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1. Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia - Morphologie, Klassifikation, und
Krankheitsbilder

“un bacille court, trapu, a bouts arrondis, assez facile a colorer par les couleurs
d’aniline, et ne se teignant pas par la méthode de Gram™ notierte sich der
Schweizer Wissenschaftler Alexandre Emile Jean Yersin (iber ein Bakterium,
das er im Jahr 1894 aus einer Pestbeule isolierte. Es handelte sich um den
Erreger der Pest, Yersinia pestis, welcher heute noch seinen Namen tragt [1].
Die Gattung Yersinia umfasst, aul3er Yersinia pestis, nach heutigem
Wissensstand noch 10 weitere Arten. Es handelt sich dabei um Gram-negative,
fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende, pleomorphe Stabchenbakterien, die
der Familie der Enterobacteriaceae zugeordnet werden [1, 2]. lhre optimale
Wachstumstemperatur liegt bei 26-30° [3, 4].

Drei der bekannten Yersinien-Spezies sind hierbei humanpathogen [5]: Yersinia
pestis, Yersinia enterocolitica (Ye) und Yersinia pseudotuberculosis (Yps). Ye
und Yps stellen die enteropathogenen Varianten der Yersinien dar, die auf
fakal-oralem Weg ubertragen werden. Haufig findet eine Ubertragung durch
kontaminierte Nahrungsmittel statt wie Schlachtprodukte (hauptsachlich
Schweinefleisch), nicht pasteurisierte Milch oder kontaminiertes Trinkwasser [6-
8]. Vor allem immundefiziente Personen und Kinder erkranken dadurch an einer
Yersiniose [9, 10]. Nach einer Inkubationszeit von ca. 2-7 Tagen &aul3ert sich
diese durch eine mesenteriale Lymphadenitis und eine Gastroenteritis mit
Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhé und Fieber [9, 11] In wenigen Fallen kann es zu

einem septischen Verlauf mit Abszessen in Leber oder Milz kommen [12]. Von

! frz.:"ein untersetzt gebauter Bazillus mit abgerundeten Enden, welcher sich leicht mit
Anilinfarben einfarben lasst, jedoch nicht Uber das Verfahren nach Gram® ,La Peste Bubonique
A Hong-Kong®, in: Annales de I'Institut Pasteur 1894, VIII, S. 662-667, zitiert nach dem
franzésischen Portal BibNum (bibliothéque numérique de textes scientifiques), geférdert vom
Ministére de I'Enseignement supérieur et de la Recherche (Wissenschaftsministerium)
www.bibnum.education.fr/sciencesdelavie/m%C3%A9decine-clinique/la-mise-en-
%C3%A9vidence-du-bacille-de-la-peste-hongkong-1894 (abgerufen am 07. Juli 2015)


http://de.wikipedia.org/wiki/Alexandre_%C3%89mile_Jean_Yersin

septischen Verlaufen sind meist immunsupprimierte Patienten oder Personen
mit einer Eisenldberladung betroffen [10, 13, 14].

Nach einer Infektion mit Yersinien besteht die Gefahr von immunpathologischen
Spatfolgen, z.B. einer reaktiven Arthritis, einem Erythema nodosum oder einer
Uveitits [15, 16]. In der Regel verlauft die Yersiniose aber selbstlimitierend.
Chronische Infektionen kommen &uf3erst selten vor [17].

Die Behandlung der Erkrankung erfolgt symptomatisch Uber Flissigkeits- und
Elektrolytausgleich [18]. In schweren Fallen kommen Antibiotika zum Einsatz,

z.B. Cepahlosporine der dritten Generation und Fluorchinolone [19].

1.2. Yersiniose am Mausinfektionsmodell

Der genaue Infektionsweg von Ye lasst sich am Mausmodell studieren: Ye
gelangt Uber den Gastrointestinaltrakt in den Organismus. Die Bakterien nutzen
hierfir Lymphfollikel im lleum, die Peyer'schen Plaques, als Invasionsroute [20].
Der Ubertritt vom Darmlumen in die Peyer'schen Plaques erfolgt durch
Transzytose Uber M-Zellen [21, 22]. M-Zellen kénnen Antigene vom Darmlumen
in den Extrazellularraum transportieren, wo sie diese an Lymphozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen weitergeben. Diesen Weg nutzen
verschiedene enteropathogene Keime - und auch Ye [23]. Die Bindung von Ye
an M-Zellen erfolgt Uber Invasin an 31 Integrine [24, 25]. Die Interaktion von Ye
mit den beteiligten Epithelzellen fihrt zu Sekretion von Interleukin-8 (IL-8),
Interleukin-1f (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) und Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) [26, 27]. Dies induziert die Einwanderung
von Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten [28]. Nach Transzytose
durch M-Zellen vermehrt sich Ye in den Peyer'schen Plaques und fuhrt Gber die
oben genannten Immunreaktionen zur Bildung von Mikroabszessen unterhalb
des follikelassoziierten Epithels [22]. Die weitere Ausbreitung von Ye erfolgt
Uber mesenteriale Lymphknoten und/oder den Blutweg, Leber und Milz,
wodurch auch eine systemische Infektion ausgelést werden kann [22, 29].

Vieles deutet darauf hin, dass Ye nach Eintritt in den Organismus tber M-Zellen

2



grotenteils extrazellular an Zellen adhariert und eine Internalisierung durch

Yop-Injektion Gber das Typ Il Sekretionssystem (TTSS) verhindert wird [30-32].

1.3. Pathogenitatsfaktoren von Ye

Verschiedene Virulenzfaktoren ermdglichen die Infektion von Wirtsorganismen
durch Ye. Eine wichtige Rolle spielen dabei die Faktoren Invasin, YadA und das
TTSS.

1.3.1. Invasin

Invasin ist ein chromosomal codierter Pathogenitatsfaktor von Ye [33]. Es
handelt sich um ein Oberflachenprotein, das zu den nicht-fimbrialen Adhé&sinen
und der Familie der Intimine und Invasine gehért [34, 35]. Invasin wird optimal
bei niedrigem pH-Wert und Temperaturen um 23-26°C exprimiert [36]. Seine
Expression und somit auch die Virulenz von Ye wird Gber RovA reguliert [37].
Invasin ist ein membranstandiges Protein mit vier Doméanen, die ahnlich den
Immunglobulinen gefaltet sind [38]. Die Bindungsstellen des Invasin flr
Adhasion an Integrine befinden sich dabei am C-teminalen Invasinende an
einer Disulfidschleife um Asp®!! [39] und der Region um Asp®! [40]. Insgesamt
kann Invasin an funf Integrine binden: a3B1, a4B1, a5B1, a6f1 und avp1 [41].
Diese stellen Rezeptoren fliir Komponenten der extrazellularen Matrix dar oder
sind an Interaktionen zwischen Zellen beteiligt [25, 42].

Fir die Internalisierung von Bakterien ist vor allem eine starke Invasinaffinitat
notig sowie das Vorhandensein von 31 Integrinen [43]. Integrine missen dabei
rund um das Bakterium gebunden sein, was in einer Art
ReiRverschlussverfahren geschieht (,zippering®) [38, 44]. Uber eine
Reorganisation des Zytoskeletts bilden sich Pseudopodien der Zelle aus, die
das Bakterium einhtllen und zu dessen Aufnahme fihren [45].

Invasin ist vor allem fur den Beginn der Infektion wichtig [24, 36]. Uber
Interaktion mit B1-Integrinen der M-Zellen im DUnndarm vermittelt Invasin den

Eintritt der Bakterien in diese Zellen [46, 47]. In den Wirtszellen ruft Invasin eine
3



proinflammatorische Antwort hervor, u.a. durch Sekretion von Zytokinen wie
TNF-a, GCS-F und IL-8 und Rekrutierung von Entzindungszellen, wie
polymorphkernigen Leukozyten [48] [49] [27] [50]. Es kann zur chemotaktischen
Aktivierung, Migration und Proliferation von T-Zellen mit der Freisetzung
weiterer Zytokine kommen [51, 52]. Fir das Yps-Invasin wurde zudem gezeigt,
dass seine direkte Bindung an (1 Integrine auf T-Zellen zur Apoptose und
Nekrose der T-Lymphozyten fuhrt [53].

1.3.2. YadA

YadA ist ein Plasmid-codierter (pYV) Pathogenitatsfaktor [54, 55]. Es gehort zur
Familie der Trimeren Autotransporter Adhasine (TAA) [56]. Optimale
Temperaturen fur die Expression von YadA sind 37°C [57]. Die Expression wird
dabei Uber den Faktor VirF reguliert [58].

YadA besitzt eine dreigeteilte Lollipopstruktur mit N-terminalem Kopf, einem
Mittelstab und einer C-terminalen Membranankerdoméne [34]. Das N-terminale
Ende kann mit anderen Molekllen interagieren und ermdglicht so
Autoagglutination, Bindung an neutrophile Granulozyten und Bindung an
Proteine der extrazellularen Matrix (ECM) wie z. B. Kollagen [59-62]. Der
Mittelstab, eine Coiled-Coil Formation, hilft bei der Stabilisierung und
Oligomerisierung von YadA [34]. Die Verankerung von YadA in der aul3eren
Bakterienmembran erfolgt Uber das C-teminale Ende. Es sorgt fur die Stabilitat
der YadA Monomere und deren Oligomerisierung zu tetrameren Bindeln [34,
63].

YadA spielt eine wichtige Rolle fir die Adhasion an ECM-Proteine,
Zelladhasion, Serumresistenz, Autoagglutination und arthrogenem Potential von
Ye [64]. Es ist essentiell fur die Virulenz von Yersinien, wie das Mausmodell
zeigte [61, 65].

Nach Invasion der Yersinien ist YadA das dominante Adhasin. Es vermittelt
Adhésion an Epithelzellen [66], intestinale Submucosa [67], neutrophile
Granulozyten [62] und die ECM [60, 61]. Spezielle Bindungspartner von YadA
innerhalb der ECM sind Kollagen [60, 68, 69], zellulares Fibronektin [70] und
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Laminin [60, 69]. Am Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass YadA mit
seinem Potential zur Kollagenbindung eine reaktive Arthritis triggern kann [71,
72].

YadA schitzt das Bakterium vor dem Komplementsystem und der Lyse durch
Defensine u.a. durch die Bindung an Faktor H [73, 74]. In stationarer Kultur
konnte Autoagglutination von Ye bei einer Optimaltemperatur von 37°C durch

YadA ausgelost werden [75].

1.3.3.  Typ lll Sekretionssystem

Das Typ Il Sekretionssystem (TTSS) ist ein Werkzeug vieler Gram-negativer
Bakterien um Virulenzfaktoren in eukaryontische Zellen einzubringen [76]. Uber
die injizierten bakteriellen Proteine kann die Zellfunktion zum Vorteil des
Bakteriums beeinflusst werden [76].

Das Yersinia secretion component (Ysc) System ist aus ca. 27 Proteinen
aufgebaut, die einen Basalkorper und eine externe nadelartige Struktur bilden
[77, 78]. Der Basalkorper besteht aus ringférmigen Proteinen, die die Hille der
Bakterien aus innerer und A&ullerer bakterieller Membran und der
Peptidoglykanschicht durchspannen [79, 80]. Dem Basalkorper sitzt die
nadelférmige Struktur auf, die auRen am Bakterium hervorragt [79, 81]. Diese
Nadel ist innen hohl, ca. 60-80 nm lang und besteht aus dem Protein YscF [82].
Sie ermdglicht die ATP-abhangige Proteinsekretion [83].

Sekretiert werden verschiedene Gruppen von Proteinen, die sogenannten
Yersinia outer proteins (Yops). YopB und YopD bilden unter Einfluss von LcrV
eine Pore in der Wirtszellwand, die das Eindringen der eigentlichen
Effektorproteine ermdglicht [84]. AufRRerdem sind regulatorische Yops
vorhanden, welche die Yop-Injektion beeinflussen kdnnen. So stoppen YopN
und YscF bei hoher Kalziumkonzentration die Yop-Injektion [85, 86].
Regulatorische Effekte hat zudem der Faktor LcrG, der auch fir eine effiziente
Yop-Translokation notwendig ist [87]. LcrG verhindert zusammen mit YopN eine
Yop-Translokation bei hohen Kalziumkonzentrationen und fehlendem Kontakt
zu eukaryontischen Zellen [88, 89]. Derzeit bekannte Effektor-Yops, die in die
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Wirtszelle injiziert werden kdnnen, sind YopE, YopH, YopM, YopO/YpkA, YopP

und YopT. Sie kdonnen auf die Signaltransduktion der Zelle Einfluss nehmen

und inhibieren somit die proinflammatorische Antwort der Wirtszelle wie z.B.

Induktion

von Apoptose, Phagozytose oder die Veranderung des

Aktinzytoskeletts [77, 90] (Tab.: 1).

Tab. 1: Ubersicht Uber die verschiedenen Effektor-Yops

YopE

YopE wirkt zytotoxisch. Es interagiert mit Rho, Rac und Cdc42 [91,
92]. Dadurch kommt es zur Aktivierung von GTPasen, Hemmung
von Phagozytose, Porenformation und IL-1p Produktion sowie zur

Zerstorung von Aktin-Filamenten [92-95].

YopH

YopH ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase [96]. Seine
Zielstrukturen sind fokale Adhésionskomplexe, LAT, SLP-76 und
Lck [97-99]. Es unterdrickt die Aktivierung von T-Lymphozyten
Uber Antigene [97, 98]. Es kann den Aufbau fokaler Adh&asionen
(FA) schwéachen [99]. Zudem verhindert es Phagozytose durch
Makrophagen und polymorphnukledre Leukozyten [32, 100]. In
Makrophagen kann es einen oxidativen burst unterdriicken [101].

YopM:

Die Funktion von YopM ist noch weitgehend unklar. Es ist jedoch
wichtig fur die Virulenz von Ye. [102]. Nachgewiesen sind eine
Depletion von NK-Zellen und eine Thrombin-Bindungsfahigkeit fir
YopM aus Y. pestis [103, 104].

YopO/YpK

YopO/YpK ist eine Serin/Threonin-Kinase, die durch G-Aktin
aktiviert wird [105, 106] und an a RhoA und Rac bindet [107, 108].
Sie kann das Aktinzytoskelett zerstéren [105] und Phagozytose
verhindern [100, 109].

YopP

YopP blockiert die Aktivierung der MKK im MAPK-Signalweg und
den Faktor NF-kB, was zur Suppression von TNF-a und IL-8-
Produktion fuhrt [110-112]. AulRerdem wird die MAP-Kinase-
vermittelte Antigenaufnahme in dendritische Zellen durch YopP

verhindert [113] und Apoptose in Makrophagen induziert [114].




YopT YopT ist eine Cysteinprotease, die Rho, Rac, und Cdc42 an ihrem
COOH-terminus proteolytisch spaltet [115]. Dies resultiert in einer
Veranderungen des Zytoskeletts und der Zerstérung von
Aktinfilamentstrukturen [115, 116]. YopT kann Phagozytose von
Yersinien verhindern [100].

Das TTSS ist essentiell fur die Virulenz von Ye [102]. Die Regulation erfolgt
Uber Kalziumkonzentration und Temperatur, mit optimalen Bedingungen bei
einer Temperatur von 37°C und in Abwesenheit von Kalziumionen [58].

Fur die Aktivierung des TTSS, die Bildung von Poren in der Wirtszellmembran
und die Translokation von Yops ist eine vorherige Adhasion der Yersinien an
die Wirtszelle notig [117].

1.4. B1 Integrine und Interaktionspartner

Adhasion von Ye an Wirtszellen wird vor allem tber die Bindung von Invasin an
B1 Integrine [25] und die Bindung von YadA an Fibronektin, Kollagen oder
Laminin, welche ebenfalls an 1 Integrine binden, vermittelt [60, 68-70].
Wahrend sich 31 Integrine im Epithel normalerweise an der Basalseite der Zelle
befinden, sind sie an M-Zellen auch apikal lokalisiert und ermdglichen so das
Eindringen der Bakterien in den Organismus [118].

Integrine sind aus einer a- und einer B-Untereinheit aufgebaute, heterodimere
Transmembranproteine, die u.a. als Zelloberflachenrezeptoren fungieren [119].
Im Augenblick sind 18 a- und 8 B-Untereinheiten bekannt, die 24 verschiedene
Integrine formen koénnen [120]. Jede Untereinheit besteht aus einer grol3en
extrazellularen Domane, einer Transmembranregion und einer kleinen
Zytoplasmadoméne [121].

Das humane B1 Integrin existiert in vier Isoformen B1A, 1B, B1C und B1D
[122]. Diese unterscheiden sich in ihrer Zytoplasmadomane, welche in einen
proximalen, bei allen B1 Integrinen identischen Teil und einen distalen,

variablen Teil eingeteilt werden kann [123]. Der proximale, zellmembrannahe




Teil wird von Exon 6 codiert [124]. An ihm befinden sich Bindungsstellen fur die
Focal Adhesion Kinase (FAK), Paxillin [125] und a-Aktinin [126]. Der distale,
variable Teil liegt C-terminal und unterscheidet sich in 1A, 1B, 1C und 1D
Integrinen [124]. Er enthalt unter anderem Bindungsstellen fur Talin [127] und
Kindlin [128].

Integrine vermitteln mechanische Kréafte und Adhasion, sie sind an der
Signaltransduktion der Zelle beteiligt und regulieren so Zellproliferation,
Zelliberleben und Zelldifferenzierung. Integrine vermitteln Kommunikation
zwischen Zellen oder Interaktion mit der ECM [129-133]. Kommunikation tber
Integrine findet dabei bidirektional statt. Extrazellulare Reize kdnnen uber
Integrine  Veranderungen der intrazellularen Signalwege verursachen.
Gleichzeitig kdnnen Integrine Uber intrazellulare Stimuli aktiviert werden, was
ihre Affinitat fir extrazellulare Liganden verandert [130, 134]. Da Integrine keine
eigene enzymatische Aktivitat oder eigene Aktinbindungstellen aufweisen, sind
sie auf verschiedene Adaptorproteine angewiesen [135]. Eine direkte
Verbindung von Integrin zum Aktinzytoskelett vermitteln z.B. Talin, Filamin und
a-Aktinin.

Talin ist ein Aktin-bindendes Protein und verbindet 1 Integrine direkt mit Aktin
[136, 137]. Durch diese Verbindung kann Talin mechanische Krafte von der
ECM auf die Zelle Ubertragen. Die Bindung von Talin an eine f1
Zytoplasmadomane aktiviert das Integrin und erhéht dessen Affinitat far
extrazellulare Liganden [138-140]. Talin bindet dabei an ein konserviertes
NP(I/L)Y Motiv im zytoplasmatischen Ende des B1A bzw. B3 Integrins [127]. Die
Bindung von Talin an die B-Ketten des heterodimeren Integrinrezeptors fihrt
dazu, dass die a- und die B-Kette auseinander ricken, was eine
Konformationsanderung des Integrinrezeptors und so eine erhdhte Liganden-
Affinitat zur Folge hat [138]. Dieser Vorgang wird als die Integrinaktivierung
bezeichnet. Da die Aktivierung vom intrazellular lokalisierten Talin initiiert wird,
spricht man hier auch von ,inside-out signaling®.

Ein wichtiger Partner von Talin ist Kindlin-2, das essentiell fur Talin-induzierte
Integrinaktivierung ist [141]. Kindline sind, wie Talin intrazellulare

Adaptorproteine, die an FAs rekrutiert werden. Sie kdnnen Integrine Uber



Bindung an B1 oder B3 zytoplasmatische Enden aktivieren [128, 142]. Kindlin-1
und -2 binden dabei im Gegensatz zu Talin an das distal zur Membran
gelegene NPXY Motiv von B1A bzw. B3 Integrinen. Die Bindung von Kindlin
kann dabei durch eine einzige Aminosauresubstitution (Y79sA) verhindert
werden [128].

Talin bindet des Weiteren an Vinculin. [136]. Dieses stabilisiert die Integrin-
Aktin-Bindung Uber eine Bindung an Aktin und Talin [143]. Vinculin ist fur stabile
Integrin beinhaltende Adhasionsstellen nétig. Vinculin defiziente Fibroblasten
exprimieren weniger und kleinere Fokale Adhasionen (FAs) als Vinculin
exprimierende Fibroblasten [144]. Bei FAs handelt es sich um Integrin
enthaltende Adhasionsstellen, die aul3er Integrinen noch Signalmolekile wie
FAK, Paxillin und Scr, sowie Gerlstproteine wie Talin, Vinculin und a-Aktinin
enthalten und daher als Makromolekiile bezeichnet werden [145]. FAs
vermitteln mechanischen Kontakt zur ECM sowie Signale, die das Zellverhalten
beeinflussen konnen [146, 147]. Sie entstehen bei Kontakt extrazellularer
Integrindoménen zu ECM-Proteinen. Als Folge werden Signale an das
Aktinzytoskelett vermittelt. Die Integrine ziehen sich zu Clustern zusammen und
bilden so FAs [145].

a-Aktinin ist ebenfalls ein Adaptorprotein, das eine direkte Verbindung zwischen
B1-Integrinen und Aktin herstellen kann [148]. Es ist an Entstehung, Reifung
und Starkung von FAs beteiligt [149, 150]. Je hoher die mechanischer
Beanspruchung von Adhasionen ist, umso mehr a-Aktinin wird in FAs
eingelagert [151]. Uber Aktin bindende Proteine konnen Integrine Einfluss auf
das Aktinzytoskelett nehmen und so Adhasion, Zellmigration und
Zellausbreitung vermitteln [152].

An Integrine bindend und indirekt mit dem Zytoskelett assoziiert sind die
Integrin-Linked-Kinase (ILK), Paxillin und FAK. Sie Giben regulatorische Effekte
aus.

ILK ist ein Adaptorprotein und eine Kinase, die f1 und B3 Integrine indirekt mit
Aktin verbinden kann. Dies erfolgt Uber eine Bindung von Parvin. Weitere
Bindungspartner von ILK sind Vinculin und Paxillin, das wiederum an Parvin

bindet [153]. ILK ist an der Integrin-assoziierten Regulation und Reorganisation



des Aktinzytoskeletts beteiligt [154, 155]. Es spielt eine wichtige Rolle bei
Zellmigration, Zellproliferation, Formation von FAs und Stressfasern. In
Skelettmuskelzellen von Zebrafischen konnte zudem gezeigt werden, das ILK
wichtig fir die Stabilisierung von FAs ist [156].

FAK ist eine Non-Rezeptor-Tyrosin-Kinase [157]. Die N-terminale
nichtkatalytische Doméane von FAK kann direkt an das zytoplasmatische Ende
von B1 Integrinen binden. Die genaue Relevanz dessen ist aber noch unklar
[125]. Das C-terminale Ende von FAK enthélt die Focal Adhesion Targeting
(FAT) Domain, an der Paxillin [158] und Talin [159] binden kdnnen, welche an
der Interaktion von FAK mit Integrinen beteiligt sind. FAK kann die Zellmotilitat
regulieren, indem es das Zytoskelett und Zelladhasion beeinflusst [160].
Aktivierte Integrine fuhren zur Aktivierung von FAK Uber erhdhte Aktivitat der
Kinase [161] und Tyrosinphosphorylation [162-164]. FAK defiziente Zellen
zeigen eine reduzierte Motilitdt, jedoch mehr und gréRere FAs, was darauf
hindeutet, dass FAK weniger fur die initiale Bildung als fur einen standigen
Umbau der FAs und somit fur die Zellmotilitat bedeutsam ist [165].

Integrine kdnnen zudem mit vielen weiteren Molekilen interagieren, die hier
jedoch nicht weiter beschrieben werden. Es kann angenommen werden, dass
Yersinien die Signaltransduktion von Integrinen und auf diese Weise

Zellfunktionen wie Zelladhasion oder Zellmotilitat fir die Infektion ausnutzen.

1.5. Zielsetzungen dieser Arbeit

Wichtige Schritte bei Infektionen mit Ye sind die Adhéasion an und Yop-
Translokation in Zellen. Ye adhariert an Wirtszellen durch eine Interaktion von
Invasin bzw. YadA mit 1 Integrinen. Isberg und Leong zeigten 1990 fur Invasin
eine direkte Bindung an B1 Integrine [25], wahrend fur YadA eine indirekte
Interaktion Uber ECM-Proteine angenommen wird [68-70]. Adh&sion kann
verschiedene zellulare Prozesse ausldsen: beispielsweise eine durch 1
Integrin  vermittelte Internalisierung von Yersinien oder die Aktivierung

verschiedener Signalkaskaden [166, 167].
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Dr. Birgit Keller untersuchte den Einfluss von 1 Integrinen und der 31 Integrin
vermittelten Signaltransduktion auf Adhasion und Yop-Translokation. Hierauf
aufbauend sollte untersucht werden, ob und wie die Adh&sion der Bakterien mit
der Translokation assoziiert ist.

Die Hauptfragen der vorliegenden Arbeit lauten — einerseits auf Bakterienseite:
Lassen sich die Ergebnisse spezifisch den Pathogenitatsfaktoren Invasin oder
YadA zuschreiben?

Andererseits stellt sich auf Zellseite die Frage, welche Bedeutung die
Signaltransduktion uber B1A Zytoplasmadoménen fir die Adhasion hat, welche
Rolle der Aktivierungszustand der Integrine in diesem Kontext spielt und
welchen Einfluss verschiedene integrinassoziierte Proteine wie FAK, ILK oder
Talin auf die Adhéasion hat.

Hinweisen auf zusatzliche Interaktionspartner fur Ye, welche (1 Integrin
unabhangig Adhasion an und Yop-Translokation in die Zelle erméglichen,

wurde nachgegangen.
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2.

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Material und Methoden

Tab. 2: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Gerate

GERAT BEZEICHNUNG HERSTELLER
Durchflusszytometer Fortessa LSR I Becton Dickinson,
Heidelberg

Handdispenser

Multipette® Plus

Eppendorf, Hamburg

Mikroskop

Olympus BX51

Olympus, Hamburg

Mikroskop

Telaval 31

Carl Zeiss, Jena

Mikroskop Digitalkamera

Olympus DP71

Olympus, Hamburg

Neubauer-Zahlkammer

Zahlkammer Neubauer

Karl Hecht GmbH & Co

KG, Sondheim
Photometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg
Pipetten (10ul, 100ul, | Eppendorf  Reverence | Eppendorf Hamburg
1000pl) 10, 100, 1000

Pipettierhilfe

Pipetus-akku

Hirschmann-

Laborgerate, Eberstadt

Reagenzglasschuttler

Heidolph Reax Top

Heidolph
Schwabach

Instruments,

Schittelinkubator

HT, Multitron

Infors HT, Bottmingen,
Schweiz
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GERAT BEZEICHNUNG HERSTELLER

Sterilbank BDK-S 1200 und 1500 BDK, Luft- und
Raumfahrtechnik,
Sonnenbihl

Vakuumpumpe CVvC 2000 Vacuubrand, Wertheim

Wasserbad WB 10 Memmert, Schwabach

Zellkulturbrutschrank BBD 6220 Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

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

Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos | Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Verbrauchsmaterialien

PRODUKT

HERSTELLER

Cover Slips (steril)

Menzel GmbH, Braunschweig

Einmalkivetten

Sarstedt, NUmbrecht

EppendorfgefalRe (1,5ml)

Greiner

Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Objekttrager mit Mattrand

R. Langenbrinck, Emmerdingen

Pasteurpipetten

WU, Mainz

Pipettenspitzen (10ul, 100ul,1000ul))

Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen
50ml) (steril)

(5ml,

10ml, 20ml,

Corning Inc., Corning, New York, USA
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PRODUKT

HERSTELLER

Combitips (2,5ml, 5ml)

Eppendorf, Hamburg

Rundbodenréhrchen (14ml) mit

Verschlusskappe

BD Bioscience, Heidelberg

Spitzbodenréhrchen (15ml) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Spitzbodenréhrchen (50ml) BD Bioscience, Heidelberg

Zellkulturflaschen (80, 175 cm?) Nunc, Langenselbold

Zellkulturplatte (24 Well Platte) Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

2.1.3. Laborchemikalien

Tab. 4: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Laborchemikalien

PRODUKT

HERSTELLER

CCF4-Am Loading Kit (enthalt Lésung
A, Bund C)

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Cytochalasin D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DMEM high Glucose

PAA Laboratories GmbH, Colbe

DMEM/F12 + Glutamax™ —|

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

DMEM + GlutaMAX™-

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

DMSO

Roth, Karlsruhe

EDTA (Versen) 1% (w/v)

Biochrom AG, Berlin

EDTA/Trypsin

Gibco Life Technologies, Darmstadt

Entellan

Merck Chemicals, Darmstadt

FCS (foetal bovine serum)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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PRODUKT HERSTELLER
Fuchsin Diagnostik, Mikrobiologie, Tubingen
Hefeextrakt ICN, CA, USA

Heparin Sodium Salt (50mg/ml)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Hygromycin B

PAA Laboratories GmbH, Colbe

L-Glutamin 200mM

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Manganese sulfate monohydrate

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid

E. Merck, Darmstadt

PBS Dulbecco

PAA Laboratories GmbH, Colbe

PFA Merck Chemicals, Darmstadt
Probenecid Sigma Aldrich, Taufkirchen
Roti Histokit Roth, Karlsruhe

Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypton ICN, CA, USA
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2.1.4. Antibiotika

Tab. 5: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Antibiotika

PRODUKT HERSTELLER STAMMLOSUNG

Arsenit Sigma-Aldrich, 400 mM in Wasser
Taufkirchen

Kanamycin Applichem, Darmstadt 50 mg/ml in Wasser

Nalidixinsaure

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen

10 mg/ml in Wasser

Penicillin/Streptomycin

Gibco Invitrogen,

Karlsruhe

10.000 Units/ml
Penicillin
10.000 ug/ml

Streptomycin

Streptomycin

Applichem, Darmstadt

50 mg/ml in Wasser

Tetracyclin

Applichem, Darmstadt

125 mg/ml in
Ethanol

70%

2.1.5. Zelllinien

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien handelt es sich um adharente

Zellen. Verwendet wurden die im Folgenden aufgefuhrten Zelllinien:

FAK**: Murine embryonale Fibroblasten, die homozygot null fiir p53, aber nicht

fur FAK sind.

FAK”: Murine embryonale Fibroblasten, die homozygot null fir p53 und FAK

sind.

Die Bezugsquelle fur die FAK** und FAK” Zelllinien war LGC Standards,

ATCC.
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GD25B17: Murine embryonale Fibroblasten, welche aus dem embryonalen
Stammzellklon G201 gewonnen wurden und deren (1 Integrin Untereinheit
deletiert ist. [168]

GD25B1A: GD25B17 Zellen, die stabil mit humanem B1-Integrin IsoformA
transfiziert wurden [169].

GD25B1COM: GD25B17 Fibroblasten, die stabil mit humanem B1 Integrin
transfiziert wurden, bei dem der fir Isoform A spezifische Teil der
zytoplasmatischen Domane deletiert ist [123].

GD25B1TR: GD25B1” Zellen, die stabil mit einem humanen B1-Integrin
transfiziert wurden, bei dem die zytoplasmatische Domé&ne vollstadndig deletiert
wurde [123].

Saviero F. Retta stellte die aufgeflihrten GD25B17-, GD25B1A, GD2581COM
und GD25B1TR Zelllinien zur Verfigung [123].

GD25pmSCV: GD25 B17- Zellen die mit pmSCVpuro transduziert wurden.
GD25pmSCV-ITGB6: GD25 B17 Zellen, die mit pmSCVpuro-ITGB6
transduziert wurden.

Dr. Birgit Keller stellte die GD25pmSCV und GD25pmSCV-ITGB6 Zelllinien zur
Verfigung [170].

ILK**: Murine fibroblastoide Nierenzellen mit einem gefloxten ILK-Gen.
ILK": Murine fibroblastoide Nierenzellen, die firr das ILK-Gen defizient sind.
Die ILK** und ILK” Zelllinien wurden von Prof. Dr. Reinhard Fassler zur

Verfligung gestellt [154].

IMCDB1”: Murine epitheliale Nierenzellen, deren endogenes B1 Integrin
deletiert wurde.

IMCDB1A: IMCDB1” Zellen, in die ein humanes B1A Integrin integriert wurde.
Die IMCDB1” und IMCDB1A Zelllinien wurden von Prof. Dr. Reinhard Fassler
zur Verfugung gestellt [171] [172].
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YY>AY: Murine Fibroblasten mit einem Aminoséurenaustausch in der (31
Zytoplasmadomane: Y7s3>A.

YY>YY: Murine Fibroblasten, welche der Wildtyp zur YY>AY Zelllinie sind.

Die YY>AY und YY>YY Zelllinien wurden von Prof. Dr. Reinhard Fassler zur
Verfligung gestellt [173].

2.1.6. Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien wurden gebrauchsfertig vom Hersteller geliefert, bei 4°C
gelagert und mit FCS (fotales Kalberserum), Penicillin/ Streptomycin und L-
Glutamin komplementiert. Das fotale Kalberserum wurde vor Gebrauch fir 30
min bei 56°C inaktiviert.

Fur die Zellinien FAK**, FAK”, GD25B817, GD25B1A, GD25B1COM,
GD25B1TR, GD25pMSCV, GD25pMSCV-ITGB6, YY>AY und YY>YY wurde
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle‘s medium) mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin,
100 units/ml PenicilinG und 100 pg/ml Streptomycin verwendet. Zu den
transfizierten Zelllinien GD25B1A, GD251COM und GD25B1TR wurde
zusatzlich 300 pg/ml Hygromycin, bzw. zu GD25pmSCV und GD25pmSCV-
ITGB6 2 pg/ml Puromycin hinzugefugt.

Fir die Zelllinien ILK** und ILK” wurde DMEM + Glutamax mit 10% FCS, 100
units/ml PenicillinG und 100 pug/ml Streptomycin verwendet.

Die Zelllinien IMCDB1” und IMCDB1A wurden in DMEM-F12 + Glutamax mit
den Zusatzen 10% FCS, 100 units/ml PenicillinG und 100 pyg/ml Streptomycin
kultiviert.

Fur die Infektion mit Ye wurden die Zellkulturmedien ohne FCS, L-Glutamin und

Antibiotika verwendet.
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2.1.7. Bakterienstamme

Tab. 6: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Bakterienstamme

STAMM BESCHREIBUNG QUELLE
Y.e. E40-pBla E40 Aasd Stamm, transformiert mit | Kéberle et al.,
pMK-Bla. NalR, ArsR, KanR. 2009 [174]

Y.e. E40AInv-pBla E40 Aasd Ainv Stamm, trans- | Keller etal., [170]
formiert mit pMK-Bla. NalR, ArsR,
KanR, TetR.

Invasin defizient

Y.e. pYV Aasd pBla Stamm, | Keller et al., [170]
E40AYadA-pBla transformiert mit pLIM4029
(YadA-) und pMK-Bla, NalR, ArsR,
KanR, StrepR.

YadA defizient

Y.e. pYV40 Plasmid des E40 Aasd Ainv | Keller et al., [170]
E40AInvAYadA-pBla | Stamms wurde ersetzt durch
pLIM4029 (YadA-) und

anschlieBend transformiert  mit
pMK-Bla. NalR, ArsR, KanR, TetR,
StrepR.

Invasin und YadA defizient

2.1.8. Bakterien-Nahrmedien

Fur die Kultivierung der Bakterienstamme wurde LB-Medium (10 g/l Trypton, 5
g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, ad 1 | a. dest. pH 7,5) verwendet. Je nach Stamm
wurden dem Nahrmedium verschiedene Antibiotika zugesetzt (siehe Tabelle 5),

um das Wachstum anderer als der gewiinschten Bakterien zu verhindern.
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2.1.9. Software

Tab. 7: Ubersicht der in der Arbeit eingesetzten Software

PROGRAMM HERSTELLER

Adobe Photoshop CS, Version 8.0.1 | Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA

Cell"B 2.6 Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Munster

GIMP 2.4.6 Gnu Image Manipulation Program,
Boston, USA

GraphPad Prism Version 4.03 GraphPad Software, San Diego, CA,
USA

ImageJ Wayne Rasband, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von Ye

Die Anzucht von Ye im Rahmen der Adhasions- und Translokationsassays
erfolgte durch Beimpfung aus Glycerinkulturen, die bei -20°C gelagert wurden.
Die Bakterien wurden in LB-Flussigmedium (5 ml) mit entsprechenden
Antibiotikakombinationen (siehe 2.1.8) bei 27°C (Uber Nacht in
Schuttelinkubatoren kultiviert.

Aus den Ubernachtkulturen wurden am folgenden Tag Subkulturen in 5 ml LB-

Flissigmedium (Verdunnungsfaktor 1:20) hergestellt. Zur Induktion der Gene,
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die auf dem Virulenzplasmid kodiert waren, wurden die Subkulturen bei 37°C
auf einem Schuttelinkubator fur drei weitere Stunden inkubiert.

2.2.1.2. Ernte von Ye und Bestimmung der Bakterienzahl fur die Infektion

Nach der Kultivierung fand die Ernte der Yersinien fur die folgende Zellinfektion
statt. Die Bakterien wurden bei 4500 g fir 5 min (RT) abzentrifugiert. Nach der
Sedimentation wurde der Uberstand an Medium entfernt, die Yersinien mit 5 ml
PBS gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 4495 rpm, RT). Das entstehende
Bakterienpellet wurde in 2 ml PBS resuspendiert.

Zur Bestimmung der Bakterienzahl wurde die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 600 nm bestimmt (ODeoo). Dazu wurde die
Bakteriensuspension mit PBS in einer Einmalkivette verdinnt
(Verdinnungsfaktor 20). Als Leerwert diente reines PBS. Eine ODsoo von 1
entspricht hier der Konzentration von 0,5 x 10° B/ml. Verrechnet mit dem
Verdinnungsfaktor 20 kann die Anzahl der Yersinien pro Milliliter bestimmt
werden.

Bei den durchgefiihrten Infektionen betrug die MOI (multiplicity of infection) 100.
Das entspricht bei einer Zellzahl von 1,0 x 10° Zellen 1,0 x 10’ Bakterien. Die
bendtigte Menge an Bakteriensuspension fur die Infektion wurde in einem
Volumen von 100 ul PBS zu den Zellen gegeben.

2.2.2. Arbeiten mit Zellkulturen

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden gréf3tenteils unter einer Sterilbank
durchgefiihrt. Die verwendeten Materialien und Lésungen wurden entweder
steril vom Hersteller bezogen oder vor Gebrauch autoklaviert. Lésungen, die in
Kontakt mit den Zellen kamen, wurden vor Verwendung im Wasserbad auf

37°C aufgewarmit.
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2.2.2.1. Kultivierung von Gewebskulturzellen

Alle bendttigten Zellen wurden als Zellstocks in Einfriermedium (FCS + 10%
DMSO) in flussigem Stickstoff gelagert. Um die Zellen in Kultur zu nehmen,
wurden die Gefrierstocks im 37°C warmen Wasserbad fur wenige Minuten
aufgetaut. Anschlieend wurden die Zellen in 9 ml des entsprechenden
Mediums (siehe 2.1.6) Uberfuhrt und abzentrifugiert (5 min, 400 g, RT), um das
zytotoxische DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden in 1 ml Medium
resuspendiert und zur Kultivierung in Zellkulturflaschen (175 cm3) mit 25 ml
Medium Uberfuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem
Zellkulturbrutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2. Nach jeweils
2 — 3 Tagen wurden die Zellen bei einer Konfluenz zwischen 60 und 90%

passagiert.

2.2.2.2. Abldsen von Gewebskulturzellen

Das Ablosen der Zellen aus den Zellkulturflaschen erfolgte mit EDTA und
Trypsin. Zuerst wurde das Medium aus der Flasche entfernt und die Zellen mit
10 ml PBS gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. Um das Ablésen zu
erleichtern, wurden die Zellen anschlieBend mit 2 ml 1%-EDTA-L6sung
gewaschen. EDTA fungiert als Chelator fur zweiwertige lonen und kann so
Kalzium koordinativ binden. Kalzium interagiert mit Integrinen und anderen
Zelladhasionsmolekilen. Wird es durch EDTA gebunden, steht es hierfir nicht
mehr zur Verfligung, was zu einer gestorten Zelladhasion fihrt. Zum
vollstdndigen Ablésen der Zellen wurden 3 ml einer EDTA/Trypsin-Lésung
verwendet, bei einer Inkubationszeit von 2 — 5 min und 37°C. Trypsin ist eine
Serinprotease und spaltet alle Verbindungen auf der Zelloberflache
proteolytisch. Sobald die Zellen sich vom GefaRboden ablésten, wurden 8 ml
des entsprechenden Zellkulturmedium zugegeben, die Zellsuspension in
Falcons Uberfihrt und die Zellen abzentrifugiert (5 min, 400 g, RT).
EDTA/Trypsin sollte zigig entfernt werden, da Trypsin nach einiger Zeit von

Zellen internalisiert wird und so auch innerhalb der Zelle seine proteolytische
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Wirkung entfaltet. Das abzentrifugierte Zellpellet wurde in Kulturmedium
resuspendiert.

2.2.2.3. Bestimmung der Lebendzellzahl

Um eine definierte Zellzahl aussden zu konnen, muss die Lebendzellzahl
bestimmt werden. Dazu wurde Trypanblau und eine Neubauer Zahlkammer
verwendet. Trypanblau dient zur Unterscheidung toter von lebendigen Zellen
am Mikroskop. Tote Zellen werden blau angefarbt, da deren Zellmembran nicht
mehr intakt ist. Lebende Zellen werden nicht angefarbt. Eine Neubauer
Zahlkammer umfasst ein definiertes Volumen, in dem die Anzahl von Zellen
bestimmt werden kann.

Um die Zellzahl in einer Zellsuspension zu bestimmen, wurden 10 pl der
Suspension mit 90 pl einer Trypanblau-Lsung verdinnt (Verdinnungsfaktor
1:10). 10 pl dieser Verdunnung wurden in eine Neubauer Zahlkammer mit den
MaRen 0,0025 mm x 0,0025 mm x 0,1 mm Uberfihrt. Unter einem
Auflichtmikroskop wurden die lebenden Zellen in den vier GroRRquadraten
ausgezahlt. Uber den Mittelwert der Zellzahl in den 4 Quadraten, den
Kammerfaktor (1*10% Zellen/ml) und den Verdiinnungsfaktor (10) konnte die
Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter berechnet werden.

2.2.2.4. Adhéasionsassays

Um die Adhasion der Yersinia E40 Stamme an unterschiedliche Zelllinien zu
untersuchen, wurden je 1,0 x 10° Zellen in 500 pl ihres Mediums auf sterile
cover slips in eine 24-Well-Platte ausgeséat. Die Zellen wurden Uber Nacht in
einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2 kultiviert. Am
folgenden Tag wurde eine Stunde vor der Infektion mit Ye das Medium in den
Wells durch Medium ohne FCS und Antibiotika ersetzt. Die Zellen wurden mit
einer MOI von 100 infiziert, d.h. 1,0 x 107 Bakterien wurden auf 1,0 x 10° Zellen
in einem Well appliziert. Anschliel3end erfolgte eine 30-minltige Inkubation in
einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% COx.
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Nach der Infektion wurden die Zellen in den Wells drei Mal mit 500 pl PBS
gewaschen, um nicht adhéarierende Bakterien und totes Zellmaterial zu
entfernen. Anschliel3end wurden die Zellen mit jeweils 300 pl 4% PFA in PBS
fur 15 min bei RT fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 500 pl PBS,
wurde eine Fuchsin-Farbung mit 300 pl einer Fuchsin-Lésung fur 1,5 min
durchgefuhrt, gefolgt von nochmaligem Waschen mit 500 yl PBS. Zuletzt
wurden die cover slips mithilfe einer gebogenen Kanile aus den Wells entfernt
und mit Entellan oder Roti®-Histokit auf Objekttrager aufgebracht. Zur
Auswertung der adhéarierenden Bakterien pro Zelle wurde ein Lichtmikroskop
und das PC-Programm ImageJ verwendet. Alle in den Adh&sionsassays
erstellten Replikate wurden mit einem Lichtmikroskop bei 60-facher
VergroRerung in Olimmersion mikroskopiert. Pro Replikat wurden (ber eine
angeschlossene Digitalkamera funf bis zehn Fotos angefertigt, sodass jeweils
mindestens 100 Zellen komplett abgebildet waren. Uber das Programm ImageJ
erfolgte die Auszahlung der adharierenden Bakterien pro Zelle. Hierbei wurden
immer nur komplett abgebildete Zellen und ihre adhérierenden Bakterien

gezahlt. Pro Replikat wurden jeweils mindestens 100 Zellen ausgewertet.

2.2.2.5. Inkubation der Zellen mit verschiedenen Substanzen

Fur bestimmte Fragestellungen war die Inkubation der Zellen mit verschiedenen
Substanzen erforderlich.

Um die Auswirkung einer Integrin-Aktivierung auf die Adhasion und Yop
Translokation von Ye zu untersuchen, wurden die Zellen mit einer MnSOu-
Lésung inkubiert. Die MNnSOs-LAsung wurde dem Medium eine Stunde vor der
Infektion hinzugefiigt, sodass sich eine Konzentration von 0,5 mM ergab. Als
Negativkontrolle wurde statt der MnSOus-Losung das gleiche Volumen
Milliporwasser verwendet.

Um eine Beteiligung des Aktinzytoskeletts an Adhasion und Yop Translokation
von Ye zu untersuchen, wurde die Aktin-Polymerisierung in den Zellen mit
CytochalasinD inhibiert. Dazu wurde dem Medium zwei Stunden vor der
Infektion eine CytochalasinD-LOsung beigefligt, so dass eine Konzentration von
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2 pg/ml erreicht wurde. In den Kontrollexperimenten wurde statt CytochalasinD
das gleiche Volumen DMSO verwendet.

Um den Einfluss von Heparin zu untersuchen, wurde eine Stunde vor der
Infektion mit Ye eine Heparin-Natrium-Salzlosung (50mg/ml in Ampuwa)
zugefugt, so dass sich eine Endkonzentration von 1mg/ml Heparin ergab. Als
Negativkontrolle wurde nur das entsprechende Volumen Ampuwa zu den Zellen
gegeben.

Die Zugabe der Substanzen erfolgte jeweils zeitgleich mit dem Mediumwechsel
vor der Infektion. Die Substanzen wurden auch wahrend der Infektion mit Ye im

Medium belassen.

2.2.2.6. Nachweis der Yop-Translokation mit einem B-Lactamase
Reporter System (durchgefuhrt von Dr. Birgit Keller)

Zum Nachweis der Yop-Translokation in eukaryontische Zellen wurde ein
Yersinia Stamm verwendet, der ein YopE-B-Lactamase Fusionsprotein
exprimiert. Bei der Infektion von Wirtszellen mit diesem Stamm, kommt es tber
das TTSS zur Yop-Injektion und somit auch zur Injektion des Fusionsproteins.
Die Zellen wurden anschlieBend mit dem Farbstoff CCF4 gefarbt. Dieser
fluoresziert bei Anregung mit einer Wellenlange von 409 nm grun. Die Uber das
TTSS injizierte B-Lactamase spaltet das CCF4, wobei ein Spaltprodukt entsteht,
das bei Anregung eine blaue Fluoreszenz zeigt. Auf diese Weise konnen Zellen
mit injizierten Yops als blau fluoreszierende Zellen in der Durchflusszytometrie
detektiert werden. Zellen, in die keine Yops injiziert wurden, fluoreszieren grin.
Als Kontrolle wurde ein Yersinia Stamm mit einem YopE-Ovalbumin

Fusionsprotein verwendet.

2.2.2.7. Durchfihrung von Translokationsassays mit CCF4-Farbung der
Zellen (durchgefuhrt von Dr. Birgit Keller)

Um die Yop-Translokation in verschiedene Zellen zu erkennen, wurden 1,25 x

10° Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte ausgesat. Die Kultivierung der Zellen
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erfolgte Uber Nacht bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2. Eine Stunde
vor der Infektion wurde das Zellkulturmedium durch Medium ohne FCS und
Antibiotika ersetzt. Die Infektion der Zellen erfolgte mit den verschiedenen
Yersinia E40 Stammen und einer MOI von 100. Um den Kontakt zwischen
Zellen und Bakterien herzustellen, wurden die Platten bei 300 g fur 2 min
zentrifugiert. Es folgte eine Infektionszeit von 1 h bei 37°C im Brutschrank.

Nach der Infektion wurden die Zellen einmal mit 500 ul PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden die Zellen mit jeweils 200 pl Trypsin/EDTA aus den Wells
abgel6st und, nach Abstoppen der Reaktion mit jeweils 800 pl DMEM, in FACS-
Roéhrchen Uberfuhrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (400 g, 5 min) und
einmal in 1 ml FACS-Puffer gewaschen.

Zur Farbung der Zellen wurde die CCF4-Farbelésung nach den
Herstellerangaben angesetzt (pro 100 pl Losung jeweils 0,1 pl Losung A + 1 pl
Lésung B, 10 pl Losung C, 1 pl Probenecid und 87,9 ul DMEM + 1% Pen/Strep)
und zu jeweils 100 pl auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden fur 40 min bei
RT mit der Farbeldsung inkubiert. Zum Abstoppen der Farbereaktion wurde 200
pl PBS + 1% Pen/Strep zu den Zellen gegeben. Anschlie3end erfolgte im
Durchflusszytometer die Detektion und Quantifizierung der Yop-Translokation.

2.2.3. Durchflusszytometrie (durchgefiihrt von Dr. Birgit Keller)

Fur die Untersuchung der Yop-Translokation wurde die Durchflusszytometrie
eingesetzt. Diese dient zur Analyse verschiedener Zelleigenschaften, wie zum
Beispiel GrolRe, Granularitat oder Fluoreszenz.

Die zu analysierende Zellsuspension wird hierfir Uber eine Stahlkapillare
angesaugt und in eine Messkilvette eingebracht. Die Zellen werden durch die
Pufferflissigkeit, in der sie sich befinden, beschleunigt und zum Analysepunkt
transportiert. Dort kdnnen Laserdetektoren Fluoreszenz und/oder Streulicht
messen. Uber die Lichtstreuung koénnen Aussagen uUber die GroRe,
Oberflachenstruktur und Granularitat (intrazellulare Bestandteile) der Zelle
gemacht werden. L&sliche Fluoreszenz-Farbstoffe, die sich in der Zelle
anreichern (in dieser Arbeit CCF-4), kbnnen durch Laser mit einem fur diesen
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Farbstoff charakteristischen Wellenlangenbereich angeregt werden. Die
folgende Photoemission wird Uber entsprechende Detektoren gemessen.

2.2.4. Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPrism4.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Experimente wurden
jeweils aus mindestens drei unabhangigen Versuchen berechnet, sofern nicht
anders angegeben. Der Vergleich von jeweils zwei Datenreihen wurde mit
einem gepaarten, zweiseitigen T-Test auf Signifikanz analysiert. Wurden mehr
als zwei Datenreihen verglichen, wurde ein Oneway Anova Test mit einem
Bonferroni Posttest zum Vergleich aller Gruppen verwendet. Ergebnisse
wurden ab einem p-Wert < 0,05 als schwach signifikant, ab einem p-Wert <

0,01 als signifikant und ab p < 0,001 als stark signifikant eingeordnet.
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3. Ergebnisse

Diese Arbeit untersuchte, wie 1 Integrine und 1 Integrin vermittelte
Signalwege die Adhasion von Ye beeinflussen. Ein Aspekt dabei war, wie die
Adhasion mit der nachfolgenden Yop Injektion assoziiert ist. Zur besseren
Erlauterung wurden dazu die von Dr. Birgit Keller erhobenen Daten zur Yop
Translokation in den Ergebnisteil integriert, sind aber nur als
Diskussionsgrundlage Bestandteil dieser Arbeit. Jeder Teil ist entsprechend
gekennzeichnet.

Es wurden Infektionsexperimente mit Zelllinien durchgefuhrt, die verschiedene
Mutationen im B1 Integrin oder in B1-assoziierten Signalproteinen aufweisen.
Welche Rolle die Adhésine Invasin und YadA von Ye bei der Interaktion mit 31
Integrinen spielen, wurde mit verschiedenen Yersinia Mutantenstammen
untersucht. Zum Einsatz kamen die Stdmme E40-pBla, Alnv-pBla, AYadA-pBla,
und AlnvAYadA-pBla. Bei E40-pBla handelt es sich um einen Wildtyp, der beide
Adhasine exprimiert. Alnv-pBla ist eine Mutationsvariante ohne Invasin. Dies
ermoglicht eine genauere Untersuchung des verbleibenden Faktors YadA.
AYadA-pBla exprimiert kein YadA, wodurch die Rolle von Invasin besser
beurteilt werden kann. AlnvAYadA-pBla exprimiert weder Invasin noch YadA.
Mit diesem Stamm war es moglich die Existenz weiterer potentieller

Adhéasionsfaktoren zu untersuchen.

3.1. Relevanz von 1 Integrinen fiir Adhasion und Yop-Translokation
von Ye

Ob B1 Integrine fir Adhasion und Yop-Translokation von Ye essentiell sind,
wurde mit B1 defizienten und B1 exprimierenden Fibroblasten untersucht. Bei
GD25B17 Fibroblasten ist das B1 Integrin vollstandig deletiert. Die GD25B1A
Fibroblasten wurden mit dem humanen B1 Integrin IsoformA stabil transfiziert
(Abb. 1).
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cyto-
PSI  Hybrid pA (Ilike) Hybrid PSI  EGFike repeats  ptail TM  plasmic

humanes tail

p1-Integrin
Isoform A

21.78 80138 139.379 360451 462.464 485834 635.728 723.751 752.798
GD25p1+ -2 keine p1-Integrine

21 752 7T 798

bei allen B1 Integrinen A spepifisch
GD25p1A > gleich

21 752 e

GD25p1TR =

Abb.1: Verschiedene Formen des humanen 1 Integrins mit denen GD25

Fibroblasten transfiziert wurden

Diese Abbildung wurde mit freundlicher Erlaubnis von PD Dr. Erwin Bohn Glbernommen.

Die GD25 Fibroblasten wurden mit den Yersinia-Stammen E40-pBla, Alnv-pBla,
AYadA-pBla, und AlnvAYadA-pBla infiziert. In den Adhé&sionsassays wurde fur
30 min mit einer MOI von 100 infiziert. Nach Fixierung (4% PFA) und Farbung
mit Fuchsin wurde mikroskopisch ausgewertet wie viele Bakterien pro Zelle
adharieren. Fir die Translokationsassays wurden die Bakterien 2 min mit 300 g
auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit einer MOI von
100. Die infizierten Zellen wurden anschlieend mit CCF4 gefarbt und mit der
Durchflusszytometrie analysiert (Abb.2).

Die Ergebnisse zeigten, dass nur eine geringgradige Adhéasion und keine Yop
Translokation in die B1 defizienten Fibroblasten vermittelt wurde. Im Gegensatz
dazu kam es in GD25B1A Fibroblasten bei Experimenten mit allen Yersinia-
Stammen zu hoher Yop-Translokation (ca. 60-80% blaue Zellen), davon
ausgenommen war AlnvAYadA-pBla. Es war auffallig, dass vor allem YadA eine
hohe Adhasion an GD25B1A Fibroblasten vermittelte (@ 2,201 Bakterien/Zelle),
wéahrend Invasin ebenfalls Adhasion vermittelte, jedoch in sehr viel geringerem
Ausmalf als YadA (@ 0,257 B/Z). Der grol3e Unterschied in der durch Alnv-pBla
vermittelten Adhasion im Vergleich zu AYadA-pBla spiegelte sich so nicht in

den Ergebnissen der Experimente zur Yop-Translokation wider und zeigte sich
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auch in den folgenden Untersuchungen. AlnvAYadA-pBla vermittelte weder
Adhasion noch Yop-Translokation an bzw. in GD25B1A Fibroblasten. Diese
Ergebnisse zeigen die hohe Bedeutung der 31 Integrine fir Adhasion und Yop-
Translokation. Zudem konnte gezeigt werden, dass fir die Vermittlung von
Adhasion und Yop-Translokation mindestens einer der beiden Faktoren YadA

und/oder Invasin vorhanden sein muss.
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Abb. 2: Einfluss von B1 Integrinen auf Invasin und YadA vermittelte

Adhasion und Yop Injektion bei Fibroblasten

A Adhésion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
GD25B1" und GD25B1A Zelllinien (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie wurden 3
Experimente mit jeweils 2 Replikaten durchgefuhrt, an denen adhéarierenden Bakterien an
jeweils 100 Zellen ausgezéhlt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen
gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhéasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
GD25B1+ und GD25B1A Zelllinien. Nach der Infektion (30min, MOI 100), erfolgte Fixation (4%
PFA) und Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung
werden hier dargestellt.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla in
GD25B1" und GD25B1A Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min,
MOI 100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der
Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die
abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni

Posttest (p<0,001). Die Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfligung gestellt.
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3.2. Rolle der Zytoplasmadomane von 1 Integrinen fiir Adhasion und
Yop-Translokation von Ye

Um die Rolle der Zytoplasmadomane des 1 Integrins fir Adhasion und Yop
Translokation von Ye zu untersuchen, wurden GD25 Fibroblasten mit
Mutationen im zytoplasmatischen Teil des B1A Integrins verwendet. In
GD25B1COM Zellen fehlt der variable distale Teil der 1 Zytoplasmadomane
und somit Bindungsstellen fur z.B. Kindlin [128] oder Talin [127]. Nur der
proximale Teil, der bei allen B1 Integrinen gleich ist, wird exprimiert. Bei
GD25B1TR Fibroblasten ist die ganze Zytoplasmadomane des 1 Integrins
deletiert (Abb.1). GD25B1A, GD25B1COM oder GD25B1TR Fibroblasten
wurden mit den Bakterienstdmmen E40-pBla, Alnv-pBla, AYadA-pBla oder
AYadAlnv-pBla infiziert und die Adh&sion an Zellen bzw. die Yop Translokation
in Zellen bestimmt. In den Adh&sionsassays erfolgte die Infektion fur 30 min mit
einer MOI von 100. Nach Fixierung (4% PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde
mikroskopisch ausgewertet. Fur die Translokationsassays wurden die Bakterien
2 min mit 300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit
einer MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlieRend mit CCF4
gefarbt und mit der Durchflusszytometrie analysiert (Abb.3).

Sowohl nach Infektion mit E40-pBla als auch mit Alnv-pBla war die Adhéasion
von Yersinien an GD25B1COM Zellen im Vergleich zu GD25B1A Zellen
signifikant niedriger (ca. 50%) wahrend die Adhasion dieser Stamme an
GD25B1A und GD25B1TR Zellen vergleichbar war (Abb. 3 A, B). Aus diesen
Daten kann geschlussfolgert werden, dass der zytoplasmatische Teil des B1
Integrins eine gewisse, wenn auch untergeordnete Bedeutung fur YadA
vermittelte Adhasion hat. Nach Infektion von GD25B1A Zellen mit AYadA-pBla
konnte eine viel geringere Adhasion nachgewiesen werden als nach Infektion
mit Alnv-pBla. AuRBerdem adhérierte der AYadA-pBla Stamm kaum noch an
GD25B1COM bzw. GD25B1TR Zellen. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass Yersinien via Invasin wesentlich schlechter an die Fibroblasten
binden als via YadA. Die zytoplasmatischen Doméanen der B1 Integrine spielen

nur eine kleine Rolle fur die YadA vermittelte Adh&sion, beziglich der Invasin
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vermittelten Adhasion kann aufgrund zu geringer Adharenzzahlen keine
signifikante Aussage getroffen werden, eine intakte Zytoplasmadoméne
erscheint hier aber essentiell fir Adhasion zu sein.

Die Yop-Injektion zeigte fir YadA ahnliche Ergebnisse: YadA vermittelte Yop-
Injektion in GD25B1COM und GD25B1TR Zellen war im Vergleich zur Yop-
Injektion in GD25B1A Fibroblasten um ca. die Halfte reduziert. Invasin konnte
bei nicht intakter Zytoplasmadoméne des B1 Integrins kaum Yop-Translokation
vermitteln (Abb. 3 C).
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Abb. 3: Einfluss der zytoplasmatischen Domé&nen von B1 Integrinen auf

Adhasion und Yop-Injektion an bzw. in Fibroblasten

A Adhésion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an
GD25B1A, GD25B1COM und GD25B1TR Zelllinien (Infektion 30min, MOl 100). Pro Zelllinie
wurden 5 Experimente mit jeweils 2 Replikaten durchgefiihrt, an denen adhéarierenden
Bakterien an jeweils 100 Zellen ausgezahlt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mit
einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni Posttest. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhéasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
GD25B1A, GD2531COM und GD25B1TR Zelllinien. Nach der Infektion (30 min, MOI 100),
erfolgte Fixation (4% PFA) und Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der
mikroskopischen Auswertung werden hier dargestellt.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40Alnv AYadA- pBla in
GD25B1A, GD2531COM und GD25B31TR Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g
Infektion 60min, MOI 100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der
Durchflusszytometrie. Der Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Héhe der Yop-
Injektion an. Die abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils
mindestens vier Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA
Test mit Bonferroni Posttest (p<0,001). Die Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur

Verfigung gestellt.
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3.3. Effekt von Mn?* induzierter B1 Integrin Aktivierung fiir Adhéasion
und Yop-Translokation von Ye

Mn2?*-lonen binden an die metal-ion-dependent-adhesion-site (MIDAS) von 1
Integrinen und induzieren dadurch B1 Integrin Aktivierung, was eine hohere
Ligandenbindungsaffinitat zur Folge hat [175, 176]. GD25B1A, GD2531COM
und GD25B1TR Fibroblasten wurden 1 h vor sowie wahrend der Infektion mit
Ye mit 0,5 mM Mangansulfat inkubiert. Als Vehikelkontrolle diente Wasser. In
den Adhasionsassays wurde fir 30 min mit einer MOI von 100 infiziert. Nach
Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde mikroskopisch
ausgewertet. FUr die Translokationsassays wurden die Bakterien 2 min mit
300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit einer
MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlielRend mit CCF4 gefarbt und
mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Der Einfluss von Mangansulfat reduzierte die Adhasion von E40-pBla und Alnv-
pBla an diese Zelllinien, jedoch nicht die Adhasion von AYadA-pBla (Abb. 4 A,
B).

Die Yop-Translokation von E40-pBla, Alnv-pBla und AYadA-pBla konnte durch
Mn?*-induzierte Aktivierung der B1 Integrine in alle Zellen gesteigert werden.
Dieser Effekt war besonders deutlich in GD251COM und GD25B1TR
Fibroblasten zu sehen. Hier kam es zu einer Steigerung der Yop-Translokation
um ca. 50% (Abb. 4 C). Dieses Ergebnis zeigt eine Auswirkung der Aktivierung
von B1 Integrinen auf die Yop-Translokation, welche sich dadurch steigern

lasst. In der Adhasion spiegelt sich dies jedoch nicht wieder.
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Abb. 4: Einfluss von Mn?*-lonen auf Adhéasion und Yop Injektion

Die Experimente wurden jeweils unter Vorinkubation mit 0,5 mM MnSO4 (0,5 mM beginnend 1h
vor Infektion) und zur Kontrolle mit der gleichen Menge an Milliporwasser durchgeftihrt.

A Adhéasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25B31A, GD2531COM und
GD25B1TR Zelllinien (Infektion 30min, MOI 100). Die Zellen wurden mit 0,5 mM MnSOg fiir
eine Stunde vorbehandelt. Als Vehikelkontrolle diente Wasser. Es wurden 3 Experimente mit
jeweils 2 Replikaten durchgefihrt (Ausnahme GD25B1COM Zelllinie mit 2 Experimenten und
jew. 2 Replikaten). Adharierende Bakterien an jeweils 100 Zellen pro Experiment wurden
ausgezahlt. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen gepaarten, zweiseitigen T-Test.
(*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhésion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25B31A, GD2531COM und
GD25B1TR Zelllinien. Infektion erfolgte fir 30min, MOI 100, Fixation mit 4% PFA und Farbung
mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung von Experimenten mit
und ohne MnSO4 Vorbehandlung werden gegeniibergestellit.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40AInv-pBla und E40AYadA-pBla in GD25B1A, GD251COM
und GD25B1TR Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g Infektion 60min, MOI
100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der
Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die
abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni

Posttest (p<0,001). Die Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfligung gestellt.

39



3.4. Bedeutung von Heparan Sulfat Proteoglykanen fur Adhéasion und
Yop-Translokation von Ye

Untersucht wurde hier, ob Heparin sowohl die YadA als auch die Invasin
vermittelte Adhéasion beeinflussen kann. GD25B17-, GD25B1A, GD2531COM
und GD25B1TR Fibroblasten wurden eine Stunde vor und wahrend der
Infektion mit verschiedenen Yersinia-Stammen mit einer Konzentration von
1mg/ml Heparin inkubiert. Als Vehikelkontrolle diente Wasser. Infektion in den
Adhasionsassays wurde fur 30 min mit einer MOI von 100 durchgefiihrt. Nach
Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde mikroskopisch
ausgewertet. FUr die Translokationsassays wurden die Bakterien 2 min mit
300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit einer
MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlie3end mit CCF4 geféarbt und
mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Nach Infektion mit E40-pBla und Alnv-Bla war die Adhésion nach
Heparinbehandlung an GD25B1A Fibroblasten signifikant, an GD2531COM
Fibroblasten nicht signifikant und an GD25B81TR Fibroblasten zumindest fur
E40-pBla signifikant reduziert. Bei Infektion mit AYadA-pBla hatte Heparin
keinen signifikanten Einfluss auf die Adh&sion der Bakterien an die Wirtszelle
(Abb. 5 A, B).

Die Untersuchung der Yop-Translokation mit den gleichen Yersinia-Stammen
ergab ahnliche Ergebnisse fur E40-pBla und Alnv-Bla: Heparin konnte YadA
vermittelte Yop-Translokation sowohl an GD25B1A als auch GD2531COM
Fibroblasten verringern. Heparin hatte jedoch keinen Einfluss auf die Invasin
vermittelte Yop-Translokation (Abb. 5 C).
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Abb.5: Einfluss von Heparin auf Adhasion und Yop Injektion.

A Adhésion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
GD25p1+, GD25B1A, GD251COM und GD25B1TR Fibroblasten (Infektion 30min, MOI 100).
Die Zellen wurden eine Stunde vor Infektion mit 1mg/ml Heparin inkubiert. Als Vehikelkontrolle
diente Wasser. Es wurden 3 Experimente mit jeweils 2 Replikaten durchgefiihrt. Adhéarierende
Bakterien an jeweils 100 Zellen pro Experiment wurden ausgezahlt. Die statistische
Auswertung erfolgte Uber einen gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)
B Adhasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an
GD25p1+, GD25B1A, GD25B1COM und GD25B1TR Zelllinien. Nach der Infektion (30 min, MOI
100), erfolgte Fixation (4% PFA) und Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der
mikroskopischen Auswertung von Experimenten mit und ohne Heparinbehandlung werden
gegenibergestellt.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla in
GD25B1A und GD25B1COM Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion
60min, MOI 100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie.
Der Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die
abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni

Posttest (p<0,001). Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfigung gestellt.
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3.5. Bedeutung der Signaltransduktion am proximalen NPXY Motiv
von B1 Integrinen fiir Adhédsion und Yop-Translokation von Ye

Die Zytoplasmadomane der 1 Integrine enthalt mehrere wichtige
Phosphorylierungsstellen, unter anderem ein proximales NPXY Motiv, an dem
Talin  binden kann [127]. Zur Untersuchung der Relevanz von
Signaltransduktion Uber dieses NPXY Motiv fur Adhasion und Yop-
Translokation von Ye wurden YY>AY Fibroblasten mit verandertem proximalem
NPXY-Motiv verwendet. Tyrosin (Y7s3) wurde durch Alanin ersetzt und so eine
Phosphorylierung und Talinbindung an dieser Stelle verhindert (Abb. 6). Zum
Vergleich erfolgte das Experiment mit YY>YY Fibroblasten ohne diese
Mutation. In den Adhéasionsassays wurde fir 30 min mit einer MOI von 100
infiziert. Nach Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde
mikroskopisch ausgewertet. Fur die Translokationsassays wurden die Bakterien
2 min mit 300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fir 60 min eine Infektion mit
einer MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlie@end mit CCF4
gefarbt und mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Auf die Adhasion von Ye hatte die Verdnderung des proximalen NPXY Motivs
keinen signifikanten Einfluss (Abb. 7 A, B).

Die Invasin vermittelte Yop-Translokation in YY>AY Fibroblasten war leicht
reduziert. Die YadA vermittelte Yop-Translokation zeigte keine Unterschiede
zwischen beiden Zelllinien (Abb. 7 C).

Das Ergebnis zeigt somit, dass die alleinige Mutation der beschriebenen
Talinbindungsstelle keinen Einfluss auf Adhésion und Yop-Translokation hat
und weitere Bindungsstellen oder andere Adaptorproteine dies ausgleichen

koénnen.
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Talinbindung
MEF Y¥ifl : KLLMIIHbRREFAKEFHEHEJINAF{WDT GEMNPIYHSAVT TWVVNPKYEGHK

MEF Yy Y= AY : KLLMIHDRREFAKEFKEKMNAKWDT GENPIAKSAVT TWVVNPKYEGK

Abb. 6: Veranderte Talinbindungsstelle im Zytoplasmaende des B1A
Integrin

Die Talinbindungsstelle am proximalen NPXY-Motiv des zytoplasmatischen Ende des B1A
Integrin wurde durch einen Tausch der Aminoséuren Tyrosin gegen Alanin in seiner Struktur
verandert, so dass dort eine Phosphorylierung und Talinbindung nicht mehr moglich war.

Diese Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Erwin Bohn tibernommen.
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Abb. 7: Bedeutung von NPXY Motiven fur Invasin und YadA vermittelte

Adhasion und Yop-Injektion an bzw. in Fibroblasten

A Adhésion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an YY>YY
und YY>AY Fibroblasten (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie 3 Experimente mit jew. 3
Replikaten durchgefiihrt an denen adhéarierenden Bakterien an jeweils 100 Zellen ausgezahlt
wurden. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p<
0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhéasion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an YY>YY
und YY>AY Fibroblasten. Nach der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4% PFA) und
Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung werden hier
dargestellit.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla in
YY>YY und YY>AY Fibroblasten (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min,
MOI 100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der
Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die
abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni

Posttest (p<0,001). Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfiigung gestellt.
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3.6. Bedeutung des Aktinzytoskeletts fir Adhasion und Yop-
Translokation von Ye

Um die Rolle der Polymerisierung des Aktinzytoskeletts von Wirtszellen fur
Adhasion und Yop-Translokation von Ye zu untersuchen, wurde die
Aktinpolymerisierung in GD25B1A Fibroblasten mit Cytochalasin D inhibiert
[177]. Die Zellen wurden 2 h vor, sowie wahrend der Infektion mit Ye einer
Konzentration von 2 pg/ml Cytochalasin D ausgesetzt. Kontrollexperimente
wurden mit dem gleichen Volumen DMSO durchgefuhrt. In den
Adhasionsassays erfolgte die Infektion fir 30 min mit einer MOI von 100. Nach
Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde mikroskopisch
ausgewertet. FUr die Translokationsassays wurden die Bakterien 2 min mit
300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit einer
MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlie3end mit CCF4 geféarbt und
mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Die Adhasion von E40-pBla, Alnv-pBla und AYadA-pBla war unter Cytochalasin
D Einfluss um ca. 50% reduziert (Abb. 8 A, B). Im Gegensatz dazu war nur die
Invasin, nicht aber die YadA vermittelte Yop-Translokation von einer Inhibierung
der Aktinpolymerisierung mit Cytochalasin D betroffen (Abb. 8 C). Diese
Ergebnisse zeigen, dass ein funktionelles Aktinzytoskelett sowohl die Invasin
als auch die YadA vermittelte Adhéasion verbessert. Eine Hemmung der
Polymerisation des Aktinzytoskeletts hat jedoch nur Auswirkungen auf die
Invasin vermittelte Yop Translokation.
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Abb. 8: Bedeutung von Aktin fur Invasin und YadA vermittelte Adhasion
und Yop Injektion

Die Experimente wurden jeweils unter Cytochalasin D Einfluss (2 pg/ml) und vergleichend mit
0,4 pl/ml DMSO, beginnend 2h vor und wahrend der Infektion durchgefiihrt.

A Adhésion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25B1A Fibroblasten
(Infektion 30min, MOI 100). Die Zellen wurden 2h vor Infektion mit 2 pg/ml Cytochalasin D
vorbehandelt. Als Vehikelkontrolle wurde 0,4 yl/ml DMSO verwendet. Es wurden 3 Experimente
mit je 3 Replikaten durchgefiihrt. Adharierende Bakterien an jeweils 100 Zellen pro Experiment
wurden ausgezahlt. Die statistische Auswertung erfolgte Gber einen gepaarten, zweiseitigen T-
Test. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhasion von E40-pBla, E40AInv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25B1A Fibroblasten. Nach
der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4% PFA) und Farbung mit Fuchsin.
Repréasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung von Experimenten mit und ohne
Cytochalasin D Behandlung werden gegenubergestelit.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla in
GD25B1A Fibroblasten (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min, MOI 100).
Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der Prozentsatz an
blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die abgebildeten Daten
zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier Experimenten. Die
statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni Posttest

(p<0,001). Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfugung gestellt.
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3.7. Bedeutung der Signaltransduktion von 1 Integrinen uber die
Integrin Linked Kinase fur Adhasion und Yop-Translokation von
Ye

Die Integrin Linked Kinase (ILK) verbindet Integrine indirekt mit dem
Aktinzytoskelett [153] und ist an Regulation und Reorganisation des
Aktinzytoskeletts beteiligt [154]. Um die Rolle der Signaltransduktion von 1
Integrinen Uber diese Kinase fir Adhasion und Yop-Translokation von Ye zu
untersuchen, wurden ILK defiziente fibroblastoide Nierenzellen verwendet. Zum
Vergleich wurde Adhasion und Yop-Translokation von Ye mit fibroblastoide
Nierenzellen untersucht, die ILK exprimierten. In den Adhasionsassays wurde
fur 30 min mit einer MOI von 100 infiziert. Nach Fixierung (4%PFA) und
Farbung mit Fuchsin, wurde mikroskopisch ausgewertet. Fur die
Translokationsassays wurden die Bakterien 2 min mit 300g auf die Zellen
zentrifugiert. Es folgte fur 60 min eine Infektion mit einer MOI von 100. Die
infizierten Zellen wurden anschlieBend mit CCF4 gefarbt und mit der
Durchflusszytometrie analysiert.

Fur die Adhasion spielte eine ILK Depletion nur eine geringe Rolle. An ILK"
Zellen kam es durch E40-pBla sogar zu einer etwas hoheren Adhésion als an
ILK** Zellen. Fur Invasin vermittelte Adhasion ergab sich kein Unterschied
zwischen den beiden Zelllinien, ebenso wenig fur YadA vermittelte Adhasion.
Yop-Translokation in ILK** und ILK”- Zellen konnte fast nur durch Invasin
vermittelt werden. Eine fehlende ILK Expression beeintrachtigte die Invasin
vermittelte Yop-Translokation dabei nicht (Abb. 9 C).

Dieses Ergebnis fuhrt zu der Vermutung, dass die B1 Integrin exprimierenden
ILK** und ILK”- Zellen noch zusétzliche Faktoren auf der Wirtsseite brauchen

damit YadA vermittelte Yop Translokation funktionieren kann.
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Abb. 9: Rolle von ILK fir Invasin und YadA vermittelte Adh&asion und Yop-
Injektion

A Adhasion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an ILK**
und ILK” (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie wurden 3 Experimente mit jeweils 3
Replikaten durchgefuhrt, an denen adhérierenden Bakterien an jeweils 100 Zellen ausgezéhlt
wurden. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p<
0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhésion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an ILK**
und ILK* Zelllinien. Nach der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4% PFA) und
Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung werden hier
dargestellit.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla in
ILK** und ILK” Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min, MOI
100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der
Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die
abgebildeten Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier
Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni

Posttest (p<0,001). Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfiigung gestellt.
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3.8. Bedeutung der Signaltransduktion von B1 Integrinen uber die
Focal Adhesion Kinase fur Adhéasion und Yop-Translokation von
Ye

Die Focal Adhesion Kinase ist beteiligt an Zelladh&sion [178] und Zellmotilitat
[165]. Sie spielt eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion Gber B1 Integrine
[179]. Um die Bedeutung der FAK im Rahmen der Signaltransduktion von 1
Integrinen fur Adhasion und Yop-Translokation von Ye zu untersuchen, kamen
FAK defiziente embryonale Mausfibroblasten zum Einsatz. Zum Vergleich
wurden FAK** Zellen verwendet. Infektion in den Adhasionsassays erfolgte fir
30 min mit einer MOI von 100. Nach Fixierung (4%PFA) und Farbung mit
Fuchsin, wurde mikroskopisch ausgewertet. Fir die Translokationsassays
wurden die Bakterien 2 min mit 300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fur 60
min eine Infektion mit einer MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden
anschlieend mit CCF4 gefarbt und mit der Durchflusszytometrie analysiert.
Adhésion konnte an FAK** und FAK’ Zellen durch YadA in dhnlicher Hohe
vermittelt werden. Auch fir Invasin vermittelte Adhasion gab es keine
Unterschied zwischen FAK** und FAK” Zellen. Die Deletion von FAK war also
ohne Einfluss auf die Adh&sion von Ye (Abb. 10 A, B).

Die Invasin vermittelte Yop-Translokation war in FAK defizienten Zellen leicht
erhoht. Weitere Unterschiede bei Yop-Translokation in FAK** und FAK”
Zelllinien waren nicht erkennbar (Abb. 10 C).

Das Ergebnis zeigt, dass FAK alleine nicht essentiell fir Adhasion und Yop-
Translokation ist oder die Funktion von FAK von anderen Kinasen tlbernommen

werden kann.
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Abb. 10: Rolle von FAK fur Invasin und YadA vermittelte Adhasion und
Yop-Injektion

A Adhasion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an FAK**
und FAK* (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie wurden 2 Experimente mit jeweils 3
Replikaten durchgefuhrt, an denen adhérierenden Bakterien an jeweils 100 Zellen ausgezéhlt
wurden. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p<
0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhasion von E40-pBla, E40AlInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AInvAYadA-pBla an FAK**
und FAK” Zelllinien. Nach der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4% PFA) und
Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung werden hier
dargestellit.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla in FAK**und FAK" Zelllinien
(Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min, MOI 100). Nach Farbung mit
CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der Prozentsatz an blau
fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die gezeigten Daten zeigen
Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier Experimenten. Die
statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni Posttest

(p<0,001). Die Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfligung gestellt.
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3.9. Relevanz von B1 Integrinen fir Adhasion und Yop-Translokation
von Ye an bzw. in Epithelzellen

In 3.1 wurde dargelegt, dass B1 Integrine in GD25 Fibroblasten fir Adhasion
und Yop-Translokation von Ye sehr wichtig sind. Ob dies auch bei Epithelzellen
der Fall ist, wurde mit IMCD Zelllinien untersucht. Verwendet wurden eine
IMCDB17 Zelllinie mit deletietem B1 Integrin und IMCDB1A Zellen, die B1A
Integrine exprimierten. In den Adhasionsassays wurde fur 30 min mit einer MOI
von 100 infiziert. Nach Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde
mikroskopisch ausgewertet. Fur die Translokationsassays wurden die Bakterien
2 min mit 300g auf die Zellen zentrifugiert. Es folgte fir 60 min eine Infektion mit
einer MOI von 100. Die infizierten Zellen wurden anschlieBend mit CCF4
gefarbt und mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Adhasion an IMCDB1A Zellen war sowohl Invasin als auch YadA vermittelt
mdglich. Trotz fehlendem 1 Integrin war YadA vermittelte Adhasion an die
IMCDB1” Zellen ebenfalls mdglich, wahrend Invasin keine Adhéasion an diese
Zellen vermittelte. Der AlnvAYadA-pBla Stamm adharierte an keine der beiden
Zelllinien (Abb. 11 A, B).

Die Adhasion korrespondierte diesbeziglich mit der Yop-Translokation in die
IMCD Zellen. In IMCDB1A Zellen war Yop-Translokation YadA und Invasin
vermittelt moglich, wobei wie in vorherigen Experimenten, die Invasin
vermittelte Yop-Translokation um einiges hoéher als die Adhé&sion war. YadA
konnte im Gegensatz zu Invasin Yop-Translokation zusatzlich in die (1
defizienten IMCDB1”- Zellen vermitteln. AlnvAYadA-pBla vermittelte keine Yop-
Translokation in beide Zelllinien (Abb. 11 C).

Dieses Ergebnis zeigt, dass es an (1 defizienten Epithelzellen noch andere
Faktoren geben muss, die unabhangig von 31 Integrinen Adhasion und Yop-

Translokation tUber YadA vermitteln.

57



adhérierende Bakterien / Zelle

1.0+

0.54

0.0+

adhérierende Bakterien / Zelle

IMCDR1+-

E40-pBla

IMCDB1”

IMCDB1A

E40AYadA-pBla

IMCDB1™

E40-pBla

IMCDPB1A

E40
Alnv-pBla

adhérierende Bakterien / Zelle

adhéarierende Bakterien / Zelle

o
L

w
]

N
L

[
L

E40AInv-pBla

[y
o
1

o
o
1

IMCDB1™ IMCDB1A

E40AInvAYadA-pBla

°
[=}
1

- e N
IMCDB1™" IMCDB1A

E40 E40
AYadA-pBla AlnvAYadA-pBla

58



blau  EA40-pBla E40 E40 E40
A Alnv-pBla AYadA-pBla AlnvAYadA-pBla
66+ 11 9 ‘ T14+15% ‘ T10+13% ‘
IMCDB1-" i | * i ] -';»-_- =
":'73:70/ ‘ “971? ‘ “":'1,011,3% ‘

~

grun

Abb. 11: Rolle von B1 Integrinen fir Invasin und YadA vermittelte

Adhasion und Yop-Injektion in Epithelzellen

A Adhasion von E40-pBla, E40AInv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
IMCDB1- und IMCDB1A Epithelzellen (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie wurden 3
Experimente mit jeweils 3 Replikaten durchgefiihrt, an denen adharierenden Bakterien an
jeweils 100 Zellen ausgezahlt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen
gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhéasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla an
IMCDR1-- und IMCDB1A Zelllinien. Nach der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4%
PFA) und Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung
werden hier dargestellt.

C Yop-Injektion von E40-pBla, E40Alnv-pBla, E40AYadA-pBla und E40AlnvAYadA-pBla in
IMCDB1+- und IMCDB1A Zelllinien (Aufzentrifugieren der Bakterien 2min 300g, Infektion 60min,
MOI 100). Nach Farbung mit CCF4 erfolgte die Analyse mit der Durchflusszytometrie. Der
Prozentsatz an blau fluoreszierenden Zellen zeigt die Hohe der Yop-Injektion an. Die gezeigten
Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils mindestens vier Experimenten.
Die statistische Analyse erfolgte mit einem One-Way ANOVA Test mit Bonferroni Posttest

(p<0,001). Daten in C wurden von Dr. Birgit Keller zur Verfugung gestellt.
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3.10. Relevanz von B6 Integrinen fir Adhasion und Yop-Translokation
von Ye

Die in 3.9 gezeigte YadA vermittelte Adhasion und Yop-Translokation an bzw.
in B1 defiziente IMCD Zellen liel3 die Frage nach einem weiteren Faktor
aufkommen, der zusatzlich zu 1 Integrinen eine Interaktion mit YadA vermitteln
kann und dadurch zu Adh&sion und Yop Translokation von Ye fuhrt. B6
Integrine werden nur von Epithelzellen exprimiert [180], sind an der Bindung
von Fibronektin beteiligt [181] und wurden hier als mdglicher Kandidat
untersucht. Verwendet wurden GD25B1- Zellen, die stabil mit einem 6 Integrin
transduziert wurden (GD25pmSCV-ITGB6). Als Vergleich dienten GD25pmSCV
Zellen, in die der entsprechende Leervektor transduziert worden war. In den
Adhasionsassays wurde fir 30 min mit einer MOI von 100 infiziert. Nach
Fixierung (4%PFA) und Farbung mit Fuchsin, wurde mikroskopisch
ausgewertet. Vergleichende Translokationsdaten waren hier nicht vorhanden.
An beide Zelllinien war die Invasin und YadA vermittelte Adhasion sehr gering.
Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen der Adh&asion an GD25pmSCV-
ITGB6 und GD25pmSCV Zellen. (Abb.: 12 A, B).

Dieses Ergebnis zeigt, dass fur die Adhasion an GD25 Zellen (6 Integrine keine

Rolle spielen.
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Abb. 12: Bedeutung von B6 Integrinen fir Adhasion und Yop-Injektion

A Adhéasion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25pMSCV und
GD25pMSCV-ITGB6 Fibroblasten (Infektion 30min, MOI 100). Pro Zelllinie wurden 3
Experimente mit jeweils 2 Replikaten durchgefuhrt, an denen adhéarierenden Bakterien an
jeweils 100 Zellen ausgezahlt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte {ber einen
gepaarten, zweiseitigen T-Test. (*p< 0,05; **p<0,01;***p<0,001)

B Adhésion von E40-pBla, E40Alnv-pBla und E40AYadA-pBla an GD25pMSCV und
GD25pMSCV-ITGB6 Fibroblasten. Nach der Infektion (30 min, MOI 100), erfolgte Fixation (4%
PFA) und Farbung mit Fuchsin. Reprasentative Gebiete der mikroskopischen Auswertung
werden hier dargestellt.
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4. Diskussion

Adhasion und Yop-Translokation sind wichtige Schritte bei der Infektion mit Ye.
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse zeigen zu einem
gewissen Grad einen Zusammenhang zwischen Adhéasion und Yop-
Translokation von Ye. Wahrend fir Invasin vermittelte Adh&sion und Yop-
Translokation 31 Integrine eine wichtige Rolle spielen, kann YadA diese auch
Uber andere Faktoren vermitteln. Weitere mogliche Adhasionsfaktoren von Ye
wie z.B. Ail [33] oder Myf [182] scheinen bei Adhasion an die hier verwendeten
Fibroblasten und Epithelzelllinien keine Bedeutung zu spielen.

Zum Einfluss der injizierten Effektor-Yops auf Signaltransduktionswege der
Zelle existieren diverse Studien [90]. Die Zusammenhange zwischen
Signaltransduktion Uber B1 Integrine und Adhasion sowie Yop Translokation
von Ye sind aber noch nicht vollstandig geklart. In der vorliegenden Arbeit
wurden, mit Hilfe verschiedener transgener Zelllinien mit Mutationen im (31
Integrin bzw. in B1 assoziierten Signalmolekilen, sowie mittels eines
Reportersystems zur Detektion der Yop-Injektion in Zellen, mogliche

Zusammenhange genauer untersucht.

Hier ist vorab einschrdnkend zu bemerken, dass Yop Translokation in einem
Zellkultursystem bestimmt wurde, bei dem die Yersinien nach Gabe in das
Zellmedium auf die Zellen zentrifugiert wurden (2 Minuten mit 300g).
Zielvorgabe fur die hier durchgefuhrten Experimente war es jedoch die
Adhasion von Ye an die Wirtszellen ohne zusatzlichen Zentrifugationsschritt zu
messen. Daher kann nur bedingt ein Zusammenhang zwischen den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Adhéasionsexperimenten und den hier beschriebenen
Translokationsexperimenten hergestellt werden. In spéteren Experimenten
wurde diese Problematik bertcksichtigt und Adhé&sionsassays unter den
gleichen Infektionsbedingungen wie die hier beschriebenen

Translokationsexperimente durchgefuhrt [170].
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4.1. Interaktion der Signaltransduktion von 1 Integrinen mit
Adhasion und Yop-Translokation von Ye

Eine direkte Interaktion von Invasin mit 81 Integrinen wurde in verschiedenen
Studien nachgewiesen und beschrieben [25, 183]. Fur YadA wird eine Bindung
an 31 Integrine Uber diverse Adaptorproteine angenommen. YadA interagiert
dabei mit multiplen Bindungspartnern der extrazellularen Matrix (ECM), u.a.
Kollagen, Fibronektin und Laminin [69, 70], welche wiederum das Potential
haben B1 Integrine zu binden. Diese konnten so eine indirekte Verbindung
zwischen YadA und B1 Integrinen ermdglichen. Hinweise darauf zeigen auch
Hudson et al [184], welche bei niedrigen Konzentrationen an ECM-Proteinen
Invasin, bei htheren Konzentrationen an ECM-Proteinen YadA als dominantes
Adhasin nachwiesen [184].

Untersuchungen der Adhasion von Ye an Fibroblasten am Beispiel von
GD25B17-und GD25B1A Zellen bestétigten, dass fur eine erfolgreiche Adhéasion
von Ye eine Interaktion zwischen 31 Integrinen und YadA oder Invasin naétig ist.
YadA und Invasin unterscheiden sich dabei sehr stark in ihren
Adhasionseigenschaften. So vermittelt YadA in Abwesenheit von 31 Integrinen
noch immer eine, wenn auch reduzierte Adhéasion. Dies deutete auf andere
noch unbekannte YadA vermittelte Adhasionsmechanismen hin, die
unabhangig von (1 Integrinen ablaufen. In nachfolgenden Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass YadA auch an GD25 Zellen Uber Integrine der aV-Familie
(aVb3, aVb5, aVb6) binden kénnen [170].

Die Invasin vermittelte Adh&sion ohne zusatzliche Zentrifugation von Ye auf die
Zellen ist wesentlicher schlechter als die YadA vermittelte Adh&asion und
erscheint strikt Integrin abhangig zu sein. Diese strikte Abhangigkeit der Invasin
vermittelten  Adhésion von 1 Integrinen findet man auch bei
Infektionsbedingungen bei denen Ye 2 Minuten bei 200 g auf die Zellen
zentrifugiert wurden. Unter diesen Bedingungen ist allerdings YadA und Invasin
vermittelte Adh&asion an GD25B1A Zellen vergleichbar hoch [170].

Da Adhésion von Ye als eine Bedingung fir Yop-Translokation angenommen
werden muss, ist nicht nur die Invasin vermittelte sondern auch die Invasin

vermittelte Yop Translokation ebenfalls strikt B1 Integrin-abhangig.
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Interessanterweise, findet man jedoch trotz YadA vermittelter Adhasion an 1
Integrin defiziente Zellen, keine anschlielende Yop Translokation. D.h. dass
Adhasion nicht per se zur Yop Translokation fiuhren muss. Aufgrund
elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde hier angenommen, dass trotz
Adhasion die Interaktion zwischen YadA-exprimierenden Ye und GD25 Zellen

nicht eng genug ist, damit es auch zur Yop Translokation kommen kann [170].

Im Folgenden wird nun genauer auf Signaltransduktion Uuber die
Zytoplasmadomane der B1 Integrine eingegangen und deren Bedeutung flr
eine effektive Adhasion und Yop-Translokation. Die Zytoplasmadomane der 31
Integrine enthalt u.a. zwei NPYX Motive, welche an Tyrosin phosphoryliert
werden konnen. Diese sind wichtige Bindungsstellen fur Talin und Kindlin,
welche Aufgaben in der Integrin-Aktivierung und Bindung des Integrins an das
Aktinzytoskelett tbernehmen [127, 128, 141]. Keratinozyten mit Mutationen in
diesen NPXY Motiven zeigten verminderte Adhasion und Migration [173].
Mithilfe von GD25B1COM Fibroblasten, deren distaler variabler Teil der 1
Zytoplasmadomane deletiert ist, wurde die genauere Rolle der
Zytoplasmadomane fur Adhasion und Yop Translokation von Ye analysiert. Der
deletierte distale Teil beinhaltete u.a. auch oben genannte NPXY Motive. YadA
vermittelte hier relativ unabhangig von der Signaltransduktion der distalen (31
Zytoplasmadomane weiterhin Adhasion und Yop-Translokation, wenn auch in
vermindertem Male. Invasin dagegen schien fir die Vermittlung von Adhasion
und Yop-Translokation auf die intakte Zytoplasmadomé&ne angewiesen zu sein.
Vermutlich ist fir die Invasin vermittelte Adhasion Signaltransduktion tGber die
B1 Zytoplasmadomane erforderlich und zwar im Sinne einer Aktivierung, also
konformativen Anderung des Integrins, die zu einer effektiveren Bindung von
Invasin fuhrt.

Gleiches trifft auch auf Invasin vermittelte Internalisierung von Ye in Wirtszellen
zu. Gustavsson et al. [185] zeigten, dass eine erfolgreiche Invasin vermittelte
Internalisierung von einer intakten B1 Integrin Zytoplasmadoméane abhangig ist:
Bei Zellen, deren B1 Integrine Mutationen im distalen NPXY Motiv oder einem

doppelten Threonin Motiv zwischen den beiden NPXY Motiven aufwiesen,
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konnte kaum noch Invasin vermittelte Internalisierung nachgewiesen werden
[185].

Es erfolgten Untersuchungen mit GD25B1TR Fibroblasten, deren gesamte 31
Zytoplasmadomane deletiert ist. Signaltransduktion Uber Integrine ohne
Zytoplasmadomaéne ist nicht moglich, da sich intrazellularen Adaptorproteinen
und Kinasen so keine Interaktionsmdglichkeit mehr bietet. Die Ergebnisse fur
Invasin glichen hier den Resultaten fir GD25COM Zellen, wo die Aktivierung
von 1 Integrinen als notwendige Voraussetzung fur die Ausbildung von Invasin
vermittelter Adhasion erscheint, was in folgenden Experimenten bestatigt
werden konnte [170].

Die Tatsache, dass YadA an GD25B1TR Fibroblasten immer noch Adhasion
und Yop Translokation vermitteln kann, zeigt, dass dieser Pathogenitatsfaktor
auch unabhangig von Signaltransduktion Uber 1 Integrine agieren kann bzw.
auch andere Bindungsstellen an der Zelloberflache eine Rolle spielen.

Dass die Adhasion und Yop-Translokation bei GD25B1TR gegenlber GD2531"
Fibroblasten stark erhoht ist, deutet jedoch darauf hin, dass die extrazellulare
Domaéane der B1 Integrine fur YadA vermittelte Adhasion und Yop-Translokation
durchaus eine Bedeutung hat. Verglichen mit GD251COM und GD25B1TR
Fibroblasten ist die YadA vermittelte Adhasion und Yop-Translokation an
GD25B1A Fibroblasten mit intakter Zytoplasmadomane am hdchsten. Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass nicht aktivierte B1 Integrine fir eine YadA
vermittelte Adhasion und nachfolgende Yop Translokation von Ye ausreichend
waren, die Aktivierung der B1 Integrine aber sowohl Adh&sion als auch Yop

Translokation verbessert.

4.2. Einfluss der Aktivierung von B1 Integrinen auf Adhasion und
Yop-Translokation von Ye

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Aktivierung des
Integrins mit Mn?* die Adhasion an den verwendeten Fibroblasten reduziert ist.
Dieses Ergebnis ist unerwartet, da aktive Integrine in der Regel eine erhthte
Ligandenaffinitat zeigen [130]. Speziell fir Mn?* konnte eine Aktivierung von B1-
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Integrinen nachgewiesen werden, die z.B. zu erhohter Adharenz von
Fibronektin an Zellen fuhrte [176, 186]. Mn?* bewirkt dabei Veranderungen in
der Zuganglichkeit von 1 Integrin-Epitopen, die denen am Liganden-
okkupierten Rezeptor strukturell ahneln [176]. Uber die Aktivierung stehen so
mehr Bindungsstellen fur Liganden am Integrin zur Verfigung.

Die Yop-Translokation steigerte sich hingegen unter Einfluss von Mn?*. Dies
zeigte sich besonders in GD251COM und GD25B1TR Fibroblasten.
Mdoglicherweise kann Mn?* trotz deletierter B1 Zytoplasmadomane in diesen

Zellen eine Aktivierung der extrazellularen Doméane induzieren.

Eine mogliche Erklarung fur die reduzierte Adhésion von Ye bei erhohter
Ligandenbindungsaffinitat der Integrine unter Manganeinfluss, ware die
Moglichkeit, dass zu diesem Zeitpunkt Ye vermehrt von Zellen internalisiert
wurde. Eine Internalisierung von Bakterien ist unter anderem abhangig von
Ligandenaffinitat und Rezeptordichte der 1 Integrine [43]. Invasin kann allein
durch Bindung mit hoher Affinitat an 1 Integrine Internalisierung vermitteln [43].
Durch die Aktivierung des Integrins kénnte es zu einer sehr hohen Affinitat von
Ye gekommen sein, die eine Internalisierung der Bakterien ausgeldst haben
konnte. Dies ware eine mogliche Erklarung fur die reduzierte Adhasion.
Theoretisch denkbar ware hier, dass das B-Lactamase Fusionsprotein nicht in
die Zellen injiziert, aber durch Internalisierung aufgenommen wird, in der Zelle
aktiv ist und zur Spaltung von CCF4 fuhrt, wodurch eine hdhere Yop Injektion
detektiert worden ware als tatsachlich stattgefunden hat.

Das B-Lactamase Reportersystem wurde jedoch von den Entwicklern auf einen
derartigen Vorgang getestet, welcher Ergebnisse zur Yop-Injektion verzerren
wirde. Es wurde eine Yersinia-Mutante verwendet, welche zwar YopE-B-
Lactamase exprimierte, jedoch nicht zur Yop-Injektion befahigt war (AYscN-
pBla). Bei Infektion von HelLa Zellen mit AYscN-pBla (1h, MOI 100) wurde keine
CCF4 Spaltung detektiert. Eine durch Internalisierung von Ye bedingte
Freisetzung und Funktion der YopE-B-Lactamase wurde so fir diese Zelllinie
ausgeschlossen [174]. Ob sich Unterschiede durch die hier verwendeten
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Fibroblasten oder der Integrinaktivierung durch Mn?* ergaben, muss

experimentell Gberprift werden.

4.3. Fehlende YadA vermittelte Yop-Translokation an ILK Zellen bei
vorhandener Adhéasion

ILK verbindet Integrine direkt mit dem Aktinzytoskelett und ist an dessen
Regulation und Reorganisation beteiligt [153, 154]. In Zellen mit reduzierter ILK-
Aktivitat ist Invasin vermittelte Invasion signifikant reduziert [187]. Fur Adhasion
und Yop-Translokation spielt die Expression von ILK, wie hier gezeigt, keine
Rolle. Interessanterweise wurde Yop-Translokation in die verwendeten ILK**
und ILK” fibroblastoiden Nierenzellen nur durch Invasin nicht aber durch YadA
vermittelt. Dieser Effekt zeigte sich nicht bei der Adh&sion, welche auch durch
YadA vermittelt werden konnte. Dies konnte auf einen Cofaktor von B1
Integrinen hindeuten, der fur YadA vermittelte Translokation notwendig aber in
dieser Zelllinie nicht vorhanden ist. Fur verschiedene andere enteropathogene
Bakterien wurde zudem eine Interaktion von ILK und dem Effektor OpsE
gezeigt, was zu einer Reduktion der Umwalzungsrate von FAs fuhrt und den
Bakterien eine leichtere Zell-zu-Zell-Infektion erméglicht. [188]. Ob Yersinien

einen vergleichbaren Mechanismus aufweisen ist noch ungeklart.

4.4. Heparan Sulfat Proteoglykane als maéglicher Corezeptor fur YadA

Die Ergebnisse mit ILK-Zelllinien deuten auf einen maoglichen Cofaktor fur
YadA, welcher zusatzlich zu B1 Integrinen Translokation vermittelt hin. In
friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass Heparin mit Yop-Translokation
interferiert. Daher wurden Heparan Sulfat Proteoglykane (HSPG) als mdglicher
Corezeptor in Betracht gezogen.

HSPGs sind Zelloberflachenmolekile, die aus einem Proteinkern und einer bis
mehreren Glykosaminoglykanketten bestehen. Sie sind beteiligt an Adhasion,
Motilitat, Morphogenese und Differenzierung von Zellen [189]. HSPGs

interagieren mit einer grofRen Bandbreite an verschiedenen Morphogenen,
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Wachstumsfaktoren, Chemokinen, Zytokinen, Komponenten der
Gerinnungskaskade und ECM [189]. Wahrend die Glykosaminoglykankette
extrazellular z. B. Kollagen I, Il und V oder Fibronektin bindet [190, 191], kann
der Proteinkern Signaltransduktion in der Zelle vermitteln.

Nachgewiesen ist eine Interaktion von HSPGs mit multiplen Bakterien,
Parasiten und Viren [192], wie beispielsweise Herpes Simplex Viren Typ 1 und
2 [193], HIV [194], enterotoxische E.coli [195], Listeria monocytogenes [196],
Neissera gonorrhoeae [197], Helicobacter pylori [198] und Staphylococcus
aureus [199]. Fur Ye wurde gezeigt, dass Heparin mit Yop Injektion interferiert
[200]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass LcrG ein fir Yop Translokation
regulatorisches Protein, Heparin binden kann [200]. Heparin wird haufig
verwendet um ein mogliche Interaktion von Liganden mit HSPGs zu
untersuchen. Daher ergab sich die o0.g. Hypothese, dass HSPGS
maoglicherweise einen Corezeptor fur Yop Translokation darstellen konnten.
Durch Behandlung der Wirtszellen mit Heparin wurde diese Fragestellung
genauer untersucht. Vor allem YadA vermittelte Adhé&sion und Yop-
Translokation war bei Zugabe von Heparin vermindert. Invasin vermittelte
Adhéasion und Yop-Translokation wurde durch Heparin nicht beeinflusst.
Denkbar ware also eine Interaktion von YadA mit dem LcrG-HSPG-Komplex
oder auch eine direkte bzw. indirekte Adh&sion von YadA an HSPGs. Indirekte
Adhésion konnte z. B. Uber Fibronektin vermittelt werden, welches sowohl an
YadA [70] als auch an HSPGs binden [201] kann. Weitere Untersuchungen von
HSPGs als Rezeptor (Verwendung von HSPG hypomorphen Zelllinien und
knockout Zelllinien, denen die HSPGS Syndecan 2 oder 4 fehlten) zeigten, dass
HSPGs keine Rolle fur die Adhasion spielen (PD Dr. Erwin Bohn, Dr. Birgit
Keller persdnliche Kommunikation). Da Heparin stark geladen ist und an viele
Proteine wie z.B. auch Collagen oder Fibronektin binden kann, ist daher eher
anzunehmen, dass Heparin durch Bindung an Collagen oder andere ECM
Proteine, mit der Bindung von YadA interferiert. Dies kdnnte daher eher ein
weiterer Hinweis sein, dass die Interaktion von YadA an B1 Integrine tber eine
ECM Bricke erfolgt.
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4.5. Bedeutung von B1 Integrin assoziierten Signalmolekiilen fiir
Adhéasion und Yop Translokation von Ye

Da bei GD251COM und GD25B1TR Fibroblasten mit deletierter distaler,
variabler bzw. vollstandig deletierter Zytoplasmadomane der (1 Integrine,
Adhésion und Translokation vermindert waren, wurde die Bedeutung der
Signaltransduktion Uber verschiedene Integrin-assoziierte Molekile auf die
Infektionsmechanismen von Ye genauer analysiert.

Untersucht wurde u.a. die Rolle von Talin, das eine Verbindung zwischen Aktin
und Integrinen herstellt [137] und zudem essentiell fur die Integrinaktivierung ist
[138]. Es wurde bereits gezeigt, dass Talin und das proximale NPXY Motiv der
B1 Zytoplasmadomane bei der Internalisierung von Yersinien, unter anderem
Uber Reorganisation des Aktinzytoskeletts, eine Rolle spielen [185, 202]. Eine
Aminosauresubstitution (Y7s3>A) im proximalen NPXY Motiv der 1 Integrin-
Zytoplasmadomane beeinflusst die Bindung von Talin an $1. Diese Mutation
fuhrte zu einer etwas geringeren Adhasion von Ye im Vergleich zur Adhasion
an Fibroblasten mit intakten 1 Integrinen. Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Im Gegensatz zur Adh&sion war Invasin vermittelte Yop
Translokation durch diese Mutation deutlicher reduziert. Eine Bindung von Talin
an B1 Integrine und somit Integrinaktivierung kdnnte also durchaus eine Rolle
fur eine effektive Infektion mit Ye spielen, scheint aber erst auf der Ebene der
Yop-Translokation eine Bedeutung zu haben. Talin kann jedoch aul3er am
proximalen NPXY Motiv noch an weiteren Stellen der 31 Integrin
Zytoplasmadomane binden [127]. Zur genaueren Klarung der Rolle von Talin
sollte also die Adhasion und Yop Translokation von Ye an eine Zelllinie
untersucht werden, in der die Talinbindung an Integrine vollstandig unterbunden
ist. Zudem sollte auch die genauere Rolle der Kindline untersucht werden, die
ebenfalls Integrine aktivieren und essentiell fur eine Talin-induzierte
Integrinaktivierung sind [141, 142].

Eine wichtige Bedeutung fur die Internalisierung hat die Polymerisation des
Aktinzytoskeletts. Dies wurde fur die Internalisierung verschiedenster Bakterien
sowie auch Yersinia spp. beschrieben [203, 204]. Inwiefern die

Aktinpolymerisation auch einen Einfluss auf Adh&sion und Yop-Translokation
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ausubt, wurde mithilfe von Cytochalasin D, einem Mycotoxin, das die
Aktinpolymerisation hemmen kann [177], untersucht. Inhibierung der
Aktinpolymerisierung durch Cytochalasin D reduzierte die Adhasion an
Fibroblasten um ca. 50%. Bereits Young et al. [202] zeigten in Experimenten
mit Invasin exprimierenden E.coli eine, durch den Einfluss von Cytochalasin D
(2 pg/ml), um 50% verringerte Invasin-vermittelte Adhasion aber,
interessanterweise eine um den Faktor 20 erhdhte Invasion [202]. Bei héheren
Cytochalasin D Konzentrationen (5 pg/ml) war dieser Effekt noch deutlicher
[202]. Aktinpolymerisation scheint also fur eine erfolgreiche Adhasion eine Rolle
zu spielen. Jedoch wurden bei den hier durchgefuihrten Experimenten auch
zytotoxische Effekte durch das Cytochalasin D beobachtet (vermehrt
abgerundete Zellen). Mdglicherweise spielen diese Effekte ebenfalls eine Rolle
in der reduzierten Adhasion. Mithilfe von Adhasionsexperimenten bei denen die
Bakterien auf die Zellen zentrifugiert wurden, konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass fir die Invasin vermittelte Adhasion das Aktinzytoskelett fir eine optimale
Adhasion von Bedeutung ist. Fur die YadA vermittelte Adhasion konnte hier
jedoch keine Unterschiede zwischen der Behandlung mit und ohne
Cytochalasin D nachgewiesen werden [170]. Dies spiegelt sich auch in den
Translokationsexperimenten wieder, die unter Zentrifugationsbedingungen
durchgefiihrt wurden. Hier konnte in Analogie zu den Adhasionsassays nur eine
Abhangigkeit von Aktinzytoskelettveranderungen bei der Invasin vermittelten
und nicht bei der YadA vermittelten Yop Translokation gezeigt werden [170]
Weitere Interaktion mit dem Aktinzytoskelett wurden bis jetzt zudem vor allem
Uber die Effekte verschiedener Yops nachgewiesen, welche nach Injektion
Einfluss auf das Aktinzytoskelett nehmen und so Phagozytose oder tibermafige
Porenbildung in der Zellmembran verhindern kénnen [205]. Yersinien scheinen
aulBerdem teilweise die mit Aktinpolymerisation assoziierten Zellfunktionen
Motilitat und Oberflachenadhasion fir die eigene Yop-Translokation und
Adhasion zu nutzen.

FAK, welches ebenfalls die Stabilitdit von FAs und somit auch Zellmotilitat
beeinflussen kann [165], hat fir Yersinien soweit bekannt vor allem eine

Bedeutung fur die Invasin-vermittelte Internalisierung. So fuhrt die
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Uberexpression von FAK zu einer vermehrten Internalisierung [206]. Da FAK
bei Zelladhasion uber Signaltransduktion durch Integrine aktiviert wird, ist es
maoglich, dass auch Ye durch Adhasion an Wirtszellen FAK aktiviert, mit oben
erwahnter Internalisation als Folge [161]. Die Adhasion von Ye an sich war in
den hier durchgefiihrten Versuchen aber unabhangig von FAK. Ahnliches galt
fur die Translokation. Einer leicht erhdhten Invasin vermittelten Yop-
Translokation in FAK”’ Zellen konnte die komplementar hochregulierte
Tyrosinkinase Pyk2 in diesen Zellen zu Grunde liegen. Sieg et al. (1998)
zeigten mit FAK” Zellen, dass Pyk2 die Funktion des fehlenden FAK bei
Fibronektin vermittelter Signaltransduktion Ubernehmen kann [207]. Fur eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse spricht die Fibronektinbindung an a5p1
Integrinen, welche auch Invasin an gleicher oder ahnlicher Stelle binden [208]

und eine ahnliche Signaltransduktion wie Fibronektin auslésen kdnnen.

4.6. B1 Integrin unabhangige Adhasion und Yop Translokation von Ye
in Epithelzellen

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass sowohl YadA als auch Invasin
vermittelte Adhéasion und Yop Translokation an und in Fibroblasten abh&ngig
von der Expression von 1 Integrinen sind. Mittels B1 Integrin defizienten
Epithelzellen wurde jedoch gezeigt, dass die Expression von (1 Integrinen
keine generalisierbare Voraussetzung fur Adhasion und Yop Translokation ist.
An und in B1 Integrin defizienten Fibroblasten konnen Invasin und YadA kaum
Adhasion und Translokation vermitteln. Im Gegensatz dazu vermittelte YadA an
die verwendeten IMCDB17- Zellen eine hohe Adhasion, welche eine ahnliche
GroRenordnung zeigte wie an IMCDB1A Zellen (ca. 1,6 B/Z). Ebenso wurde
auch Yop Translokation durch YadA in die B1 defizienten Epithelzellen
vermittelt. Fir die verwendeten Epithelzellen muss daher ein B1 Integrin
unabhangiger Mechanismus existieren, der YadA vermittelte Adhasion und Yop
Translokation ermoglicht und welcher an Fibroblasten nicht oder wenig
ausgepragt ist. Aufgrund des Integrinexpressionsmusters wurde hierbei

zunéchst als weiterer maglicher Bindungspartner fur YadA das aVB6-Integrin in
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Betracht gezogen, welches Fibronektin bindet [181] und ausschliel3lich in
Epithelzellen exprimiert wird [180]. Im Gegensatz zu IMCDB1-/- Zellen, welche
aVb3, aVbS5 und aVb6 Integrine exprimieren, exprimieren GD25 Zellen nur
aVb3 und aVb5 Integrine [170]. An GD25B17 Zellen, die stabil mit einem B6
Integrin transduziert wurden, zeigte sich jedoch keine verstarkte Adhasion. Im
Prinzip &ahnliche Ergebnisse wurden unter Infektionsexperimenten mit

Zentrifugation erzielt [170].

Anzumerken ist insgesamt, dass die mikroskopische Auswertung durch
manuelle Zahlung adharierender Bakterien entsprechend zeitaufwandig ist.
Dies begrenzt die Menge an auszahlbaren Zellen und Bakterien. Die Auswahl
von représentativen Gebieten der verwendeten Replikate kdbnnen zudem durch
einen Experimenterbias verzerrt werden. Hier konnte die Nutzung einer
automatisierten, maschinellen Auswertung fiir Adhasionsassays wie es z.B. die
bildgebende Durchflusszytometrie (Imagestream) bietet, zu genaueren
Ergebnissen flhren.

Ebenso wurde in Zusammenschau mit spater durchgefiihrten Experimenten
[170] festgestellt, dass die Infektionsbedingungen (ohne Zentrifugation versus
mit Zentrifugation) partiell einen Einfluss auf die Ergebnisse der
Adhasionsassays hat. Hier waren besonders die Unterschiede der Invasin
vermittelten Adhasion mit und ohne Zentrifugation auffallig. Es ware daher
interessant, ebenfalls Translokationsassays ohne nachfolgende Zentrifugation
durchzufihren. Es wird angenommen, dass unter solchen Bedingungen die
Invasin vermittelte Translokation analog zu den Adh&sionsexperimenten

wesentlich geringer ist als die YadA vermittelte Translokation.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Bedeutung von B1 Integrinen und
des B1 Integrinsignalweges fir die YadA und Invasin vermittelte Adhasion und
soweit mdglich auch der Zusammenhang mit der Yop-Translokation gezeigt
werden.

Als besonders interessant erwies sich die Erkenntnis, dass Ye nicht

ausschlie3lich von B1 Integrinen und ihrer Signaltransduktion fur Adhé&sion und
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Yop-Translokation abhangig ist. Fur den Adh&sionsfaktor YadA konnte an
Epithelzellen eine Vermittiung von Adhasion und Yop-Translokation gezeigt
werden, die unabhangig von 1 Integrinen ablauft. In nachfolgenden
Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Depletion von allen aV Integrinen auf
Epithelzellen, sowohl die Adhésion als auch die Yop Injektion signifikant
reduziert. Dies bedeutet, dass neben B1 Integrinen auch aV Integrine eine
wichtige Rolle fur die Adhasion an und Yop Injektion in Epithelzellen spielen
[170].
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5. Zusammenfassung

Fiar die Virulenz von Yersinia enterocolitica (Ye) ist das Typ Il Sekretion-
System (TTSS), eine Injektionsnadel-ahnliche Struktur, von herausragender
Bedeutung. Frihere Untersuchungen zeigten, dass Yersinien tber das Adhasin
Invasin direkt an B1 Integrine von Wirtszellen binden, wahrend das Yersinia
Adhasin A (YadA) indirekt via extrazellulare Matrixproteine eine Bindung
eingeht. Adhasion an Wirtszellen ist in der Regel die Voraussetzung fur eine
anschlieBende Injektion von Effektorproteinen (Yersinia outer proteins: Yops)
Uber das TTSS in die Zellen. Dadurch werden Wirtszellfunktionen unterdriickt
und es kommt zur Immunevasion.

Generell fuhrt die Bindung von Liganden an B1 Integrine zur Rekrutierung eines
fokalen Adhéasionskomplexes an die zytoplasmatische Doméne von (1
Integrinen und zur Aktivierung von nachgeschalteten Signalwegen, wie der
Fokal Adhesion Kinase (FAK), der Integrin Linked Kinase (ILK) und einem
Aktinzytoskelett-Rearrangement.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Rolle Integrine und
Integrinsignalwege fiur die Invasin und YadA vermittelte Adhasion spielen und
wie sich dies nachfolgend auf die Yop-Injektion auswirkt. Hierflr wurden Zellen
mit Ye infiziert und mithilfe eines Adhasionsassays, die Adhé&sion von Ye an
Zellen bestimmt. Zum Einsatz kamen verschiedene transgene Zelllinien und
Yersinia Mutantenstamme.

Es konnte gezeigt werden, dass YadA oder Invasin auf Bakterienseite sowie (31
Integrine bei GD25 Fibroblasten Grundvoraussetzung fir die Adhasion sind. Bei
den hier gewahlten Infektionsbedingungen fir die Adhasion, bei denen die
Bakterien ohne weitere Zentrifugationsschritte auf Zellen gegeben wurden,
zeigte sich generell, dass YadA vermittelt wesentlich mehr Bakterien an Zellen
binden kdnnen als Invasin vermittelt. Die zytoplasmatische Domane von 1
Integrinen, die zur Integrinaktivierung bendétigt wird, ist fur die Invasin vermittelte

Adhésion wichtig, spielt aber fur die YadA vermittelte Adhasion nur eine
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untergeordnete Rolle. Diese Ergebnisse zeigen prinzipielle Unterschiede in der
Interaktion von Invasin und YadA mit 1 Integrinen.

Eine Aktivierung der Integrine mit Mangan und damit erhohte Ligandenaffinitat
hatte keinen Effekt auf die Adhasion. Ebensowenig hat ein Fehlen der Integrin
Linked Kinase, welche Integrine indirekt mit dem Aktinzytoskelett verbindet,
einen Einfluss auf die Adhasion. Wird die Integrin-induzierbare
Aktinpolymerisation durch CytochalasinD inhibiert, kann die Adhasion jedoch
signifikant reduziert werden. Zudem wurde gezeigt, dass die Focal Adhesion
Kinase nicht fir die YadA oder Invasin vermittelte Adhasion benétigt wird.

Im Unterschied zur Adhéasion an Fibroblasten bindet Ye Uber YadA auch 1
Integrin-unabhangig an IMCD Epithelzellen. Nachfolgende Untersuchungen
ergaben, dass die YadA vermittelte Adhasion auch Uber Integrine der aV-

Familie erfolgen kann.
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