlich gemischt. Nach dem dritten Auftauen wurde die
Zellfragmente durch Smin Zentrifugation bei 12.000rpm (4°C) sedimentiert. Der so erhaltene
Uberstand wurde wie nachfolgend beschrieben fiir die Analyse der GILZ Proteinexpression

verwendet.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Die Bradford-Methode (109) ist eine schnelle und sensitive Methode zur Bestimmung der
Konzentration von Proteinlésungen. Sie beruht auf der pH-Abhingigkeit des
Absorptionsmaximums (Amax) des Triphenylmethyl-Farbstoffs Coomassie brilliant blue G-
250 sowie dessen Fihigkeit zur Bindung an einige Aminosdurereste (stark an Arginin,
schwicher an Histidin und aromatische Seitenketten) von Proteinen. In saurer Losung
befindet sich der Farbstoff hauptsidchlich in seiner doppelt protonierten kationischen Form mit
Amax = 470nm (rotbraun). Durch Proteinbindung wird die unprotonierte blaue Form (A =
595nm) stabilisiert (132). Daher ldsst sich die Proteinkonzentration einer Losung durch

Zugabe des Bradford-Reagenzes gefolgt von der Absorptionsmessung bei 595nm bestimmen.

Die Bestimmung wurde in 96-Napf Flachbodenplatten durchgefiihrt. Pro Napf wurden je
100pl Standard oder Probe vorgelegt und vor der Absorptionsmessung griindlich mit 100ul
40% Bradford-Reagenz (in a. bidest.) gemischt. Zur Kalibrierung des Tests wurde eine
Standardreihe (in Duplikaten) mit Rinderserum-Albumin in den Konzentration 80 / 40 / 20,

10/57/2,5/ 1,25/ 0 pg/ml hergestellt. Die Lysate wurden als 1:500 Verdiinnungen (in a.
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bidest.) als Probe eingesetzt. Zur Analyse der GILZ Expression wurden 100ug Protein

eingesetzt, bei der Analyse anderer Proteine wurden 50pg Protein verwendet.

2.2.2.3 Reduzierende diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die SDS-PAGE (282) lassen sich Proteine nach ihrer Masse auftrennen. Durch Erhitzen
in Laemmli-Puffer werden die Proteine durch Assoziation mit SDS denaturiert und mit einer
der Masse  proportionalen  negativen  Ladungsmenge  versehen, erginzende
Strukturdenaturierung wird durch die Reduktion von Disulfidbriicken durch Dithiothreitol

erreicht.

Nach dem Laden in die Taschen des Sammelgels werden zu Beginn der Elektorphorese die
aufgetragenen Proteine zu einer diinnen Bande fokussiert. Dies wird durch die weitmaschige
Struktur des Sammelgels sowie durch ein fast neutrales (pH 6,8) Milieu bei vergleichsweise
geringer lonenstirke erreicht. Dies fiihrt dazu, dass die Wanderungsgeschwindigkeit der
gelosten Molekiile nicht von deren Grofle, sondern zundchst von deren Ladung / Masse
Verhiltnis abhdngig ist. Dies hat eine schnelle Vorauswanderung der Chlorid-lonen des
Sammelgel-Puffers (Leition) zur Folge, gefolgt vom Bromphenolblau des Laemmli-Puffer
und den Proteinen. Am langsamsten wandert das Glyzin des Elektrophoresepuffers, da dieses
bei pH 6,8 hauptsichlich als Zwitterion ohne Nettoladung vorliegt (Folgeion). Fortgesetzt
wiirde dies zu einer kathodenseitigen Ladungstragerverarmung des Sammelgels und zu einem
erliegen des elektrischen Flusses fiihren (da alle geladenen Teilchen sich in der Nihe der
Anode befdanden). Tatsdchlich entsteht aber ein elektrischer Feldstirkegradient, der die
Wanderung der Chlorid Ionen bremst (niedrige Feldstirke) und die Glyzin Ionen beschleunigt
(hohe Feldstdrke) so dass alle Ionen nach Ladung / Masse Verhéltnis ,,gestapelt mit der
gleichen Geschwindigkeit wandern (Isotachyphorese). Da alle SDS assozierten Proteine die
selbe Ladung pro Masse besitzen, akkumulieren sie bei der gleichen Feldstarke und werden so
zu einer diinnen Bande fokussiert. Bei Erreichen des Trenngels mit alkalischem pH liegt das
Glycin bevorzugt als Anion vor und iiberholt die Proteinbande, der Feldstirkegradient wird
egalisiert. Durch die engere Vernetzung des Sammelgels werden die Proteine nun nach ihrer
Masse aufgetrennt, da ihre Wanderungsgeschwindigkeit hier umgekehrt proportional zum

natiirlichen Logarithmus ihrer Massen ist (133).

Fiir die Elektrophorese wurde das Bio-Rad Mini Protean II System verwendet (Trennstrecke

4cm) und Imm dicke Gele gegossen um ein Probenvolumen bis 30ul je Tasche zu
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ermOglichen. Es wurden 15% Trenngele eingesetzt, um eine gute Auftrennung im Bereich
von 10-60kDa zu erreichen. Die Polymerisation der Gellosungen (s.u.) wurden mit APS und
TEMED gestartet und die fertige Losung in die vertikale Gelkammer gegossen. Um eine
glatte Oberkante des Trenngels zu erhalten, wurden die Gele mit 70% Isopropanol
iiberschichtet. Nach dem Polymerisieren (nach ca. 20min) wurde das Isopropanol dekantiert,
die Sammelgellosung aufgetragen und die Kdmme eingesetzt. Nach dem Polymerisieren des

Sammelgels (ca. 20min) erfolgte der Probenauftrag.

Die Zelllysate wurden mit 5x- Laemmli-Puffer versetzt, Smin. bei 95°C erhitzt und in die
Taschen des Gels aufgetragen. Neben den Proteinproben wurde ein Molekulargewichts-
Standard (PAGE Ruler) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x SDS-Elektrophorese-
Puffer bei einer konstanten Stromstérke von 25mA pro Gel durchgefiihrt (fiir ca. 40min).

Stammlosung Trenngel (15%) [ml] Sammelgel (5%) [ml]
a. bidest. 2,3 1,4

30% AA/BA 5,0 0,33

1,5 M TRIS-HCI (pH 8.6) 2,5 -

0,5 M TRIS-HCI (pH 6.8) - 0,25

10% SDS 0,1 0,02

10% APS 0,1 0,02
TEMED 0,004 0,002

Tabelle 20: Zusammensetzung der 15% Trenngele und 5% Sammelgele

2.2.2.4 Western-Blot mit Immundetektion

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine konnen aufgrund der
negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch weiter auf eine Nitrocellulose- oder
PVDF-Membran iibertragen werden (Western Blot), wobei das SDS im Laufe des Transfers
abgetrennt wird. AnschlieBend konnen die Proteine auf der Membran durch Immunreaktionen

nachgewiesen werden (441).
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Membrantransfer

Der Blot wurde in einer ,,semi-dry“-Transfer-Apparatur durchgefiihrt. Aus zwei in WB-
Transferpuffer getrdnkten Whatman-Filterpapieren, der Membran, dem Proteingel und
wiederum zwei in Puffer getrdnkten Whatman-Filterpapieren wurde ein Blot-Sandwich
aufgebaut. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von etwa 70mA fiir 1h. Der
Erfolg wurde durch die reversible Farbung der Membran mit dem wasserldslichen Farbstoff
Ponceau S Rouge (379) tiberpriift und die Banden der Markerproteine mit Kugelschreiber

nachgezeichnet.

Immundetekion Yop Blots

Zur Detektion sekretierter Yops wurden ca. 15ug sekretiertes Protein auf ein 0,75mm dickes
12% Gel mit 10 Taschen aufgetragen. Die Membran wurde zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindung fiir 1h bei RT in WB-Waschpuffer mit 5% Magermilchpulver auf dem

Rotationsschiittler inkubiert um Antikorperbindung an die Membran zu vermeiden.

Danach wurden die Primirantikdrper zugegeben, bei denen es sich stets um polyklonale
Kaninchenantiseren handelte. Das affinititsgereinigtes Antiserum anti GST-YopE wurde 1 :
10.000 in WB-Waschpuffer verdiinnt, Antiseren gegen YopP/H/D wurden 1 : 5000, anti
YopT 1:2000 eingesetzt. Es folgte

= Inkubation fiir 1h oder tiber Nacht

= 3 x 5min. Waschen mit WB-Waschpuffer zur Entfernung von nicht oder unspezifisch

gebundenem Antikorper

= Inkubation mit Sekundérantikorper-Peroxidase-Konjugat (1:1000, Schwein anti

Kaninchen) in WB-Waschpuffer 1h bei RT

= 3 x S5min. Waschen mit WB-Waschpuffer zur Entfernung von nicht gebundenem

Sekundérantikorper

Die Substratinkubation mit dem ECL Westernblot Detektionssystem erfolgte nach der
Vorschrift des Herstellers. Die Meerrettichperoxidase oxidiert dabei das im Substrat
enthaltene Luminol zu einem endogenen Peroxid, das unter Abgabe von Lichtquanten in den

Grundzustand zurickfallt.
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Durch das Auflegen eines Rontgenfilmes (10s bis 15min.) wurde die von der Peroxidase
katalysierte Lichtreaktion nachgewiesen. Zwischen Membran und Rontgenfilm wurde eine

Klarsichtfolie gelegt, damit der Film nicht mit Substrat verschmutzt wurde.

Immundetektion GILZ Blot

Fiir den GILZ Nachweis in zytosolischen Zelllysaten wurden mindestens 80ug Protein auf ein
Imm dickes 15% Gel mit 10 Taschen aufgetragen. Die transferierten Protein wurden durch
kurzes Einlegen in Methanol und anschlieBendes Trocknen auf der Membran fixiert. Da die
verwendeten Antikorper mit dem zundchst zum Blocken eingesetzten Milchpulver reagierten,
wurde 1h mit 50% Sojamilch (in Waschpuffer) geblockt. Fiir eine effiziente Reduktion
unspezifischer Antikdperbindung wurden die Antikorperinkubationen in 25% Sojamilch

durchgefiihrt.

Der Primérantikorper anti GST-GILZ (polyklonales affinititsgereinigtes Kaninchenserum)
wurde 1:1000 eingesetzt, (Inkubation iiber Nacht). Nach dem Waschen (analog Yop Blot)
folgte:

= 3 x 5min. Waschen mit WB-Waschpuffer

= Inkubation mit unmarkiertem Ziege anti Kaninchen Sekundérantikorper (1 : 20.000) fiir

eine Stunde
= 3 x 5Smin. Waschen mit WB-Waschpuffer
= Inkubation mit Peroxidase konjugiertem Tertidrantikorper (1 : 20.000) fiir eine Stunde
= 3 x 5min. Waschen mit WB-Waschpuffer

= Substratinkubation analog Yop Blot, bei schwachem Signal mit FemtoGlow Substrat statt

ECL

2.2.2.5 IL-8 enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, bei dem {iblicherweise geloste

Antigene durch eine Farbreaktion quantifiziert werden.

Der IL-8 ELISA wurde als sandwich ELISA durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die
Népfe der Mikrotiterplatte mit einem Bindungsantikdrper gegen das nachzuweisende Antigen

beschichtet. Nach Inkubtion mit der Probe wird ein weiterer gegen das Antigen gerichteter
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Detektionsantikorper aufgetragen, der mit einem Enzym gekoppelt ist das eine

Farbnachweisreaktion katalysiert.

In einer 96-Napf Maxisorp Platte wurden je Napf 50ul anti IL-8 Bindungsantikorper
(Endkonzentration 3pg/ml in Beschichtungspuffer) aufgetragen und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Platte wurde danach wie vor jedem neuen Schritt vier Mal mit 300ul
Waschpuffer pro Napf gewaschen. Zur Absittigung der freien Bindestellen auf der
Plastikoberfliche mit FKS wurde fiir zwei Stunden mit 200ul Blockierungspuffer je Napf
inkubiert (RT). Nach einem weiteren Waschschritt wurden 100ul der Zellkulturiiberstinde in
die beschichteten Ndpfe gegeben. Als Standard diente serielle 1:1 verdiinntes rekombinantes
IL-8 in HeLa Medium (Endkonzentration 800pg/ml - 12,5 pg/ml und Opg/ml). Die Platte
wurde mit Proben und Standard iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurde
gewaschen und die Platte je Napf mit 100ul biotinyliertem Detektionsantikdrper
(Endkonzentration 0,5pg/ml) gegen humanes IL-8 in Blockierungspuffer fiir 1h inkubiert. In
der Zwischenzeit wurden je 4,5ul der Losungen A (Streptavidin) und B (biotinylierte
alkalische Phosphatase) des StreptABComplex/AP Reagenzes mit 491ul PBS vermischt und
nach 30min Inkubation mit PBS auf 25ml aufgefiillt. Hiervon wurden je 50ul pro Napf auf die
gewaschene Platte aufgetragen und fiir 1h bei 37°C inkubiert, um den biotinylierten
Detektionsantikorper mit dem Konjugat aus Streptavidin und biotinylierter alkalischer

Phosphatase zu versehen und so die Farbnachweisreaktion zu ermdglichen.

Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die ELISA-Platte mit 50ul Substratlosung
(1mg/ml p-Nitrophenylphosphat in Substratpuffer) pro Napf fiir ca. 20min bei 37°C inkubiert.
Das durch die enzymatische Dephosphorylierung entstandene gelbe p-Nitrophenol konnte
anschlieBend mit dem ELISA Messgerit bei 405nm und einer Referenzwellenldnge von
490nm gemessen werden. Anhand des Standards konnte die IL-8 Konzentration in den Proben

durch eine Kalibrationskurve bestimmt werden.

2.2.2.6  Trichloressigsiure-Fillung sekretierter Proteine

Der Uberstand aus der Induktion der Proteinsekretion wurde mit einer gesittigten
Trichloressigsdurelosung im Verhéltnis 1 : 10 versetzt. Nach 1h auf Eis wurde die Suspension
15min. bei 13.000rpm, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Das
Prazipitat wurde mit 1ml Aceton (-20°C) von der Wand des Rohrchens gekratzt und in ein
2ml Eppendorf-Gefdll iiberfiihrt. Nach 20min. Inkubation auf Eis wurde 10min. bei
13.000rpm, 4°C zentrifugiert. Die geféllten Proteine wurden noch zweimal auf diese Weise
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gewaschen, wobei die zweite Inkubation oft bei -20°C iiber Nacht stattfand. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Proteine in 30ul a. bidest. aufgenommen und mit 1M NaOH

neutralisiert.

2.2.3 Messung von Promotoraktivitit anhand von Luziferaseaktivitat

Die Messung von Luziferaseaktivitit ist eine hdufig verwendete Methode um in vitro und in
Vivo neue Promotoren zu finden, die Aktivitdt von Promotoren zu messen oder Genexpression
lokalisieren zu konnen (208). Die Luziferase von Photinus pyralis oxidiert D-Luziferin in
Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Mngr -Ionen zu Oxoluziferin, AMP, PP; und CO,,
wobei Licht emittiert wird, dessen Menge mit der Aktivitit der Luziferase korreliert. Daher
ermoglicht die Transfektion von Zelle mit einem Konstrukt bei dem sich das P. pyralis
Luziferase Gen unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promoters befindet eine
quantitative Untersuchung dessen Aktivitdit unter den gewdhlten experimentellen

Bedingungen.

2.2.3.1 Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

510 HeLa Zellen wurden im 24-Napf Format transient mit einem Luziferase
Reporterplasmid fiir die Aktivitit des NFkB Promoters (pNF-«kB-luc), dem Galaktosidase
Expressionsplasmid pCMV-B-Gal, sowie den angegebenen weiteren Expressionsplasmiden
transfiziert. Dabei wurde darauf geachtet, dass bei allen parallel durchgefiihrten
Versuchsansitzen die gleiche DNA Menge in die Transfektion eingesetzt wurde,
gegebenenfalls wurden Unterschiede durch Zugabe von pHM6 Leervektor ausgeglichen. Alle
Ansitze wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

Aus den fiir die Messung der Luziferaseaktivitit hergestellten Zelllysaten wurden auflerdem
die Galaktosisdaseaktivitit und die Proteinkonzentration (nach Bradford) bestimmt. Zur
Standardisierung wurde der Quotient aus der erhaltenen Luziferaseaktivitit durch die
Galaktoseaktivitdt und die Proteinkonzentration gebildet und auf den uninfizierten bzw. mit
Leervektor transformierten Ansatz normiert, so dass sich die angegebenen Werte als
Vielfaches der standardisierten Luziferaseaktivitit im Vergleich zum Uninfiziert /

Transfektionskontrolle verstehen.

57



2.2.3.2 Messung der Luziferaseaktivitit in Zelllysaten

Durch die Transfektion mit pNF-kB-luc kam es zu NF-kB abhédngiger Luziferaseexpression in
den Zellen. Zur Herstellung von Zelllysaten und der Bestimmung der Luziferaseaktivitit
wurde der Luciferase Reporter Gene Assay, high sensitivity von Roche Diagnostics
verwendet. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit 100ul Luziferase-
Lysispuffer lysiert. Die Lysate wurden in eine 96-Napf V-Platte iiberfiihrt und Smin. bei 400 -
g zentrifugiert um die Zelltriimmer zu pelletieren. In eine weile 96-Napf Platte (Optiplate)
wurden 25ul Lysat gegeben und unmittelbar vor der Messung mit 50 ul Luziferase Substrat
(in Substratpuffer) gemischt. Die Luziferaseaktivitit wurde als emittierte Lichtmenge

(Ereignisse in 10 Sekunden) mit einem Szintillationsmessgerdt bestimmt

2.2.3.3 Messung der B-Galaktosidaseaktivitiit

Zusammen mit dem Luziferase Reporterplasmid wurde die gleiche Menge pCMV-B-Gal
kotransfiziert, ein Plasmid das konstitutive B-Galaktosidase Expression in transfizierten
Zellen ermoglicht. B-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse der B-glycosidischen Bindung
von Galactopyranosiden. Eine quantitative Aktivititsbestimmung ist durch die Umsetzung des
farblosen Substrats ortho-nitro-phenyl-pB-D-Galaktopyranosid (ONPG) zu gelbem ortho-
Nitrophenol moglich. Daher wurde die Messung der konstitutiv —exprimierten
Galaktosidaseaktivitit dazu verwendet, um die Messung des Luziferaseaktivitit zu
standardisieren, so dass Schwankungen in der Zellzahl oder Transfektionseffizienz

beriicksichtigt werden konnten.

Zur Messung der B-Galaktosidaseaktivitdt wurden 50ul a. bidest. je Napf in einer 96-Napf
Platte vorgelegt, denen 5Sul Zelllysat (auBer dem Leerwert in Napf Al) und 50ul zweifach
Galaktosidase Reaktionspuffer hinzugefiigt wurden. Es wurde auf dem Plattenschiittler
gemischt und 30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden am ELISA Reader die ortho-

Nitrophenol Absorption bei 420nm bestimmt.
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2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Analyse von Einzelzellsuspensionen mit dem DurchfluBzytometer

Bei der durchflusszytometrischen Analyse wird die Zellsuspension durch eine Stahlkapillare
angesaugt, durch einen Mantel aus Pufferfliissigkeit weiter fokussiert und beschleunigt und in
der Messkiivette an einer oder mehreren Laser - Detektor Einheiten vorbeigefiihrt um die
parallele Messung von zahlreichen Streuungs- und Fluoreszenzparametern zu ermdglichen.
Nach der Signalverstirkung werden die Messdaten digitalisiert und kénnen so am Rechner
ausgewertet werden.

Unabhéngig von der Lichtwellenlinge des Lasers kann die GroBe der Zellen durch die
Beugung des Lichts im flachen Winkel an der Zelloberflache als Vorwirtsstreulicht (FSC)
bestimmt werden welches von Detektoren gegeniiber des Anregungslasers gemessen wird.
Oberflachenstruktur und intrazelluldre Bestandteile (Granularitit) der Zellen beeinflussen das
Seitwirtsstreulicht (SSC) welches von Detektoren gemessen wird, die um 90° zur Richtung
des Anregungslichts versetzt sind.

Die verschiedenen Laser regen aber auch Fluoreszenzfarbstoffe an, deren Emission dann
ebenfalls von den Detektoren gemessen wird. Dabei handelt es sich meist entweder um
l6sliche Farbstofte, die sich in den Zellen anreichern (in dieser Arbeit CCF4-AM, PI, TMRE),
oder um mit Antikdrpern konjugierte Fluorophore. In dieser Arbeit wurden ausschlieflich bei

Allophycocyanin (APC) Konjugate mit einem Emissionsmaximum bei 660nm verwendet.

Die Messungen in dieser Arbeit wurden an einem BD Biotech FACSCalibur (Zellviabilitét)
oder einem Beckman-Coulter CyAn ADP (Bla Farbung) Durchflusszytometer durchgefiihrt.

2.2.4.2 Nachweis der Bla Translokation in eukaryotische Zellen durch CCF4-AM
Féarbung

Bla Aktividt in eukaryotische Zellen wurde Umsatz des TEM-1 B-Laktamase empfindlichen
Fluoreszenzfarbstoffs CCF4-AM gemessen. Die verwendete sechsfach Férbelosung wurde
mit dem CCF4-AM loading kit nach Herstellerangaben zubereitet und mit HeLa Medium zur
einfach Farbelosung verdiinnt. Pro 100ul Endvolumen wurden der sechsfach Farbelosung
10ul der vorgeschlagen Losung des Anionentransport Inhibitors Probenecid zugesetzt. Fiir die

Durchflusszytometrische Analyse wurden die sedimentiert und griindlich in der einfach
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Firbeldsung resuspendiert (bis zu 2-10° Zellen in 100ul Firbelsung). Nach 20-30 min (RT)

wurden die Zellen mit 900ul FACS-Puffer verdiinnt und am Durchflusszytometer vermessen.

2.2.5 Mikroskopische Analyse der Bla Aktivitit in HeLa Zellen

Zur Mikroskopischen Analyse von translozierter Bla Aktivitit wurden 1-10° HeLa in 12-Napf
Platten ausgesit und am ndchsten Tag mit einer MOI von 100 mit den angegebenen Stammen
infiziert. Nach einer Stunde Infektionsdauer wurden die Zellen gewaschen und mit 200ul
einfach CCF4-AM Férbelosung liberschichtet. Nach einer halben Stunde (RT, dunkel, 100rpm
schiitteln) wurden die Zellen am Mikroskop betrachtet. Die Aufnahme der beiden CCF4
Emissionswellenldngen erfolgte getrennt (analog zur (295)). Wéhrend die Anregung stets
durch eine HBO (Quecksilberdampf) Lampe iiber einen 400nm Tiefpassfilter geschah wurde
zur Beobachtung der griinen Fluoreszenz ein 500nm-550nm Filter eingesetzt, wihrend die
blaue Fluoreszenz durch einen 420nm-500nm Filter aufgenommen wurde. Aufnahmen beider
Fluoreszenzen wurden in Adobe Photoshop 6 im Modus ,,Aufhellen* miteinander kombiniert

um Uberlagerungsbilder zu erhalten.

2.2.6 Mikrobiologische Methoden

2.2.6.1 Kaultivierung der E. coli und Y. enterocolitica Stimme

Die Anzucht der E. coli-Kulturen erfolgte bei 37°C in Luria Bertani (LB) Medium entweder
durch Animpfen aus einer Glyzerinkultur oder aus einer Einzelkolonie von der Agarplatte. Y.

enterocolitica wurde standardméBig bei 27°C in LB kultiviert.

Fiir in vitro Infektionsexperimente und die Gewinnung sekretierer Proteine wurden aus
Glycerinkulturen Ubernachtkulturen angeimpft, aus denen dann 3h vor der Infektion die
Hauptkulturen 1 : 20 angeimpft wurden. Zur Induktion der auf dem Virulenzplasmid
kodierten Pathogenitétsfaktoren wurden Y. enterocolitica Hauptkulturen bei 37°C kultiviert,
zur Gewinnung sekretierter Proteine wurde statt LB Medium Hirn-Herz Bouillon (HH)
verwendet. Zur Induktion der Invasion Expression durch E. coli pInv1914 wurde 20uM

(Endkonzentration) IPTG zugegeben.
Fliissigkulturen der Bakterien wurden stets bei 200rpm geschiittelt.
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2.2.6.2 Transformation nach der CaCl,-Hitzeschock-Methode

Die Transformation von E. coli DH5a wurde nach einer modifizierten Anleitung von

Hanahan (223) durchgefiihrt.

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 50ul Bakteriensuspension mit
100ng der zu transformierenden Plasmid-DNA vermischt. Nach 30 min. Inkubation auf Eis
erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45s. Der Ansatz wurde auf Eis fiir 2 min. abgekiihlt und
nach Zugabe von 1ml LB-Medium (RT) ca. eine Stunde bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend
wurden verschiedene Zellmengen, meist 100ul / 900ul (nach sedimentieren / resuspendieren
in Restmedium) auf geeignete Selektionsplatten ausgestrichen und bei 37°C {iber Nacht

inkubiert.

2.2.6.3 Herstellung elektrokompetenter Y. enterocolitica

Fir die Transformation durch Elektroporation miissen die Bakterien in einer moglichst
salzarmen Suspension vorliegen, damit kein Strom flieft, wenn die hohe Feldstirke angelegt

wird. Sehr kleine Mengen an Néhrstoffen verbessern aber das Ergebnis.

Aus Ubernachtkulturen wurde LB-Bouillon mit den entsprechenden Antibiotika 1 : 100
angeimpft (mind. 100ml). Die Kultur wurde so lange geschiittelt, bis eine ODgg von 0,5-0,7
erreicht war, dann wurde sie in Zentrifugengefile umgefiillt und 10min. auf Eis abgekiihlt.

Die Bakterien wurden 25min. bei 4000-g und 4°C abzentrifugiert.

Waschen (zweimal): Das Pellet wurde in einem Milliliter 10% Glyzerin (in a. bidest.),
resuspendiert und dann auf das Kulturvolumen aufgefiillt. Die Zentrifugation erfolgte fiir

20min. bei 4000-g und 4°C.

Das Pellet wurde in 1/200 Kulturvolumen GYT resuspendiert und in Aliquots zu 50l bei -

80°C eingefroren.

2.2.6.4 Elektroporation von Y. enterocolitica

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode zum Transfer von DNA in Bakterienzellen.

Die Methode beruht auf der Beobachtung, dass kurze Hochspannungspulse "Locher" in der
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Zellhiille verursachen, durch welche dann exogene DNA, die sich aufgrund ihrer negativ

geladenen Phosphatreste in Richtung Anode bewegt, in die Zelle aufgenommen werden kann.

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit max. 100ng DNA
gemischt. Nach 1-5min. Inkubation auf Eis wurde die Bakterien-DNA-Mischung in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette gegeben. Die Kiivette wurde mit dem dazugehdrigen
Deckel verschlossen und in den Schlitten des Elektroporationsgerits eingesetzt. Einstellungen

am Geriét: Spannung: 2,5 kV, Kapazitét: 25uF, low range 200 oder 400, high range 600.

Nach erfolgtem Puls wurde sofort 1ml LB-Medium (RT) zugegeben. Die Suspension wurde
in ein Eppendorf-Gefidll dekantiert und 1 h bei 27 °C geschiittelt. Danach wurden 50ul dieser
Suspension auf Platten mit dem benétigten Selektionsmedium ausgestrichen. Der Rest wurde
abzentrifugiert (8000-g, Smin.), das Medium zum Grof3teil dekantiert und das im Mediumrest
resuspendierte Pellet ebenfalls ausplattiert. Kolonien wurden nach Inkubation von 1-2 Tagen

erhalten.

2.2.6.5 Induktion der Proteinsekretion bei Yersinia-Kulturen

Bei dieser Methode wird die Proteinsekretion der Yersinia-Kulturen durch Inkubation bei
37°C unter Kalziumentzug stimuliert. Die sezernierten Proteine kénnen dann aus dem

Kulturiiberstand gefillt werden (229).

Mit Y. enterocolitica Material von der Agarplatte wurde 1ml Ubernachtkultur in BHI mit
entsprechenden Antibiotika angeimpft und bei 27°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die
Bakteriensuspension in einer Verdiinnung von 1:20 in 5ml frisches BHI-Medium mit
Antibiotika tiberimpft und 2h (E40 Stimme: 3h) bei 37°C in einem Rundbodenréhrchen

inkubiert.

Induktion: Es wurden MgCl,, EGTA und Glukose in Endkonzentrationen von 10mM, SmM
bzw. 0,2% zugegeben. Danach wurde fiir 2-3h weiterinkubiert. Schlielich wurden die
Bakterien abzentrifugiert (2000rpm, 10min.) und der Uberstand fiir die Trichloressigsdure-
Féllung in eisgekiihlte 16ml Sorvall Zentrifugenréhrchen dekantiert.
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2.2.6.6 Bakterien Gefrierkulturen

Zur Konservierung von Bakterienstimmen wurde eine Glyzerinkultur angelegt. Glyzerin
verhindert die Schidigung der Zellen durch Kristallbildung beim Einfrieren, ist aber auch
toxisch fiir die Bakterien, so dass die Glyzerinkulturen mdglichst schnell eingefroren werden

miissen.

Uber Nacht angezogene Bakterien von einem einzelnen Klon auf einer Agarplatte wurden
10min bei 4000-g abzentrifugiert und das Pellet in einem zwanzigstel des Kulturvolumens in
LB-Medium mit 20% Glyzerin aufgenommen. Die Kulturen wurden in 250ul Aliquots in

Eppendorf-Gefa3en bei -80°C eingefroren und gelagert.

2.2.6.7 Spektrometrische Keimzahlbestimmung einer Bakterienkultur

Die Keimzahl einer Bakteriensuspension kann durch deren Streuung des Lichts bei 600nm im
Photometer bestimmt werden, da bis zu einer ODgpy von 0,3 eine lineare Abhingigkeit
zwischen der Bakterienzahl in der Suspension und der optischen Dichte besteht. Dies wurde

ausgenutzt, um bei in vitro Infektionen die benétigte Bakterienzahl einsetzen zu konnen

Es wurden 50 pl Bakteriensuspension mit 950 pul Medium in einer Einwegkiivette gemischt,
so dass eine zwanzigfache Verdiinnung in der Kiivette vorlag. Dann wurde die ODgpp im
Vergleich zu einem Medium-Leerwert gemessen. Eine ODgy von 1 entspricht 5-10° CFU/ml

x Verdiinnungsfaktor, also war unter diesen Bedingungen ODggp 1 = 1-10'° CFU/ml.

2.2.6.8 Bakterien Gefrierkulturen fiir i.v. Infektion

Zur Herstellung von Bakterien-Gefrierkulturen fiir die i.v. Infektion wurden 200ml LB
Medium mit den bendtigten Antibiotika mit 10ml Ubernachtkultur iiberimpft und bei 37°C
geschiittelt. Nach 5 Stunden wurde die Kultur sedimentiert und in 20ml LB-Medium mit 20%
Glycerin griindlich resuspendiert. 500ul Aliquots wurden in 1,5ml EppendorfgefdBen bei -
80°C eingefroren.

Zur Keimzahlbestimmung wurden zwei Aliquots der Gefrierkultur in der Hand aufgetaut und
zweimal gewaschen, indem der Uberstand der bei 8000-g sedimentierten Bakteriensuspension

abgekippt und das Pellet in 500ul sterilem PBS resuspendiert wurde.
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2.2.6.9 Verdiinnungsreihen von Bakteriensuspensionen

Verdiinnungsreihen von Bakteriensuspensionen wurden hergestellt, um die Keimzahl in den
Aliquots der Gefrierkulturen fiir i.v. Infektion zu bestimmen, die Bakterienmenge in der
Infektionssuspension zu verifizieren oder die Bakterienlast in der Milz von infizierten Mausen

zu bestimmen

Von der gewaschenen Gefrierkultur oder der Einzelzellsuspension der infizierten Milz (direkt
nach dem Homogenisieren) wurde eine Verdiinnungsreihe mit 1 : 10 Schritten hergestellt,
indem 100pl Bakteriensuspension mit einer sterilen Pipettenspitze in 900ul steriles PBS
verdiinnt wurden. Von den interessierenden Verdiinnungen wurden je 100ul auf LB-Platten

ausplattiert.

Wiihrend bei der Bestimmung der CFU von Gefrierkulturen die Verdiinnungen 1 : 107 bis 1 :
10" analysiert wurden (da die Keimzahl eines Aliquots iiblicherweise zwischen x-10° und
x-10'" betrug) waren fiir die Bestimmung der Keimzahl in der Milz je nach Infektionsdosis

maximal Verdiinnungen bis 1 : 10’ von Interesse.

Sollte die Keimzahl in der zur Infektion verwendeten Bakteriensuspension verifiziert werden,
wurden aus dieser zundchst 200l in 800ul PBS verdiinnt, und dann weitere 1:10 Verdiinnung
angefertigt und ausplattiert, um eine dekadische Korrelation der Kolonienzahl mit der

Infektionsdosis zu erhalten.

Nach 2 Tagen Inkubation wurde die Kolonienzahl auf den gut auszdhlbaren Platten bestimmt
und daraus die CFU pro Aliquot, Organ oder Milliliter Infektionssuspension berechnet. Es
wurde besonders darauf geachtet, dass kein zusitzliches Fliissigkeitsvolumen mit der
AuBlenseite der Pipettenspitze iiberfiihrt wurde. Die neue Verdiinnung wurde griindlich

gemischt, bevor mit einer neuen Spitze ein weiterer Verdiinnungsschritt hergestellt wurde.

2.2.7 Zellkultur

2.2.7.1 Bestimmung der Lebendzellzahl mit Trypan-Blau

Trypan-Blau ist ein Vitalfarbstoff und kann selektiv nur in nekrotische Zellen mit nicht mehr
intakter Membran eindringen und diese somit blau anfarben. Zur Bestimmung der Anzahl

lebender Zellen pro Milliliter Medium wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit der
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zehnfachen Menge an Trypan-Blau verdiinnt. Die Zellsuspension wurde in eine Neubauer-
Zihlkammer (0,0025mm x 0,002 mm x 0,Imm) gegeben und ausgezéhlt. Die Multiplikation
der gemittelten Anzahl der nicht angefirbten Zellen in einem Grofquadrat mit dem
Kammerfaktor (1-10* Zellen/ml) und dem Verdiinnungsfaktor ergab dann die Konzentration

der Zellen in der urspriinglichen Zellsuspension.

2.2.7.2 Kultivierung von HeLa Zellen

HeLa Zellen sind durch den humanen Papillomvirus 18 transformierte humane Epithelzellen
(102), die aus einem stark proliferierendem Zervix-Karzinom stammen (381). Die Kultur
erfolgte in Zellkulturflaschen mit HeLa Medium in einem Brutschrank mit 37°C in einer
Atmosphire mit 5% CO; und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Zur Weiterfiihrung der Kultur
oder um Zellen fiir Versuche zu ernten, wurden alle zwei bis drei Tage die zu 80-90%
konfluenten Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschliefend durch 5 Minuten Inkubation
mit Trypsin-EDTA Losung vom Flaschenboden abgeldst. Der Trypsin-Verdau wurde durch
Zugabe eines dquivalenten Volumens HeLa Medium beendet, wobei das im FKS enthaltene
Antitrypsin das vorhandene Trypsin inaktivierte, welches bei lingerem Kontakt die Zellen
schiadigen konnte. Die Zellsuspension wurde in einem 15ml Zentrifugengetfall bei 400 - g fiir
5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10ml des fiir die weitere Verwendung notwendigen
Mediums aufgenommen und die Zellen gezéhlt. Fiir die Weiterfiihrung der Kultur wurden die

Zellen 25% konfluent ausgesit.

2.2.7.3 Kultivierung von GD25 bzw. GD25 B4 Fibroblasten

Die aus Mausstammzellen durch Inaktivierung des B; Integrin Gens gewonnenen GD25
Fibroblasten und die daraus hervorgegangene, stabil mit 3; Integrin transfizierte GD25 P4
Linie (171,469) wurden wie HeLa Zellen kultiviert. Allerdings wurde ein Ndhrmedium auf
DMEM Basis verwendet. Zum Abldsen der stark addrenten Zellen wurde vor der Trypsin

Behandlung einmal mit EDTA Ldsung gespiilt.
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2.2.7.4 Infektion von Zellen

Fiir Infektionsexperimente wurden primdre Darmepithelzellen und Milzzellen in Antibiotika
freiem Ndhrmedium aufgenommen und ausgesdt, bzw. am Vortag ausgesite Zellen von
Dauerzelllinien einmal mit PBS gewaschen und mit Medium ohne Antibiotika {liberschichtet.

Die benotigten Bakterienkulturen wurden in 5ml Medium in 13ml RundbodengefiB3en
angeziichtet. Fiir die Infektion wurden sie 5Smin bei 400-g sedimentiert, in Iml PBS
aufgenommen und die Keimzahl durch Messung der ODgg bestimmt. Nach Zugabe der fiir
die gewiinschte MOI notwendigen Bakterienzahl wurde die Bakteriensuspension griindliche
iiber den Zellen verteilt und durch 5min bei 400-g auf die Zellen zentrifugiert. Nach weiterer

Inkubation im Zellkulturbrutschrank wurde die Infektion durch Gentamycinzugabe beendet.

2.2.7.5 Transiente Transfektion von HeLa Zellen

Unter transienter Transfektion versteht man das Einschleusen von Fremd-DNA in eine
eukaryotische Zelle, wobei die eingeschleuste DNA aber nicht ins Genom integriert und
dauerhaft an die folgenden Zellgenerationen weitergegeben wird. Diese Methode wurde
verwendet um Proteine in HeLa Zelle iiberexprimieren zu konnen oder um

Reporterkonstrukte in die Zellen einzubringen.

Die benoétigten Expressions- oder Reporterplasmide wurden mit dem Transfektionsreagenz
ExGene 500 in die HelLa Zellen gebracht. Das Prinzip dieses Reagenzes beruht auf der
Transfektion mit Hilfe kationischer Polymere. Polyethylenimin, ein Makromolekiil mit hoher
kationischer Ladungsdichte, interagiert mit den negativ geladenen DNA-Phosphatbriicken und
bewirkt dabei eine Kondensation der DNA. Dieser Komplex wird von den Zellen durch
Endozytose aufgenommen. ExGene bewirkt dann im Endosom eine massive
Protonenanreicherung und einen passiven Chloridioneninflux, der zur osmotisch bedingten
Schwellung fiihrt, gefolgt von der Ruptur des Endosoms. Die freigesetzte Plasmid-DNA wird
transloziert dann in den Zellkern und wird transkribiert. Fiir Transfektionen wurden stets

endotoxinfreie Plasmid-DNA Priparationen verwendet.

Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf die Transfektion in einer 24-Napf Platte.
Bei der Durchfiihrung der Transfektion in einer 6-Napf Platte wurde die doppelte Menge der

jeweiligen Komponenten verwendet.
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Am Tag vor der Transfektion wurden 5-10* Zellen in 500ul HeLa Medium je Ansatz in einer
24-Napf Platte ausgesit, bzw. 5-10° Zellen je Ansatz in eine 6-Napf Platte. Die Zellen wurden
UN im Brutschrank kultiviert. Am niichsten Tag erfolgte die Transfektion. Dazu wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 500ul OptiMEM fiir ca. 30min im Brutschrank

vorinkubiert. Zur Transfektion wurden pro Napf wie folgt zusammengesetzte Losungen

hergestellt:

Losung A
0,33ul ExGene pro pg Plasmid DNA
25ul NaCl (150mM)

Losung B

Plasmid DNA  (je nach benotigter DNA Menge)
ad 25 ul NaCl (150mM in a. bidest.)

Es wurde darauf geachtet, dass in allen Ansitzen die die Menge an transfizierter Plasmid
DNA gleich war. Die Losungen wurden angesetzt, gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert.
Danach wurden 50 pl Ansatz auf die Zellen gegeben und 2min bei 400-g und RT
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen fiir 4h im Brutschrank aufbewahrt, bevor das
OptiMEM abgenommen und durch HeLa Medium ersetzt wurde. Nach 24h wurden die Zellen

entweder zu lysiert oder es wurde mit Infektion oder Stimulation fortgefahren.

2.2.7.6 Transfektion mit siRNA

Die verschiedenen Methoden der Ribonukleinsdure (RNA) Interferenz (RNAi) ermoglichen
die selektive Unterdriickung eines mRNA Transkripts. Urspriinglich als ,,Cosuppression
nach der missgliickten Uberexpression der Dihydroflavonol-Reduktase in Petunia entdeckt
(318) versteht man darunter die spezifische Unterdriickung von Genexpression durch
doppelstringige RNA (175). Dabei wird ein Mechanismus ausgenutzt, der sich in

eukaryotischen Organismen mutmallich als Abwehr gegen RNA Viren entwickelt hat.

Als small interfering RNA (siRNA) werden 21bp lange synthetisch hergestellte RNA-
Oligonucleotide bezeichnet, welche ein Sequenzfragment des zu unterdriickenden Transkripts

enthalten und als Dimer, z.B. mit Hilfe liposomaler Transfektionsreagenzien, in die zu
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manipulierenden Zellen eingebracht werden. Sie entsprechen den Fragmenten, welche
intrazelluldr aus langerer doppelstringiger RNA als Produkte der RNAse III Dicer entstehen.
Die siRNA wird vom RNA induced silencing complex (RISC) gebunden und aktiviert diesen,

was den Verdau von mRNA, welche das Sequenzfragment der siRNA enthilt, zur Folge hat.

Hybridisierung der RNA-Oligonukleotide

Die Hybridisierung der RNA-Oligonukleotide erfolgte gemi3 der Empfehlung des Herstellers
(Qiagen). Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden im mitgelieferten siRNA
Suspensionspuffer geldst, so dass eine 20uM Stammldésung erhalten wurde. AnschlieBend

wurde die Losung fiir eine Minute auf 90°C erhitzt und danach 1h bei 37°C inkubiert.

siRNA Transfektion

Die Transfektionsversuche mit siRNA wurden mit dem HiPerFect Reagenz in 24-Napf oder
6-Napf Platten nach dem Schnellprotokoll des Herstellers durchgefiihrt, wobei die Zellen dem
bereits vorgelegtem HeLa Medium mit dem Transfektionsansatz hinzugefiigt wurden. Je
Transfektionsansatz wurde in 100pl HeLa Medium ohne FKS mit 3ul HiPerFect siRNA auf
eine Endkonzentration von 100nm fiir eine weitgehende Unterdriickung der Genexpression
auf Proteinebene zugegeben. Als Kontrolle wurde die ,,AllStars Negative Control*“ siRNA
verwendet. Entgegen der Herstellerempfehlung wurde 4h nach der Transfektion das Medium
gewechselt, da auf diese Weise die Zellviabilitdt gesteigert werden konnte ohne die
Unterdriickung der Genexpression abzuschwéchen. 48h nach der siRNA Transfektion wurden
die Zellen entweder lysiert oder es wurde mit DNA-Transfektion, Infektion oder Stimulation

fortgefahren.

2.2.77.7 Stimulation von HeLa Zellen

In dieser Arbeit wurden neben Yersinia Pathogenitétsfaktoren auch verschiedene weitere
Agentien unterschiedlichster Stoffklasse und Genese auf ihre Féahigkeit zur GILZ Induktion

iiberpriift bzw. als Positivkontrolle genutzt.

Endkonzentrationen
200ng/ml  Clostridium difficile Toxin B (TcdB 10463)  aus 2mg/ml in H,O
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100uM Dexamethason (Dex) aus 10mM in H,O

1, 4uM Y-27632 (ROCKI) aus 5SmM in H,O
100uM  NSC23766 (Racl) aus 10mM in H,O
50uM Lovastatin (Lova) aus 50mM in H,O
Sug/ml Cytochalasin D (CytD) aus 2mg/ml in DMSO
35uM Latrunculin B (LatB) aus 35mM in DMSO

2.2.8 Tierexperimente

2.2.8.1 Toten der Miuse

Die Miuse wurden zuerst mit einer geringen Menge CO, betdubt und anschlieBend durch
Erhohung der CO, Menge getotet. Danach wurde bei den mutmaBlich toten Tieren noch ein

Genickbruch durchgefiihrt.

2.2.8.2 Gewinnung von priméiren Darmepithelzellen

C57BL/6 Miusen wurden getdtet, der gesamte Diinn- und Dickdarm prépariert, und die
Diarme in eine Petrischale mit auf 37°C vorgewdrmtem PBS gegeben. Die Dédrme wurden in
etwa Scm lange Stiicke =zerteilt, der Lédnge nach aufgeschnitten und die Fékalien
ausgewaschen. Diinn- und Dickdarm wurden in getrennte 100ml Glasflaschen tiberfiihrt. Mit
je 25ml des fiir dem ersten Separationsdurchgang benétigten Puffers wurden die Epithelzellen
unter Rithren bei 37°C im Wasserbad vom {iibrigen Darm ablost. Fiir Diinn- und Dickdarm
wurden dabei unterschiedliche Puffer verwendet. Dabei wurden Epithelzellen von der lamina

propria abgelost.

Der zweite Separationsdurchgang wurde in gleicher Weise durchgefiihrt, allerdings wurde
hierfiir fiir beide Darmteile Puffer B verwendet. um die. Die erhaltenen Suspensionen wurden
in 50ml Zentrifugengefifle abgesiebt und fiir 10min bei 500rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert.

Nach dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 5ml PBS resuspendiert und die
Lebend-Zellzahl mit Trypan-Blau bestimmt. Die auf diese Weise isolierten Epithelzellen

konnten dann fiir die Infektionsversuche verwendet werden.
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2.2.8.3 Gewinnung von Milzzellen

Nach dieser Methode wurden Einzelzellsuspension aus der Milz hergestellt, die Erythrozyten

lysiert und die verbleibenden Zellen gewaschen.

Die Méuse wurden getdtet und die Milz prépariert. Die Milz wurde in Sml PBS aufgenommen
und mit dem Stempel einer 5ml Spritze durch ein Nylonsieb mit 40um Maschenweite
passiert. Die Suspension wurde 5 min bei 1400 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
zur Erythrozytenlyse in Iml 0,15M NH4Cl (pH 7,2) aufgenommen und unter leichtem
Schiitteln 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4ml PBS wurde
zentrifugiert (Smin bei 1400rpm, 4°C) und das Pellet in Sml HeLLa Medium ohne Antibiotika
aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden fiir ex vivo Infektionen 3-10° Zellen je

Napf im 6-Napf Format vorgelegt.

2.2.8.4 Intravenose Injektion

Fiir die Herstellung der DFO Injektionslosung wurde ein Aliquot der 50mg / ml Stammldsung
aufgetaut und 1 : 4 mit sterilem PBS verdiinnt, so dass die benétigen 2,5mg in 200ul Volumen

injiziert werden konnten.

Fiir i.v. Infektionen wurde ein Aliquot mit der bendtigten Bakterien-Gefrierkultur zunéchst
wie bei der Keimzahlbestimmung aufgetaut und gewaschen. Darauthin wurde mit einer
Verdiinnungsreihe in PBS eine Bakteriensuspension mit der fiinffachen CFU /ml der
benotigten Dosis hergestellt, so dass pro Maus 200ul Bakteriensuspension i.v. verabreicht

werden konnten.

Fiir die Injektion wurden die Tiere mindestens Smin unter einer Rotlichtlampe (150 W)
erwarmt um dilatierte Schwanzvenen zu erhalten. Die Bakteriensuspension (oder die DFO
Losung) wurde dann mit einer 1ml Tuberkulin-Spritze mit 27G x % Kaniile in eine

Schwanzvene injiziert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Herstellung und Uberprifung neuer Yersinia enterocolitica
WA-314 Mutanten

Genexpressionsanalysen von HeLa Zellen nach Infektion mit dem Y. enterocolitica
Patientenisolat WA-314 (pYV"), sowie einigen Yop Monodeletionsmutanten haben gezeigt,
dass fiir die antiinflammatorische GILZ Induktion pYV kodierte Faktoren notwendig sind
(48). Weitere Experimente wiesen auf eine Beteiligung von YopT hin (104). Darauf
aufbauend, sollte die Notwendigkeit der einzelnen Yops fiir die GILZ Induktion durch
Monodeletionsmutanten moglichst aller sechs Effektor-Yops und Monosekretionsmutanten

der drei an Rho GTPasen angreifenden Yops auf Proteinebene untersucht werden.

Fiir ein bestimmtes Yop defiziente Y. enterocolitica WA-314 Mutanten wurden durch
gerichtete Mutagenese durch Robert Zumbihl (AyopT (AT), (312)) und Birgit Manncke
(AyopP (AP), AyopE (AE), AyopH (AH) und AyopM (AM)) hergestellt. Die Darstellung einer
AyopO Mutante war im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mdglich. Ferner standen die von
Birgit Manncke hergestellten Yop Monosekretionsmutanten (pTTSS-yopE, pTTSS-yopH und
pTTSS-yopT) zur Verfligung. Zur Herstellung dieser Mutanten wurde der Y. enterocolitica
Stamm pTTSS (286) mit Plasmiden transformiert, die fiir SycE und YopE (pTTSS-yopE)
bzw. eine translationale Fusion von YopES53 mit YopT (pTTSS-yopT), YopH (pTTSS-yopH)
oder YopP (pTTSS yopP) (3) kodierten. Dies wurden durch die in dieser Arbeit geschaffenen
Stdme pTTSS-ova und spéter durch pTTSS-yopO erginzt.

Alle verwendeten Deletionsmutanten wurden durch Sektretionsanalysen iiberpriift.
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3.1.1 Herstellung der Yersinia enterocolitica WA-314 YopO (pTTSS-yopO)
und Ovalbumin (pTTSS-ova) Monosekretionsmutanten

3.1.1.1 Herstellung pTTSS-yopO

Der Stamm pTTSS wurde hierzu durch das pACYC184 Derivat pBM-YopO, das fiir SycO
und YopO kodiert, transformiert, da das analog zu den anderen Monosekretionsmutanten

klonierte YopE53-YopO Fusionsprotein nicht sekretiert wurde.

Fiir pPBM-YopO wurde das yopO Gen aus dem Yersinia enterocolitica WA-314 pYV Plasmid
amplifiziert. Um yopO als BamHI / Sall Fragment in pACYC184 einfiigen zu kdnnen, musste
eine interne BamHI Schnittstelle durch translationsneutralen Basenaustausch deletiert werden.
Dies wurde durch getrennte Amplifikation eines 5’ yopO Fragments mit BamHI yopO 5’ fwd
und dem mutagenen Primer yopO 5’ rev sowie des 3’ Fragments mit Sall yopO 3’ fwd und
dem mutagenen Primer yopO 3’ rev. Durch Einsatz der so erhaltenen Amplifikate als
Template in eine PCR mit den Primern BamHI yopO 5’ fwd und Sall yopO 3’ fwd wurde ein
BamHI - yopO - Sall Fragment ohne interne BamHI Erkennungssequenz erhalten. Ein HindIll
- PyopOlsycO - sycO - BamHI Fragment wurde aus dem pYV Plasmid mit den Primern
Hindlll sycO fwd und BamHI sycO rev amplifiziert. Nach Subklonierung beider Fragmente in
pCR2.1 und Sequenzierung wurde zunéchst das fiir SycO und die Promotorregion kodierende
Fragment und dann das fiir YopO kodierende Fragment in pACYC184 eingefiigt, so dass ein
Derivat mit Hindlll - PyopO/sycO - sycO — BamHI - yopO - Sall Insert erhalten wurde (pBM-
YopO). Durch Transformation von pTTSS mit pBM-YopO wurde pTTSS-yopO erhalten.

3.1.1.2 Herstellung von pTTSS-ova

Das Plasmid pBMES53-Ova, ein pACYC184 Derivat mit Hindlll - sycE - PyopE/sycE -
vopES3 - BamHI — ova247-355 - Sall Insert war als Zwischenprodukt bei der Klonierung von
pMK-Ova erhalten worden. Durch Transformation von pTTSS mit pPBME53-Ova wurde die
Ovalbumin247-355 Monosekretionsmutante pTTSS-ova erhalten.

72



3.1.2 Sekretionsanalysen

Durch Immunoblot-Analysen konnte bei den Effektor-Yop Deletionsmutanten die
Abwesenheit des jeweiligen Effektors auf Proteinebene verifiziert werden (Abb. 5). Es wurde
ferner gezeigt, dass die Deletion eines Yops moglicherweise die Mengen beeinflusst, in denen
die verbliebenen Yops sekretiert werden. Auch die Yop Monosekretion wurde durch

Immunoblot-Analysen tiberpriift (Abb. 6).
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Abbildung 5: Analyse der Proteinsekretion der Effektor-Yops YopE, YopH, YopP und YopT,
sowie des Translokator-Yops YopD durch das Patientenisolat pYV™ und die Yop-
Deletionsmutanten AE, AH, AP und AT.
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Abbildung 6: Analyse der Proteinsekretion der Monosekretionsmutanten pTTSS-yopE,
pTTSS-yopH, pTTSS-yopT und pTTSS-ova durch Immunoblot gegen YopE und der
Monosekretionsmutanten pTTSS-yopO durch Immunoblot gegen YopO. Zum Vergleich wurde
sekretiertes Protein der Stimme pYV" und AE bzw. pYV" und pTTSS aufgetragen.

3.2 Identifizierung der fur die GILZ Induktion durch Y.
enterocolitica notwendigen Pathogenitatsfaktoren

3.2.1 Nachweis der GILZ Proteinexpression in infizierten HeLa Zellen

Nachdem es gelungen war, die GILZ mRNA Expression in HeLa Zellen nach pYV" Infektion
zu bestitigen, sollte die darauf folgende Proteinexpression mittels Western Blot Analyse
untersucht werden. Zu diesem Zeitpunkt war die in der Arbeitsgruppe etablierte Methodik
nicht ausreichend empfindlich, um GILZ Protein aus den Lysaten infizierter HeLa Zellen

nachzuweisen ohne das Protein vorher durch Immunprézipitation anzureichern. Durch einige
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Modifikationen des Protokolls gelang dies jedoch, hauptsdchlich durch Herstellung
konzentrierter =~ Lysate  durch  Frier-Tau Lyse und durch  Erhéhung  der
Detektionsempfindlichkeit durch Verwendung eines unmarkierten Sekundarantikérpers und
eines Peroxidase-markierten Tertidrantikorpers. Infolgedessen konnte auch eine Induktion der
GILZ Proteinexpression nach pYV" Infektion, nicht jedoch nach pYV ™ Infektion gezeigt
werden. Das Maximum der Proteinexpression lag bei vier bis acht Stunden (Abb. 7). Als

Positivkontrolle diente das synthetische Glukokortikoid Dexamethason (Dex).
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Abbildung 7: Western Blot Analyse der GILZ Proteinexpression. HeLa Zellen wurden mit
pYV oder pYV" infiziert oder als Positivkontrolle mit Dex stimuliert und zu den angegebenen

Zeitpunkten nach Infektion / Stimulation lysiert.

Um zu kldren, ob die GILZ Expression nach pYV" Infektion ein Phinomen ist, das sich auf
die HeLa Zelllinie beschrinkt oder ob dieses Phdnomen z.B. auch im Mausinfektionsmodell
relevant ist, wurden primdre Darmepithelzellen aus der C57BL/6 Maus infiziert. Es zeigte
sich, dass auch in diesen Zellen vier Stunden nach pYV" Infektion GILZ Protein exprimiert
wird. Fiir dieses Infektionsmodell gelang der GILZ Proteinnachweis allerdings nur nach

vorheriger GILZ Immunpréazipitation (Abb. 8).

’ : --_ GILZ

@ pYV pYV' Dex

Abbildung 8: GILZ Expression in Darmepithelzellen aus der C57BL/6 Maus vier Stunden

nach Infektion mit pYV oder pYV" beziehungsweise nach Stimulation mit Dexamethason.
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3.2.2 YopT ist notwendig und hinreichend ftir die Induktion der GILZ
Expression in HeLa Zellen

Nachdem sich bei den dieser Arbeit vorangegangenen Analysen bereits die Notwendigkeit
von YopT fir die GILZ mRNA Expression bereits herausgestellt hatte, sollte nun auf
Proteinebene geklart werden, ob ein kooperativen Effekt vorliegt, fiir den die Wirkung
weiterer Effektor Yops notwendig ist oder ob auch andere Yops allein diesen Effekt
verursachen konnen. Insbesondere bei YopE und YopO legt sich diese Vermutung nahe, da
deren Enzymaktivititen ebenfalls (zumindest unter anderem) zur Inaktivierung von Rho

GTPasen fiithren (209,218).
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Abbildung 9: GILZ Proteinexpression in HeLa Zellen vier Stunden nach Infektion mit den Y.
enterocolitica Stimmen pYV und pYV" sowie Deletionsmutanten ohne YopT, YopP, YopE,
YopH oder YopM Expression.

Infektionen von HeLa Zellen mit den Stimmen pYV" und pYV' sowie den fiinf Yop
Deletionsmutanten AT, AP, AE, AH und AM zeigten, dass nur die Stimme pY V" und AT keine
GILZ Proteinexpression induzieren. Eine Beteiligung von YopP, YopE, YopH oder YopM an
der GILZ Induktion scheint daher nicht erforderlich zu sein (Abb. 9).
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Abbildung 10: GILZ Proteinexpression in HeLa Zellen vier Stunden nach Infektion mit pYV",
der yopT Deletionsmutante, der YopT Monosekretionsmutante, sowie den YopE und YopH

und Ova Monosekretionsstidmmen.

Um zu kldren, ob YopT oder auch andere Effektor-Yops alleine in der Lage sind, GILZ zu
induzieren, wurden Infektionsexperimente mit Effektor-Yop Monosekretionsmutanten
pTTSS-yopT, pTTSS-yopE, pTTSS-yopH zusammen mit den Kontrollen pTTSS-ova, pYV"
und AT durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass nur die YopT Monosekretionsmutante in der Lage
ist, GILZ zu induzieren, wéhrend die Monosekretion von Ovalbumin, YopE oder YopH

keinen Effekt hatte (Abb. 10).
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Abb. 11: GILZ Proteinexpression in HeLa Zellen vier Stunden nach Infektion mit dem yopO

Monosekretionsstamm.

Leider waren zum Zeitpunkt dieser Experimente weder eine YopO Deletionsmutante noch

eine YopO Monosekretionsmutante verfiigbar. Eine YopO Monosekretionsmutante konnte
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aber im Verlauf dieser Arbeit hergestellt werden (pTTSS-yopO). GILZ Induktion durch die
YopO Monosekretionsmutante wurde aber nicht beobachtet (Abb.11).

Bei Untersuchungen von YopT wurde bisher eine Cysteinproteaseaktivitit als einzige
Enzymaktivitit gefunden (256,257). Nichtsdestotrotz besteht die Moglichkeit, dass YopT
weitere, bisher unbekannte Aktivititen besitzt, und dass die GILZ Induktion nicht von der
Proteaseaktivitit vermittelt wird. Um zu testen ob die Cysteinproteaseaktivitit von YopT die
Ursache der GILZ Induktion ist, wurde der AT Stamm sowohl mit plasmidkodiertem YopT
(AT pyopT) komplementiert (147) als auch mit YopTC139A (AT pyopTC1394), das keine
Proteaseaktivitit mehr aufweist (268). Infektionsexperimente mit diesen Stidmmen zeigten,

dass die Cysteinproteaseaktivitit von YopT notwendig fiir die GILZ Induktion ist (Abb. 12).
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Abbildung 12: GILZ Expression in HeLa Zellen nach Infektion mit pYV, pYV", der yopT
defizienten Mutante und der yopT defizienten Mutante komplementiert mit funktionellem oder

proteasedefizienten yopT.

3.3 Induktion der GILZ Expression durch clostridiale Toxine
und Inhibitoren von Rho Signalwegen

Die Modifikation von Rho GTPasen durch bakterielle Toxine ist ein verbreiteter
Pathogenitidtsmechanismus. Insbesondere bei clostridialen Toxinen findet man Rho GTPasen
modifizierende Aktivititen (12). Dabei kann zwischen den C3 &hnlichen ADP-
Ribosyltransferasen und den Glukosyltransferasen unterschieden werden. Das prototypische
C3 Exoenzym von Clostridium botulinum modifiziert RhoA/B/C durch ADP-Ribosylierung
an Asn4l (254). Die Folge ist keine direkte Funktionseinschrinkung (z.B. der
Nukleotidbindungsfihigkeit), die beobachtete Rho Inaktivierung ist eine Folge der
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stabilisierten Rho-GDI Bindung (109). Glucosyltransferasen, wie das Clostridium difficile
Toxin B, iibertragen einen Glukose Rest auf Thr35 oder Thr37, was zu einer Modifikation der
Effektorbindungsdoméne fiihrt (155). Toxin B 10463 modifiziert RhoA, Rac und CDC42.
Behandlung von HeLa Zellen mit diesen Toxinen sollte zeigen, ob GILZ Induktion auch bei
Infektionen mit anderen Bakterien auftreten kann, wund Hinweise auf den

Induktionsmechanismus geben.

Da C3 Toxine im Gegensatz zu den bindren Clostridien-Toxinen nur sehr schlecht von Zellen
aufgenommen werden, wurde ein Fusionsprotein aus der katalytischen Domine des C3
Exoenzyms von Clostridium limosum mit dem N-terminalen Teil der C2I Komponente des C.
botulinum C2 Toxins verwendet, die keine Enzymaktivitit aufweist (C2IN-C3lim). Das
C2IN-C3lim Fusionsprotein wurde mit der aktivierten C2Ila Komponente des C. botulinum
C2 Toxins auf die Zellen gegeben, was eine effiziente rezeptorvermittelte Endozytose

ermoglicht (34).

Intoxikation von HeLa Zellen mit Toxin B flihrte zu einer starken GILZ Expression vier und
sechs Stunden nach Behandlung, wéihrend nach Vergiftung mit C2IN-C3lim das C3 Toxin
fast keinen Effekt hatte (Abb 13).

GILZ
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Abbildung 13: GILZ Proteinexpression in HeLa Zellen nach Behandlung mit 50 ng/ml Toxin
B 10463 oder 100 ng/ml C2IN-C3lim zusammen mit 200 ng/ml C2IIA zu den angegebenen
Zeitpunkten.

Dies zeigt, die Induktion von GILZ in Epithelzellen findet auch bei C. difficile Infektionen
statt Da Vergiftung mit dem C3 Exoenzym praktisch keine GILZ Induktion zur Folge hat,

scheint RhoA Inaktivierung bei diesem Vorgang keine Rolle zu spielen.
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Um eine detailliertere Vorstellung vom Mechanismus der GILZ Induktion zu erhalten,
wurden synthetische Inhibitoren eingesetzt. Ein wichtiger Effektor von RhoA ist die C-
terminale Rho Kinase (pl60ROCK). Diese wurde mit dem Pyrimidinderivat Y-27632
(ROCKI) kompetitiv inhibiert (290) um zu untersuchen, ob die Hemmung pl60ROCK
abhingiger Signalwege bei der GILZ Induktion eine Rolle spielt. NSC23766 (Racl), ebenfalls
ein Pyrimidinderivat, hemmt den GEF vermittelten GDP/GTP Austausch bei Rac (107) und
wurde deshalb zur Untersuchung der Rolle von dieser Rho GTPase bei der GILZ Induktion
eingesetzt. Lovastatin (Lova) hemmt die Aktivitit der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
CoenzymA (HMG-CoA) Reduktase und stort damit die Mevalonat Biosynthese. Mevalonat
ist Ausgangsprodukt fiir die Isopentenyl-Pyrophosphat und Dimethylallyl-Pyrophosphat
Synthesen, welche die Isopreneinheiten fiir die Terpenbiosynthese liefern. Lovastatin stort
daher die Biosynthese von Geranyl-Geranyl- und Farnesyl Pyrophosphat und verhindert damit
die Veresterung von Rho, Rac und Cdc42 mit diesen Terpenen. Unprenylierte Rho Proteine
verlieren ihre Fahigkeit zur Membranlokalisation und zur Rho-GDI Bindung und finden sich
als GTP bindende Monomere im Zytoplasma und im Zellkern. (288). Damit ist das Resultat
fast identisch mit der proteolytischen Spaltung von Rho GTPasen durch YopT (257,305).

AuBlerdem sollte untersucht werden, ob die Zerstérung des Aktin Zytoskeletts ein Glied in der
Signalkette zur Induktion der GILZ Transkription sein konnte, da monomeres Aktin, das bei
diesem Vorgang entsteht, in den Zellkern translozieren und dort Gentranskription aktivieren
kann (111). Als Inhibitoren der Aktin Polymerisation wurden das Mykotoxin Cytochalasin D
(CytD) (aus Zygosporum mansonii) und das marine Toxin Latrunculin B (LatB) (aus

Latrunculia magnifica) verwendet.
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Abbildung 14: GILZ Proteinexpression in HelLa Zellen zwei und vier Stunden nach
Behandlung mit ROCKI (1,4uM), Toxin B (50 ng/ml) und Lovastatin (50uM).
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Abbildung 15: GILZ Proteinexpression in HelLa Zellen sechs Stunden nach Behandlung mit
Toxin B 10463 (50 ng/m)! oder Racl (100uM).
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Abbildung 16: GILZ Proteinexpression in Hela Zellen vier und sechs Stunden nach
Behandlung mit Cytochalasin D (Sug/m)l oder Latrunculin B (35uM).

Es zeigte sich, dass weder die Hemmung der C-terminalen Rho Kinase mit ROCKI noch die
Hemmung der Prenylierung aller Rho GTPasen durch Lovastatin zu einer vermehrten GILZ
Proteinexpression fiihrte (Abb. 14). Auch die Inaktivierung von Rac mit einem spezifischen

Inhibitor hatte keinen Einfluss auf die GILZ Expression (Abb. 15).

Dagegen fiihren Substanzen, die mit der Aktinpolymerisation interferieren, zu einer grof3eren
Menge an GILZ Protein, wobei Cytochalasin D einen groBeren Effekt hatte als Latrunculin B
(Abb. 16). Der Mechanismus der GILZ Induktion durch Inhibitoren der Aktinpolymerisation
wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht, da anderweitig gezeigt
werden konnte, dass der Mechanismus der GILZ Induktion durch diese Substanzen vom
Mechanismus der GILZ Induktion durch YopT und Toxin B verschieden sein muss.

Inkubation einer DNA-Sonde, welche die Sequenz um die kanonische E-Box des GILZ
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Promotors enthielt, mit Kernextrakten aus ToxinB behandelten Zellen fiihrte zur Bindung
dieser Sonde durch die Transkriptionsfaktoren upstream stimulatory factor (USF) 1 und 2,
wihrend keine Bindung dieser Sonde durch Proteine aus Kernextrakten von Zellen erfolgte,

die mit Cytochalasin D behandelt wurden (Tanja Grandl, unveréffentlicht).

AbschlieBend wurde mit spezifischen siRNAs die Proteinexpression von Rho, Rac und Cdc42
gehemmt. Allerdings wurde weder durch einzelne Senkung der Rho, Rac oder CDC42
Expression eine Induktion der GILZ Proteinexpression erreicht, noch konnte dies durch die

Kombinationen von zwei oder allen drei dieser siRNAs erreicht werden (nicht gezeigt).

3.4 Einfluss der GILZ Induktion auf die NFxB
Promotoraktivitat in HeLa Zellen

Untersuchungen mit T-Zellen und Makrophagen haben gezeigt, dass GILZ seine
antiinflammatorische Wirkung unter anderem durch die Hemmung NFxB abhingiger
Transkription entfaltet (27,37). Um zu untersuchen, ob GILZ die Aktivitit des NF«xB
Promotors auch in HeLa Zellen senkt, wurden die Zellen transient mit einem Reporterplasmid
transfziert, bei dem sich ein Luziferasegen unter der Kontrolle eines 5x NF«xB Promotors
befindet (pNFxB-Luc; Stratagene). GILZ Uberexpression wurde durch Ko-Transfektion mit
pHM6-GILZ ermdglicht. Dieser Vektor war durch das Einfiigen eines Amplifikats des reifen
GILZ Transkripts aus der cDNA Dexamethason stimulierter HeLa Zellen erhalten worden,
das tiber die HindlIll und die EcoRI Schnittstelle in den pHM6 Vektor (Roche Diagnostics)
inseriert wurde (222). AuBlerdem erfolgte stets Kotransfektion mit pCMV-f-galactosidase
(Clontech), um eine Standardisierung der NFkB abhénignen Luziferaseaktivitidt auf eine

konstitutiv exprimierte B-Galaktosidase-Aktivitdt zu ermdglichen.

Um die NFkB Aktivierung bei einer Yersinieninfektion zu simulieren ohne die moglichen
Effekte chromosomal kodierter Pathogenititsfaktoren beriicksichtigen zu miissen, wurde
zudem mit einem Y. enterocolitica Invasin exprimierenden E. coli Stamm infiziert (E. coli
HB101 pInv1914). Es zeigte sich, dass durch GILZ Uberexpression sowohl die basale als
auch die Invasin stimulierte NFxB Aktivitdt um ungefdhr die Hélfte reduziert werden kann

(Abb. 17).
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Abbildung 17: Vergleich der relativen Luciferaseaktivititen in HeLa Zelllysaten. Die Zellen
wurden 30h vor der Lyse mit pNFxB-Luc, pCMV-p-galactosidase und pHM6 bzw. pHM6-
GILZ transfiziert. Sechs Stunden vor der Lyse erfolgte gegebenenfalls die Infektion mit E. coli
plnvi914.

Um zu sehen, ob die Deletion von yopT sich auf die NFxB Aktivitit bei einer
Yersinieninfektion auswirkt, wurde die NFxB induzierte Luziferaseaktivitit 4, 6 und 8
Stunden nach Infektionsbeginn in HeLa Zellen gemessen. Da bekannt war, dass YopP durch
die Inhibition von p38 MAPK (205) zu einer starken Senkung der NFxB Aktivitit fiihrt,
sollten die Versuche moglichst mit einer AyopP AyopT (APT) Mutante durchgefiihrt werden.
Da diese fiir den WA-314 Stamm nicht verfiigbar war, wurde mit einem anderen
Patientenisolat, Y. enterocolitica und dessen Mutanten gearbeitet. Es konnte nur nach 8h eine
im Vergleich zum Patientenisolat leicht erhohte NFkB Aktivitdt nach Infektion mit der YopT
defizienten Mutante festgestellt werden (Abb. 18). Zwar zeigten mit der APT Mutante
infizierte Zellen zu allen Zeitpunkten eine sowohl im Vergleich zur AP Mutante als auch zur
yopT supplementierten APT Mutante (APT pBM1) erhdhte NFkB Aktivitit. Doch ist auch in
diesem Fall der Unterschied nicht grof (maximal ca. zweifach, nach 8h). Signifikante
Unterschiede wurden nur zwischen der NFxB Aktivitit von E40 pYV" und E40 AP infizierten
Zellen gefunden (p < 0,05; n = 3)
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Abbildung 18: NFkB abhdngige Luziferaseaktivitit 4h, 6h und S8h nach Infektion mit dem Y.

enterocolitica E40 Patientenisolat bzw. YopP oder YopT defizienten Stimmen.
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Abbildung 19: IL-8 Ausschiittung von HelLa Zellen sechs Stunden nach Infektion mit den
angegebenen Y. enterocolitica E40 Stimmen. ELISA mit Uberstinden von HeLa Zellen sechs

Stunden nach Infektionsbeginn.

Eines der Gene, deren Transkription NFxB abhéngig aktiviert wird, ist IL-8. Die Bestimmung
der sekretierten IL-8 Menge in Uberstinden von HeLa Zellen zeigt sechs Stunden nach
Infektion ein sehr dhnliches Bild wie die NFkB Luziferase-Experimente (Abb. 19).
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Abbildung 20: NFxB abhdngige Luziferaseaktivitit 6h nach Infektion mit pYV" und der YopT

Monosekretionsmutante, sowie als Vergleich den YopE und YopP Monosekretionsstimmen.

Nach Infektion von HeLa Zellen mit dem WA-314 Patientenisolat und den YopT, YopE und

YopP Monosekretionsmutanten konnte zwar eine im Vergleich zum zur pTTSS Stamm
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Mutante gesenkte Luziferaseaktivitit in den Lysaten der pYV" und pTTSS-yopP infizierten
Zellen gemessen werden. Jedoch konnte bei pTTSS-yopT oder pTTSS-yopE Infektion keine
NF«xB Hemmung festgestellt werden (Abb.20).

Offensichtlich reicht also die YopT induzierte GILZ Expression allein nicht aus, um die
NF«B Aktivitdt in der Zielzelle zu beeinflussen. Ein mdglicher Grund hierfiir konnte die
translozierte YopT Menge sein. YopT steht bei der Typ III Sekretion in Konkurrenz zu
mindestens 5 weiteren Effektor-Yops und den beiden Translokator-Yops YopB und YopD.
Moglicherweise ist daher die translozierte YopT Aktivitit nicht ausreichend fiir eine
quantitative Umsetzung der zelluldren Zielproteine, so dass der prinzipiell mogliche Effekt
nicht beobachtet werden kann. Um diese Hypothese zu {iberpriifen, wurde der Effekt der

Uberexpression von YopT untersucht.
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Abbildung 21: NFkB abhdngige Luziferaseaktivitit 30h nach Transfektion mit dem
Leervektor (pHMG6), dem Vektor fiir YopT Uberexpression (pHM6-YopT) oder fiir
YopTCI1394 Uberexpression (proteasedefizient; pHMG6-YopTC1394) und dem NFxB
Reporterplasmid pNF-xB-Luc und pCMV-p-galactosidase. Die Lysate wurden sechs Stunden
nach Infektion mit E. coli oder E. coli pInv1914 hergestellt.

Uberexpression von funktionellem YopT, nicht aber von proteasedefizientem YopT
(YopTC139A), fiihrte zu einer signifikanten Reduktion sowohl der basalen- (nach Infektion
mit E. coli) als auch der Invasin stimulierten NFkB Aktivitdt (nach Infektion mit E. coli

pInv1994, Abb. 21).
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Es konnte also gezeigt werden, dass GILZ Uberexpression in HeLa Zellen basale- wie Invasin
stimulierte NFkB Aktivitit senken kann und dass das gleiche auch fiir YopT Uberexpression
gilt. Fraglich blieb allerdings, ob die niedrigere NFxB Aktivitit eine Folge der YopT
induzierten GILZ Expression ist oder ob ein anderer Effekt von YopT dafiir verantwortlich
ist. Daher wurde untersucht, ob die YopT abhéngige Senkung der NFkB Aktivitdt sich durch
GILZ spezifische siRNA (104) aufheben ldsst. Dazu wurden zunidchst eine siRNA
Konzentration und Transfektionsbedingungen gesucht, die zu einer erheblichen Reduktion der
GILZ Proteinexpression fiihren, gleichzeitig aber auch eine robuste Ermittlung der NF«xB
Aktivitdt ermdglichen. Abbildung 22 zeigt, dass die letztendlich ausgewihlten Bedingungen
fiir die siRNA Anwendung geeignet sind, um GILZ Expression nach Uberexpression von

YopT zu blockieren.

e e GILZ

e N — VT

%) siC siGILZ none siC siGILZ
pHM6 pHM6-YopT

Abbildung 22: Transfektion von HelLa Zellen mit Kontroll siRNA und GILZ spezifischer
SiRNA gefolgt von pHM6 bzw. pHMG6-YopT Plasmidtransfektion

Darauffolgend wurde die NFkB Aktivitit in Experimenten untersucht, bei denen DNA-
Transfektionskontrollen und YopT iiberexprimierende HeLa Zellen, die zuvor mit Kontroll-
siRNA oder siGILZ behandelt worden waren, mit E. coli oder E. coli plnv1914 infiziert
wurden. Dabei zeigt sich, dass die Hemmung der GILZ Proteinexpression durch siGILZ
unabhdngig von der Anwesenheit von YopT und verstirkend zu dieser, zu einer gesenkten
NF«B Aktivitdt fithrt (Abb. 23). Die von YopT verursachte NFkB Hemmung kann daher
nicht GILZ vermittelt sein.
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Abbildung 23: NFkB abhdngige Luziferaseaktvitit 54h nach siRNA Transfektion und 30h
nach Transfektion des GILZ Uberexpressionsvektors oder des Kontrollvektors und des NFxB
Reporterplasmids pNF-«kB-Luc und pCMV-p-galactosidase. Die Luziferaseaktivitit wurde in

Lysaten, die 6h nach Infektion mit E. coli oder E. coli pInv1914 hergestellt wurden, gemessen.

Zusammenfassend konnte also die Induktion der GILZ Proteinexpression durch die
Proteaseaktivitit von Y. enterocolitica YopT sowie das C. difficile Toxin B gezeigt werden,
eine spezifische Beschreibung eines die GILZ Expression vermittelnden Signalwegs gelang
jedoch nicht. Durch Uberexpression von GILZ konnte, wie bereits beschrieben (27,37), basale
und Invasin induzierte NFkB Aktivitit gehemmt werden. Ebenfalls konnte, in geringerem
AusmaB, NFkB Aktivitit durch YopT Uberexpression gehemmt werden. Es konnte eine
verstiarkte NFkB Aktivierung bei Infektion mit YopP/T und YopT Deletionsmutanten gezeigt
werden. Jedoch wurde keine Senkung der NFxB Aktivitit durch eine YopT
Monosektretionsmutante beobachtet und Unterdriickung der GILZ Expression durch
spezifische siRNA beeintrichtigte die der NFkB Aktivitit durch YopT Uberexpression nicht.
Daher liegt wohl keine Abhédngigkeit der YopT verursachten Senkung NFxB abhéngiger

proinflammatorischer Genexpression von der YopT induzierten GILZ Expression vor.

3.5 Etablierung eines B-Laktamase Reportersystems ftr Typ 1|
Effektortranslokation

Der Nachweis translozierter Effektoren ist unabdingbar fiir die Untersuchung der

Pathogenesestrategien von Pathogenen mit Typ III Effektortranslokation. Daher wurden
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bereits verschiedene Methoden zum direkten oder indirektem Nachweis dieser Effektoren in

den infizierten Wirtszellen etabliert (11,62,81,125,151,269).

Auch in eigenen Vorarbeiten wurde ein Reportersystem fiir Y. enterocolitica entwickelt, bei
dem ein YopES53-Cre Fusionsprotein als Reporter fiir den Nachweis von Typ III
Translokation auf Einzelzellebene diente. Trotz guter Resultate bei der Infektion von CV1-5B
Fibroblasten (161,306), die nach Infektion mit dem Reporterstamm Cre-Aktivitdt durch p-
Galaktosidase Expression anzeigten (165), konnte mit diesem System keine Yop
Translokation in verschiedenen Mausmodellen mit Cre aktivierbarer Reporterexpression

gezeigt werden (eigene, unverdffentlichte Ergebnisse).

3.6 Genese der Reporterstamme

Aufgrund positiver Erfahrungen beim Versuch der Etablierung eines Reportersystems auf
Basis der Aktivierung eines rekombinanten Reporters in der Wirtszelle durch Cre-loxP
abhingige Manipulation dessen Promotors (165), wurde das klinische Isolat Y. enterocolitica

Serotyp O:9 E40 (269) als Reporterstamm ausgewahlt.

3.6.1 Generierung eines metabolisch stabilisierten Systems

Untersuchungen, die zur Etablierung des Cre-loxP Reportersystems durchgefiihrt wurden
zeigten, dass es unregelmiBig zu einer starken Expansion von Bakterien kommen kann,
welche das fiir das Reportersystem notwendige Expressionsplasmid verloren haben (165).
Dabher sollte durch Ausschaltung eines essentiellen Genes auf dem Bakterienchromosom und
dessen Supplementation in trans auf dem Reporterplasmid dessen Retention erzwungen

werden.

Das asd Gen kodiert fir die Aspartatdehydrogenase, ein Enzym, das meso-
Diaminopimelinsdure fiir die Transpeptidierung des Mureins bereitstellt. Es ist daher
essentiell fiir die Synthese der Bakterienzellwand und damit fiir das Uberleben der Bakterien.
Das asd Gen von Y. enterocolitica Serotyp E40 wurde im Rahmen einer Kooperation von
Jaime Mota und Marina Kuhn durch homologe Rekombination ausgeschaltet, so dass der

Stamm E40 Aasd erhalten wurde. Zusammen mit der Insertion des asd Gens auf dem
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Reporterplasmid konnte so die metabolische Stabilisation des Reporterplasmids verwirklicht

werden (Abb. 24).
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|
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\\ /
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\—————————_

Abbildung 24: Schematische Darstellung der metabolischen Stabilisierung des

Reporterplasmids

3.6.2 Herstellung der Plasmide

3.6.2.1 Klonierung des Reporterplasmids pMK-Bla

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des Bla Reporterplasmids diente das Cre-loxP
Reporterplasmid pMK4. Da in der Arbeitsgruppe gute Ergebnisse mit der Sekretion von
Fusionen an die N-terminalen 53 Aminosduren von YopE gemacht wurden (2,3,165,167),

wurde auch als Cre Reporter letztendlich ein YopES53 Fusionsprotein verwendet.
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Herstellung des Cre-loxP Reporterplasmids pMK4

Um ein YopES5S3 Fusionsprotein zu erhalten, wurde der Vektor pBMES3-G1 (3)
herangezogen, ein pACYC184 Derivat welches ein Xbal - Hindlll - sycE - PyopE/sycE -
yopES3 - BamHI - gfp - Sall Fragment enthilt. BamHI - gfp - Sall wurde durch ein Fragment
aus pBKEF-niscre ersetzt das eine Fusion des Affenvirus 40 (SV40) Kernlokalisationssignals
(nls) mit der Cre Rekombinase des Bakteriophagen P1 enthielt (BamHI - nils - cre - Sall) so
dass das Plasmid pBMES3-Cre erhalten wurde (167). Der Vektor pIV2 wurde aus einem
kleinen kryptischen Plasmid (p29807) eines apathogenen Y. enterocolitica Stamms durch
Hinzufligen einer Kanamycin Resistenzkassette und einer multiplen Klonierungsstelle (MCS)
erhalten (271). Dieser erhielt das Xbal - Hindlll - sycE - PyopE/sycE - yopES3 - BamHI - nls -
cre - Sall Fragment aus pBMES3-Cre (pIV2-SycE-YopES53-Cre) (165). Durch Einfligen von
Apal - asd - Xhol (Jaime Mota, Marina Kuhn) wurde das Plasmid pMK4 erhalten und so die
Moglichkeit zur metablischen Stabilisierung des Reporterplasmids durch Komplementierung

der DAP Auxotrophie von E40 Aasd geschaffen (Abb. 27).

Herstellung des Reporterplasmids pMK-Bla

Zur Herstellung eines B-Laktamase Reporters wurde das Bla Gen aus pCR2.1 mit den
Primern BamHI bla fwd und Sal/l bla rev amplifiziert. Das PCR Produkt wurde in pCR-Blunt
IT zwischenkloniert und sequenziert. Das Gen ersetzte als BamHI1/Sall Fragment die fiir GFP
kodierende Sequenz in pPBMES53-Gl1, so dass ein pACYC184 Derivat mit der Sequenz Xbal -
Hindlll - sycE - PyopE/sycE - yopES3 - BamHI - bla - Sall erhalten wurde (pBMES3-Bla).
Durch diese Sequenz wurde das bisherige Hindlll/Sall Fragment in pMK4 ersetzt, so dass
pMK-BIla erhalten wurde (Abb. 27).

3.6.2.2  Kilonierung des Kontrollplasmids pMK-Ova

Um zu verifizieren, dass die beobachtete Fluoreszenzéinderung tatséchlich auf die B-
Laktamase Aktivitdit des YopES53-Bla Fusionsproteins zurlickzufiihren ist, sollte eine
Negativkontrolle generiert werden, welche ein inaktives Fusionsprotein transloziert. Als
enzymatisch inaktive Proteindomédnen eignen sich zum Beispiel Ovalbuminfragmente. Daher
wurde das fiir Bla kodierende BamHIl/Sall Fragment in pBMES3-Bla durch das fiir
Ovalbumin (Ova) AS 247-355 kodierende BamHI/Sall Fragment aus pYopE;.1330vaz47.355
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(301) ersetzt, so dass pPBMES53-Ova erhalten wurde. Ein Hindlll - sycE - PyopE/sycE -
yopES3 - BamHI — oval47-355 - Sall Fragment aus diesem Plasmid ersetzte die zwischen
HindlIll und Sall befindliche Sequenz in pMK-Bla so dass pMK-Ova erhalten wurde (Abb.
25) (vgl. auch (164)).
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Konstruktion der Reporterplasmide
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3.6.2.3  Kilonierung eines Plasmids fur eukaryotische Bla Expression

Da nicht sicher davon ausgegangen werden konnte, dass die Translokation des YopE53-Bla
Fusionsprotein zu einer messbaren Bla Aktivitdt in den infizierten Zellen fiihrt, wurde als
Positivkontrolle fiir die ersten Versuche ein Vektor fiir die Bla Uberexpression in
eukaryotischen Zellen hergestellt. Da die Sequenzierung des Bla PCR Produkts in pCR-Blunt
IT gezeigt hatte, dass dieses in der Ableserichtung der /acZa Sequenz in den Vektor integriert
war, konnte ein BamHI - bla - Xhol Fragment gewonnen und in pCDNA3 gebracht werden
(pCDNA3-Bla). Transfektion von eukaryotischen Zellen mit pPCDNA3-Bla ermdglichte die

Laktamase-Expression unter der Kontrolle eines CMV Promoters (164).

3.6.3 Herstellung der bendtigten Y. enterocolitica Stamme

3.6.3.1 Herstellung von E40-pBla und E40-pOva

Um den Reporterstamm E40 Aasd pMK-Bla (E40-pBla) und den Kontrollstamm E40 Aasd
pMK-Ova (E40-pOva) zu erhalten, wurde der Stamm E40 Aasd mit den Plasmiden pMK-Bla
bzw. pMK-Ova transformiert. Die gewiinschten Klone wurden als Arsenit und Kanamycin

resistente sowie DAP prototrophe Kolonien erhalten (vgl. auch (164)).

3.6.3.2  Herstellunng von AYscN-pBla

Als zusitzliche Kontrolle sollte ein Stamm geschaffen werden, der das YopE53-Bla
Reporterprotein zwar exprimiert, jedoch kein funktionelles Sekretionssystem besitzt. Ein
solcher sekretionsdefizienter Stamm war notwendig, um zu kliren, ob die Aufnahme von
Yops (und des Bla Reporters) ausschlieBlich durch Typ III Translokation erfolgte, oder ob

auch Phagozytose von Bakterien eine Rolle spielte.

Es konnte gezeigt werden, dass die ATPase YscN fiir den Antrieb der Yop Sekretion
notwendig ist (303). Weiterhin fiihrte die Deletion einer Nukleotidbindungssequenz (AS 169-
177) zur Inaktivierung von YscN und verhinderte die Yop Sekretion. Da dieses mutierte E40
Virulenzplasmid (pMSL41) uns von der Arbeitsgruppe Cornelis zur Verfligung gestellt

wurde, konnte es in den Reporterstamm gebracht werden.
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Voraussetzung fiir den Transfer mutierter E40 pYV Plasmide in die Reporterstimme war die
Gewinnung eines Reporterstamms bzw. Kontrollstamms ohne Virulenzplasmid. Solche
Stimme wurden gewonnen, indem eine E40-pBla bzw. E40-pOva Kultur {iber eine Woche bei
37 °C durchgefithrt wurde (132). Durch Replika-Plattierung wurden Arsenit sensitive
Kolonien gefunden, die durch die Stamme E40 Aasd pYV pMK-Bla bzw. E40 Aasd pYV
pMK-Ova (pYV"™ dasd pOva) gebildet wurden.

Durch Elektroporation von pMSL41 (269,303) in E40 pYV" dasd pBla wurde E40 Aasd
yscNAI169-177 pMK-Bla (AYscN-pBla) erhalten (vgl. auch (164)).

3.6.3.3  Herstellung von AYadA-pBla und AYadA-pOva

Analog zu AYscN-pBla wurden die Stamme E40 Aasd AyadA pMK-bla (AYadA-pBla) und
E40 Aasd AyadA pMK-Ova (4YadA-pOva) durch Transformation von E40 pYV™ Aasd pBla
bzw. pYV™ dasd pOva mit pLIM 4029 (192) hergestellt.

3.6.3.4 Eigene Mutageneseversuche

Da ein pYV40 Plasmid mit inaktiviertem yscN Gen zunichst nicht verfiigbar war und auch
das Translokator Yop YopB deletiert werden sollte, wurden eigene Mutageneseversuche
unternommen. Allerdings gelang es nicht, die kodierenden Sequenzen durch Homologe
Rekombination (Methodik nach (141)) zu entfernen. Das Mutageneseplasmid konnte zwar
erfolgreich in das pYV Plasmid integriert werden. Jedoch gelang es nicht, Klone zu
identifizieren, welche das Mutageneseplasmid mitsamt der von den Homologiebereichen
flankierten Sequenz verloren hatten. Auch der Versuch, die Translation dieser Gene durch
gerichtete Transposonmutagenese (160) zu unterbrechen, gelang nicht. Es wurden zwar
zahlreiche Klone mit integriertem Intron erhalten, jedoch wurde keine Integration in den

gewiinschten Lokus beobachtet.

3.6.3.5 Herstellung von Reporterstammen aus anderen Patientenisolaten

Neben den aus dem Patientenisolat Y. enterocolitica O:9 E40 und den daraus

hervorgegangenen Stammen mit inaktivierten Virulenzgenen (yscNAI169-177 und AyadA)
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wurden auch die Patientenisolate Y. enterocolitica O:8 WA-314 (135), 6471/76 O:3 (264) und
Ruokola O:9 (193) mit pMK-Bla transformiert. Trotz in allen Fillen guter Sekretion des
Fusionsproteins zeigten in vitro Infektionsexperimente mit WA-314 nur ein Zehntel der Bla
positiven Zellen die bei gleichen Infektionsbedingungen mit E40-pBla erhalten wurden. Die
Transformation der Stdmme 6471/76 und Ruokola fiihrte zu keiner erkennbaren
Laktamaseaktivitit in infizierten Zellen. Daher wurden diese Stdmme fiir keine weiteren

Experimente verwendet.

3.6.4 Uberprifung der Typ I11 Sekretion der Reporterstimme

Zur Uberpriifung, ob die plasmidkodierten YopES53 Fusionsproteine auch tatsichlich
exprimiert und sekretiert werden und ob es eine Beeintrachtigung der Sekretion von YopE
gibt, wurden Uberstinde aus Kulturen dieser Stimme, die bei 37°C und Kalziumentzug
durchgefiihrt wurden (133), durch Immunoblot gegen YopE untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Fusionsprotein von allen mit den Plasmiden pMK-Bla bzw. pMK-Ova
transformierten Stimmen exprimiert und von allen Stimmen auller der sekretionsdefizienten
Mutante AYscN-pBla sekretiert werden. Eine Beeintrdachtigung der Expression oder Sekretion
von YopE wurde nicht festgestellt (Abb. 26).
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Abbildung 26: Proteinexpression (Pellet) und Sekretion (Uberstand) der Reporterstimme.

3.7 Etablierung des Bla Reportersystems in vitro

3.7.1 Transfektion und Infektion von HelLa Zellen

Um eine Positivkontrolle fiir die Messung der Bla abhidngigen Umwandlung der CCF4
Fluoreszenz zu etablieren, wurden HelLa Zellen transient mit pcDNA3-Bla bzw. dem
Leervektor pcDNA3 transfiziert. Wie erwartet, konnte durch Transfektion mit pcDNA3-Bla
ein Kollektiv blau fluoreszierender Zellen erzeugt werden (Abb. 27) (164).
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Abbildung 27: [-Laktamase Expression in HelLa Zellen. Die Zellen wurden mit dem [-
Laktamase Expressionsvektor pCDNA3bla bzw. mit pCDNA3 (Leervektor) transfiziert. Einen
Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit CCF4-AM gefirbt und die CCF4

Fluoreszenzen im Durchflusszytometer gemessen (n=2).

Um zu kldren, ob durch die Translokation des YopE53-Bla Reporterproteins durch Y.
enterocolitica in CCF4-AM  gefiarbten eukaryotischen Zellen tatsdchlich ein
durchflusszytometrisch messbarer bzw. am Mikroskop beobachtbarer Anstieg blauer
Fluoreszenz verursacht wird, wurden ebenfalls initiale Untersuchungen mit HeLa Zellen
durchgefiihrt. Zunéchst erfolgten durchflusszytometrische Untersuchungen von uninfizierten
Zellen und Zellen, die mit einer MOI von 50 mit den Stimmen E40-pBla, E40-pOva, AYscN-
pBla sowie AYadA-pBla und AYadA-pOva infiziert wurden. Nach der Infektion wurden die
Zellen durch Trypsin-EDTA Behandlung von der Zellkulturplatte geldst und mit CCF4-AM
in antibiotikahaltigem Medium geférbt. Es zeigte sich, dass bei uninfizierten oder mit den
Kontrollstimmen E40-pOva (keine Bla Aktivitit), AYscN-pBla (keine Sekretion)
und AYadA-pOva (keine Bla Aktivitét) infizierten Zellen maximal 2,5% blaue Fluoreszenz
messbar waren. Bei Infektion mit E40-pBla wurden dagegen 28% blaue Zellen erhalten, mit

AYadA-pBla 56% (n =5, Abb. 28).
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Abbildung 28: Hela Zellen wurden mit den angegebenen Y. enterocolitica E40 Stimmen
infiziert und der Prozentsatz blauer Zellen nach CCF4-AM Fdrbung am Durchflusszytometer
bestimmt. A: Auftrag der griinen Fluoreszenz des ungespaltenen Farbstoffs gegen die blaue
Fluoreszenz des umgesetzten Farbstoffs eines reprdsentativen Experiments. B:
Zusammenfassung aller Experimente. Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied zu

E40-pOva an (p < 0,05, n = 5).
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Die Entstehung blauer Fluoreszenz in Zellen, die mit den YopES53-Bla sekretierenden
Stammen E40-pBla und AYadA-pBla infiziert wurden, konnte auch durch
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden. Hierzu wurden getrennte Aufnahmen der griinen
und der blauen Fluoreszenz iiberlagert. Dabei wurde erhdhte blaue Fluoreszenz vor allem
nach Infektion mit E40-pBla und AYadA-pBla beobachtet (mit MOI 100 fiir eine Stunde)
(164).

Das in dieser Arbeit geschaffene B-Laktamase Reportersystem erwies sich also als geeignet
fiir die durchflusszytometrische und mikroskopische Untersuchung der Effektortranslokation

durch die Reporterstimme E40-pBla und AYadA-pBla.

3.7.2 Infektion von GD25 und GD25-B1A Fibroblasten

Fiir das Zustandekommen der Yop Translokation in Wirtszellen ist offensichtlich nicht nur
die Expression der Effektor-Yops, der Porenbildner YopB und YopD und des Typ III
Sekretionssystems erforderlich, sondern auch die Expression von Adhésinen, denn nur durch
das Anhaften der Bakterien an den Wirtszellen kann die Verbindung zwischen der Nadel des
Sekretionssystems und der Pore in der Wirtszellmembran stabilisiert werden. Es wird
allgemein angenommen, dass eine Y. enterocolitica Invasin — Wirtszell B1 Integrin Bindung
notwendig ist, damit Yop Translokation ist zustande kommt, jedoch wurde die Notwendigkeit
der P1 Integrin Expression durch Wirtszellen bisher nicht durch direkte experimentelle
Untersuchungen gezeigt. Auch wire es durchaus mdglich, dass statt Invasin auch YadA, Ail,
LerV oder das Produkt eines putativen Adhdsingens eine Schliisselrolle bei der Stabilisierung
des Kontakts zwischen Bakterium und Wirtszelle spielen konnten und so die eigentliche

Vorraussetzung fiir die Effektortranslokation darstellten.

GD25 Fibroblasten wurden durch Inaktivierung des B1 Integrin Gens in Maus Stammzellen
gewonnen (96,300). GD25-f1A Fibroblasten wurden durch stabile Transfektion mit B1
Integrin cDNA aus GD25 Fibroblasten gewonnen. Infektionsversuche mit E40-pBla und E40-
pOva zeigten ausschlieBlich blaue Fluoreszenz bei GD25-B1A Zellen, die mit E40-pBla
infiziert wurden. Allerdings erfolgte die B1 Integrin Farbung mit einem anti-CD29 Antikorper
nicht im gleichen Ansatz (da dieser nicht mit einem zusammen mit CCF4 verwendbaren

Fluorophor markiert war) und zeigte nur ca. 20% (1 Integrin positive Zellen in der
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verwendeten GD25-B1A Kultur (164). Daher wurde der Versuch mit einem Allophycocyanin
(APC) markierten anti-CD29 Antikorper anderer Herkunft wiederholt. Unter diesen
Bedingungen konnten 90% der GD25-B1A Fibroblasten mit anti-CD29 angefarbt werden.
Gleichzeitig waren 27% dieser Zellen Bla positiv, wenn mit E40-pBla bei einer MOI von 50
infiziert wurde. Bei Infektion von GD25 Fibroblasten mit E40-pBla wurden dagegen nur
0,72% blaue Zellen erhalten. Diese Zahl liegt deutlich liber dem Hintergrund der bei
uninfizierten bzw. E40-pOva infizierten GD25 Zellen erhalten wurde (<0,05%), jedoch zeigt
dieses Ergebnis klar, dass ohne die Wechselwirkung des Yersinia Invasins mit B1 Integrinen

auf den Zielzellen kaum Yop Translokation stattfindet (Abb. 29).
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Abbildung 29: Infektion von GD25 und GD25-1A Fibroblasten mit E40-pBla und E40-pOva
(MOI 50, 1h). Durchflusszytometrische Analyse der CCF4-AM und anti-CD29 (APC)
gefirbten Zellen.

3.7.3 Infektion von Milzzellen aus der C57BL/6 Maus

Das Bla Reportersystem wurde erfolgreich zur Detektion von Yop Translokation bei der
Infektion immortalisierter Zelllinien verwendet. Als ndchster Schritt wurde die Eignung bei

der Infektion primdrer Leukozyten untersucht. Neben der prinzipiellen Machbarkeit der
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Untersuchung der Yop Translokation sollte auch gekldart werden, welche Mindest-MOI
erforderlich ist, um Yop Translokation beobachten zu koénnen und ob ex vivo Yop

Translokation bevorzugt in bestimmte Zelltypen stattfindet.
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils blauer Zellen nach Infektion
primdrer C57BL/6 Milzzellen mit einer MOI von 50 fiir eine Stunde mit den angegebenen Y.
enterocolitica E40 Stimmen. A: Auftrag der griinen Fluoreszenz des ungespaltenen
Farbstoffs gegen die blaue Fluoreszenz des umgesetzten Farbstoffs eines reprdsentativen
Experiments. B: Zusammenfassung aller Experimente. Sternchen zeigen einen signifikanten

Unterschied zu E40-pOva an (p < 0,05; n = 35).

103



Die Milzzellen wurden fiir eine Stunde mit einer MOI von 50 mit den Stimmen E40-pBla,
E40-pOva, AYscN-pBla, AYadA-pBla und AYadA-pOva infiziert. Analog zum Ergebnis der
Infektion von HeLa Zellen wurden unter 2,5% blaue Milzzellen bei uninfizierten oder mit den
Kontrollstimmen E40-pOva, AYscN-pBla oder AYadA-pOva infizierten Zellen gemessen.
Dagegen fiihrte E40-pBla Infektion zu 31% und AYadA-pBla zu 69% Zellen mit
nachweisbarer Bla Aktivitit (Abb. 30).

3.7.3.1  Einfluss der MOI auf die Anzahl der Bla positiven Zellen

Durch in vitro Infektion von Milzzellen mit Bakterien im Verhiltnis 0,5, 1, 2, 5, 10, 25, 50
oder 100 fiir eine Stunde wurde fiir die Stimme E40-pBla und AYadA-pBla die minimale
Bakterienzahl pro Zelle ermittelt, bei der noch Laktamaseaktivitdt iiber dem Hintergrund
(Prozent blaue Zellen nach Infektion mit E40-pOva plus dreifache Standardabweichung) von
0,9% blauen Zellen feststellbar war. Es stellte sich heraus, dass bei Infektion mit E40-pBla ab
einer MOI von 5 Laktamase-Aktivitidt in den infizierten Zellen gemessen werden konnte,
wihrend bei Infektion mit AYadA-pBla schon bei 0,5 Bakterien pro Zelle 10% blaue Zellen
erhalten wurden (Abb. 31, vgl. (164)).
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Abbildung 31: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils blauer Zellen nach Infektion
primdrer C57BL/6 Milzzellen mit MOIs von 0,5 bis 100 mit E40-pBla und AYadA-pBla.
Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied der Zahl blauer Zellen nach E40-pBla bzw.
AYadA-pBla Infektion an (p < 0,05; n = 3).
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3.7.3.2  Yop Translokation in verschiedene Milzzellpopulationen in vitro

Zur Bestimmung des Ausmafles der Yop Translokation in die verschiedenen Zellpopulationen
der Milz wurden die infizierten Milzzellen vor der CCF4-AM Férbung mit APC gekoppelten
Antikorpern gegen Leukozyten Oberflichenantigene markiert. Im Einzelnen erfolgte die
Féarbung der Phagozyten mit anti-CD11b, Makrophagen wurden mit anti-F4/80 markiert,
Granulozyten mit anti-Grl und dendritische Zellen mit anti-CD11c. Gesamt T-Zellen wurden
als CD3 positive Zellen gemessen, zusitzlich erfolgte die Analyse von CD4 positiven T-
Helferzellen und CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen. B-Zellen wurden durch anti-CD19
markiert, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) wurden als CD49b positive Zellen gemessen.
Zwar wurden je nach Population zwischen 58% (CD3") und 82% (CD19") B-Laktamase
positive Zellen gefunden (n=3), ein signifikanter Unterschied ergab sich jedoch nicht (164).

3.8 Etablierung des Reportersystems in vivo

Y. enterocolitica E40 besitzt eine sehr geringe Virulenz im Mausmodell, da dieser Stamm das
fiir die Eisenaufnahme bendtigte Siderophor Yersiniabactin nicht synthetisieren kann. Grund
dafiir ist das Fehlen der Hochpathogenititsinsel (HPI), welche unter anderem die Gene fiir die
Yersiniabactinsynthese enthdlt (64,65,210). Daher mussten die C57BL/6 Maiuse vor der

Infektion mit dem Siderophor Desferrioxamin vorbehandelt werden (25).

3.8.1 Yop Translokation in Milzzellen von i. v. infizierten C57BL/6
Mausen

3.8.1.1 Abhéangigkeit der Zahl der Bla positiven Zellen von der Infektionsdosis

Eine Stunde nach i. v. Verabreichung von 2,5mg Desferrioxamin wurden C57BL/6 Miuse mit
510" - 5.10° CFU E40-pBla durch Injektion in die Schwanzvene infiziert. Zwei Tage nach
Infektion wurden die Tiere getdtet und die Milzen entfernt. Die Organe wurden durch 90um
Nylonsiebe gedriickt um Einzelzellsuspensionen zu erhalten, aus denen die Keimzahl (durch
Ausplattieren von Verdiinnungsreihen) und die Zahl der Bla positiven Zellen durch Féarbung

in CCF4-AM und anschlieBende durchflusszytometrische Analyse bestimmt wurde (Abb. 32).
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Es stellte sich heraus, dass ab einer Infektionsdosis von 5-10° Bakterien eine Keimzahl von ca.
logip 6,5 CFU erhalten wurde, die sich durch Erhohung der Infektionsdosis nicht mehr
steigern lieB3. Das Bla Reportersystem zeigte sich als geeignetes Mittel, um auch in vivo Yop
Translokation zu untersuchen (164). Eine Infektionsdosis von 5-10° CFU reichte aus, damit
die Zahl der blauen Zellen die Hintergrundaktivitét iiberstieg. Im Gegensatz zur CFU in der
Milz erreichte die Zahl der Bla positiven Zellen erst ab einer Dosis von 5-10° E40-pBla ein
Plateau bei ca. 3% blauen Zellen (Abb. 33).

E40-pBla E40-pOva

blau

Abbildung 32: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils blauer Zellen zwei Tage nach
i. v. Infektion von C57BL/6 Mdusen mit 5-10° CFU E40-pBla bzw. E40-pOva. Reprisentatives

Experiment.
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Abbildung 33: C57BL/6 Miuse zwei Tage nach i. v. Infektion mit 5-10° CFU E40-pBla mit
den angegebenen Dosen (n = 8). A: CFU in der Milz B: Bla positive Zellen in der Milz.
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3.8.1.2 Abhéangigkeit der Zahl der Bla positiven Zellen von der Infektionsdauer

Um die Keimzahl in der Milz und die Zahl der fiir Yop Translokation positiven Zellen in
Abhingigkeit von der Infektionsdauer zu untersuchen, wurden Miuse mit einer Dosis von
5.10° CFU i. v. fiir infiziert . Die Untersuchung der Keimzahl in den nach Ende einer
Infektionsdauer von sechs Stunden, einem, zwei, oder drei Tagen gewonnen
Milzhomogenaten zeigte, dass einen oder zwei Tage nach Infektion eine Keimzahl von
ungefdhr log;p 6,5 in der Milz vorgefunden wird, wéihrend die Bakterienlast nach sechs
Stunden oder drei Tagen deutlich niedriger ausfillt. Die Zahl der Zellen, in denen der
Farbstoff umgesetzt wurde, stieg dagegen kontinuierlich bis zu einer Infektionsdauer von
zwel Tagen an. Es wurden dann analog zu den Dosisuntersuchungen ca. 3% blaue Zellen
erhalten. Trotz der gesunkenen Keimzahl in der Milz wurden nach drei Tagen ebenfalls ca.

3% blaue Zellen beobachtet (Abb. 34).
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Abbildung 34: 1. v. Infektion von C57BL/6 Mdusen mit E40-pBla mit den angegebenen Dosen
(n =8). A: CFU in der Milz B: Bla positive Zellen in der Milz.

Die in der infizierten Milz beobachteten Keimzahlen und Anteile blauer Zellen lassen sich
durch eine sigmoidale Regression zu beschreiben. Demnach ist: logio CFU=5+2 /(1 + ¢!~

% blaue Zellen)/O,SS) (I‘2 =0.64: Abb. 35)
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log;o CFU je Milz

0 1 2 3 4 5 6
Blaue Zellen (%)
Abbildung 35: Auftrag des Anteils blauer Zellen in der Milz gegen den dekadischen

Logarithmus der Keimzahl aus allen Mausinfektionen. Die Kurve zeigt eine sigmoidale

Regression der Daten.

Bei den folgenden Versuchen wurde bei einer Infektionsdauer von zwei Tagen eine
Infektionsdosis von 5-10° CFU verwendet, da sich diese Vorgehensweise als optimal fiir den

Erhalt moglichst vieler Bla positiver Zellen herausgestellt hatte.

3.8.1.3 Haufigkeit der Yop Translokation in die verschiedenen Zellpopulationen der
Milz

Analog zur Vorgehensweise in vitro wurden auch Milzzellen aus infizierten C57BL/6 Méusen
mit Antikorpern gegen typische Oberflichenantigene der hiufigsten Milzzellpopulationen
gefarbt und danach durch CCF4-AM Firbung Yop Translokation sichtbar gemacht.
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Abbildung 36: I v. Infektion von C57BL/6 Midusen mit 5-10° E40-pBla fiir zwei Tage (n=3).
A: Zelpopulationen in der infizierten Milz, B: Yop Translokation (blaue Zellen) in die
einzelnen Milzzellpopulationen, C: Anteil der Milzzepopulationen an der Gesamtzahl blauer

Zellen.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass sich in vivo die Zahl der blauen Zellen in den
verschiedenen Leukozytenpopulationen zum Teil stark unterscheidet. In der infizierten Maus
fand Yop Translokation vor allem in phagozytische Zellen und NK-Zellen statt. Fiinf Prozent
der Granulozyten (Grl") und iiber 10% der Makrophagen (F4/80") und dendritischen Zellen
(CD11c") waren Bla positiv. Dagegen fanden sich bei den T-Zellen (CD3") und B-Zellen
(CD19") unter 2,5% blaue Zellen. Da die B-Zellen aber ungefihr die Hilfte aller Milzzellen
darstellen, stellten sie zusammen mit den Gr1" Zellen mit iiber 40% den groBten Anteil an der

Gesamtzahl der blauen Zellen (Abb. 36) (164).
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3.8.2 Yop Translokation in der infizierten Milz ohne YadA

Nachdem YadA bei der in vitro Infektion von HeLa und Milzzellen nicht notwendig war bzw.
die Zahl positiver Zellen zum Teil verringerte, sollte untersucht werden, ob die Expression
von YadA auch im Mausinfektionsmodell keine Notwendigkeit fiir die Yop Translokation

besitzt.

3.8.2.1 Infektion von C57BL/6 Mausen mit AYadA-pBla

Die Deletion von YadA bei Y. enterocolitica pYV"™ geht mit einer stark eingeschrinkten
Virulenz in der C57BL/6 Maus und insbesondere mit dem Verlust der Fahigkeit zur
Besiedlung der Milz einher (85,227). Die E40 Mutante AYadA-pBla zeigte dagegen eine im
Vergleich zum Wildtyp nur miBig verringerte Virulenz in der Maus. Durchschnittlich wurden
nach Infektion mit 5-10° CFU nach zwei Tagen logo 5,2 CFU in der Milz gefunden (n = 10).
Bei drei Miusen wurde sogar eine log;o CFU von 6,2 — 6,8 festgestellt und lag damit {iber der
Mindestkeimzahl, die bei Infektion mit E40-pBla fiir die Messung von Bla Aktivitit in
Milzzellen notwendig war. Allerdings wurden bei keiner mit AYadA-pBla infizierten Maus

blaue Zellen in der Milz beobachtet (Abb. 37).
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Abbildung 37: Log;9 CFU und Anteil blauer Zellen in der Milz zwei Tage nach i. v. Infektion
von C57BL/6 Miusen mit 5-10° CFU E40-pBla oder AYadA-pBla. A: Reprisentatives
Experiment. B: Ubersicht (n = 6). Aus der AYadA-pBla Infektion sind ausschlieflich Tiere mit
zur E40-pBla vergleichbarer Keimzahl dargestellt.

3.8.2.2 Infektion von TLR2 und TLR4 defizienten Mausen mit AYadA-pBla

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass eine fiir TLR2 und TLR4 defiziente Mauslinie mit
129Sv x C57BL/6 Hintergrund (TLR2/4™") ein gutes Modell fiir die Infektion mit pY V' AyadA
darstellt (Michaela Fritz, unverdffentlicht). Infektion von TLR2/4”" Mausen mit 5 - 10° CFU
E40-pBla oder AYadA-pBla fiihrte kontinuierlich zu vergleichbaren Keimzahlen iiber log 6.
Wihrend mit E40-pBla bei TLR2/4" Infektion durchschnittlich 2% blaue Zellen erhalten
wurden, konnte auch in diesem Modell keine Yop Translokation durch AYadA-pBla
festgestellt werden (Abb. 38).
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Abbildung 38: Log;y) CFU und Anteil blauer Zellen in der Milz zwei Tage nach i. v. Infektion
von TLR2/4" Méusen mit 5 - 10° CFU E40-pBla oder AYadA-pBla. A: Reprisentatives
Experiment. B: Ubersicht (n = 6).

3.8.3 Yop Translokation nach oraler Infektion in Darmepithelzellen

Um Yop Translokation in Darmepithelzellen zu untersuchen, wurden Miuse mit 5-10° CFU
E40-pBla oral infiziertt In den nach 2 Tagen Infektionsdauer hergestellten
Epithelzellpréparationen aus dem Darm konnten aber durch durchflusszytometrische

Analysen keine Zellen mit Laktamaseaktivitdt entdeckt werden (Abb. 39).
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Abbildung 39: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils blauer Darmepithelzellen
zwei Tage nach oraler Infektion von C57BL/6 Miusen mit 5-10° CFU E40-pBla bzw. E40-
pOva.
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4 DISKUSSION

4.1 Bakterielle Infektionen induzieren proinflammatorische
Genexpression

Die Anwesenheit pathogener Bakterien im Wirtsorganismus lést auf verschiedenen Wegen
proinflammatorische  Antworten dessen Immunsystems aus. Pathogen assoziierte
Molekiilmuster (PAMP) werden von Pathogen Erkennungsrezeptoren (PRR) erkannt, welche
uber die nachfolgenden Signalwege Zytokinausschuttung, Chemotaxis, Phagozytose,
Apoptose und andere Abwehrmechanismen in Gang setzen. Wahrend Toll artige Rezeptoren
(TLR) extrazellulare PAMPs erkennen, detektieren Proteine mit Nukleotide bindender
Oligomerisierungsdoméne (NOD) intrazellular Pathogene (93,183). Bei einer Y.
enterocolitica Infektion werden diese Signalwege auBerdem durch Interaktion der Adhdsine
YadA und Invasin (115) mit der extrazellularen Matrix bzw. durch direkte Interaktion

ausgelost.

4.2 Das Typ I Virulon schitzt Yersinia spp. vor der
proinflammatorischen Immunantwort

Das Typ Il Virulon von Y. enterocolitica transloziert mindestens sechs Effektor Yops in die
Zellen der befallenen Wirte. Durch zahlreiche Einzeluntersuchungen zu den
Wirkmechanismen der einzelnen Effektoren (74,292) sowie durch Erstellung des
Genexpressionsprofils infizierter HeLa Zellen (48) konnte gezeigt werden, dass die
Funktionalitat und Viabilitdt von Zellen des Immunsystems durch die Aktivitdten der
einzelnen Yops stark beeintrachtigt wird, proinflammatorische Genexpression wird effizient

unterdrickt.
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4.3 Yersinia enterocolitica induziert die Expression von GILZ,
einem Vermittler antiinflammatorischer Signaltransduktion

In den Genexpressionsanalysen infizierter HeLa Zellen konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass die Expression einiger weniger Gene hochreguliert wird, darunter die
Transkriptionsregulatoren rhoB, krippel like factor 2 und GILZ (48). Insbesondere GILZ
wurde als entziindungshemmender und antiapoptotischer Modulator beschrieben (Abb. 40)
(28). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Induktion von GILZ die Ausschittung
proinflammatorischer ~ Zytokine  durch  Epithelzellen hemmen und so einen
Immunevasionsmechanismus darstellen konnte. Daher wurde die GILZ Induktion durch Y.

enterocolitica in HeLa Zellen genaueren Untersuchungen unterzogen.

Ras =——» Akt (PKB)
. \
NFKkB f— GILZ =] Raf-1 =% MEK1/2 == ERK
—

1

Bel-xI
COX-2
FAS-FAS-L
CD80
CD86
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MIP-1a
TNFa
MHCII

Abbildung 40: Schematische Darstellung der GILZ vermittelten immunsuppressiv-
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Effekte. Direkte Interaktion konnte mit Ras, Raf
und NFkB gezeigt werden (nach (28))
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4.3.1 Ursache der GILZ Induktion in HeLa Zellen durch Y. enterocolitica

4.3.1.1 Die GILZ Induktion erfolgt durch die Cysteinprotease-Aktivitat von YopT

In weiteren Vorarbeiten konnte die gesteigerte GILZ mRNA Expression durch Infektion mit
dem Patientenisolat pYV" durch quantitative RT-PCR bestitigt werden. Auch konnte durch
Immunoblot von immunprézipitiertem GILZ aus den Lysaten infizierter HeLa Zellen gezeigt
werden, dass analog die GILZ Proteinexpression zunahm (104). In der vorliegenden Arbeit
konnte dieses Ergebnis durch den Nachweis von GILZ Protein direkt aus den Zelllysaten
durch Immunoblot bestétigt werden. Da Infektion mit pYV" nicht zu GILZ Expression flhrte,
wurde angenommen, dass GILZ durch die Aktivitét eines Effektor-Yops induziert wird.

Daraufhin wurden Infektionen mit pYV" Mutanten durchgefiihrt, denen jeweils ein Effektor
Yop fehlte. Es standen Deletionsmutanten flr alle bekannten Effektor Yops auBer YopO zur
Verfligung. Die Infektion von HeLa Zellen mit den Stdmmen AT, AP, AE, AH und AM
(3,302,312) zeigte, dass nur YopT fir die GILZ Induktion notwendig ist. Allerdings konnte
durch dieses Experiment nicht ausgeschlossen werden, dass die GILZ Induktion durch YopT
die Kooperation weiterer Pathogenitatsfaktoren benétigt. Es konnte aber gezeigt werden, dass
zumindest kein anderes Effektor-Yop beteiligt war. Die Infektion mit pTTSS-yopT, einem
pYV" Stamm, der mit einem Plasmid transformiert wurde welches fur das Typ IlI
Sekretionssystem und YadA kodiert (286), sowie einem weiteren Plasmid, das die YopE53-
YopT und SycE Expression ermoglichte (so dass eine YopT Monosekretionsmutante erhalten
wurde), war ausreichend, um GILZ Expression in HeLa Zellen zu induzieren. Dagegen waren
Monosekretionsmutanten von YopE und YopO, den beiden anderen an Rho GTPasen
angreifenden Effektoren (209,218) und von YopH, nicht in der Lage, GILZ zu induzieren. Da
auBerdem GILZ Proteinexpression durch die Uberexpression von YopT nach Transfektion
mit pHMG6-YopT hervorgerufen werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass

andere Pathogenitatsfaktoren wahrscheinlich keine Rolle spielen.

YopT wurde als Cysteinprotease beschrieben (256), welche nach Translokation in die
Wirtszelle die Rho GTPasen RhoA und wahrscheinlich auch Racl von deren Membrananker
trennt, wogegen CDC42 wahrscheinlich nur in zellfreien Systemen Substrat von YopT ist
(4,257). Allerdings sind von manchen Pathogenitatsfaktoren mehrere unabhéngige
Enzymaktivitdten bekannt. Im ndchsten Schritt wurde daher untersucht, ob die
Cysteinprotease-Aktivitat von YopT fir die GILZ Induktion verantwortlich ist. Es konnte
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gezeigt werden, dass Komplementierung von AT mit plasmidkodiertem yopT die Fahigkeit
zur GILZ Induktion dieses Stamms wiederherstellte. Dies war nicht der Fall, wenn stattdessen
mit dem proteasedefizienten yopTC139A komplementiert wurde. Daraus kann gefolgert

werden, dass die GILZ Induktion allein durch die Cysteinprotease-Aktivitat von YopT erfolgt.

Damit wurde ein neuer Effekt des Y. enterocolitica Pathogenitétsfaktors YopT gezeigt, der
bisher nur als Phagozytose-hemmender Faktor beschrieben wurde (3,4,120). Daruber hinaus
wurde hier zum ersten Mal im Detail ein moglicher Immunevasionsmechanismus untersucht,

der durch die Aktivierung von Genexpression vermittelt wird.

4.3.1.2 Auchdas C. difficile Toxin B induziert GILZ

Eine Beeinflussung der GILZ Expression durch bakterielle Pathogenitatsfaktoren wurde
bisher noch nicht beschrieben. Neben den Y. enterocolitica Pathogenitatsfaktoren YopE,
YopO und YopT sind jedoch noch weitere bakterielle Toxine bekannt, die auf verschiedene
Weise Rho GTPasen inaktivieren (12). In dieser Arbeit wurden daher auch noch zwei
clostridiale Toxine auf ihre Fahigkeit zur GILZ Induktion getestet. Wahrend das C3 Toxin
von Clostridium botulinum durch ADP-Ribosylierung die Rho-RhoGDI Bindung von
RhoA/B/C stabilisiert, inaktiviert das Toxin B von Clostridium difficile RhoA, Rac und
CDC42 durch ADP-Ribosylierung. Behandlung von HelLa Zellen mit einer endozytierbaren
Form des C3 Toxins (34) und mit Toxin B zeigte, dass die Behandlung mit C3 Toxin nur eine
minimale GILZ Induktion nach friihestens sechs Stunden zur Folge hatte, wahrend Toxin B
bereits nach 4 Stunden eine starke GILZ Expression hervorrief. Somit konnte gezeigt werden,
dass zwei vollig unterschiedliche bakterielle Toxine mit Rho GTPasen inaktivierender
Aktivitat GILZ Expression induzieren kénnen, so dass die GILZ Induktion in Epithelzellen
wahrscheinlich nicht auf die Yersinia Infektion beschrénkt ist und noch weitere bakterielle
Toxine die GILZ induzieren, identifiziert werden kdnnten.

Es wurde jedoch auch gezeigt, dass nicht alle Toxine, die Rho GTPasen hemmen, GILZ
Expression hervorrufen (YopE und YopO, C3 Toxin nur sehr schwach). Dies liele sich zum
Beispiel durch unterschiedliche Substratspezifitdten dieser Toxine innerhalb der Rho
GTPasen Familie erklaren. Da ein Zusammenhang zwischen der GILZ Induktion und der
Aktivitat bestimmter Rho GTPasen bisher nicht bekannt ist, wurden weitere Untersuchungen

mit selektiven Inhibitoren durchgefiihrt.
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4.3.1.3 Untersuchung der GILZ Induktion mit Rho Inhibitoren und siRNA

Die Behandlung mit Lovastatin sollte ein gutes Mimikry der YopT Aktivitat darstellen, da es
ebenfalls die Isoprenylierung der Rho GTPasen verhindert, zwar nicht durch proteolytische
Entfernung des Isoprenrests, aber durch Stérung der Isoprenbiosynthese. Allerdings hatte die
Behandlung von Zellen mit Lovastatin nicht den gleichen Effekt wie die YopT Translokation,
denn sie loste keine GILZ Expression aus. Dabei konnte explizit gezeigt werden, dass
Lovastatin zur Wanderung von unprenylierten Rho GTPasen in den Zellkern flhrt, wo sie
Gentranskription beinflussen (288), genau wie dies fir YopT und Racl gezeigt wurde (305).
Ebenfalls wurde die Induktion von RhoB durch Lovastatin gezeigt (288), wie sie auch durch
das C. difficile Toxin A hervorgerufen wird, das nach bisherigem Kenntnisstand eine mit
Toxin B identische Enzymaktivitat besitzt (110).

Durch siRNA konnte Proteinexpression von RhoA, Racl und CDCA42 spezifisch unterdriickt
werden. Die fehlende Expression dieser Rho GTPasen hatte allerdings auch bei kombinierter
Unterdriickung aller drei Proteine keinen Effekt. Ebenso wenig hatte die Behandlung der

Zellen mit Rac Inhibitor einen GILZ induzierenden Effekt.

Da Rho GTPasen wichtige Modulatoren der Organisation des Aktin-Zytoskeletts sind (197),
beeintrachtigt die Hemmung einzelner Rho GTPasen auch stets die Organisation des
Zytoskeletts bzw. fuhrt zu dessen volliger Zerstérung. Die Rho C-terminale Kinase ist ein
wichtiger Effektor von RhoA und ein Vermittler des Einflusses von RhoA auf das
Zytoskelett. Die Inhibition von ROCK mit Y-27632 (290) zeigte jedoch keinen Einfluss auf
die GILZ Induktion. Die Nachahmung dieses Effekts durch Hemmung der
Aktinpolymerisation durch Cytochalasin B oder Latrunculin B fihrte jedoch in beiden Féllen
zu einer gesteigerten GILZ Induktion. Allerdings konnte anderweitig gezeigt werden, dass die
Zerstorung des Zytoskeletts durch Cytochalasin D den GILZ Promotor nicht auf dem gleichen
Weg wie Toxin B aktiviert. Es konnte auch nicht gezeigt werden, dass YopT und Toxin B den
GILZ Promoter auf die gleiche Weise aktivieren (Tanja Grandl, unverdffentlicht). Dies liegt
maoglicherweise aber daran, dass die GILZ Induktion durch YopT wesentlich schwacher als

durch Toxin B ist.

Insgesamt konnten diese Untersuchungen also keinerlei Hinweise auf zelluldre Signalwege,
die zur GILZ Induktion durch YopT fihren, erbringen. Sicher ist nur, dass die Inaktivierung
der Rho GTPasen RhoA, Racl und CDC42 an sich keine GILZ induzierende Wirkung hat.
Maoglicherweise besitzen Toxin B und YopT ein gemeinsames Zielprotein, das bisher noch
nicht als Substrat dieser Pathogenitatsfaktoren beschrieben wurde, wobei es sich dabei nicht
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zwangslaufig um eine Rho GTPase handeln muss. Allerdings ertffnen die vielfaltigen
Maglichkeiten der Interaktion von Rho GTPasen mit Effektoren der nachgeschalteten
Signalwege (251,291) und die daher ebenfalls vielfaltigen Mdoglichkeiten der hemmenden
Einflussnahme auch die Mdglichkeit, dass ein bestimmter, von RhoA, Racl oder CDC42

abgehender, zur GILZ Induktion fihrender Signalweg nicht gefunden wurde.

Auch die Untersuchung der fur die GILZ Induktion durch Toxin B notwendigen trans-
aktivierenden Elemente des GILZ Promotors leistet in dieser Frage keine Hilfestellung. Zwar
konnte gezeigt werden, dass eine kanonische E-Box essentiell fir die Aktivierung des GILZ
Promotors durch Toxin B ist und dass die Bindung dieser E-Box durch die
Transkriptionsfaktoren USF-1 und USF-2 notwendig flr die GILZ Expression ist. Allerdings
ist die Bindung von USF-1 und USF-2 an den GILZ Promotor nicht hinreichend fiir dessen
Aktivierung, offensichtlich sind eine Modifikation der USF Proteine oder weitere Kofaktoren
dafir notwendig (112,114). Eine Induktion USF vermittelter Genaktivitdt durch die
Hemmung von Rho GTPasen wurde bisher ebenfalls nicht beschrieben, wohl aber die
Hemmung der Rekrutierung von USF-1 an den Promotor des Klasse Il Transaktivators
(CHTA) durch C. difficile Toxin A und Simvastatin (171). Daher konnten auch die vom GILZ
Promotor ausgehenden Untersuchungen keinen Hinweis auf einen madglichen Signalweg

geben, der die GILZ Induktion durch YopT oder Toxin B vermittelt.

Obwohl die Suche nach dem zelluldren Aktivator der GILZ Expression vorerst erfolglos
blieb, wurde so ein weiterer Weg der GILZ Induktion gefunden. AuRerdem legen diese
Untersuchungen zusammen mit anderen Arbeiten (110,305) nahe, dass die bloRe
Beschreibung von YopT und Toxin B als Rho GTPasen Inhibitoren unzureichend ist.

4.3.2 YopT induziertes GILZ hat keinen Einfluss auf die
proinflammatorische Genexpression

GILZ ist ein wichtiger Modulator des antiinflammatorischen Effekts von Glukokortikoiden.
Eine Hemmung der NFxB Aktivitat durch GILZ wurde in T-Zellen, Makrophagen und
Epithelzellen gezeigt (27,37,87). Dies geschieht direkt durch Bindung von GILZ an NF«xB,
was die Kerntranslokation von NF«kB verhindert. Aber auch Interaktion von GILZ mit Ras
und AP-1 wirkt antiinflammatorisch durch Hemmung der proinflammatorischen MAPK
Signalkaskade (29,189). Daher wurde vermutet, dass auch die Induktion von GILZ durch
YopT die NFkB Aktivitat in infizierten Zellen senkt.
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Zunachst konnte verifiziert werden, dass die Uberexpression von GILZ in HelLa Zellen
sowohl die basale als auch die Invasin induzierte NFkB Aktivitat senkt. Im Folgenden wurde
untersucht, welchen Einfluss die Deletion von YopT auf die NFkB Aktivierung durch Y.
enterocolitica hat. Da der Einfluss durch YopP, welches die NFxB Aktivierung durch
Hemmung der MAPK Aktivitat (205) senkt, ausgeschaltet werden sollte, wurde fur diese
Experimente auf das Y. enterocolitica Patientenisolat E40 (269) zurlickgegriffen, von dem
nicht nur eine AyopT, sondern auch eine AyopP AyopT Mutante verfiighar war. Die NF«xB
Aktivitat (gemessen als Luziferaseaktivitat des zuvor transfizierten NFkB Reporterplasmids)
nach vier, sechs und acht Stunden wurde analysiert. Tatsachlich wurde zwischen der AP
Mutante und der APT Mutante ein groRerer Unterschied in der NFkB Aktivierung beobachtet
als zwischen dem E40 Wildtyp und der AT Mutante. Doch die Deletion von YopT fiihrte
maximal zu einer doppelt so hohen NFxB Aktivitdt im Vergleich zu einem ansonsten
isogenen Stamm (nach acht Stunden). Die Untersuchung von noch spateren Zeitpunkten (12h,
24h) zeigte keinen YopT Effekt auf die GILZ Expression oder auf die NFkB Aktivitat (Daten
nicht gezeigt). Daher muss, im Einklang mit anderen Arbeiten (294), der Einfluss von YopT

auf die NFxB Aktivitat in Epithelzellen, als gering angesehen werden

IL-8 ist ein durch NF«B Aktivitat induziertes proinflammatorisches Zytokin, dessen Sekretion
durch Interaktion von Wirtszellen mit Y. enterocolitica induziert wird, sofern diese Reaktion
nicht durch das Yop Virulon unterdriickt wird (116,246). Wie erwartet, spiegelte die Messung
der IL-8 Sekretion die beobachteten NF«xB Aktivitaten wieder.

Weiterhin  konnte kein Einfluss von YopT auf die NFkB Aktivitdt beim Vergleich des
pTTSS Parentalstamms mit der YopT Monosekretionsmutanten pTTSS-yopT festgestellt
werden. Dagegen konnte durch YopT Uberexpression sowohl die basale als auch die Invasin
induzierte NFkB Aktivitdt reduziert werden. Die zusatzliche Behandlung mit GILZ
spezifischer siRNA fuhrte jedoch nicht zu einer Wiederherstellung der NFkB Aktivitat trotz
YopT Prasenz, sondern senkte sowohl die basale als auch die Invasin induzierte NFxB
Aktivitat in YopT exprimierenden Zellen noch weiter (auch die NFkB Aktivitat in Zellen, die

kein YopT exprimierten, wurde gesenkt).

Zusammenfassend senkt also GILZ Uberexpression die NFkxB Aktivitit in HeLa Zellen
deutlich, wahrend sie von YopT kaum reduziert wird und die YopT abhangige GILZ
Expression keinen Beitrag dazu leistet, sondern die NFkB Aktivitat im Gegenteil zu steigern

scheint.
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Bisher wurde bei gesteigerter GILZ Expression stets eine gesenkte NFxB Aktivitat
beobachtet (27,37,87). Allerdings wurden quantitative Untersuchungen stets mit GILZ
uberexprimierenden Zellen durchgefihrt. Zwar wurde die Steigerung der GILZ Expression
nicht in allen Arbeiten quantifiziert, jedoch dirfte sie ein Vielfaches tber der Steigerung
durch Y. enterocolitica gelegen haben, wo weniger als eine Verdopplung der GILZ mRNA
Menge beobachtet wurde (104) und auch die Proteinmenge nicht in wesentlich gréRerem
Umfang zugenommen hatte. Desweiteren entstand so der Zustand, dass die groRere GILZ
Proteinmenge bereits vorlag, bevor der NFxB aktivierende Stimulus einsetzte. Dies konnte
von Bedeutung sein, da gezeigt wurde, dass der Invasin bzw. Y. pseudotuberculosis induzierte
kB Abbau spatestens eine Stunde nach Beginn der Stimulation abgeschlossen ist (246,310).
In ruhenden Zellen wird NFxB durch IkB im Zytoplasma gehalten, so dass die
Kerntranslokation und Transkriptionsfaktor-Aktivitit gehemmt ist. Da die pYV" induzierte
GILZ Expression beginnend bei zwei Stunden nach Infektion ihr Maximum vier Stunden
nach Infektion erreicht, ist dies wahrscheinlich zu spat, um die Kerntranslokation von NFkB
zu verhindern, egal ob dies durch direkte Interaktion (als Ersatz flr IxB) geschieht oder
indirekt durch die Beeinflussung der MAPK Aktivitédt Gber Ras oder AP-1. Wahrend sich so
die fehlende Hemmung der NFkB Aktivitdt durch YopT induziertes GILZ aufgrund des
geringen Ausmalies und des spaten Zeitpunkts der Proteinexpression erkléaren lasst, ist vollig

unklar, warum deren Unterdriickung die NFkB Aktivitat sogar etwas senkt.

Es bleibt die Frage, warum das Fehlen von YopT unter bestimmten Umstédnden (vor allem
beim Vergleich der Stdmme AP und APT) zu einer groReren NFxB Aktivitét fuhrte, obwohl
das von YopT induzierte GILZ diese eher steigert. Es konnte aber gezeigt werden, dass RhoA,
Racl und CDC42 Aktivitat die Phosphorylierung und den Abbau von I1kB verursachen kann,
und dass TLRs Racl abhangig NFxB durch Phosphorylierung aktivieren (17,214).
Maoglicherweise werden diese Signalwege also durch den Angriff von YopT an RhoA und
Racl beeintrachtigt. Umgekehrt wurde ebenfalls kiirzlich gezeigt, dass durch die Toxin A
vermittelte Hemmung von RhoB, das seinen eigenen Promotor reguliert, die Menge an
aktivem RhoB letztendlich erhoht wird (110). Die so hervorgerufene Aktivierung der MAPK

Kaskade diirfte sich auch in einer verstarkten NFkB Aktivitat auRern.

Zusammenfassend muss also festgestellt werden, dass die YopT induzierte GILZ Expression
keinerlei Verringerung der NFkxB Aktivitat in infizierten HeLa Zellen zur Folge hat. Dagegen
konnte infektionsbedingte NFiB Aktivitat sehr effizient durch GILZ Uberexpression gesenkt

werden. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob die auch in anderen Arbeiten nur durch GILZ
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Uberexpression gezeigte Hemmung der NFxB Aktivitat (27,37,87) nicht von begrenzter
biologischer Relevanz ist. Zudem wird am Beispiel von YopT deutlich, dass der (zum
Beispiel anti-inflammatorische) Effekt eines bakteriellen Pathogenitatsfaktors aus der Summe
verschiedener und auch gegensétzlicher Wirkungen bestehen kann. Folglich kann auch
vermutet werden, dass der Nettoeffekt unter anderen Bedingungen (z.B. anderer Zelltyp,
Zytokinprasenz) sehr unterschiedlich ausfallen kann. Dies liefert einen weiteren Grund,
warum die Charakterisierung zellularer Reaktionen auf eine Y. enterocolitica Infektion
maoglichst im Rahmen der Infektion eines ganzen Organismus untersucht werden sollte, wofr
durch die Etablierung des Bla Reportersystems die methodischen Voraussetzungen verbessert

wurden.

4.4 Etablierung eines B-Laktamase Reportersystems flr Yop
Translokation

Die Translokation von Effektor-Yops durch Y. enterocolitica in Wirtszellen reduziert deren
Fahigkeit zur Klarung der Infektion durch Phagozytosehemmung und Apoptoseinduktion,
sowie durch Hemmung proinflammatorischen Signaltransduktion und Genexpression
(48,75,292). Jedoch ist der direkte Nachweis von Yops in den Zielzellen (11,125) selbst bei in
vitro Experimenten schwierig. Es wurden daher verschiedene Reportersysteme entwickelt, die
einen einfacheren oder spezifischeren Nachweis translozierter Yops erlaubten
(59,81,151,165,269). Diese Reportersysteme waren nitzlich fir bestimmte in vitro Versuche,
vor allem fur die funktionelle Untersuchung von Komponenten des Sekretions- und
Translokationsapparats. Allerdings sind sie nicht geeignet, um Yop Translokation in

Einzelzellen bei einer in vivo Infektion nachzuweisen.

Da sich aber klar gezeigt hat, dass zellulare VVorgénge, die nach in vitro Infektion mit Y.
enterocolitica beobachtet wurden, nicht unbedingt von hoher Relevanz fir das
Infektionsgeschehen in einem Gesamtorganismus sind (287), werden sich zukinftige
Untersuchungen verstarkt mit der Wirkung von Yops in Zellen bei einer in vivo Infektion
befassen mussen. Da aber bei der Organinfektion viele Zellen keinen Kontakt zu den
Bakterien haben, ist eine Farbung notwendig, mit der sich Zellen identifizieren lassen, die
Ziel von Effektor-Yops wurden. Die Mdglichkeit einer solchen Farbung nach Infektion von
Mausen mit einem rekombinanten Reporterstamm, der ein Typ Il sekretierbares Bla

Fusionsprotein exprimiert, wurde von Marketon et al. fur Y. pestis demonstriert (181). Dabei
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wurde eine Adaption der von Charpentier et al. etablierten Methode verwendet (68), bei der
die Translokation eines mit der E. coli TEM Laktamase gekoppelten Effektors durch CCF2-
AM Férbung der infizierten Zellen nachgewiesen wird. Analog wurde auch die
Effektortranslokation von Salmonella typhimurium untersucht (108). In dieser Arbeit wird
nun eine Adaption des Reportersystems fur Y. enterocolitica vorgestellt.

4.4.1 Reporterkonstrukte und Farbung

Anders als bei bisherigen Bla Reporterstudien wurden nicht verschiedene komplette
Effektoren C-terminal mit der fur p-Laktamase kodierenden Sequenz fusioniert. Als
Erkennungsdomane fiir die Typ Il Sekretion dienten statt dessen die N-terminalen 53
Aminosauren von YopE O:8. Mit dieser Vorgehensweise waren in der Vergangenheit gute
Erfahrungen gemacht worden sowohl mit WA-314 als auch mit E40 Stdmmen (2,3,165,167).
Zudem war gezeigt worden, dass YopES53 Fusionsproteine erheblich besser sekretiert werden
als YopE18 oder YopE138 Fusionen (167,301). Dies liegt vermutlich daran, dass YopE53
vollkommen ausreichend fur die Erkennung des Fusionsproteins als Typ Il Substrat ist und
andererseits die Reduktion der GroRe des Gesamtproteins die Passage durch den
Sekretionsapparat erleichtert. Erganzt wurde das Konstrukt durch die fur SycE kodierende
Sequenz. SycE ist ein fur YopE spezifisches und fiir dessen Sekretion notwendiges Chaperon-
artiges Protein (97,298). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit Untersuchungen, die
mittels eines YopE-CyaA Reporters durchgefiihrt wurden und bei denen maximale YopE-
Fragment-CyaA Translokation von YopE47- bis YopE113 Fusionsproteinen festgestellt
wurde (269).

Durch die Unterbringung von sycE auf dem Reporterplasmid sollte sichergestellt werden, dass
keine Konkurrenz zwischen YopE und YopE53-Bla um SycE entsteht. Sowohl yopE53-bla
als auch sycE stehen in diesem Konstrukt unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors, so dass

eine den Effektor-Yops gleiche Expression angenommen werden kann.

Das yopE53-bla - sycE Konstrukt wurde in ein plVV2 Derivat (271), das zuvor noch eine
Sequenz zur Expression der L-Aspartatdehydrogenase erhalten hatte, kloniert. Das so
erhaltene Reporterplasmid vermittelt asd defizienten Yersinia Stdmmen die Mdéglichkeit zur
DAP prototrophen Transaminierung der Mureinhille, seine Retention ist daher flr das

Uberleben der transformierten Bakterien essentiell. Damit ist sichergestellt, dass nicht ein
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seltener Verlust des Reporterplasmids zu einer moglicherweise starken Expansion

plasmidloser Bakterien im Mausmodell fuhrt.

Als Kontrolle wurde ein Plasmid verwandt, welches die Expression einer YOopE53-
Ovalbumin247-355 Fusion ermoglichte (vgl. (164)). Alle mit dem Reporter- oder dem
Kontrollplasmid transformierten Stamme wurden auf die Sekretion von YopE und der
Fusionsproteine getestet. Eine Beeintrachtigung der YopE Sekretion durch die
Transformation konnte nicht festgestellt werden. Es wurde allerdings eine deutlich

schwachere Expression und Sekretion der Fusionsproteine beobachtet.

Zur Farbung der infizierten Zellen mit einem Bla empfindlichen Fluoreszenzfarbstoff wurde
statt des in den anderen Arbeiten verwendeten CCF2-AM (311) das leicht modifizierte
Derivat CCF4-AM verwendet, da dieses nach Herstellerangaben einen effizienteren FRET
zeigt und somit ein verbessertes Signal zu Hintergrund Verhéltnis bietet. Um eine moglichst
starke Farbung zur weitreichenden Erfassung von Yop-Translokation zu erhalten, wurden im
Unterschied zu anderen Arbeiten auch keine reduzierten Farbstoffkonzentrationen fir die

durchflusszytometrische Analyse der Zellen verwendet.

4.4.2 Etablierung des Bla Reportersystems in vitro

4.4.2.1 Bla Aktivitat nach in vitro Infektion in verschiedenen Zelltypen

Infektion von HelLa- und Milzzellen, sowie von GD25-B1A Fibroblasten mit E40-pBla mit
einer MOI von 50 fir eine Stunde fuhrte im Mittel zu ungefahr 30% blauen Zellen, wahrend
der Hintergrund, definiert durch die Anzahl der blauen Zellen in uninfizierten oder mit E40-
pOva bzw. mit AYscN-pBla infizierten Proben unter 2,5% blieb. Die Untersuchung der Yop
Translokation in Zellen der verschiedenen Milzzellpopulationen anhand der gleichzeitigen
Markierung mit Antikdrpern gegen spezifische Oberflaichenmarker zeigte keine
nennenswerten Abweichungen der Prozentsétze an blauen Zellen zwischen den verschiedenen
Populationen (164). Da Yop Translokation auch in ahnlichem MaRe in HeLa Zellen und
Fibroblasten stattfindet, scheint das Ausmal} der Yop Translokation unabhangig vom Zelltyp
zu sein. Es scheint also keine préferenzielle Translokation in bestimmte Zellen aufgrund der
Expression von Oberflachenproteinen oder der extrazellularen Matrix zu geben. Umgekehrt

lasst sich daher folgern, dass in vivo beobachtete Yop Translokation Aufschluss (ber die
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Haufigkeit des Kontakts zwischen den infizierenden Bakterien und bestimmten

Leukozytentypen gibt.

4.4.2.2 Typ llI Sekretion ist Bedingung fur den Bla Nachweis in infizierten Zellen

Das Typ Il Translokationssystem von Y. enterocolitica ist Voraussetzung fiir den effektiven
Transport von Effektor-Yops in die infizierten Zellen. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass insbesondere bei Phagozyten Yops auch auf anderen Wegen in die Zelle
gelangen. Mdglich ware dies durch Phagozytose und anschlieRende Lyse der aufgenommenen
Bakterien. Aus diesem Grund wurde bei Infektionsexperimenten in vitro stets auch eine
sekretionsdefiziente Mutante mitgefiihrt, welche aber das Reporterprotein exprimiert (AYSscN-
pBla). Die Zahl der blauen Zellen nach Infektion mit dieser Mutante hob sich nicht signifikant
von der bei uninfizierten oder E40-pOva infizierten Proben ab. Es kann daher gefolgert
werden, dass die Aufnahme von Yops ohne Sekretion zumindest vernachlassigbar ist.
Theoretisch waére auch die Aufnahme von eventuell ins Medium sekretierten Yops durch
Pinozytose moglich. Allerdings wurde bei friiheren Untersuchungen gezeigt, dass in RPMI
Medium, das als Kulturmedium flr Y. enterocolitica bei 37°C verwendet wurde, keine Yops
nachgewiesen werden kdnnen (270), sondern der Kontakt zwischen Bakterien und Zellen fir
die Aktivierung der Typ Il Sekretion notwendig ist (232).

4.4.2.3 Der Anteil blauer Zellen steigt mit der MOI

Um die Entwicklung des Anteils blauer Zellen bei Infektion mit unterschiedlichen
Bakterienanzahlen zu untersuchen und eine minimale MOI bestimmen zu kénnen, ab der die
Translokation der Laktamase-Aktivitdt den Anteil blauer Zellen UGber den bei den
Negativkontrollen erhaltenen Hintergrund anhebt, wurden Milzzellen mit verschiedenen
MOIs (0,5 bis 100) mit E40-pBla infiziert. Dabei wurde ab einer MOI von 5 ein tber dem
Hintergrund liegender Anteil blauer Zellen gemessen (15%), wahrend bei einer MOI von 100
uber 70% der Zellen blau waren. Interessant ist, dass bei hoheren MOIs ein
»Sattigungsverhalten” beobachtet wird, und die Zahl der blauen Zellen nur noch wenig
ansteigt. Das Verhéltnis von MOI zum Anteil blauer Zellen lasst sich daher gut durch eine
hyperbolische Regression mit der Gleichung % blaue Zellen = 84 - MOI / (17 + MOI)
annahern (r* = 0,98). Ein 50% Anteil blauer Zellen wiirde demnach durch eine MOI von 17
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erhalten werden. Durch die Infektion mit einer MOI in diesem Sattigungbereich (meist MOI
50 in dieser Arbeit), kann daher sichergestellt werden, dass die Anteile blauer Zellen in den
verschiedenen Ansétzen nicht allzu stark durch geringfiigige Schwankungen der tatsachlichen

Bakterienzahl pro Zelle beieinflusst werden (vgl. (164)).

4.4.2.4 Einfluss von YadA und B1 Integrin auf die Yop Translokation

Sowohl die Bindung des Yersinia YadA an die ECM der Zielzellen als auch die Interaktion
des Adhasins Invasin mit deren 1 Integrinen gilt als notwendig flr das Zustandekommen von
Yop Translokation. Eine Notwendigkeit von B1 Integrinen fiir die Yop Translokation wurde

aber bisher nicht experimentell belegt.

Untersuchungen mit dem CyaA Reportersystem ergaben, dass YadA fir die Yop
Translokation zumindest in nicht-phagozytische Zellen, wie z.B. HeLa Zellen, notwendig ist
(54,270). Unsere Untersuchungen mit dem Bla Reportersystem zeigten jedoch Yop
Translokation durch den Stamm AYadA-pBla sowohl in HelLa als auch in Milzzellen.
Insbesondere bei Infektion mit niedrigeren MOIs konnte sogar ein groRerer Anteil blauer
Zellen als bei Infektion mit E40-pBla festgestellt werden. Die hyperbolische Regression fir
Korrelation des Anteils blauer Zellen mit der MOI bei Infektion von Milzzellen mit AYadA-
pBla hat die Formel % blaue Zellen = 81 - MOI / (5 + MOI) anndhern (r* = 0,98), d.h. 50%
blaue Zellen werden bereits mit einer MOI von 5 erreicht. Ferner konnten schon bei einer

MOI von 0,5 ein Anteil von 10% blauen Zellen beobachtet werden.

Die Diskrepanz zwischen unseren und den z.B. mit dem CyaA Reportersystem gemachten
Beobachtungen kann durch die Verwendung verschiedener Y. enterocolitica Stamme (E40
bzw. W22703) verursacht worden sein. Alternativ konnten die unterschiedlichen Ergebnisse
auch durch die verschiedene Nachweismethodik bedingt sein, mit der letztendlich andere
MessgroRRen analysiert werden. Mit dem Bla Reportersystem wird die Zahl der betroffenen
Zellen quantifiziert, in denen sich das Reporterenzym nachweisen lasst, wahrend mit dem
CyaA Reportersystem die Aktivitat des Reporterenzyms in den Lysaten der infizierten Zellen
bestimmt wird. Daher kann mit diesem keine Aussage Uber die Zahl der betroffenen Zellen
gemacht werden, dagegen aber die Menge des insgesamt translozierten Reporters bestimmt
werden. Die Hypothese, dass die Menge des translozierten Reporters bei in vitro Infektion mit
einer AyadA Mutante geringer sein konnte als bei Infektion mit dem entsprechenden Wildtyp,

wahrend die Zahl der betroffenen Zellen groRer ist, wird durch eigene unverdffentlichte
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Ergebnisse unterstiitzt: Immunoblots von HeLa Zellen infiziert mit pYV" bzw. dem daraus
hervorgegangenen AyadA Stamm (pYV-A-0, (220)) zeigten eine groRere Menge YOpE in
Lysaten von pYV" Zellen als in Lysaten von Zellen nach pYV-A-0 Infektion.

Die Untersuchungen mit dem YopE-CyaA Reporter zeigten auch eine deutlich reduzierte
Reporteraktivitat bei Infektion mit einer Invasin defizienten Mutante (270). Sowohl die
Invasin- als auch die YadA vermittelte Adh&sion an Wirtszellen ist direkt (Invasin) bzw.
indirekt (YadA) von der Expression von f; Integrin abhdngig. Daher sollte die Abhéngigkeit

der Yop Translokation von der ; Integrin Expression direkt untersucht werden.

Infektion der B, Integrin defizienten GD25 Fibroblasten bzw. der daraus hervorgegangenen,
stabil mit B; Integrin transfizierten GD25-B;a Zellen zeigte, dass die Expression von
Integrin durch die infizierten Zellen von entscheidender Bedeutung flr die Zahl der Zellen mit
nachweisbarer Bla Aktivitat ist. Bei E40-pBla infizierten GD25 Fibroblasten wurden unter
den gleichen Infektionsbedingungen 98% weniger blaue Zellen beobachtet als bei der
GD25-B1A Zelllinie.

4.4.3 Etablierung des Bla Reportersystems in vivo

4.4.3.1 Das Bla Reportersystem zeigt Yop Translokation durch Y. enterocolitica im
Mausinfektionsmodell

Aufgrund der geringen Virulenz von Y. enterocolitica E40 im Mausinfektionsmodell,
hauptsachlich verursacht durch das Fehlen der Fahigkeit zur Synthese des zur Eisenaufnahme
wichtigen Siderophors Yersiniabactin (64,65,210), mussten die Tiere vor der Infektion mit
dem Siderophor Desferrioxamin vorbehandelt werden (25). Desferrioxamin ermdglicht aber
nicht nur die Eisenversorgung der Bakterien, sondern vermindert auch die Sekretion
zahlreicher Zytokine durch Makrophagen (25). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass
es gewisse Abweichungen zum Infektionsgeschehen von Yersiniabactin produzierenden
Stammen gibt. Langfristig konnte Abhilfe durch Transfer der fir die Yersiniabactin Synthese

notwendigen Genregion in den E40 Reporterstamm geschaffen werden (210).
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4.4.3.2 Keimzahl und blaue Zellen bei verschiedenen Infektionsdosen und -dauern

Nachdem erste Infektionsexperimente mit 5-10° E40-pBla bzw. 5-10° E40-pOva i. v. gezeigt
hatten, dass sich bei Infektion mit E40-pBla eine Bla positive Milzzellpopulation darstellen
lasst, wurde systematisch nach Infektionsbedingungen gesucht, bei denen Yop Translokation

in moglichst viele Wirtszellen beobachtbar war.

Nach intravendser Infektion von C57BL/6 Mausen mit 5-10" - 5-10° CFU E40-pBla wurde in
Einzelzellsuspensionen aus der Milz der Anteil der blauen Zellen und die Keimzahl bestimmt.
Dabei wurden ab einer Dosis von 5-10° E40-pBla eine Keimzahl von ca. logy, 6,5 CFU
erhalten und blaue Zellen beobachtet, bei Dosen 5-10° und 5-10° E40-pBla wurden jeweils ca.
3% blaue Zellen erhalten. Dies zeigt, dass eine Infektionsdosis von mindestens 5000
Bakterien notwendig ist, um blaue Zellen zu erhalten, und die Betrachtung aller
Infektionsversuche zeigt, dass ca. logio 6 Bakterien in der Milz vorhanden sein mussen.
Dennoch ist eine Korrelation zwischen der Keimzahl in der Milz und der Zahl der blauen
Zellen schwierig, da je nach den gewahlten Infektionsbedingungen die gleiche Zahl blauer
Zellen bei um den Faktor 100 schwankenden Keimzahlen gefunden wurde oder umgekehrt,

bei der gleichen Keimzahl um den Faktor 4 schwankende Anteile blauer Zellen.

Zur Bestimmung der optimalen Infektionsdauer wurde mit 5-10° Bakterien infiziert. Wahrend
sechs Stunden nach Infektion nur log;o 5 CFU bestimmt und keine blauen Zellen beobachtet
wurden, fihrten nach einem bzw. zwei Tagen logio 6,5 Bakterien zu 1% bzw. 3% blauen
Zellen. An Tag drei sank die Keimzahl wieder ab, wéhrend die Zahl blauer Zellen konstant
blieb. Auch bei den verschiedenen Infektionsdauern ist daher eine genaue Korrelation

zwischen Bakterienlast in der Milz und der beobachteten Yop Translokation nicht méglich.

4.4.3.3 Phagozyten in der Milz sind nach i.v. Infektion Uberproportional stark von
Yop Translokation betroffen

Fur die Bestimmung der Yop Translokation in die verschiedenen Zellpopulationen der Milz
wurde aufgrund dieser Ergebnisse die Infektion mit 5 - 10° E40-pBla fir zwei Tage
beibehalten. ErwartungsgemaR wurde in der Milz nach Infektion eine Einwanderung von
GR1" Granulozyten, CD11c" dendritischen Zellen und CD49b" natiirlichen Killerzellen
beobachtet, wahrend der Anteil der CD3" T-Zellen an der Gesamtzellzahl zuriickging. Diese

eingewanderten Zellen und F4/80" Makrophagen waren auch das Hauptziel der Yop
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Translokation durch E40-pBla, wahrend CD19" B-Zellen und T-Zellen verhéltnismaRig
wenig betroffen waren. Betrachtet man die Beitrage der verschiedenen Milzzellpopulationen
zur Gesamtzahl blauer Zellen, so stellen Gr1* und CD19" Zellen die groRten Anteile (letztere
vor allem aufgrund ihrer groen Zahl in der Milz) wéhrend die anderen Phagozyten im
Mittelfeld liegen und CD3" Zellen das Schlusslicht bilden, da sie sowohl in kleiner Zahl

vorliegen als auch seltener das Ziel von Yop Translokation werden als andere Zellen (164).

Dass Yop Translokation im Mausmodell bevorzugt in Phagozyten stattfindet zeigt, dass diese
Zellen auch den haufigsten Kontakt zu den infizierten Yersinien haben, da wie in den in vitro
Versuchen gezeigt werden konnte, Yop Translokation nicht bevorzugt in bestimmte Zellen
stattfindet. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass die bei systemischer Y.
enterocolitica Infektion entstehenden Abszesse vor allem durch einwandernde neutrophile

Granulozyten gebildet werden (66).

Die Yop Translokation in B-Zellen ist moglicherweise durch die Abszessbildung in B-Zell-
Arealen der Milz bedingt.. Es ist allerdings aufféllig, dass bei der Untersuchung der Yop
Translokation in die verschiedenen Milzzellpopulationen durch Y. pestis keine Yop
Translokation in B-Zellen gefunden wurde, obwohl in vitro Translokation in einem zu
anderen Zelltypen vergleichbaren Ausmal} stattfand (181). Dies muss nicht zwangslaufig
bedeuten, dass bei einer Y. pestis Infektion in der Milz keine Yop Translokation in B-Zellen
stattfindet. Es ist ebenso mdglich, dass aufgrund einer héheren Zytotoxizitat der Effektoren
(mdglicherweise auch wegen der Verwendung einer anderen Mauslinie) keine vitalen B-
Zellen, die Ziel von Yop Translokation waren, analysiert werden konnten. Auch konnten
unterschiedliche Auswertungen der durchflusszytometrischen Analyse den Vergleich der
beiden Untersuchungen erschweren. Andererseits wurde bei Untersuchung der Effektor-
Translokation von S. typhimurium in Milzzellen infizierter Méause keine Bla Aktivitat in
F4/80" Makrophagen gefunden (108), ebenfalls ohne dass Praferenzen bei der Effektor-
Translokation in isolierte Milzzellen auftraten. Allerdings muss auch bei diesem Vergleich
berucksichtigt werden, dass unterschiedliche Analysemethodiken ein Grund fir die
beobachteten Unterschiede sein konnten. Auch dendritische Zellen mit Effektortranslokation
stellen bei S. typhimurium Infektion einen vergleichsweise geringen Anteil an der Gesamtzahl
blauer Zellen (ca. 2%, Y. enterocolitica / pestis : Uber 15%). Sehr stark von der S.
typhimurium Effektortranslokation waren hingegen Gr-1" Zellen betroffen (iiber 70%, Y.
enterocolitica / pestis : ca. 12% / 40% Anteil an der Gesamtzahl positiver Zellen) welche am

wenigsten Effektortranslokation durch Y. pestis erlitten, wahrend der Anteil der B-Zellen mit
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9% zwischen den bei Y. enterocolitica und Y. pestis gefundenen Werten liegt. Der Anteil der

T-Zellen an den Zellen mit Bla Aktivitat war bei allen Untersuchungen gering.

4.4.3.4 YadA ist notwendig fir die Beobachtung von Yop Translokation im
Mausmodell

Das TAA Adhasin YadA ist wichtig fur die Virulenz von Y. enterocolitica im
Mausinfektionsmodel (85,211,227). Bisher wurde angenommen, dass der Beitrag von YadA
zur Virulenz zum Teil in der Forderung oder sogar Ermdglichung der Yop Translokation
besteht (54,131,158,270). Jedoch zeigten die in vitro Versuche mit dem Bla Reportersystem
keine Notwendigkeit der YadA Expression fir die Effektor-Translokation in HelLa oder
Milzzellen. Daher sollte durch Mausinfektionen mit AYadA-pBla geklart werden, ob YadA

auch in vivo flr die Yop Translokation entbehrlich ist.

Wahrscheinlich aufgrund der Desferrioxamin Konditionierung wurden bei Infektion von
C57BL/6 Mausen mit 5 - 10° AYadA-pBla i.v. relativ hohe Keimzahlen in der Milz nach zwei
Tagen erreicht (durchschnittlich log;o 5,2 CFU). Bei drei Tieren wurden sogar Uber logio 6,2
CFU erreicht. Damit war eine Bakterienlast erreicht, die bei Infektion mit E40-pBla zu
messbarer Bla Aktivitat in den Milzzellen flhrte. Allerdings konnten in keinem Fall nach
AYadA-pBla Infektion blaue Zellen aus der Milz erhalten werden. Auch eine wesentliche
Erh6hung der Infektionsdosis war nicht moglich, da diese zum Tod der Tiere einen Tag nach
Infektion filhrte. Deshalb wurden zusétzliche Infektionen im TLR2/4” Mausmodell
durchgefiihrt. In diesem konnten bei gleicher Infektionsdosis sowohl mit E40-pBla als auch
mit AYadA-pBla stabil tber logiy 6 erhalten werden. Wahrend die Infektion mit E40-pBla
auch in diesem Modell zur Detektion von Bla Aktivitat in Milzzellen fihrt, konnten bei
Infektion mit AYadA-pBla keine blauen Zellen nachgewiesen werden. Demnach war YadA in

vivo fiir Yop Translokation in die verschiedenen Milzzellpopulationen essentiell.

Eine Erklarung fur die widersprichlichen Ergebnisse der in vitro und in vivo Untersuchungen
kdnnte der Beitrag von YadA zur Autoagglutination von Y. enterocolitica sein (121,158). Bei
in vitro Infektion von Einzelzellschichten liegen die Bakterien unabhdngig von der Expression
von Adhésinen lose auf den Zellen verteilt vor. Bei systemischer Mausinfektion mit
Patientenisolaten ~ werden  dagegen in  Abszessen lokalisierte,  dichtgepackte
Bakterienansammlungen gefunden. Untersuchungen mit dreidimensionalen Kollagengelen

zeigten, dass pYV' Yersinien im Gel ihre Mobilitat verlieren und dichtgepackte
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Mikrokolonien bilden. Dagegen bleiben pYV" oder yadA defiziente Bakterien mobil und
bilden lose, weitrdumig verteilte Bakterienansammlungen (102). Jedoch konnte
Autoagglutination von pYV-A-0 gezeigt werden, und histologische Untersuchungen von
Milzpraparaten nach AYadA-pBla Infektion zeigten analog zur Wildtypinfektion eine
raumliche Konzentration des Bakterienauftretens, allerdings mit stark unterschiedlicher

Morphologie (Michaela Fritz, Monika Schtz unveroffentlichte Ergebnisse).

Bei Infektion mit einem Wildtypstamm wird eine verhaltnisméRig kleine Zahl von Zellen mit
sehr vielen Bakterien konfrontiert. Diese werden daher Ziel vielfacher Effektor-Translokation.
Dies wiederum konnte dazu fiihren, dass genitigend B-Laktamase Aktivitat in diese Zellen
gelangt, um einen spateren Nachweis zu ermdglichen. Dagegen wirde eine zumindest
lockerere Packung der AYadA-pBla Yersinien dazu fuhren, dass eine groRere Anzahl an
Zellen mit etwas weniger Bakterien konfrontiert ware, so dass die translozierte Bla Aktivitét
auf Einzelzellebene unter der Nachweisgrenze bliebe. Unklar ware aber zunéchst weiterhin,
ob die Translokation der fur die Immunevasion notigen Effektormenge mit der nachweisbaren
Bla Aktivitat korreliert.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit wére, dass durch die Zentrifugation der Bakterien auf die
Zellen in vitro, Yop Translokation auch bei geringerer Bindungsféhigkeit der Bakterien
maoglich ist, wahrend in vivo ohne diese Hilfestellung und durch die vermutlich bessere
dreidimensionale Mobilitdt der Zellen, getrieben durch chemotaktische Reize, die

Adhasionsfahigkeit von Bakterien ohne YadA nicht mehr ausreichend ist.

4.4.4 Anwendbarkeit des Bla Reportersystems fir weitere
Untersuchungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem Bla Reportersystem eine
nutzliche Methodik zum Nachweis von Yop Translokation durch Y. enterocolitica in vitro und
in vivo etabliert wurde so wie es kirzlich auch von Y. pestis, S. typhimurium und E. coli (nur
in vitro) berichtet wurde (68,108,181). Damit war es zum ersten Mal mdglich, Yop
Translokation bei einer Yersiniose im Mausmodell auf Einzelzellebene zu untersuchen. Auch
kiinftig kann dieses Reportersystem bei vielen Fragestellungen eingesetzt werden, die der
Untersuchung des Einflusses von Virulenzfaktoren auf die Yop Translokation oder der
detaillierteren Bestimmung der unter verschiedenen Bedingungen betroffenen Zelltypen

dienen.
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Nachteilig ist, dass Yop Translokation in vivo nur bei einer sehr hohen Bakterienlast
beobachtet werden kann und die Tiere zuvor mit Desferrioxamin konditioniert werden
mussen. Da bisher nur Einzelzellschichten vitaler Zellen angefarbt werden konnten und in
Gewebeschnitten schwerlich zwischen in den Bakterien und in den Wirtszellen prasenter Bla
Aktivitat unterschieden werden kann, ist eine Anwendung zur histologischen Untersuchung

bisher nicht moglich.
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9 ZUSAMMENFASSUNG

Yersinia enterocolitica ist durch die Expression zahlreicher Pathogenitatsfaktoren in der
Lage, systemische Infektionen zu verursachen. Von zentraler Bedeutung scheint dabei
insbesondere das auf dem Virulenzplasmid (pYV) kodierte Yop Virulon zu sein, das aus
einem Typ Il Sekretionssystem und yersinia outer proteins (Yops) besteht. Bisher sind sechs

Effektor Yops bekannt, die zahlreiche Immunevasionsmechanismen vermitteln.

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie die Expression des glucocorticoid induced leucine
zipper (GILZ) Proteins in Epithelzellen durch Y. enterocolitica induziert wird und ob dies
einen maoglichen neuen Immunevasionsmechanismus darstellen kénnte. Es konnte gezeigt
werden, dass die Proteaseaktivitidt von YopT, welche zur Abspaltung des Isoprenrestes von
Rho GTPasen fihrt, notwendig und hinreichend fir die GILZ Induktion in infizierten HelLa
Zellen war. Eine Identifikation des verantwortlichen YopT Substrats und des weiterfiihrenden
Signalwegs gelang nicht, da verschiedene Inhibitoren von Rho GTPasen oder die
Unterdriickung der Proteinexpression von RhoA, Racl und Cdc42 nicht zu GILZ Expression
fuhrten. Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch das C. difficile Toxin B, welches Rho
GTPasen UDP-glykosyliert, die Expression von GILZ ausléste. Auch die Behandlung von
HeLa Zellen mit Inhibitoren der Aktin-Polymerisation hatte diesen Effekt.

Im Einklang mit anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von GILZ
zu einer deutlichen Hemmung konstitutiver und Invasin stimulierter Genexpressionsaktivitét
fihrte, die durch den Transkriptionsfaktor nuclear factor «B (NFxB) vermittelt wird.
Allerdings konnte kaum ein Beitrag von YopT an der Hemmung der NFxB Aktivitat und der
daraus resultierenden Interleukin-8 Sekretion festgestellt werden. Insbesondere wurde bei
Infektion mit einem Stamm, der YopT als einzigen Typ Il Effektor exprimierte, keine
reduzierte NFkB Aktivitat im Vergleich zu einem Stamm ohne Typ |11 Effektoren beobachtet.
Zudem fihrte die Unterdrickung der GILZ Expression nicht zu einer Aufhebung des YopT
Effekts, sondern zu einer verstarkten Hemmung der NFkB Aktivitat. YopT induzierte GILZ
Induktion flhrt also nicht zur Hemmung proinflammatorischer Genexpression durch Senkung
der NFkB Aktivitat.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals am Beispiel von Y. enterocolitica YopT
und C. difficille Toxin B die Induktion der GILZ Expression durch bakterielle
Pathogenitatsfaktoren die Rho GTPasen inaktivieren, gezeigt werden. Ferner wurde
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demonstriert, dass starke GILZ Expression in Epithelzellen die NFxB abhéngige
proinflammatorische Gentranskription senkt. Diese Effekte wurden jedoch nicht durch die
weniger starke GILZ Expression hervorgerufen, die von den bakteriellen Toxinen induziert

wurde.

Um ein besseres Verstandnis der Yop Translokation im Mausmodell zu erhalten, wurde
analog zu entsprechenden Arbeiten mit anderen Pathogenen ein [-Laktamase (Bla)
Reportersystem fir Y. enterocolitica entwickelt. Dazu wurde ein modifiziertes Patientenisolat
mit einem fir ein YopE53-Bla Fusionsprotein kodierenden Plasmid transformiert, so dass ein
Reporterstamm erhalten wurde. Nach Infektion von HelLa Zellen, Fibroblasten und Milzzellen
zeigten Farbungen mit dem Bla sensiblen Farbstoff CCF4-AM Bla Aktivitét in Zellen, die mit
dem Reporterstramm infiziert wurden. Dagegen wurde die Férbung nicht oder kaum durch
Infektion mit Stdmmen beeinflusst, die statt dessen ein YopE53-Ovalbuminfragment
translozierten oder YopES53-Bla exprimierten aber sekretionsdefizient waren. Die Zahl der Bla
positiven (blauen) Zellen stieg an, wenn mit hoherer Bakterienzahl (MOI) infiziert wurde. Der
Zusammenhang zwischen MOI und der Zahl blauer Zellen konnte durch eine hyperbolische
Regression beschrieben werden. Die Infektion mit einem AYadA Reporterstamm, bei dem das
pYV kodierte Adhé&sin YadA deletiert wurde, zeigte, dass YadA nicht notwendig ist, um in
vitro Yop Translokation auf Einzelzellebene zu beobachten. Vor allen bei geringen MOIs
wurde sogar eine héhere Zahl positiver Zellen beobachtet. Dagegen zeigte die Infektion von
GD25 bzw. GD25p,4 Fibroblasten, dass die Expression von Bi-Integrin beinahe essentiell fur
den Nachweis blauer Zellen war. Bei Infektion von Milzzellen konnte keine préferenzielle

Yop Injektion in eine der untersuchten Leukozytenpopulationen festgestellt werden.

Auch im C57BL/6 Mausmodell konnte nach i. v. Infektion Yop Translokation durch Y.
enterocolitica mit dem Bla Reportersystem beobachtet werden. Der Anteil blauer Zellen in
der Milz variierte je nach Infektionsdosis und Infektionsdauer. Der Zusammenhang zwischen
der Keimzahl des Reporterstamms in der Milz und der Zahl blauer Zellen kann durch eine
sigmoidale Regression beschrieben werden. Nach i. v. Infektion wurde bei den
Phagozytenpopulationen ein deutlich hoherer Anteil blauer Zellen gefunden als bei CD19" B-
Zellen und CD3" T-Zellen. Die Analyse der Beitridge der einzelnen Zellpopulationen zur
Gesamtzahl blauer Zellen zeigte, dass die meisten blauen Zellen CD19" B-Zellen oder Gr1*
Granulozyten waren. Im Gegensatz zur in vitro Infektion konnte keine Yop Translokation

nach Infektion mit dem AYadA Reporterstamm beobachtet werden.
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Zusammengefasst wurde mit diesem Projekt ein Bla Reportersystem etabliert, das geeignet ist
um Yop Translokation durch Y. enterocolitica in vitro und in vivo nachzuweisen. Die Zahl der
positiven Zellen korrelierte stets mit der MOI bzw. der Keimzahl in der Milz wobei sich die
Zahl positiver Zellen bei hohen MOIs bzw. Keimzahlen kaum noch erhohte, so dass der
Zusammenhang n&herungsweise durch eine durch eine hyperbolische oder sigmoidale
Regression beschrieben werden konnte. Wahrend in vitro Yop Translokation in gleichem
Ausmal in alle untersuchten Milzzelltypen stattfand und zwar die Expression von [;-Integrin
durch die infizierten Zellen aber nicht von YadA durch die Bakterien zur Voraussetzung
hatte, fand in vivo Yop Translokation praferenziell in Phagozyten statt und konnte nicht bei

Infektion mit einer yadA Deletionsmutante beobachtet werden.
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ABKURZUNGEN

A Adenin

AA Acrylamid

a. bidest. aqua bidestillata

a. dest. aqua destillata

AmpR Ampicillin-Resistenz

APC antigen presenting cell

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosauren

ATP Adenosin-5"-Triphosphat

BA Bisacrylamid

BHI brain heart infusion

Bla B-Laktamase

C Cytosin

C. Clostridium

CCF4 FRET Laktamase Substrat

CCF4-AM FRET Laktamase Substrat, veresterte Form
CD cluster of differenciation

CDC42 cell division cycle 42

CFU colony forming unit

cm? Chloramphenicol-Resistenz

Cre causes recombination (Bakteriophage P1 Rekombinase)
CyaA Bordetella pertussis Adenylatcyclase
CytD Cytochalasin D

DAP m-Diaminopimelinsdure

DC Dendritische Zelle

Dex Dexamethason

DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium
DMSO Dimethyl-Sulfoxid

DNA desoxy nucleic acid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol, Threo 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol
ECL enhanced chemo luminescence

ECM Extrazellul&dre Matrix

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N-N,N’-Tetraacetat
etal. et alii

FACS fluorescence activated cell sorter

FHRE forkhead responsive element

FKS fotales Kalberserum

FoxO3 forkhead box O3

FRET Fluoreszenz Energie Resonanz Transfers
FSC forward scatter

g Erdbeschleunigung

G Guanin

GAP GTPase aktivierendes Protein
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p.i.
PAGE
PBS
PCR
Pfu
PVDF
pYV
Racl
RhoA
Rho-GDI
ROCKI
RPMI
RT
SDS
SSC
Spec®
Syc

T

T4
TAA
Taq
TBE

Guanin nucleotide exchange factors
green fluorescent protein
glucocorticoid induced leucine zipper
G Protein gekoppelter Rezeptor
glucocorticoid response element
Glutathion-S-Transferase
horseradish perodidase
Immunglobulin

Interleukin

intravends

individually ventilated cage
c-Jun N-terminal kinase
Kanamycin-Resistenz
Latrunculin B

Luria Bertani (Medium)
dekadischer Logarithmus
Lovastatin
Lysophosphatidylsaure

p38 mitogen activated protein kinase
multiplicity of infection
microfold-Zelle
Nalidixin-Resistenz
Neomycin-Resistenz

nuclear factor kB

oligomeric coiled coils adhesin
Optische Dichte

open reading frame

origin of replication
Propidiumiodid

post infectionem

polyacrylamid gel electrophoresis
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Pyrococcus furiosus
Polyvinyldifluorid

plasmid Yersinia virulence
NSC23766

ras homolog gene family A

Rho GDP dissociation inhibitor
Y-27632

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur
sodium-dodecylsulfate

sideward scatter
Spectinomycin-Resistenz
specific yop chaperone
Thymidin

T4 Bacteriophage

triméres Autotransporter Adhasin
Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA-Puffer
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TCA
TEMED
TLR
TTSS
Tris
TTSS
uv
viv
Vis
wi/v
WT
Y.
Yop
Ysc

Tri-Chlorine acidic Acid
N,N,N',N'-Tetramethylethyldiamin
toll like receptor

Typ 11 Sekretionssystem
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
type three secretion system
UltraViolet

Volumen pro Volumen

visible

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

Yersinia

Yersinia outer protein

Yop Sekretionssystem

Einheiten und Grolienordnungen

A
bp
°C

kb

Angstrom
Basenpaare

Grad Celsius
Gram

Stunden
Basenpaare x 1000
Kilodalton

Liter

milli

mikro

Mol/I"Y, molar
Minuten

nano

pico

rounds per minute
Sekunden

units
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