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A. Einleitung

A. Einleitung

1. Neue Vakzinierungsstrategien

Einer der groBten Erfolge der Medizin bei der Bekdmpfung von Infektionskrankheiten ist die
Entwicklung von Impfstoffen, die mit dem Einsatz von Kuhpockenlymphe durch den
englischen Arzt Edward Jenner (1749-1823) im Jahre 1796 gegen menschliche Pockenviren
ihren Anfang nahm. Genauere Kenntnisse liber Art und Verbreitung von Infektionserregern
ermoglichen in der Folge die systematische Entwicklung von Impfstoffen, die heute zur
Pravention vieler verschiedener Infektionskrankheiten wirkungsvoll eingesetzt werden. Die
weltweite Ausrottung von Pockenviren kann von der WHO im Jahre 1979 verkiindet werden
und auch die Ausrottung der Poliomyelitis ist ein erklértes Ziel der WHO (Hinman et al.,
1998). Trotzdem gehoren die Infektionskrankheiten auch heute noch zu den héufigsten
Todesursachen, da gegen viele Erreger auf Grund der komplexen Pathogenitét (z.B. Malaria,
Cholera, HIV) bislang keine oder nur wenig wirksame Impfstoffe entwickelt werden konnten.
Auch der Verlust der Wirksamkeit vorhandener Impfungen durch verdnderte Erreger
(z.B. Grippevirus) oder das Auftreten ganz neuer humanpathogener Erreger (SARS, HIV)
erfordern die Entwicklung von neuen Impfstoffen. Die Erkenntnisse und Fortschritte in der
molekularen Infektionsbiologie und der Immunologie ermdglichen immer tiefere Einblicke in
die Mechanismen der Pathogenitit von Erregern und der protektiven Wirtsabwehr und

nehmen dadurch entscheidenden Einfluss auf die Strategie der Impfstoffentwicklung.

1.1 Bakterielle Lebendimpfstoffe

Der Einsatz von attenuierten Mikroorganismen als Vektoren flir die Impfung gegen
verschiedene Pathogene ist einer der vielversprechenden Ansétze bei der Entwicklung von
neuen Impfstoffen (Curtiss et al., 1994; Liu, 2003; Medina und Guzmdan, 2001). Dabei
ermoglicht die Présentation fremder Antigene durch replikationsfédhige und in ihrer Virulenz
abgeschwichte bakterielle Erreger eine Impfung auch gegen andere Organismen als den
Impfstamm (Medina und Guzmdan, 2000). Eine effektive humorale und zelluldre
Immunantwort auf fremde Antigene konnte fiir verschiedene Mutanten pathogener Bakterien
wie Listeria spp., Mycobacteria spp., Salmonella spp., Shigella spp. und Yersinia spp., aber
auch fiir kommensale Mikroorganismen wie Lactobacillus spp. gezeigt werden (Curtis et al.,

1994; Medina und Guzméan, 2001; Riissmann et al, 2003; Pouwels et al., 1998). Die

1
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Verfligbarkeit einer breiten Palette an attenuierten Staimmen und die Entwicklung
verschiedener Expressionssysteme erlaubt die gezielte Ansteuerung von Geweben und
immunkompetenten Zellen, wie z.B. antigenprisentierende Zellen (APC), und ermdoglicht
dadurch eine gerichtete Modulation der Immunantwort (Medina und Guzman, 2001).

Neben der Auswahl eines geeigneten Impfstammes ist auch die Art der Applikation ein
entscheidendes Kriterium flir die Auslosung einer effektiven Immunantwort. Viele
Infektionen mit pathogenen Mikroorganismen erfolgen durch Invasion der Erreger iiber die
Schleimhdute in den Wirtsorganismus. Die orale Applikation eines bakteriellen
Lebendimpfstoffes imitiert den natiirlichen Verlauf zu Beginn einer Infektion und stimuliert
immunkompetente Zellen des Mucosa assoziierten lymphatischen Gewebes (mucosa
associated lymphoid tissue = MALT). Dies fiihrt nicht nur zu einer systemischen Immunitét,
wie sie bei parenteraler Applikation vorherrscht, sondern 16st auch eine lokale, Mucosa
assoziierte Immunantwort aus, die bereits eine Kolonisierung der Schleimhiute mit dem
Erreger inhibiert und so einen Krankheitsausbruch verhindern kann (Levine et. al., 1983;
Staats ef al., 1994). Weitere Vorteile oraler Lebendimpfstoffe sind die einfache Applikation
und die damit erhohte Compliance der Patienten sowie die geringen Impfkosten durch

Verwendung eines Impftréagers fiir verschiedene Impfungen (Medina und Guzman, 2000).

1.2 Salmonella und Yersinia als orale Lebendimpfstoffe

In den letzten Jahren wurden verstirkt die Protein-Typ-III-Sekretions/Translokationssysteme
(TTSS) von Salmonella und Yersinia als Antigen-Mikroinjektionssysteme fiir die Lebend-
impfstoffherstellung mit einbezogen. Zusammengesetzt aus bis zu 40 Proteinen gehdrt das
TTSS zu den komplexesten bekannten Protein-Sekretionssystemen und bewirkt die
Translokation von bakteriellen Effektorproteinen in das Zytosol eukaryontischer Zellen
(Hueck et al., 1998; Riissmann ef al., 2003). Dariiber hinaus konnen auch fremde (heterologe)
Antigene mit Hilfe des Typ-III-Sekretionssystems in das Zytosol von APCs transloziert
werden (Igwe et al., 2002; Riissmann et al., 1998; Dunne et al., 1995). Die Tatsache, dass
attenuierte Stimme von Salmonella und Yersinia eine komplexe, Mucosa assoziierte und
systemische Immunantwort nach oraler Infektion im Wirtsorganismus auslosen, macht sie als
mogliche orale Lebendimpfstoffe interessant (Schodel et al., 1995; Levine et al., 1996; Igwe
et al., 1999). So konnen Impfungen mit attenuierten Salmonella typhimurium Stimmen
(z.B. durch Mutationen in den Genen fiir aromatische AS aroA oder das ,,global regulatory

system“ phoP/phoQ) durchgefiihrt werden, die sich als gute Triger fiir Antigene von
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Bakterien, Viren, Parasiten und Tumoren erweisen (Verma et al., 1995; Dunne et al., 1995;
Karem et al., 1997; Schorr et al., 1991 und Medina et al., 1999). Verschiedene Studien
zeigen auch mit Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis eine effiziente Immunantwort auf
heterologe Antigene (z.B. Cholratoxin B, CRA Protein von Trypanosoma cruzi, Listeriolysin
O (LLO)) und belegen das protektive Potential von Yersinia basierten Impfstoffen (Sory et
al., 1990; Sory et al., 1992; Riissmann et al., 2003).

2. Die Gattung Yersinia

Die Gattung Yersinia, benannt nach dem Entdecker des Pest-Erregers, A. Yersin (Hongkong-
Pest, 1894), umfasst bislang 11 verschiedene Arten und wird seit 1964 der Familie der
Enterobacteriaceae zugeordnet (Frederiksen, 1964). Yersinien sind gram-negative Stibchen,
deren bekannteste Vertreter die humanpathogenen Arten Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica sind (Brenner, 1979). Y. pestis ist der Erreger der Beulen- oder Lungenpest
und fiihrte in den vergangenen Jahrhunderten zu schweren Pandemien mit einer Letalitit von
bis zu 50 % in der Bevdlkerung. Die enteropathogenen Arten Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica werden durch kontaminierte Nahrungsmittel iibertragen und gehéren zu den
hiufigsten bakteriellen Enteritis-Erregern (Knapp, 1988). Im Unterschied zu Y. pestis sind die
enteropathogenen Yersinia peritrich begeilelt und bei ihrem Wachstumsoptimum von 28 °C
beweglich. Yersinien sind psychrophil (kilteliebend) und konnen sich auch bei Temperaturen
zwischen 0-4 °C vermehren, was zur Kilteanreicherung aus Patientenisolat genutzt werden
kann. Die Pathogenitét der Gattung Yersinia ist gekoppelt an das Vorhandensein eines 70 kb
groBBen Virulenzplasmides (pY V) (Cornelis et al., 1998).

2.1 Y. enterocolitica

2.1.1 Vorkommen und Verbreitung

Y. enterocolitica kann aus verschiedenen Umweltquellen wie kontaminiertem Wasser oder
Pflanzenoberfldchen isoliert werden, ist aber auch in Haus- und Wildtieren verbreitet, wobei
das Schwein eines der Hauptreservoire ist (Marranzano ef al., 1993; Tauxe et al., 1987). Auf
Grund von biochemischen Eigenschaften wird Y. enterocolitica in 6 Biovare eingeteilt
(Wauters et al., 1987). Das Biovar 1B kommt in Nordamerika vor und umfasst die

medizinisch bedeutsamen Serotypen O:4, O:8, O:13, O:18, O:20 und O:21 (Aleksic und
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Bockemiihl, 1990). Die in Europa vorkommenden Y. enterocolitica Stimme mit human-
pathogener Bedeutung gehoren zu den Serotypen O:3, 0:5,27, O:9 und werden den Biovaren
2,4 und 5 zugeordnet. Biovar 1A besitzt keine humanpathogene Bedeutung (Bottone, 1997).

2.1.2 Klinisches Bild der Yersiniose

Die Infektion mit Y. enterocolitica erfolgt meist oral liber kontaminierte Nahrungsmittel wie
Wasser, Milch oder Fleisch und fiihrt nach einer Inkubationszeit von 7-10 Tagen zu einer
akuten Enteritis mit unspezifischen Symptomen wie Bauchschmerzen, Fieber, wéssrigen
Durchfillen und Erbrechen. Weitere klinische Krankheitsbilder sind die mesenteriale
Lymphadenitis, die bei 10-20 % der Patienten auftritt, eine chronisch rezidivierende Ileitis
(,,Pseudo-Crohn“) und eine Enterocolitis. Die Yersiniose verlduft meist selbstlimitierend,
kann aber auch bei Patienten mit einer Grunderkrankung (Diabetes mellitus, Leberzirrhose,
Immunsuppression) zu fokal septischen Infektionen wie Hepatitis mit Leberabszessen,
Endokarditis oder Osteomyelitis fiihren (Rabson et al., 1975). Schwerere septische
Verlaufsformen der Yersiniose treten auch bei Patienten mit himolytischer Andmie
(Thalassdmie) und nach Desferrioxaminbehandlung bei Dialysepatienten auf. Als
immunologische Folgeerkrankungen konnen die HLA-B27 assoziierte reaktive Arthritis und

das Erythema nodosum auftreten (Dequecker ef al., 1980).

2.2 Pathogenititsfaktoren

2.2.1 Adhirenz und Invasion in die Wirtszelle

Zu den Pathogenititsfaktoren, die bei der Adhidsion und Invasion von Yersinia in den
Wirtsorganismus eine Rolle spielen, gehdren das chromosomal kodierte Invasin (inv) und das
pYV-Plasmid kodierte Yersinia Adhdsin (yadA). Yersinien gelangen nach oraler Infektion in
das Darm assoziierte lymphatische Gewebe (gut associated lymphoid tissue = GALT). Dabei
interagiert das dullere Membranprotein Inv mit dem B1-Integrin der M-Zellen und vermittelt
dadurch Adhédrenz an die Wirtszelle. Nachfolgend kommt es zur Transzytose durch die
M-Zellen und somit zur Invasion von Yersinia in die Peyerschen Plaques (Lymphfollikel) des
GALT (Autenrieth und Firsching, 1996). Inv ist nicht essentiell fiir die Virulenz von Yersinia,
wird jedoch fiir eine effiziente Translokation der Bakterien vom Intestinaltrakt in die

Peyerschen Plaques benétigt (Pepe und Miller, 1993). YadA, ein weiteres dulleres
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Membranprotein, bindet an verschiedene extrazellulire Matrixproteine (ECM) wie Kollagen,
Fibronectin und Laminin (Schulze-Koops et al., 1993) und kann ebenfalls iiber B1-Integrine
die Internalisierung von Yersinia vermitteln (Bliska et al., 1993; Yang and Isberg 1993).
Durch Hemmung der Komplement vermittelten Opsonisierung der Bakterienzelle tragt es zur

Phagozytoseresistenz von Yersinia bei (China et al., 1993).

2.2.2 Typ-III-Sekretionssystem und Yop Effektorproteine

Die Pathogenitétsfaktoren von Y. enterocolitica ermdglichen nicht nur das extrazelluldre
Uberleben und die Proliferation der Bakterien in lymphatischen Organen, sondern besitzen
auch einen modulatorischen Effekt auf die wirtseigene Immunantwort (Cornelis, 2002). Diese
Féhigkeit pathogener Yersinia ist an das Vorhandensein des 70 kb gro3en Virulenzplasmides
pYV gekoppelt, das fiir ein Typ-III-Sekretionssystem (TTSS) kodiert. Es ermoglicht Yersinia
die Translokation von Yop Effektorproteinen (Yersinia outer proteins) in das Zytosol
eukaryontischer Zellen. Yops werden bei 37 °C gebildet und liegen im Zytoplasma teilweise
an Yop spezifische Chaperone (Stabilisatorproteine) gebunden vor. Nach Kontakt von
Yersinia mit der Wirtszelle werden die Yop Effektorproteine mit Hilfe des Ysc
Sekretionsapparats (Yop secretion) iiber eine Pore in die eukaryontische Zelle ,,injiziert®. Dort
binden sie an verschiedene Zellstrukturen und verédndern so die Signaltransduktion innerhalb
der Zelle oder flihren zu Zytoskelettumlagerungen. /n vitro kann die Bildung von Yops bei
37 °C induziert werden und fiihrt in Ca®" freiem Medium zur Sekretion von 12 verschiedenen
Yops in den Bakterieniiberstand (Heesemann et al., 1986; Rosqvist et al., 1994). Es konnte
gezeigt werden, dass sechs der Yops in das Zytosol von Wirtszellen transloziert werden
(YopE, YopH, YopM, YopO, YopP und YopT) (s. Tab. 1). Dabei interagieren die Effektoren
YopE, YopH, YopO und YopT mit dem Zytoskelett und hemmen so die Phagozytose durch
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNs) und Makrophagen (Ruckdeschel et al.,
1996). Der 23 kDa groB3e Effektor YopE besitzt zytotoxische Eigenschaften, interagiert mit
Actin Mikrofilamenten und fiihrt zur Abrundung und dem Abldsen der Zielzelle von der
extrazelluldren Matrix (Rosqvist et al., 1991). YopE ist ein GTPase aktivierendes Protein und
inaktiviert vor allem die kleine GTPase Rac aber auch RhoA und CDC42 durch Hydrolyse
des gebundenen GTP zu GDP (Andor et al., 2001). YopH ist eine 51 kDa grofle
Proteintyrosinphosphatase, die zur Dephosphorylierung von Proteinen des fokalen
Adhisionskomplexes wie Paxillin, FAK (focal adhesion kinase) und p130“* fiihrt. Neben der

Zerstorung der fokalen Adhédsionskomplexe mit nachfolgender Hemmung der Phagozytose
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scheint YopH zusammen mit YopE den ,,oxidative burst“ von PMNs und Makrophagen zu
unterdriicken (Persson ef al., 1997; Black and Bliska, 1997; Ruckdeschel et al., 1996). Einen
dephosphorylierenden Einfluss in Makrophagen besitzt YopH auch auf das Fyn bindende
Protein Fyb und auf SKAP-HOM, die beide an Adhésionsprozessen beteiligt sind (Black
et al., 2000). Des weiteren konnte fiir YopH die Unterdriickung der B- und T-Zell Aktivitit
nachgewiesen werden (Yao et al., 1999).

Die Serinthreoninkinase YopO (YpkA in Y. pseudotuberculosis) verfligt iliber eine
autophosphorylierende Aktivitdt, die durch Actin induziert wird (Juris et al., 2000). Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass YopO mit den GTPasen RhoA und Racl interagiert,
wodurch die Konzentration von aktiviertem RhoA in der Zelle sinkt (Galyov et al., 1993;
Dukuzumuremyi et al., 2000; Barz et al, 2000). Das Substrat und der genaue
Wirkmechanismus von YopO sind bislang nicht bekannt.

Das Effektorprotein YopT ist eine Cysteinprotease, die nur bei Y. enterocolitica vorkommt,
und Rho GTPasen inaktiviert, indem es RhoA, Rac und Cdc42 am C-terminalen Ende aus der
Verankerung in der Zellmembran 16st (Zumbihl ef al., 1999; Shao et al., 2002).

Die Effektorproteine YopM und YopP besitzen keinen Einfluss auf die Hemmung der
Phagozytose durch Yersinia. YopM ist im Nucleus lokalisiert und hat mdglicherweise einen
hemmenden Einfluss auf die Transkription verschiedener Gene, die mit dem Zellzyklus und
dem Zellwachstum assoziiert sind (Sauvonnet et al., 2002). Es wurde auBBerdem mit der
Hemmung der Thrombozytenaggregation in Zusammenhang gebracht (Leung ef al., 1989;
Reisner and Straley, 1992). Dariiber hinaus bildet YopM mit den Kinasen PRK2 und RSK1
einen Proteinkomplex (McDonald et al., 2003). Kiirzlich wurde gezeigt, dass YopM mit dem
angeborenen Immunsystem interagiert und zu einer Suppression von NK-Zellen (Natiirliche
Killerzellen) fiihrt (Kerschen et al., 2004). Fiir YopP (YopJ in Y. pseudotuberculosis) konnte
ein immunmodulatorischer Effekt nachgewiesen werden. Dabei blockiert das Protein YopP
die Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK: ERK, JNK, p38) und den
Transkriptionsfaktor NFk-B in der eukaryontischen Zelle und unterdriickt nachfolgend die
Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen wie TNFa durch Makrophagen und IL-8
durch Endothelzellen. Die Hemmung von IKKp, einer Kinase, die den NFk-B Inhibitor IxB

phosphoryliert, verhindert die Translokation von NFk-B in den Nucleus. Durch Hemmung
von MEKs (MAPK Kinasen) kommt es zur Unterdriickung der MAPK Signaltransduktion
(Orth et al., 1999). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass YopP in Makrophagen an der
Induktion von Apoptose beteiligt ist (Ruckdeschel et al., 1998; Cornelis, 2002).
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Yop Molekularmasse in | Interaktion mit Zellstrukturen/
Zellfunktion
Effektorprotein kDa enzymatische Aktivitit
YopE 22,9 GTPase aktivierendes Protein Phagozytosehemmung

Phosphotyrosinphosphatase
YopH 51 ] c Phagozytosehemmung
Dephosphoryliert FAK und p130~*

Proteinkomplex mit PRK2 und

YopM 60,1 Suppression von NKs
RSK1
Serinthreoninkinase
YopO 81,7 ] ] Phagozytosehemmung
Phosphorylierung von Actin
Hemmt MAPK Apoptose von Makrophagen
YopP 32,5 und NFk-B Signalkaskaden und immunmodulatorische

Aktivitit (TNFad, IL8))

Cysteinprotease, Modifiziert die
YopT 353 Phagozytosehemmung
GTPasen RhoA, Rac und CDC42

Tab. 1: Yop Effektorproteine und ihre zellulidren Zielstrukturen

2.2.3 Ysc Sekretionsapparat und Yop Translokation

Die Translokation der Yop Proteine erfolgt, wie in Abb. 1 gezeigt, mit Hilfe des
Sekretionsapparats ,,Ysc Injectisom* (Yop secretion), bestehend aus einem Basalkorper, der
die bakteriellen Membranen durchspannt, und einer nadelférmigen Struktur, die auBerhalb der
Bakterienzelle liegt. Die Transkription der Gene fiir den Ysc Sekretionsapparat, die ebenfalls
auf dem pYV Plasmid kodiert sind, erfolgt bei Korpertemperatur im Wirtsorganismus oder
kann durch Ca”**-Mangel induziert werden (Cornelis, 2002). Neben den oben genannten sechs
Yop Effektorproteinen werden auch weitere Proteine wie YopB, YopD, YopQ und LcrV
sekretiert. YopB und YopD weisen beide hydrophobe Bereiche auf und sind vermutlich an
der Bildung einer Translokationspore in der eukaryontischen Zellmembran beteiligt (Neyt et
al., 1999). LerV (V-Antigen), ein protektives Antigen gegen Pest und Yersiniose, ist in
demselben Operon kodiert und interagiert mit YopB und YopD bei der Porenbildung
(Holmstrom et al., 2001). Daneben besitzt LcrV auch eine eigene immunmodulatorische
Aktivitit, die durch Induktion von IL-10 zu einer Abnahme der TNF und INF-y Spiegel in der
Maus flihrt (Nakajima et al., 1995; Sing et al., 2002; Cornelis, 2002). YopQ (YopK in
Y. pseudotuberculosis) kontrolliert moglicherweise die Translokation der Yop Effektor-
proteine. Fiir eine YopK Mutante konnte eine Hypertranslokation von Yop Proteinen in das

Zytosol eukaryontischer Zellen nachgewiesen werden (Holmstrom et al., 1997).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Translokation der Yop Effektorproteine in das Zytosol von
eukaryontischen Zellen:

Durch Bindung von YadA und Inv an extrazelluldre Proteine der Wirtszelle (Integrine, ECM) kommt es zur
Adhérenz der Bakterienzelle und zur Umbildung von fokalen Adhisionskomplexen. Nach Zellkontakt werden
die Yop Effektorproteine mit Hilfe des Typ-III-Sekretionsapparates in das Zytosol von eukaryontischen Zellen
(z.B. APC) transloziert. Die Yop Effektorproteine werden dabei mit Hilfe des Ysc-Injectisoms und der ATPase
YscN aus der Bakterienzelle exportiert. Die Translokatoren YopB, YopD und LerV sind an der Bildung einer
Pore in der eukaryontischen Plasmamembran beteiligt. Innerhalb der eukaryontischen Zelle binden die
Effektorproteine an verschiedene Zellstrukturen oder modulieren wichtige Signalkaskaden. YopE, YopH, YopO
und YopT interagieren in unterschiedlicher Weise mit dem Zytoskelett und besitzen so einen hemmenden
Einfluss auf die Phagozytose. Der Effektor YopP induziert in Makrophagen Apoptose und vemindert die
inflammatorische Immunantwort durch Interaktion mit der NF-kB und MAPK Signaltransduktion. YopM ist im
Zellkern lokalisiert und besitzt moglicherweise hemmenden Einfluss auf die Transkription verschiedener Gene

(Cornelis , 2002).
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2.2.4 Yersinia Enterotoxin Yst

Pathogene Yersinien verfiigen iiber das hitzestabile Enterotoxin Yst, das homolog zu dem
Toxin STI von E. coli und Guanylin, dem endogenen Aktivator der intestinalen Guanylat-
Cyclase, ist. Das chromosomal kodierte Enterotoxin Yst fiihrt durch die Aktivierung der

Guanylat-Cyclase zu wissrigen Durchféllen (Delor und Cornelis, 1992).

2.2.5 Eisenaufnahme in Y. enterocolitica

Die ausreichende Versorgung mit Eisen ist ein entscheidendes Kriterium fiir das Uberleben
und die Proliferation von Bakterien im Wirtsorganismus. Bei vielen Stoffwechselprozessen
wie z.B. dem Elektronentransport in der Atmungskette, der Nukleinsduresynthese und dem
Sauerstofftransport durch Himoglobin ist Eisen ein essentieller Bestandteil.

Pathogene Bakterien verfligen iiber verschiedene Mechanismen zur Aufnahme und
Speicherung von Eisen im Wirtsorganismus, die ihnen das Uberleben unter
Eisenmangelbedingungen = ermdglichen. Dazu synthetisieren sie niedermolekulare
Komplexone, sogenannte Siderophore, die von den Bakterien sezerniert werden und mit hoher
Affinitit Fe’"-Tonen komplexieren. Die Siderophore binden dann ihrerseits an spezifische
Rezeptoren der dulleren Membran und werden iiber Transportersysteme in das Zytosol der
Bakterienzelle aufgenommen, wo es zur Freisetzung des Eisens kommt (Braun ef al., 1998;
Earhart, 1996). Die Eisenaufnahme bei Y. enterocolitica erfolgt zum einen iiber die Bildung
des Siderophors Yersiniabaktin (Ybt) als auch iiber die Aufnahme von fremden Siderophoren
wie z.B. Ferrioxamin, Ferrichrom und Enterobaktin (Bédumler und Hantke, 1992; Koebnik
et al., 1993). Des weiteren sind Yersinien in der Lage, Himverbindungen als Eisenquelle zu
nutzen (Stojiljkovic und Hantke, 1992 und 1994). Sowohl die Gene fiir die Synthese von
Yersiniabaktin (ybf) als auch die fiir den Yersiniabaktin Rezeptor (fyuA = ferric yersiniabactin
uptake) sind chromosomal kodiert und befinden sich auf der high pathogenity island (HPI),
dessen G + C Anteil vom restlichen Genom abweicht. Die Genprodukte der HPI haben
Einfluss auf die Virulenz und finden sich nur in den fiir Méuse hochvirulenten Stimmen von
Y. enterocolitica (Serogruppen O:8, O:13 und O:21), wohingegen den weniger virulenten
Stammen (0O:3, 0:5,27 und 0O:9) dieser Pathogenitétsfaktor fehlt (Carniel et al., 1996;
Heesemann et al., 1993). Im Zusammenhang mit der Eisenaufnahme stehen auch die durch
Y. enterocolitica verursachten schweren Septikdmien bei Patienten mit erhdhten

Eisenspiegeln auf Grund einer Himochromatose oder einer Thalassédmie.
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3. Y. enterocolitica als oraler Lebendimpfstoff

3.1 Immunantwort auf eine Y. enterocolitica Infektion

Im Gegensatz zu den intrazelluldren Erregern wie Salmonella, Listeria und Mycobacteria spp.
iberleben und proliferieren Yersinia iiberwiegend extrazellulir im Wirtsorganismus (Lian
et al., 1987; Simonet et al., 1990). Dabei fiihrt die Infektion mit Y. enterocolitica in der Maus
zu einer humoralen Immunantwort (Gaede und Heesemann, 1995; Igwe et al., 1999). Neben
der Bildung von Serumantikérpern konnten auch Yersinia spezifische sekretorische IgA
Antikorper im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge nachgewiesen werden (Van Damme
et al., 1992). Der Transfer von Yersinia spezifischen Immunglobulinen aus Seren infizierter
Maiuse vermittelt einen Schutz gegen eine iiblicherweise letal verlaufende Yersinia Infektion
(Igwe et al., 1999; Roggenkamp et al., 1997; Vogel et al., 1993). Darliber hinaus flihrt eine
Infektion mit Y. enterocolitica auch zu einer T-Zell abhéngigen zelluldren Immunantwort, die
ein entscheidender Beitrag bei der Elimination des Erregers aus der Maus ist (Autenrieth
et al., 1992 und 1994; Kempf et al., 1998). So fiihrt YopH in vitro zu einer Prisentation im
MHC-Klasse-I Kontext und stimuliert zytotoxische T-Zellen (Starnbach und Bevan, 1994).
Die Bedeutung der zelluldren Immunantwort fiir die Unterdriickung einer Yersinia Infektion
konnte auch durch Transfer von Yersinia spezifischen Thl dhnlichen CD4 T-Zelllinien oder
CD8 T-Zellklonen in naive Méuse gezeigt werden (Autenrieth et al., 1992).

Die Infektion mit Y. enterocolitica 16st somit eine komplexe Immunantwort mit der Bildung
von spezifischen Antikérpern und einer zelluliren Immunantwort mit der Aktivierung von

CD4 und CD8 T-Zellen im Mausinfektionsmodell aus.

3.2 Translokation von heterologen Antigenen

Genauere Kenntnisse iiber das Typ-III-Sekretionssystem und die Translokation von Yop
Effektorproteinen ermdglichen den Einsatz von heterologen Antigenen zur Impfung mit
Yersinia gegen fremde Erreger. So wird fiir verschiedene Fusionen der Effektorproteine YopE
und YopH mit bakteriellen und parasitiren Antigenen die Auslosung einer spezifischen
Immunantwort beschrieben (Sory ef al., 1992; Sory und Cornelis, 1994; Riissmann et al.,
2003). Die Translokation des Effektorproteins YopE in das Zytosol von eukaryontischen
Zellen kann mit Hilfe von Immunfluoreszenz sichtbar gemacht und durch Untersuchungen

mit der Calmodulin abhédngigen Adenylatcyclase, der Neomycin-Phosphotransferase oder
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dem GFP als Reporter-Enzyme nachgewiesen werden (Sory und Cornelis, 1994; Rosquist
et al., 1994; Jacobi et al., 1998). In vitro Untersuchungen der Sekretion und Translokation
von YopE Fusionsproteinen zeigen ferner, dass YopE als Transporter genutzt werden kann,
um Fremdantigene in das Zytosol von eukaryontischen Zellen zu bringen (Sory et al., 1995;
Schesser et al., 1996; Riissmann et al., 2000). Dabei stellt sich heraus, dass die minimale
Sequenz, die fiir die Sekretion eines heterologen Antigens bendtigt wird, die N-terminalen
Aminosduren 1-15 des YopE Proteins umfasst. Fiir die effektive Translokation eines
heterologen Antigens in das Zytosol eukaryontischer Zellen sind hingegen die N-terminalen
Aminoséuren 1-50 erforderlich, die die Bindungsstelle fiir das YopE spezifische Chaperone
(SycE) beinhalten, das fiir die Faltung und den Transport von YopE verantwortlich ist (Sory
et al., 1995; Schesser et al., 1996; Lee et al., 1998; Riissmann et al., 2000).

3.3 Immunantwort auf translozierte Antigene

Sory et al. verwenden rekombinante Y. enterocolitica Stimme zur Untersuchung der
Immunantwort auf heterologe Antigene und konnen dabei mit YopE Fusionsproteinen eine
Serum Antikorperantwort auf die B Untereinheit des Choleratoxins und auf das CRA Protein
(cytoplasmic repetitive antigen) von Trypanosoma cruzi im Mausinfektionsmodell ausldsen
(Sory und Cornelis, 1988; Sory et al., 1990; Sory et al., 1992).

In vitro Untersuchungen mit Fusionen von YopE und dem L. monocytogenes Antigen p60
(Murein Hydrolase p60) fithren nach Translokation des Fusionsproteins durch Wildtyp
Y. enterocolitica in das Zytosol von P388D1-Makrophagen zu einer Antigenprasentation im
MHC-Klasse-I Kontext und zur Induktion von spezifischen CD8 T-Zellen (Riissmann et al.,
2000). Eine zytolytische T-Zellantwort wird auBBerdem fiir ein Fusionsprotein aus YopE und
einem Tumorantigen der MAGE Familie (YopE;.;3/MAGE-A1) in dendritischen Zellen
beschrieben (Chaux ef al., 1999).

Das immunogene Potential von YopE Fusionsproteinen wird in vivo sowohl fiir rekombinante
Y. pseudotuberculosis als auch fiir S. typhimurium Stamme bestdtigt. So 10st die Translokation
des Fusionsproteins YopE; ;33/LLO durch eine Y. pseudotuberculosis yopK Mutante in oral
infizierten Mausen eine Antigen spezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort aus und vermittelt
dadurch einen Schutz gegen eine L. monocytogenes Wildtyp Infektion (Riissmann et al.,
2003). Eine CD8 T-Zellantwort auf die Fusionsproteine YopE; ;33/LLO oder YopE;.i33/p60
und eine protektive Immunitéit gegen eine Listeria Infektion kann auch fir S. fyphimurium

gezeigt werden (Riissmann et al., 2001). Mit attenuierten Y. enterocolitica Stéimmen ist es in
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vivo bislang nicht moglich gewesen, eine zelluldre Immunantwort auf translozierte, heterologe
Antigene nachzuweisen, obwohl mit dem Wildtyp in vitro eine effektive Antigenprasentation

in einem MHC Klasse-I Kontext ausgeldst wird (Riissmann ef al., 2000).

Die Translokation von heterologen Antigenen und die Induktion einer spezifischen
Immunantwort machen Y. enterocolitica zu einem interessanten Kandidaten fiir die
Entwicklung eines bakteriellen Lebendimpfstoffes. In vielen Studien kann fiir die Yop
Effektorproteine eine zentrale Bedeutung fiir die Virulenz und die Modulation der
Immunantwort nachgewiesen werden. Die Deletion einzelner yop Gene bietet einen
moglichen Ansatz fiir die Entwicklung eines Y. enterocolitica basierten Impfstammes mit

einer abgeschwichten Virulenz und einem guten immunogenen Potential.
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4. Ziel der Arbeit

Im Rahmen des DFG Schwerpunktprogrammes ,,Neue Vakzinierungsstrategien und des
Graduiertenkollegs ,,Infektion und Immunitét™ befasst sich diese Arbeit mit der Entwicklung
eines oralen Y. enterocolitica Lebendimpfstofftragers und untersucht dabei den Einfluss der
Yop Effektorproteine des Typ-IlI-Sekretionssystems auf die Immunantwort im
Mausinfektionsmodell. Hierzu sollten mit artspezifischer Mutagenese diverse Yop-kodierende
Gene im Virulenzplasmid pYV ausgeschaltet werden und die Mutanten auf Immunogenitét
gegen ein kosezerniertes YopE-Listeriolysin O (YopE/LLO) Hybridantigen untersucht

werden.
Die experimentelle Doktorarbeit wurde mit folgenden Programmpunkten durchgefiihrt:
e FEtablierung der Methode der ,,ET-Klonierung* fiir Y. enterocolitica und Herstellung
von sieben stabilen yop Deletionsmutanten (AYopE, AYopH, AYopM, AYopO,

AYopP, AYopQ und AYopT)

e Virulenzstudien der yop Deletionsmutanten im oralen und intravendsen

Mausinfektionsmodell

e Untersuchung der humoralen und zelluliren Immunantwort auf ein transloziertes

Listeria Antigen nach oraler Immunisierung mit yop Deletionsmutanten

e Immunisierung mit einem Yersinia basierten Impfstoff und Untersuchung des

Schutzes gegen eine Listeria monocytogenes Wildtyp Infektion
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B. Material und Methoden

1. Material

1.1 Geriite

Geriit Modell Firma
Analysenwaagen R160P und Pt1200 Sartorius, Gottingen
Brutschrinke Typ B 20 Heraeus, Hanau
CO,-Inkubator Cytoperm 2 Heraeus, Hanau

Elektrophoresekammer

fir SDS-Gele

Mini-Protean®-11 Cell und Western

Blot Apparatur

Bio-Rad, Miinchen

Elektroporationsgerat

Gene-Pulser II,

Pulse Controller II

Bio-Rad, Miinchen

Fluoreszenz-Mikroskop Leica DM IRB Leica, Bensheim
Inverses Mikroskop Axiovert Zeiss, Jena
Homogenisatoren HOG2 (2 ml), HOG3 (5 ml) Hartenstein, Wiirzburg

Immunoblot-Apparatur

Mini-Protean Gelelektrophorese

Bio-Rad, Miinchen

Kammer
PCR Cycler PCR System 2400 Perkin Elmer Applied Biosystems,
Weiterstadt
pH-Meter 320 pH-Meter Mettler, Toledo
Photometer Ultraspec 3000 Pharmacia Biotec, Frankfurt
P10-P1000
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg
Schiittelinkubator Certomat BS-1 Braun, Melsungen
Spannungsquellen Power Pac 200 und 300 Bio-Rad, Miinchen
Sterilwerkbank Herasafe HS 12 Heraeus, Hanau
Transilluminator UVT-20 M/W Herolab, Wiesbaden
Videophotoanlage Kodak, Image Station 440 Kodak, Braunschweig
Wasserbad WB/OB7-45 Memmert, Schwabach
Zentrifugen Eppendorf 5417C Eppendorf, Hamburg

3K30 mit Rotoren Nr.12156
und 19776

Sigma, Deisenhofen

Tab. 2: Verwendete Gerite mit Hersteller
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1.2 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Enzyme Hersteller / Lieferant

Agarose, Antibiotika, Concanavallin A, L-Arabinose, Sigma, Deisenhofen
Ethanol 96 %, Ethidiumbromid, Triton X-100, Tween 20,

Formalin 37 %

Desoxynucleotidtriphosphate (ANTP’s), Proteinase K, Invitrogen, Karlsruhe

Restriktionsenzyme, Taq-Polymerase, Benchmark® Prestained

Protein Ladder

Expand-High-Fidelitiy Polymerase System Roche, Mannheim
p-Nitrophenylphosphat-di-Natrium (pNPP) Fluka, Taufkirchen
rekombinantes Listeriolysin O (LLO) Protein Diatheva, Fano Italien
Coomassie Brilliant Blue R250 Biomol, Hamburg
Nitrocellulosemembran Schleicher und Schiill, Dassel
LLO-Peptide Jerini, Berlin
Medien fiir die Bakterienkultur: Becton and Dickinson, Heidelberg

Brain Heart Infusion Medium (BHI-Medium),
Miiller-Hinton II Agar
Yersinia selektiv Agar (CIN-Agar),

Palcam Listerien Agar nach Van Netten et al. Merck, Darmstadt
Zellkulturmedien: PAN, Aidenbach
alpha MEM Eagle, DMEM, HBSS

CDl1c (N418) MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
GM-CSF R&D Systems, Wiesbaden

granulocyte-macrophage colony stimulating factor

Tab. 3: Verwendete Chemikalien

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth oder Sigma bezogen. Die

Chemikalien verfiigten {iber den Reinheitsgrad p.a. (zur Analyse).
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2. Bakterien, Plasmide und Primer

2.1 Bakterienstaimme

Stammbezeichnung | Beschreibung Herkunft/Referenz

E. coli

DH5a endAl hsdR17(r-my+) supE44 thi-1 recAl Hanahan, 1983
arA  (Nal®)  relAl  A(lacZY A-argF)yie
(680/acZdM15)

S17-1Apir A\pir tra” Km® Miller und Mekalanos, 1988

L. monocytogenes

sv 1/2a EGD

Kohler et. al., 1990

Y. enterocolitica

(WA-314pYVAM::Kan)

Position 661des yopM Gens

WA-314 Y. enterocolitica Serotyp O:8, Biogruppe 1B,| Heesemann und Laufs, 1983
klinisches Isolat, pYVOS8"

WA-C plasmidloses Derivat von WA-314, Serotyp| Heesemann und Laufs, 1983
0:8, Biogruppe 1B

WA-CpYV::CM WA-C mit pYV::CM, Cm" diese Arbeit

AYopE WA-C mit pYVAyopE, Kan® diese Arbeit

AYopH WA-C mit pYVAyopH, Kan® diese Arbeit

AYopM WA-C mit pYVAyopM, Kan® diese Arbeit

AYopM* WA-C mit pYVAyopM, mit Kan®-Kassette in Truelzsch et.al., 2003

AYopO WA-C mit pYVAyopO, Kan® diese Arbeit
AYopP WA-C mit pYVAyopP, Kan® diese Arbeit
AYopQ1 WA-C mit pYVAyopQ, Kan® diese Arbeit
AYopQ II WA-C mit pYVAyopQ+50AS, Kan® diese Arbeit
AYopT WA-C mit pYVAyopT, Kan® diese Arbeit
ASodA WA-C mit pYVAsodA, Kan® Roggenkamp et. al., 1997
ASodAAYopP WA-C mit pYVAsodAAyopP, Kan®, Cm" diese Arbeit

Tab 4: Verwendete Bakterienstimme
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2.2 Plasmide

Plasmide Eigenschaften Herkunft/Referenz
pYV Y. enterocolitica Serotyp O:8 Heesemann und Laufs,
1983

pYVAyopE Kan®-Kassette im yopE Gen diese Arbeit
pYVAyopH Kan"-Kassette im yopH Gen diese Arbeit
pYVAyopM Kan"-Kassette im yopM Gen Position 661 diese Arbeit
pYVAyopO Kan®-Kassette im yopO Gen diese Arbeit
pYVAyopP Kan"-Kassette im yopP Gen diese Arbeit
pYVAyopQ Kan"-Kassette im yopQ Gen diese Arbeit
pYVAyopT Kan®-Kassette im yopT Gen diese Arbeit
pYV:CM Cm"-Kassette im nicht kodierenden Bereich von pYV diese Arbeit

pPYVAyopP::Cm

Cm"-Kassette im yopP Gen

Ruckdeschel et al.,1997

Exonucleaseinhibitor redy, ParaB

pACYC177 Klonierungsvektor Amp" Kan® Chang und Cohen, 1978

pACYC184 Klonierungsvektor Cm" Tet® Chang und Cohen, 1978

pHR429 yopE | 15llos) 363m45 PCR-Fragment in EcoRV-Sall Schnitt- Riissmann et al., 2003
stelle von pACYC184

pHR430 yopEi_133llos) 363m45 PCR-Fragment in EcoRV-Sall Schnitt- Riissmann et al., 2003
stelle von pACYC184

pYopHSycH yopH-sycH PCR-Fragment in HindIII Schnittstelle von Truelzsch et.al., 2003
pACYC184

pKD46 Red System: Rekombinasen redo und redp, Datsenko und Wanner,

2000

Tab. 5: Verwendete Plasmide
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2.3 Primer

Primer wurden von der Firma Metabion (Martiensried) oder Thermo (Ulm) hergestellt. Sie
wurden HPLC gereinigt und lyophilisiert geliefert. Die Konzentration von 100 pmol/ul wurde
durch Losen mit H20 bidest eingestellt.

Primer

5°-3" Sequenz

Homologiearm pYV

YopE-ET-for

GCTATTTTCCCACTAAGATAACCTTGTTTTAATAGCC
AAGGGAATAAATAGTCGAAGTTCCTATTCTCTAGAA
AGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopE 38993-39045

YopE-ET-rev

TCAGGCGTTTTAAGGCTGAAAAGTGTCAACCTATAG
CAGGACTAGTCACCATAGAAGTTCCTATTCTCTAGA
AAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

yopE 39758-39706

YopH-ET-for

TAGTATAGGCGTGTATTTAATTAGTTCTTAATTTAAT
TAAGGAGGGAAGCGAAAGTATAGGAACTTCTAAGA
TGATCTTCTTGAGATC

yopH 35998-36047

YopH-ET-rev

AGCGTATATATCTTAGTAATTTTATTTACTCATAGGA
ATAAATATTTACAGAAAGTATAGGAACTTCACAACC
AATTAACCAATTCTG

yopH 37504-37455

YopM-ET-for

ACGTTGTAATGATATTTAACGTGACGCAGAATTATG
AACGCTCTTGCGTAGAAGTTCCTATTCTCTAGGAAA
GTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopM 7673-7722

YopM-ET-rev

GTTTTTTTGAAAAAACCCGATAATAAAAACATTTTC
AGAAAGGCATTCAATGAAGTTCCTATTCTCTAGAAA
GTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

yopM 8827-8877

YopO-ET-for

CCCTCTTACTCAATCTACTCAATCGGTTATTAAATGG
GGATGAGTAAAGCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGT
ATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopO 55695-55744

YopO-ET-rev

AATCTTAGCCCATTCTCGGATATATCAACTCAAGGC
TTAGGGGGCACTTGGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAG
TATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

y0p0 57935-57990

YopP-ET-for

CCGTCTGTTCAATTCATACTACTGTTAACTCCCTGAA
TAAGGATAAATAAGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGT
ATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopP 58191-58300

YopP-ET-rev

AGAAAGAGCTGAACCGTATTCCCATACTGGAGCAA
GATTTCCAAAATACAGAAGTTCCTATTCTCTAGAAA
GTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

yopP 59168-59217

YopQ-ET-for

GACGGTTATTAAATAGTGTAGTTTATAAAGTAAATT
TTGGAGTAGTAACTGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAG

yopQ 2240-2290
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TATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

YopQ-ET-rev

TTAACCTTTAACATAATCAACTATCATATCCCAAAC
TCTTTAATATAGCTGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGT
ATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

yopQ 2840-2890

YopQ-ET-for
+50 AS

GTTACTACTGCGCTACTGCTCATTTACTGAGAACGG
ATGTTTGTTCATTGTGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAG
TATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopQ 2390-2440

YopT-ET-for

TCAATTTATCGGTATAGCAAAATAATGGCTAACATA
AATAGATTATACAGGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAG
TATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTGAGATC

yopT 3301-3351

YopT-ET-rev

GCCAAGCTTCAGGAAAAGCTGTTGCATAAGTTCTGT
GAAGGTTGTCTGCAAAGGTTCCTATTCTCTAGAAAG
TATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAATTCTG

yopT 4321-4371

CM-ET-for

TGCGCCGAATAAATACCTGTGCGCTGAATGAAGTAC
GGGAAATCACAGATAAATGGCTGTATGAATAGGGG

48541-48591

CM-ET-rev

TTAAGGGCACCAATAACTGCCAGAGGCAGAAAACG
TTGCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAG

48731-48781

Tab. 6: Verwendete Primer
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3. Nihrmedien, Antibiotika, Anzucht und Stammhaltung

3.1 Nihrmedien

Sterilisation von Ndhrmedien erfolgte durch Autoklavieren

(121 °C, 1 bar Uberdruck fiir 20 min).

Luria-Bertani-Medium

(LB-Medium)

LB-Agar

Einfriermedium

SOC-Medium

10 g Bacto Trypton
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1 L HyOpjigest

pH 7,4-7.6 mit NaOH einstellen
Zur Verfestigung wurde dem LB-Medium 15
g/l Bacto Agar zugesetzt

LB-Medium mit 20 % Glycerol als Zusatz

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt
0,5 g NaCl

250 mM KCI
20 mM Glucose
ad 1 L H;Opigest

Alle weiteren Medien wurden iiber die Firmen Becton and Dickinson (Heidelberg) oder

Merck (Darmstadt) bezogen (s. Tab. 3).
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3.2 Antibiotika

Selektion von Bakterienstimmen erfolgte mit Hilfe verschiedener Antibiotika Resistenzen.
Antibiotika Losungen wurden sterilfiltriert (0.22 pm Sterilfilter) und erst kurz vor

Verwendung den Medien zugegeben.

Antibiotika Abkiirzung Losungsmittel Stammlosung Endkonzentration
mg/ml pg/ml

Ampicillin AmpR H,0 bidest 100 100
Chloramphenicol Cm® 70 % Ethanol 20 20

Kanamycin Kan® H,0 pidest 50 50

Spectinomycin SpR H,0 pidest 50 50

Streptomycin Sm~ H,0 pidest 100 100

Tetracyclin Tet" 70 % Ethanol 15 15

Tab. 7: Verwendete Antibiotika

3.3 Anzucht und Stammbhaltung

E. coli Inkubation bei 37 °C in LB-Medium
Y. enterocolitica Inkubation bei 27 °C in LB-Medium / BHI-Medium
L. monocytogenes Inkubation bei 37 °C in LB Medium

Die Stamme wurden 12-16 Stunden im entsprechenden Medium angeziichtet und bei 4000
rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit sterilem PBS gewaschen, in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert, aliquotiert und bei — 80 °C gelagert.

Die Bakterienzahl der eingefrorenen Aliquots wurde durch Ausplattieren mehrerer
Verdiinnungsreihen der Bakteriensuspension auf Mueller-Hinton II Agar ermittelt und als

koloniebildende Einheiten (colony forming units = CFU) erfasst.

21




B. Material und Methoden

4. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.1 Isolierung von Plasmid-DNS

4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNS bis 20 pg

Die Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNS erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
der Firma Qiagen (Hilden). Nach Anzucht der Kulturen iiber Nacht wurden die Bakterien
durch alkalische Lyse aufgeschlossen und die Plasmide anschlieBend durch
Anionenaustauscherchromatographie abgetrennt. Die Plasmidisolierung erfolgte wie vom

Hersteller beschrieben.

4.1.2 Isolierung von Plasmid-DNS bis 100 pg

GroBere Mengen Plasmid-DNS wurden mit dem Nucleobond AX 100 Kit von der Firma
Macherey-Nagel (Diiren) durchgefiihrt. Ebenfalls basierend auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse wurden die Plasmide durch Anionenaustauscherchromatographie gereinigt.

Die Plasmidisolierung erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der spezifischen Vervielfiltigung eines DNS-Abschnittes. Zunédchst wird der
Doppelstrang der Ausgangs-DNS durch Erhitzen in zwei Einzelstringe getrennt
(Denaturierung). Danach lagern sich die Primer an die komplementéren Einzelstringe an
(Annealing). Die thermostabile DNS-Polymerase verlingert in Gegenwart von
Desoxynucleotidtriphosphaten (ANTP’s) die Primer entlang der DNS-Matritze (Elongation).

Die so entstandenen DNS-Doppelstringe werden im nédchsten Zyklus wiederum
aufgeschmolzen (Denaturierung). Dieser Zyklus von Denaturierung, Annealing und
Elongation wird ca. 30-35 mal wiederholt und fiihrt so zu einer exponentiellen
Vervielfiltigung des entsprechenden DNS-Abschnittes. Eine Elongationsphase von sieben
Minuten am Ende der Reaktion ermdglicht das Auffiillen noch unvollstindiger DNS-

Abschnitte (Saiki et al., 1988).

22



B. Material und Methoden

4.2.1 Reaktionsbedingungen der PCR

Als Template fiir die Polymerase-Kettenreaktion wurde entweder ein Bakterienzelllysat oder
aufgereinigte DNS verwendet.

Zur Gewinnung eines Bakterienzelllysates wurde eine Kolonie in 100 pl HyOpigest gekocht
(90 °C, 10 min) und anschlieBend abzentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden als Template
fiir die PCR verwendet. Die aufgereinigte DNS wurde je nach Konzentration 1:20-1:100

verdinnt.

Reaktionsansatz DNS 5ul
Primer I (100 uM) I ul
Primer II (100 uM) I ul
dNTP's (je 2 mM) 10 pl
10x Reaktionspuffer 10 pl
Polymerase 1 ul
H2Opidest ad 100 pl

Reaktionsprogramm Denaturierung 94 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing x °C 30 sec
Elongation 72 °C X min
Elongation 72 °C 7 min

Die ,,Annealing“-Temperatur lag ca. 2-4 °C unter dem Schmelzpunkt der Primer.
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Die Elongationszeit richtete sich nach der verwendeten Polymerase:

Taq-Polymerase 1 min pro 1 kb DNS
Expand-High-Fidelity Polymerase 1,5-2 min pro 1 kb DNS

Der mittlere Zyklus von Denaturierung, Annealing und Elongation wurde 30-35 mal
wiederholt. PCR-Produkte wurden mit dem PCR Purification Kit der Firma Quiagen nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

4.3 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNS

4.3.1 Ethanolfallung

Die Ethanolfidllung dient der Reinigung z.B. nach Verdau oder der Konzentrierung von
DNS-Ldsungen.

DNS Losungen wurden mit 10 % (*/y) 3 M Kaliumacetat-Lésung (pH 5,2) versetzt und nach
Zugabe des 2 fachen Volumens EtOH,,s gemischt und fiir 30 min bei — 80 °C inkubiert.

Nach Zentrifugation bei 14000 rpm und 4 °C fiir 30 min wurde der Uberstand dekantiert und
das Pellet mit 70 % (*/y) EtOH gewaschen. Die Losung wurde abermals bei 14000 rpm fiir
10 min zentrifugiert und das Pellet in einer Vakuumzentrifuge oder an der Luft getrocknet.

DNS wurde in HyOpigest aufgenommen und bei — 20 °C gelagert.

4.3.2 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Konzentrationsbestimmung der DNS erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von
A = 260 nm. Die DNS Proben wurden mit HyOpjqese im Verhéltnis 1:20, 1:50 und 1:100

verdiinnt und die optische Dichte (OD,g) im Vergleich zu H;Opigest bestimmt. Die

Berechnung der Konzentration erfolgte ndherungsweise mit der Formel 1 ODy¢ = 50 ug/ml.
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4.4 Restriktionsverdau von DNS durch Endonucleasen

Restriktionsenzyme sind in der Lage, bestimmte DNS-Abschnitte (sog. Palindrome) zu
erkennen und diese spezifisch zu schneiden. Die so entstandenen Teilstiicke besitzen

charakteristische Enden.

Restriktionsansatz DNS-Losung x ul
Restriktionsenzym 2-3 U/pg DNS
10x Pufter Tl
HOpigest ad 10pl

Die Inkubationszeit und die Temperatur der jeweiligen Reaktionen richtete sich nach den

verwendeten Enzymen und den Angaben des Herstellers.

4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Geladene Makromolekiile wie DNS-Fragmente lassen sich durch Gelelektrophorese
auftrennen. Dabei wandern die negativ geladenen DNS-Fragmente im elektrischen Feld zur
Anode und werden auf Grund ihrer Molekularmasse im Agarose-Gel aufgetrennt. Die relative

Mobilitat des DNS-Fragmentes hdngt linear vom Logarithmus der Molekularmasse ab.

Elektrophoresepuffer 40 mM Tris/HCI, pH 8,2
(1x TAE Puffer) 20 mM Eisessig

2 mM EDTA
10x Auftragspuffer 30 % (*/y) Glycerin

0,25 % ("/y) Bromphenolblau
0,25 % (*/y) Xylencyanol

Agarosegel 0,8-1,2 % ("/y) Agarose in 1x TAE

Ethidiumbromid-Firbebad 1 png Ethidiumbromid pro ml HyOp;gest
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4.5.1 Analytische Gelelektrophorese

0,8-1,2 % ("/y) Agarose wurden in TAE-Puffer aufgekocht bis eine klare homogene Losung
entstand, die nach Abkiihlung auf 50 °C in einen Gelschlitten gegossen wurde. Das erstarrte
Gel wurde in die Gelkammer eingelegt und mit 1x TAE Puffer iiberschichtet. Die DNS-
Proben wurden 1:10 mit Auftragpuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Die Proben
wurden bei einer Spannung von 90 V elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde ca. eine
halbe Stunde im Ethidiumbromid-Farbebad inkubiert und anschlieBend zehn Minuten in
H;Opigest entférbt. Bei Bestrahlung mit UV-Licht (A = 302 nm) im Transilluminator
fluoresziert das in die DNS eingelagerte Ethidiumbromid. Das Bandenmuster wurde mit Hilfe

der Photoanlage aufgenommen (s. Tab. 2).

4.5.2 Priparative Gelelektrophorese

Die priparative Gelelektrophorese erfolgte prinzipiell wie die analytische Gelelektrophorese
(s. B.4.6.2). Die Gele wurden nur kurz im Ethidiumbromid-Férbebad inkubiert. Die Bande der
gewiinschten DNS wurde unter UV-Licht moglichst exakt ausgeschnitten und anschlie3end
mit dem Gel Extraktionskit der Firma Quiagen nach Herstellerangaben gereinigt.

4.5.3 Grossenbestimmung von doppelstringigen DNS-Fragmenten

Die Grossenbestimmung von doppelstrangigen DNS-Fragmenten erfolgte mit Hilfe eines
internen Standards. Dazu wurden eine 1 kb DNA Leiter sowie eine 100 bp DNA Leiter der
Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.

4.6 Transformation von DNS

Mit Hilfe der Elektroporation lassen sich fremde DNS-Molekiile in das Zytosol von

elektrokompetenten Bakterienzellen transformieren.
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4.6.1 Herstellung kompetenter Zellen

Eine iiber Nacht (UN) Bakterienkultur wurde im Verhiltnis 1:100 in LB-Medium verdiinnt
und bis zu einer optischen Dichte ODgyp von 0,5 bis 0,6 wachsen gelassen. Die
Bakteriensuspension wurde 10-15 min auf Eis stehen gelassen, bevor die Zellen bei 5000 rpm
und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert wurden. Nach zweimaligem Waschen mit H;Opigest
wurden die Zellen in 10 % (*/y) Glycerin/H,Opigest resuspendiert und abermals abzentrifugiert.
Die Zellen wurden in 10 % (*/y) Glycerin/HyOp;ges aufgenommen und die Aliquots bei —80 °C
gelagert (Hanahan, 1983).

4.6.2 Elektroporation von Bakterienzellen mit DNS

Die Bakterienzellen wurden auf Eis langsam aufgetaut und mit der zu transformierenden DNS
leicht gemischt. Die Mischung wurde in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette eingefiillt
(Dower et al., 1988). Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser II (s. Tab. 2).
Elektroporationsbedingungen: Spannung 2500 V, Widerstand 200 Q, Kapazitit 25 pF bei
einer Entladungszeit von 4-5 msec

Die Mischung wurde in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und eine Stunde bei
entsprechender Temperatur (27 °C fiir Yersinia, 37 °C fir E. coli) zur phénotypischen
Expression inkubiert. Selektion von Bakterien erfolgte durch Anzucht auf LB-Agar Platten

mit Antibiotikum.

4.7 Herstellung von yop Deletionsmutanten durch homologe Rekombination

(ET-Klonierung)

Die Herstellung der yop Deletionsmutanten erfolgte mit der Methode der ,,ET-Klonierung®.
Das Prinzip der ,,ET-Klonierung™ beruht auf der homologen Rekombination eines PCR-
Fragmentes mit dem entsprechenden Genabschnitt im Chromosom oder auf einem Plasmid
(Datsenko und Wanner, 2000). Ein zusitzlich eingefiihrtes Plasmid (pKD46) kodiert fiir zwei
Rekombinasefunktionen reda. und redf sowie einen Exonucleaseinhibitor redy. Alle drei
Funktionen werden durch den Arabinose induzierbaren Promotor P,.p kontrolliert. Die
Replikation des Plasmides ist Temperatur abhédngig, was bei Temperaturen iiber 30 °C zum

Verlust des Plasmides fiihrt. In die mit pKD46 ausgestatteten Bakterien wird dann ein lineares
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PCR-Fragment transformiert. Durch homologe Rekombination wird das PCR-Fragment mit
dem entsprechenden Genabschnitt im Chromosom oder Plasmid ausgetauscht. Die
,»ET-Klonierung*, urspriinglich benannt nach den Rekombinasefunktionen RecE und RecT,
ist eine effektive Methode zur Herstellung bakterieller und viraler Mutanten. Auf Grund der
hohen Rekombinationseffizienz von redo. und redf ist der Einsatz sehr kurzer homologer
Strukturen (50 bp), die sich leicht durch PCR herstellen lassen, moglich. Die aufwendige
Konstruktion von Plasmiden, wie sie bei den klassischen Klonierungsstrategien erforderlich

ist, konnte damit umgangen werden.

4.7.1 Herstellung elektrokompetenter Yersinia Stamme fiir die Mutagenese

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen erfolgte wie oben beschrieben (s. B.4.7.1) mit
Y. enterocolitica WA-314 (Serotyp O:8).

Nach Transformation des Plasmides pKD46 in elektrokompetente Yersinia wurde auf
Amp®-Agar Platten selektioniert. Die Kontrolle der Transformation erfolgte mit dem QIAprep
Miniprep Kit (s. B.4.1.1). Nach Picken einer Kolonie wurde eine UN-Kultur in LB-Medium
mit 50 pg/ml Amp angesetzt. Die verdiinnte UN-Kultur (1:100 in LB-Medium mit 50 pg/ml
Amp) wurde zur Induktion der Rekombinasefunktionen mit 0,1 % L-Arabinose versetzt. Die
Bakteriensuspension wurde bis zu einer ODgyy von 0,4-0,6 wachsen gelassen. AnschlieBend
wurden die Bakterien gewaschen, aliquotiert und bei —80 °C gelagert (s. B.4.7). Die hier
genannten Induktions- und Wachstumsbedingungen wurden experimentell fiir Yersinia

ermittelt.

4.7.2 Primerdesign

Die Primer fiir das PCR-Fragment setzten sich aus zwei Bereichen zusammen, einem
Homologiearm am 5° Ende, dessen Sequenz durch die flankierende Sequenz der Ziel-DNS
bestimmt wurde, und der 3° Region, die fiir den Primer der Resistenzkassette kodierte. Die
optimale Linge des Homologiearmes lag zwischen 40 und 60 bp, die der 3" Region des
Primers fiir die Resistenzkassette zwischen 18 und 30 bp. Damit ergaben sich Primer mit einer
Lange von ca. 70 bp, deren Herstellung nicht unkritisch war und besondere Anforderungen an

die Aufreinigung stellte (HPLC-Reinigung, Hersteller s. B.2.3).
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4.7.3 Herstellung eines linearen PCR-Fragmentes

Die Herstellung des PCR-Fragmentes erfolgte im wesentlichen wie in Abschnitt B.4.2
beschrieben. Allerdings stellen die Lénge der Primer besondere Bedingungen an die PCR-
Reaktion. So liegen die Schmelzpunkte der Primer wesentlich hdher als bei tiblichen Primern,
wodurch die ,,Annealing“-Temperatur angepasst werden musste. Um die Fehlerquote der
PCR-Reaktion herabzusetzen, wurde eine Polymerase mit ,,proof reading* Funktion ( Expand
High Fidelity, Roche) verwendet. Als Matritze fiir die Antibiotikaresistenz wurde die Kan®-
Kassette des Plasmides pACYC174 (accession number X06402) benutzt.

PCR-Bedingungen Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 64 °C 1 min
Elongation 72 °C 2 min
Elongation 72 °C 10 min

Das PCR-Fragment wurde mit dem Quiagen PCR Purification Kit nach Herstellerangaben
gereinigt. Uberschiissiges Template pACYC177 im Reaktionsansatz wurde durch Verdau mit
dem Restriktionsenzym Dpnl (10 U/ul) entfernt (s. B.4.4). Das PCR-Fragment wurde
anschlieend durch ethanolische Féllung gereinigt und aufkonzentriert (s. B.4.3.1).

4.7.4 Elektroporation und Selektion der Mutanten

Nach Transformation des PCR-Fragmentes in die elektrokompetenten Yersinia (s. B.4.7.2)
wurden die yop Deletionsmutanten auf Kan®-Agar Platten selektioniert (Cm"-Agar fiir
WA-C(pYV::CM)). Durch homologe Rekombination des PCR-Fragmentes mit dem
entsprechenden Gen-Abschnitt auf dem pYV-Plasmid wurde das entsprechende yop durch
eine Kan®-Kassette ersetzt. Die Kontrolle der Mutagenese und der korrekten Expression aller
anderen Yops erfolgte im SDS-Gel (s. B.5.1). Des weiteren wurde die Mutation im Western
Blot (s. B.7.1) und durch PCR (s. B.4.2) bestitigt. Durch Temperaturwechsel auf 37 °C

konnte das Plasmid aus den yop Deletionsmutanten wieder entfernt werden.
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Um chromosomale Defekte durch die Mutagenese auszuschlieBen, wurden die pY V-Plasmide

der Mutanten isoliert (s. B.4.1.2) und in einen plasmidlosen WA-C Stamm transformiert.

4.8 Wachstumskurven der yop Deletionsmutanten

Zur Kontrolle des Temperatur und Ca’" abhingigen Wachstumsverhaltens der yop
Deletionsmutanten wurden die Stimme in LB-Medium verdiinnt und auf eine Ausgangs-
ODgoo von 0,05 eingestellt. Die Wachstumskurven der yop Deletionsmutanten wurden im
Vergleich zu WA-314 bei 37 °C in Anwesenheit von Ca’" durch Messung der ODgg nach 1,
2, 3, und 4 h ermittelt.

5. Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Ebenso wie DNS-Molekiile kdnnen auch Proteine im elektrischen Feld auf Grund ihrer
Ladung durch Elektrophorese aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Bei der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen werden die Proteine zunidchst in
Gegenwart von p-Mercaptoethanol und Natriumdodecylsulfat (SDS) bei 95 °C gekocht
(denaturiert). Das B-Mercaptoethanol reduziert dabei vorhandene Disulfidbriicken zwischen
Cysteinen, das anionische Detergenz SDS bricht Sekundéir-, Tertiér- und Quartérstrukturen
auf, wodurch die Proteine komplett entfaltet werden. Das SDS bindet quantitativ an die
Polypeptide, wobei sich die negative Ladung des Molekiils proportional zur Grofe des
Polypeptids und somit zum Molekulargewicht verhélt. Im elektrischen Feld wandern die SDS
beladenen Polypeptide je nach Molekulargewicht unterschiedlich schnell zur Anode und
trennen sich so auf. Durch Féarbung mit Coomassie-Blau werden die Proteine sichtbar

gemacht und mit Hilfe eines Proteinmarkers konnen die Molekulargewichte bestimmt werden.
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5.1.1 Herstellung von Polyacrylamid-Gelen

Die Herstellung von Polyacrylamid-Gelen erfolgte mit Hilfe der Mini Protean
Gelelektrophorese Kammer (s. Tab. 2).

Glasplatten wurden in ein Giefigestell eingespannt und der Zwischenraum zunéchst mit
Trenngel bis ca. 1,5 cm unter den Rand der beiden Glasplatten gefiillt. Um eine scharfe
Trennlinie zu erhalten, wurde das Trenngel mit 1 ml 2-Butanol iiberschichtet. Nach ca. einer
halben Stunde Polymerisation wurde das 2-Butanol wieder entfernt. AnschlieBend wurde das
Sammelgel gegossen und der Kamm fiir die Taschen blasenfrei eingesetzt. Nach weiteren
30 min war das Gel gehirtet und einsatzbereit.

Lagerung bei 4 °C im Kiihlschrank nicht ldnger als eine Woche.

Trenngel 10 % Acrylamid (Acrylamid 30 %, 3,7 ml
Bisacrylamid 0,8 %)
Trenngel-Puffer 5,0 ml
(Tris-HCL 1,5 M, pH 8.8)
SDS (10 %) 200 pl
H2Opidest 1,1 ml
Temed 20 pl
APS 40 ul
Sammelgel 3 % Acrylamid (Acrylamid 30 %, 0,37 ml
Bisacrylamid 0,8 %)
Trenngel-Puffer 1,1 ml
(Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8)
SDS (10 %) 50 pl
H2Ovigest 0,85 ml
Temed 20 ul
APS 20 ul
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10x SDS Laufpuffer Tris 303 ¢
Glycin 144,1 g
SDS 10g
HObidest ad 1000 ml
4x Probenpuffer Tris 04¢g
SDS 12¢g
Glycerin 7,5 ml
[B-Mercaptoethanol 2,5 ml
Bromphenolblau (2 % Losung) 0,5 ml
H2Opigest ad 50 ml
Coomassie- Coomassie Brilliant Blue 1,5¢g
Firbelosung R 250
Methanol 455 ml
Eisessig 80 ml
H2Opigest ad 5000 ml

5.1.2 Aufbereitung der Proben und Elektrophorese

Die Proteine wurden mit Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 95 °C denaturiert. Nach
dem Einsetzen der Gele in die Protean Gel-Kammer wurde die Kammer bis zum oberen Rand
mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die Proben wurden in die vorgesehenen Taschen pipettiert

(ca. 30 pl je Tasche) und die Elektrophorese bei 200 V Spannung und 50 mA durchgefiihrt.
5.1.3 Coomassie-Farbung

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel 2 h oder iiber Nacht mit der Coomassie-Losung
gefarbt. Zur Entfarbung wurde das Gel entweder fiir mehrere Stunden in ein Entfarbepuffer

(Destained Puffer) gelegt oder im Wasserbad ausgekocht. Das Gel wurde unter Vakuum bei

80 °C fiir ca.l h getrocknet (Slab Gel Dryer, BioRad).
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Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der Proteine wurde der Standard ,.Benchmark®

Prestained Protein Ladder* verwendet (s. Tab. 3).

5.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die quantitative Bestimmung von Proteinen erfolgte mit dem Protein Assay von Bio-Rad.
Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue an Proteine kommt es zu einem
Farbumschlag von rotbraun zu blau, dessen Absorptionsmaximum bei A = 595 nm liegt. Die
Absorption wurde photometrisch bestimmt und die Konzentration der Proteine nach

Bestimmung einer Eichgerade (1-50 pg BSA) gemidl3 Herstelleranleitung berechnet.

5.3 Isolierung von sekretierten Yop Proteinen aus dem Kulturiiberstand

Bei einer Temperatur von 37 °C und unter Zugabe von EGTA sowie MgCl, (Ca**-Mangel)
erfolgt in BHI-Medium die Sekretion der Yop Proteine in den Kulturiiberstand (Heesemann et
al., 1986). Zum Nachweis der eingefiihrten Mutationen in das pY V-Plasmid wurden die Yop
Proteine aus dem Bakterieniiberstand isoliert und im SDS-Gel aufgetrennt (s. B.5.1). Nach
Féllung mit Trichloressigsdure (TCA) und anschlieBender Reinigung ergibt sich ein typisches
Bandenmuster im SDS-Gel.

Eine UN-Kultur (27 °C, Zusatz von Antibiotika) wurde 1:40 in BHI-Medium verdiinnt und
bei 37 °C fir 2 Stunden inkubiert. Stimulation der Sekretion erfolgte durch Zugabe von
EGTA, Glucose und MgCl,. Nach Inkubation bei 37 °C fiir weitere 3 h wurde die Kultur fiir
15 min bei 7500 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Kulturiiberstand abgenommen.

Proteine wurden mit 10 % (*/y) TCA geféllt und 1 h auf Eis stehen gelassen. Danach wurde
bei 14000 rpm und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert.

Das Pellet wurde mit eiskaltem Aceton resuspendiert, 15 min auf Eis stehen gelassen und bei
14000 rpm und 4 °C fiir 15 min abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Der
letzte Waschschritt erfolgte mit H;Opigest. Das Pellet wurde in 30 pl Probenpuffer

aufgenommen und auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. B.5.1).
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Sekretionsmedium BHI-Medium 37 g
EGTA 5 mM
Glucose 0,2 % ("/v)
MgCl, 10 mM
HObidest ad 1000 ml

6. Mausinfektionsversuche

6.1 Verwendete Mausstimme

Weibliche C57Bl/6 und CB6F1 Méuse im Alter von 6-8 Wochen der Firma Charles River
WIGA (Sulzfeld, Deutschland) wurden nach der Lieferung 7 Tage unter Quaranténe gehalten,
bevor sie in den Versuch genommen wurden. Die Haltung der Tiere erfolgte unter
pathogenfreien Bedingungen in einzelbeliifteten Kifigen mit positiv/negativ Druck der Firma
Rereg (Waldkraiburg). Steriles Méuse-Zuchtfutter und steriles Trinkwasser wurde ad libitum
bereitgestellt.

6.2 Mauspassage

Die Mauspassage der Bakterienstimme wurde mit 1x10° CFU intraperitoneal (i.p.) in C57B1/6
Maiusen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden nach 24 h durch Spiilung des Peritoneums mit
5 ml PBS reisoliert und auf antibiotikahaltigen LB-Agar Platten ausplattiert. Gepickte
Kolonien der yop Deletionsmutanten wurden im SDS-Gel auf die Sekretion der Yop
Effektorproteine hin kontrolliert (s. B.5.1). Die Stdmme wurden iiber Nacht in
antibiotikahaltigem LB-Medium angezogen und nach Zentrifugation in 1 ml Einfriermedium

aufgenommen (s. B.3.1). Die Aliquots wurden bei —80 °C eingefroren.

6.3 Infektion der Miuse

Die Einfrierkulturen der Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und zweimal mit sterilem PBS
gewaschen. Die Bakterienkultur wurde auf die gewiinschte Konzentration Bakterien

eingestellt und nach Infektion durch Ausplattieren einer Verdiinnungsreihe auf Miiller-Hinton

IT Agar kontrolliert.
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6.3.1 Orale Infektion

Die orale Infektion der Maiuse mit Bakterien wurde mit einem Volumen von 50 pl
durchgefiihrt, wobei entweder eine Pipette mit Pipettenspitze oder eine Schlundsonde

verwendet wurde.

6.3.2 i.v. Infektion

Nachdem die Méuse ca. 15 min unter einer Rotlichtlampe gehalten wurden, wurde ein
Volumen von 100 pl einer Bakteriensuspension mit Hilfe einer Spritze in die Schwanzvene

appliziert.

6.3.3 Intraperitoneale (i.p.) Infektion

Bei der i.p. Infektion wurde ein Volumen von 50 pl einer Bakteriensuspension durch das

Peritoneum der Maus mit Hilfe einer Spritze verabreicht.

6.4 Virulenzversuche im Mausinfektionsmodell

Um den Einfluss der Yop Proteine auf die Virulenzeigenschaften von Y. enterocolitica zu
untersuchen, wurden Virulenzstudien im Mausinfektionsmodell durchgefiihrt. Gruppen von
jeweils 6 C57/Bl6 Miusen wurden i.v. oder oral mit Bakteriensuspensionen infiziert. Nach
oraler Infektion wurde an den Tagen 2, 5, 7, 12 und 21 die Anzahl der reisolierten Keime als
CFU in Leber, Milz, Peyerschen Plaques und dem Lumen des Diinndarms bestimmt. Nach i.v.
Infektion wurde an den Tagen 2 und 4 Leber und Milz entnommen und die Anzahl der CFU
auf Yersinia selektiv Agar (CIN-Agar) ermittelt.

Die eingefrorenen Aliquots (s. B.3.3) wurden zweimal mit PBS gewaschen. Die
Konzentration der Bakteriensuspension wurde durch Verdiinnen mit PBS auf die gewiinschte
CFU eingestellt.

Infektion der Mause erfolgte oral mit 1x10° CFU oder i.v. mit 4x10* CFU der entsprechenden
Stamme (s. B.6.3). Nach Totung der Miuse durch Vergasung mit CO, fiir 10 min und
aseptischer Entnahme der Organe unter einer Sterilwerkbank wurden die Organe in 1 ml

(Peyersche Plaques und Milz) oder 5 ml (Leber) PBS mit 0,1 % (*/y) Tergitol und 0,1 % ("/y)
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BSA homogenisiert. Der entnommene Diinndarm wurde mit 5 ml dieser Losung gespiilt.
100 pl der Homogenisate wurden in Schritten von 1:10 in sterilem PBS verdiinnt. Die
vediinnten Bakteriensuspensionen wurden auf CIN-Agar ausplattiert (100 pl) und bei 27 °C
fiir 48 h inkubiert. Die Gesamtkeimzahl in den Organen wurde nach Auszdhlen der CFU

errechnet.

6.5 Serumnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der Schwanzvene mit Hilfe einer Spritze nach 15 min
Bestrahlung mit Rotlicht. Das Blut wurde ca. eine halbe Stunde bei Raumtemperatur (RT)
geronnen und danach bei 7500 rpm fiir 15 min abzentrifugiert. Die Lagerung der Seren

erfolgte bei —20 °C.

6.6 Schutzversuch

Gruppen von je 6 CB6/F1 Méusen wurden mit Impfstimmen in einer Konzentration von
1x10® CFU oral infiziert (s. B.6.3.1). Als Kontrolle wurde eine weitere Gruppe von Méusen
mit einer Konzentration von 5x10°> CFU L. monocytogenes i.p. infiziert (s. B.6.3.3). 8 Wochen
spiter wurden die Mause mit einer i.v. Gabe L. monocytogenes (1x10° CFU) infiziert. Nach
drei Tagen wurde die Gesamtkeimzahl in der Milz durch verschiedene Verdiinnungen der
Homogenisate auf PALCAM Listerien selektiv Agar bestimmt. Die Platten wurden fiir 48 h

bei 37 °C inkubiert, die Kolonien ausgezihlt und die Gesamtkeimzahl als CFU errechnet.

7. Immunologische Arbeitsmethoden

7.1 Immunoblot (Western Blot)

Der Western Blot ist eine Methode zur spezifischen Detektion von Proteinen mit Hilfe einer
Antikorper-Antigen Reaktion (Towbin et al., 1979). Dabei werden die im SDS-Gel (s. B.5.1)
aufgetrennten Proteine durch Elektrophorese auf eine Membran (z.B. Nitrocellulose)
transferiert. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen werden freie Valenzen geblockt,
bevor die Membran mit dem ersten Antikdrper inkubiert wird. Nach mehrmaligem Waschen

wird ein zweiter Antikdrper aufgetragen, der spezifisch an den ersten Antikdrper bindet.
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Die Kopplung des zweiten Antikérpers z.B. an ein Enzym ermdglicht die Detektion nach
Zugabe eines entsprechenden Substrates.

Das SDS-Gel wurde 1 h lang bei einer Stromstérke von 350 mA in einer Minigel Blotting
Kammer (Bio-Rad) auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Zum Blocken freier
Bindungsstellen wurde die Membran iiber Nacht mit einer 2 % ("/y) BSA/PBS-Losung
inkubiert.

Anschliefend wurde die Membran mit einem gegen das gewiinschte Protein gerichteten
Antikorper (Ak) fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Inkubation mit einem zweiten Ak (1:10000)
erfolgte ebenfalls fiir 1 h bei RT. Die Detektion der Membran wurde mit einem ECL Kit
(Amersham Pharmacia) bei der Verwendung eines Peroxidase (Horseradish Peroxidase =
HRP) gekoppelten Ak oder mit einem BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate System (Sigma) bei
der Verwendung der Alkalischen Phosphatase (AP) als Konjugat durchgefiihrt.

Nach jedem Schritt wurde 3x mit Waschpuffer gewaschen.

1x Western Blot Puffer Tris 25 mM

Glycin 190 mM
Blockierungspuffer BSA 2 % ("/y) in PBS
Waschpuffer Tween 20 0,05 % (*/y) in PBS
Antikorper Verdiinnung Konjugat Herkunft/Referenz
Polyklonale Kaninchen 1:5000 - Labor G. Wilharm,
anti-YopO, anti-YopQ Labor A. Roggenkamp
und anti-YopT Antiseren
Kaninchen anti-IgG 1:10000 HRP Amersham Pharmacia, Freiburg
Kaninchen anti-IgG 1:10000 AP Amersham Pharmacia, Freiburg

Tab. 8: Verwendete Antikérper
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7.2 Bestimmung spezifischer IgG Antikorper aus Seren infizierter Miause durch

Immunoblot

Yops wurden aus dem Kulturiiberstand isoliert und durch SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese aufgetrennnt (s. B.5.1). AnschlieBend wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert (s. B.7.1). Zur Bestimmung der spezifischen IgG
Antikorper aus den Seren infizierter Mduse wurden Seren vom Tag 21 nach Infektion 1:100
verdiinnt und als erster Antikorper verwendet. Die Detektion erfolgte wie in B.7.1

beschrieben.

7.3 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Dabei wird ein
Protein an eine feste Phase (z.B. eine Mikrotiterplatte) gebunden. Zur Séttigung freier
Bindungsstellen auf der festen Phase wird mit 3 % ("/y) BSA inkubiert. Im nichsten Schritt
wird ein spezifischer Antikorper an das fixierte Protein quantitativ gebunden. Ein zweiter
Antikorper dient zur Identifizierung des ersten Antikdrpers und ist mit einem Enzym
gekoppelt (z.B. HRP oder AP). Die Detektion erfolgt nach Zugabe des entsprechenden
Substrates photometrisch.

Die Mikrotiterplatte wurde mit 50 pl/Napf einer Proteinlésung (sekretierte Yops 30 pg/ml
oder rekombinantes Listeriolysin O (LLO) 100 ng/ml iiber Nacht bei 4 °C gecoatet.
AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen mit 150 pl je Napf 3 % ("/,) BSA in PBS fiir 1,5
h bei 37 °C geblockt. Die Mikrotiterplatten wurden mit 100 pl/Napf Testseren (s. B.6.5) als
ersten Antikorper in den Verdiinnungen 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000 in PBS bei 37 °C
fiir 1 h inkubiert. Als zweiter Antikdrper wurden mit AP gekoppelte anti-IgA, anti-IgG und
anti-IgM Ak (100 pl/Napf) in einer Verdiinnung von 1:10000 (1,5 h bei 37 °C) eingesetzt.
Nach jedem Schritt wurde dreimal mit 200 ul PBS 1 % ("/,) BSA gewaschen. Als Substrat fiir
die Farbreaktion wurden 50 pl/Napf einer p-Nitrophenylphosphat (pNPP)-Losung
(1 mg/ml Substratpuffer s.u.) verwendet. Die Farbreaktion wurde nach 15 min mit 50 ul/Napf
1 N NaOH geblockt. Die Messung erfolgte bei A = 405 nm im Photometer (s. Tab. 2). Die
Bestimmung der Antikorperantwort wurde gemessen als logjo der letzten Verdiinnung, die
einen Unterschied von 0,1 der optischen Dichte (OD4ps) im Vergleich mit einem negativen

Kontrollserum ergab.
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Substratpuffer fiir pNPP Diethanolamin 48,5 ml
NaNj; 100 mg
MgCl, x 6H,O 400 mg
H>0 pidest ad 500 ml

Auf pH 9,8 einstellen und vor Gebrauch auf 28 °C erwédrmen

7.4 ELISPOT-Test

Zum Nachweis IFN-y bildender T-Lymphozyten nach Infektion mit Yersinia Stimmen wurde
ein ELISPOT-Test durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine modifizierte Form des
ELISA. Splenozyten immunisierter Mause wurden mit einem spezifischen Peptid zur Bildung
von IFN-y angeregt, das mit zwei weiteren Antikorpern in einer Farbreaktion als Punkte
(Spots) sichtbar gemacht wurde.

Die Nitrocellulosemembran einer ELISPOT-Mikrotiterplatte (silent screen plates, Nunc,
Wiesbaden) wurde mit einem anti-IFN-y-Ak 1:500 in PBS (10 ul/ml) iiber Nacht beschichtet
(50 pl je Napf). Nach Entnahme der Milz infizierter Mause (5 ml DMEM mit 10 % (*/y)
FCS), Zerkleinerung der Milz im Homogenisator und Reinigung der Splenozyten durch ein
Zellsieb wurde die Zellsuspension mit 1200 rpm bei 20 °C fiir 10 min zentrifugiert.
Erythrozyten wurden mit 2 ml NH4CI (0.15 M, pH 7.4) lysiert und die Lyse nach 5 min mit 5
ml Medium (DMEM mit 10 % (*/y) FCS) beendet. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und
das Pellet in T-Zell-Medium (s.u.) aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellkonzentration
bestimmt  (s. B.8.2) und eine Konzentration von 1,5x10° Zellen pro 100 pl eingestellt. 100
ul Zellsuspension pro Napf wurden in einer Mikrotiterplatte vorinkubiert (37 °C, 5 % CO,
und 95 % Luftfeuchte). Dabei erfolgte die Induktion der T-Zellen mit einem CD4 (LLO .
201) oder einem CD8 (LLOg;.99) spezifischen T-Zell Epitop in einer Konzentration von 10* M
fiir 4 h bei 37 °C. Die so aktivierten T-Zellen wurden dann in die ELISPOT-Platten iiberfiihrt
(1x10° Zellen/Napf) und iiber Nacht (12-16 h) inkubiert. Als Positivkontrolle wurden T-
Zellen mit Concanavallin A, einem Lectin, das T-Zellen unspezifisch stimuliert, inkubiert.
Die Detektion erfolgte mit einem Biotin gekoppelten Ratten anti-IFN-y-Ak (1 pl/ml) und
einem Peroxidase Streptavidin Konjugat. Als Substrat fiir die Farbreaktion wurde 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) in Dimethylformamid-Puffer (DMF, s.u.) verwendet (20 mg AEC in
50 ml DMF-Puffer).
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Die Menge der Antigen spezifischen T-Zellen wurde als Anzahl der gebildeten Spots
ermittelt. Das Detektionslimit lag bei <5 IFN-y-bildende Zellen pro 10° Splenocyten.

T-Zell-Medium HEPES 1 M 5ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
nicht essentielle Aminosduren 5ml
FCS Sml
L-Glutamin 5ml
B-Mercaptoethanol 500 pl
alpha MEM Eagle 500 ml

DMPF-Puffer Dimethylformamid 2,5ml
Natriumacetat Losung 50 mM 47,5 ml
H,0, 30 % 25 ul

7.5. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Der Einsatz von Antikorpern, die spezifisch an ein Antigen binden, ermoglicht die
Identifizierung bestimmter Strukturen in Zellen und Geweben. Dabei wird die Zielstruktur
zundchst mit einem ersten Ak markiert und dieser durch einen mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten Zweitantikorper (z.B. FITC (Fluorescein) = griin; TRITC (Rhodamin) = rot)

sichtbar gemacht

7.5.1 Doppelimmunfluoreszenz Assay

Mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenz konnen verschiedene Zellstrukturen mit

unterschiedlichen Immunfluoreszenz-Farbstoffen gleichzeitig angefarbt werden.

Fir die Untersuchungen der Immunfluoreszenz wurden ca. 1x10° Zellen (P388DI
Makrophagen oder dendritische Zellen (DCs) mit 1200 rpm auf Deckgldschen in 24-Napf-
Zellkulturschalen zentrifugiert (s. B.8.1). Nach Infektion der Zellen mit Bakterien (s. B.8.3.1)
wurden die Zellen mit einer 3,7 % (*/y) Formaldehyd/PBS Mischung fiir 10 min fixiert. Die
Zellen wurden mit PBS dreimal gewaschen und mit einer 3 % ("/,) BSA/PBS Mischung {iber

Nacht geblockt. Zur Detektion extrazelluldrer Strukturen wurde zunidchst mit 1 ml eines
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Struktur spezifischen IgG Ak (s. Tab. 9) fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgten drei
Waschschritte mit je 1 ml PBS. Die Bindung eines TRITC gekoppelten anti-IgG Ak erfolgte
ebenfalls fiir 1 h bei RT. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden die
cukaryontischen Zellen mit je 1 ml pro Napf 0,1 % (*/y) Triton X-100 in PBS fiir 3 min
permeabilisiert. AnschlieBend wurde dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Intrazelluldre
Strukturen wurden nach Inkubation mit einem zweiten IgG Ak (1 h bei RT) und erneutem
Waschen mit PBS mit einem FITC gekoppelten anti-IgG Ak sichtbar gemacht. Uberschiissige
Ak wurden durch drei letzte Waschschritte entfernt.

Die Deckgldaschen wurden umgedreht (Zellseite nach unten), auf Objekttragern mit einem
Tropfen Fluoprep und mit Nagellack luftdicht fixiert und im Fluoreszenz-Mikroskop
ausgewertet (s. Tab. 2). Bilder wurden digital abgespeichert und bearbeitet.

Antikorper Verdiinnung Konjugat Herkunft/ Referenz
gereinigter polyklonaler 1:100 - Labor G. Wilharm
anti-YadA IgG Ak

monoklonaler 1:500 - Labor H. Riissmann
anti-M45 IgG Ak

anti-Maus IgG Ak 1:1000 FITC Dianova
anti-Maus IgG Ak 1:1000 TRITC Dianova

Tab. 9: Verwendete Antikorper
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8. Zellkultur

8.1 Verwendete Zellen

8.1.1 Kultivierung von P388D; Makrophagen

P388D; Makrophagen wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen in DMEM, das mit 10 % (*/y)
FCS und 1 % (*/y) einer Mischung aus Peniscillin/Streptomycin supplementiert war, bei 37
°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchte kultiviert. Eine konfluent gewachsene Kultur wurde mit
10 ml PBS gewaschen und anschlieBend fiir ca. 10 min mit 2 ml einer Trypsin-EDTA-L6sung
versetzt. Die abgelosten Zellen wurden nach Inaktivierung der Protease (Zusatz von 5 ml
DMEM) mit PBS gewaschen und in 5 ml DMEM aufgenommen. Fiir die
Infektionsexperimente wurden die Zellen entweder in 24-Napf-Zellkulturschalen (1 ml
Medium pro Napf) oder in 175 cm?® Zellkulturflaschen (25 ml Medium) subkultiviert. Nach
Bestimmung der Zellzahl (s. B.8.2) wurden die Zellen entsprechend des Medienvolumens und

der erforderlichen Zelldichte gemischt und bis zur gewiinschten Konfluenz wachsen gelassen.
8.1.2. Gewinnung von DCs aus Knochenmark

Die Gewinnung von DCs aus Knochenmark von Balb/C Méusen erfolgte wie bei Lutz et al.
beschrieben (Lutz et al., 1998). Die Knochenmarkszellen wurden in modifiziertem a-MEM
Eagle Medium (Invitrogen, Karlsruhe) mit 10 % (*/y) FCS, 10 ng GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor; R&D Systems, Wiesbaden), 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 50 uM B-Mercaptoethanol angeziichtet.
2x10° Knochenmarkszellen wurden in eine Petrischale iiberfiihrt und alle drei Tage mit 100 pl
GM-CSF enthaltendem Medium ergidnzt. Vor Versuchsbeginn wurden die DCs mit MACS
(Magntic Cell Sorting of Mouse Leukocytes) CD11c¢ Microbeads inkubiert und mit Hilfe der
magnetischen Zellsortierung iiber eine Sdule nach Anleitung des Herstellers gereinigt (CD11c
(N418) MicroBeads, s. Tab. 3). Verwendet wurden DCs fiir Antigenprédsentationsassays,

Apoptoseversuche und zur Bestimmung der Phagozytoserate.
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8.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mittels H&matocytometer (Neubauer-
Zihlkammer). Durch Trypsin-EDTA Behandlung abgeldste Zellen (s. B.8.1) wurden mit PBS
gewaschen und in 5 ml DMEM resuspendiert. 90 pl der Zellsuspension wurden mit 10 pl
Trypanblau-Losung ( 0,5 % ("/,) Trypanblau in 0,85 % ("'/y) NaCl-Losung) gemischt. Davon
wurden 10 pl in die Zdhlkammer pipettiert und die Anzahl der Zellen pro Quadrat bestimmt.
Die Zellkonzentration wurde folgendermaflen errechnet:

ausgezihlte Zellzahl x 10 x 10* = Anzahl Zellen/ml

8.3 Infektionsexperimente mit Y. enterocolitica

Eine UN-Kultur (27 °C, LB-Medium) der entsprechenden Yersinia Stimme wurde im
Verhiltnis 1:100 in BHI-Medium verdiinnt und fiir ca. 4 h bei 37 °C inkubiert. Die
Bestimmung der Bakterienzahl erfolgte mittels einer Eichgeraden photometrisch (ODgp). Die
Infektion der eukaryontischen Zellen wurde je nach Bedarf mit einer MOI ( multiplicity of
infection = Verhéltnis Anzahl Bakterien zu Anzahl eukaryontischer Zelle) von 1, 10 oder 100
durchgefiihrt.

8.3.1 Infektion fiir Immunfluoreszenz-Versuche

Fir die Immunfluoreszenz-Untersuchungen im Mikroskop wurden DCs und P388D,
Makrophagen auf Deckgldser in 24-Napf-Zellkulturschalen in einer Konzentration von
2x10° Zellen/ml subkultiviert (s. B.8.1). 1 h vor Infektion mit Bakterien wurde das Medium
nach dreimaligem Waschen mit PBS durch HBSS (Ca®" und Antibiotika frei) ersetzt. Nach
Einstellen der Bakteriensuspension auf die gewiinschte Konzentration (s. B.8.2) wurden die
eukaryontischen Zellen mit einer MOI von 1, 10 oder 100 infiziert. Die Infektionszeit betrug
je nach Experiment zwischen 60-300 min bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchte.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit einer 3,7 % (/)

Formaldehyd/PBS Mischung fiir 10 min fixiert.
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8.3.2 Infektion fiir Translokations-Versuche

Die Bestimmung der Translokation eines YopE Fusionsproteins erfolgte modifiziert wie bei
Collazo und Galan beschrieben (1997). P388D; Makrophagen wurden in 175 cm’
Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 90 % angeziichtet (s. B.8.1.1) und mit einer
MOI von 10 mit Bakterien fiir 5 h infiziert (s. B.8.2). Nicht adhédrente Bakterien wurden durch
Waschen mit 10 ml PBS entfernt und Zell assoziierte Bakterien mit 100 pg/ml Gentamicin
abgetdtet. Zell assoziierte Yops wurden durch Proteinase K Behandlung ( 30 pg/ml, 15 min
bei 37 °C) eliminiert. Detektion der translozierten Proteine erfolgte nach Lyse der

Makrophagen mit 0,1 % (*/,) Triton X-100 (3 min) im Western Blot (s. B.7.1).

8.4 In vitro Antigenprisentation

In vitro Antigenprésentation wurde im Labor Geginat (Mannheim) mit dendritischen Zellen
(DCs) und mit L. monocytogenes spezifischen CD8 T-Zellen nach Inkubation mit einem
Listeria spezifischen Peptid (LLOy;_99) bestimmt. Dabei wurde die Induktion von LLOg; g9
spezifischen CD8 T-Zellen durch Messung des in den Zelliiberstand sekretierten IFN-y im
ELISA gemessen (s. B.7.3)

CD8 T-Zellen gegen das H-2K¢ spezifische Epitop LLOg; 99 wurden aus der Milz von
L. monocytogenes infizierten BALB/C Mausen gewonnen und mit P815 Zellen, die mit dem
humanen B7.1 Gen (P815/B7) transfeziert waren, in Anwesenheit von 10° M des Peptides
mehrfach restimuliert (Azuma et al., 1993; Skoberne et al., 2002). CD8 T-Zellen wurden in
T-Zell-Medium mit einem Zusatz von 100 U rekombinantem murinem IL-2 (R&D Systems,
Wiesbaden) gehalten (s. B.7.4).

Dendritische Zellen wurden mit den Bakterienstimmen in 96 Napf Mikrotiterplatten mit einer
MOI von 1, 10 oder 100 infiziert und fiir 10 min bei 600 rpm zentrifugiert. Nach
Inkubationsintervallen von 1 h, 2 h und 4 h bei 37 °C wurden die DCs gewaschen und
assoziierte Bakterien mit 100 pg/ml Gentamicin abgetotet. Nach weiteren 18 h bei 37 °C
wurden die Zellen mit 3,7 % (*/y) Formaldehyd fixiert. Die DCs wurden mit 5x10* T-Zellen
pro Napf fiir 12 bis 18 h bei 37 °C inkubiert. Zelliiberstdinde wurden abgenommen und die

IFN-y-Konzentration in einem spezifischen ELISA bestimmt (s. B.7.3).
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C. Ergebnisse

1. Herstellung stabiler yop Deletionsmutanten

Pathogene Yersinien verfiigen iiber ein 70 kb grofles pYV-Plasmid, das fiir ein Typ-III-
Sekretionssystem kodiert und die Translokation von Yop Effektorproteinen in das Zytosol
von eukaryontischen Zellen ermdglicht. Durch systematische Mutagenese der yop Gene und
Untersuchung der yop Deletionsmutanten im Mausinfektionsmodell sollte ein moglicher
Einfluss der Effektorproteine auf die Virulenz und die immunogenen Eigenschaften von

Yersinia nachgewiesen werden.

1.1 Klonierung in Y. enterocolitica

Als Verfahren fiir die Herstellung der ypop Deletionsmutanten wurde die neue
Rekombinationsmethode der ET-Klonierung fiir Y. enterocolitica etabliert (s. B. Material und
Methoden 4.8). Urspriinglich fiir E. coli entwickelt, ermdglichte die ET-Klonierung, die
Mutagenese direkt in Yersinia durchzufiihren. Dadurch konnte die aufwendige Konstruktion
von Plasmiden, wie sie bei den klassischen Klonierungsstrategien erforderlich ist, umgangen
werden. Zur Etablierung der Methode wurden die optimalen Induktions- und
Wachstumsbedingungen fiir Yersinia experimentell ermittelt (s. B.4.8.1). Durch homologe
Rekombination mit Hilfe der Rekombinasen Reda und Redy wurden die yop Gene auf dem
pYV-Plasmid mit einem PCR-Fragment ausgetauscht. Das Prinzip der ET-Klonierung in
Yersinia ist in Abb. 2 dargestellt.

1.2 Konstruktion genetisch stabiler yop Deletionsmutanten
Fiir die Untersuchungen im Mausinfektionsmodell wurden yop Deletionsmutanten fiir die
sechs Effektorproteine YopE, YopH, YopM, YopO, YopP, YopT sowie fiir YopQ konstruiert,

indem der kodierende Bereich des jeweiligen yop-Gens durch eine Kan®-Kassette ersetzt

wurde.
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Abb. 2: Prinzip der ET-Klonierung in Y. enterocolitica. Nach Transformation des Plasmides pKD46 in den
Yersinia Wildstamm WA-314 wurde die Expression der Rekombinasen redo und redf und des Exonuclease-
inhibitors redy bei 27 °C durch Zugabe von 0,1 % Arabinose induziert. Das PCR-Fragment bestand aus einer
Kan®-Kassette, die von zwei Homologiearmen, deren Sequenzen durch die Primer festgelegt waren, flankiert
wurde. Durch homologe Rekombination des PCR-Fragmentes mit dem pYV-Plasmid wurde das entsprechende
yop-Gen durch eine Kan®-Kassette ersetzt, was die Selektion der Mutanten auf Kan®-Agarplatten ermdglichte.

Durch Temperaturwechsel auf 37 °C kam es zum Verlust des Plasmides pKD46.
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Zunichst wurde ein PCR-Fragment generiert, das aus einer Kan"-Kassette bestand und durch
zwei 50 bp groBe Homologiearme, deren Sequenzen sich von den stromaufwérts und
stromabwirts liegenden Sequenzen des entsprechenden yop-Gens ableiteten, flankiert wurde
(s. Abb. 2). Zur Vermeidung von Einfliissen auf die Transkription nachfolgender Gene (polare

Effekte) wies die Kan®—Kassette keine transkriptionelle Terminatorstruktur auf.

Die Primer fiir das PCR-Fragment (ET-Primer) bestanden aus zwei Bereichen, dem Primer fiir
die Kan®"Kassette (21 bp), abgeleitet von dem Plasmid pACYC177 (accession number
X06402), sowie dem Homologiearm (50 bp) fiir den kodierenden Bereich aullerhalb des Gens
(s. Tab. 10). Die Auswahl der homologen Sequenzen auf dem pYV-Plasmid wurde mit der
Sequenz pYVal27/90 (Genbank accession number NC004564) vorgenommen.

yop-Gen Y. enterocolitica Primer ET for Primer ET rev
Sequenz pYVe8081 Mutante Homologiearm Homologiearm
yopE AYopE YopEETfor YopEETrev
39046-39705 38993-39045 39758-39706
yopH AYopH YopHETfor YopHETrev
36048-37454 35998-36047 37504-37455
yopM AYopM YopMETfor YopMETrev
7723-8826 7673-7722 8827-8877
yopO AYopO YopOETfor YopOETrev
55745-57934 55695-55744 57935-57990
yopP AYopP YopPETfor YopPETrev
58301-59167 58191-58300 59168-59217
yopQ AYopQ YopQETfor YopQETrev
2291-2839 2240-2290 2840-2890
yopT AYopT YopTETfor YopTETrev
3352-4320 3301-3351 4321-4371

Tab. 10: yop Deletionsmutanten: Sequenzbereiche der yop-Gene und der Bereiche auf dem pYV-Plasmid, die
fiir die Homologiearme der ET-Primer ausgewahlt wurden (pY Val27/90; accession number NC004564).

Der fiir die Elektroporation kompetente Yersinia Stamm WA-314 (s. Tab. 4) wurde mit dem
Plasmid pKD46 transformiert (s. B.4.7). Rekombinase- und Exonucleasefunktionen wurden
durch Induktion mit 0,1 % Arabinose fiir 4 h in LB-Medium aktiviert. In die so vorbereiteten
Zellen wurde das jeweilige PCR-Fragment transformiert und die deletierten yop Mutanten auf

Kan®-Agarplatten bei 27 °C selektioniert. Durch Wechsel der Temperatur auf 37 °C konnte
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das Plasmid pKD46 aus den Deletionsmutanten wieder entfernt werden (s. B.4.8). Um
unerwiinschte Rekombinationen im Chromosom der Bakterien ausschliefen zu konnen,
wurden die pYVAyop-Deletionsplasmide isoliert (s. B.4.1.2) und in einen plasmidlosen
Yersinia Stamm (WA-C) transformiert (s. B.4.7). Des weiteren wurde ein Resistenz
markierter Vergleichstamm (WACpYV::CM) mit der gleichen Klonierungstechnik generiert,
indem eine Chloramphenicol Resistenzkassette (Cm"-Kassette) in den nicht kodierenden
Bereich des pYV-Plasmides stromaufwirts des yadA Gens inseriert wurde. Als Template fiir
die Cm®-Kassette wurde Plasmid pACYC184 (accession number X06403) verwendet. Dieser
Stamm exprimiert alle Yop Proteine und zeigte sich genauso virulent wie der Wildstamm

WA-314.

1.3 Temperatur und Ca** abhingiges Wachstum der yop Deletionsmutanten

Zur Uberprifung des Temperatur und Ca®" abhingigen Wachstums der yop
Deletionsmutanten wurden Wachstumskurven bei 37 °C in Anwesenheit von Ca®" erstellt (s.
B.4.9). Der Wildstamm WA-314 und die yop Deletionsmutanten wurden iiber Nacht in LB-
Medium angezogen. Nach Einstellung der optischen Dichte auf einheitliche Ausgangswerte
(ODgpo = 0,05) wurde nach 1, 2, 3 und 4 h das Wachstum der Stimme durch Messung der
ODygoo Uberpriift. Dabei stellte sich heraus, dass die AYopE, AYopH, AYopO, AYopP und
AYopT Mutanten ein mit WA-314 vergleichbares exponentielles Wachstum (log Phase)
zeigten (Daten nicht gezeigt).

Die Stamme AYopM und AYopQ zeigten hingegen ein deutlich verlangsamtes Wachstum bei
37 °C verglichen mit WA-314 und waren dadurch fiir Virulenzuntersuchungen im Maus-
infektionsmodell ungeeignet. Auf Grund des Temperatur sensitiven Phanotyps wurde fiir die
Virulenzuntersuchungen eine zweite AYopQ Mutante mittels ET-Klonierung generiert. Dabei
wurde yopQ ebenfalls durch eine Kan®-Kassette ersetzt, wobei aber die ersten 150 Kodons
des yopQ-Gens erhalten blieben. Die verwendete AYopM Mutante (WA-314pYVAM::Kan)
war bereits vorhanden und verfiigte iiber eine 1,2 kb groBe Kan"-Kassette an Position 661 des
yopM Gens. Die Mutagenese wurde mit dem Suizidvektor pPGPCAT durchgefiihrt. Die Kan"—
Kassette aus dem Plasmid pUK4k wurde dabei nach PsfI-Verdau in die Nsil-Schnittstelle
(Sequenzposition 661) von YopM eingebaut. Das mutierte yopM Gen wurde in die
Sacl-Schnittstelle von pGPCAT kloniert. Die AYopM Mutante exprimiert ein verkiirztes
YopM Protein von 25 kDa (Triilzsch et al., 2001).
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Beide Stimme verfiigten iiber ein Temperatur und Ca®" abhingiges Wachstum bei 37 °C

vergleichbar mit WA-314 und werden im Folgenden als AYopM* und AYopQ* bezeichnet.

Wachtumskurve bei 37 °C

1,0+
WA-314
0.8 AYopQ*
AYopM*
s 0,6
a
C 04+
0,2 AYopQ
0 AYopM

Zeitin h

Abb. 3: Wachstumskurve bei 37 °C in Anwesenheit von Ca®": Vergleich der Wachstumskurven der yop
Deletionsmutanten AYopM, AYopQ, AYopM* und AYopQ* mit dem Wildtyp WA-314 im LB-Medium bei

37 °C. Die Stamme AYopM und AYopQ zeigen einen Temperatur sensitiven Phanotyp.
1.4 Uberpriifung der yop Deletionsmutanten im SDS-Gel und mittels Western Blot

Die Sekretion der Yop Proteine in den Kulturiiberstand ermoglichte die Kontrolle der
Mutationen und der korrekten Expression der nicht mutierten Yops mittels SDS-Gel und
Western Blot (s. B.5.1 und B.7.1). Nach Inkubation der yop Deletionsstimme bei 37 °C unter
Ca®*-Mangel in BHI-Medium und anschlieBender Zentrifugation wurden die Yop Proteine
mit TCA aus dem Kulturiiberstand gefillt (s. B.5.3). Nach Waschen der gefillten Proteine mit
Aceton und H,O wurden diese im SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie Blau angefarbt
(s. B.5.1). Abb. 3 zeigt das typische Bandenmuster der aus dem Kulturiiberstand gefillten
Yops des Wildstammes WA-314 und der yop Deletionsmutanten im SDS-Gel. Mit Pfeilen
gekennzeichnet sind die Positionen der deletierten Yops der Stamme AYopE, AYopH,
AYopM*, AYopO, AYopP und AYopQ*. Das Fehlen von YopT ist im SDS-Gel nicht
erkennbar, da auf Hohe der YopT Bande das V-Antigen und YopD laufen. Die restlichen

Yops werden in unveridnderter Menge in den Kulturiiberstand sekretiert.
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Abb. 3: Yop Proteine des Yersinia Stammes WA-314 und der Mutanten AYopE, AYopH, AYopM*,
AYopO, AYopP, AYopQ* und AYopT im Coomassie gefirbten SDS-Gel: Die Stimme wurden bei 37 °C
unter Ca**-Mangel in BHI-Medium angeziichtet und die sekretierten Proteine aus dem Kulturiiberstand gefillt.
Die Positionen der fehlenden Yops sind mit Pfeil gekennzeichnet. Die iibrigen Yops werden in unveridnderter

Menge sekretiert.

Da YopO (81,7 kDa) sowie YopQ (20,8 kDa) nur ein schwaches Signal im Coomassie
gefarbten SDS-Gel geben (35,5 kDa) und YopT im SDS-Gel von YopD und V-Antigen
(33 kDa und 37 kDa) iiberlagert wird, wurden diese Mutanten im Western Blot iiberpriift
(s. B.7.1). Nach Auftrennung der Yops iiber SDS-Gel und Ubertragung auf eine
Nitrocellulosemembran wurde ein Immunoblot mit polyklonalen Antiseren gegen YopO,
YopQ und YopT durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit einem AP gekoppelten anti-IgG
Antikorper. Abb. 4 zeigt den Vergleich von WA-314 und den entsprechenden yop
Deletionsmutanten AYopO, AYopQ* und AYopT im Western Blot.
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Abb. 4: Western Blot der yop Deletionsmutanten AYopO (81,7 kDa), AYopQ* (20,8 kDa) und AYopT (35,5
kDa): Nach Auftrennung der Yop Proteine iiber SDS-Gel wurde die Deletion des entsprechenden Yop Proteins
im Immunoblot mit WA-314 verglichen. Die Detektion der Yops erfolgte mit polyklonalen anti-YopO, anti-
YopQ oder anti-YopT Antiseren (1:5000) und einem AP gekoppelten anti-IgG Antikorper (1:10000).

Neben der Uberpriifung der yop Deletionsmutanten im SDS-Gel und im Western Blot wurde
die korrekte Mutation auch durch PCR und anschlieBender Sequenzierung kontrolliert
(s. B.4.2). Eine weitere Uberpriifung der yop Deletionsmutanten erfolgte nach Isolierung der
pYV-Plasmide durch Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonucleasen HindIIl und
BamHI. Im Agarose Gel wurde dabei das typische Bandenmuster des Wildstamm
pYV-Plasmides mit denen der yop Deletionsmutanten nach Verdau verglichen. Dadurch
konnten groBere unerwiinschte Rekombinationen in den pYV-Plasmiden der Mutanten

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).
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2. Virulenz der yop Deletionsmutanten im Mausinfektionsmodell

2.1 Virulenz der yop Deletionsmutanten nach oraler Infektion

Die Untersuchungen der yop Deletionsmutanten im Mausinfektionsmodell sollte Aufschluss
dariiber geben, inwieweit die Yops einen Einfluss auf die Virulenz von Y. enterocolitica
besitzen. Es wurden Gruppen von jeweils sechs C57Bl/6 Miusen mit 1x10° CFU der yop
Deletionsmutanten AYopE, AYopH, AYopM*, AYopO, AYopP, AYopQ* und AYopT oder
des Vergleichstammes WA-CpYV::CM oral infiziert (s. B.6.3.1). An den Tagen 2, 5, 7, 12
und 21 nach Infektion wurden die Mausgruppen getotet und die Zahl der iiberlebenden
Bakterien als CFU im Lumen des Diinndarms, in den Peyerschen Plaques, in der Leber sowie
in der Milz bestimmt (s. B.6.4). Dazu wurden Verdiinnungsreihen der homogenisierten
Organe auf CIN-Agar ausplattiert. Das Detektionslimit fiir Peyersche Plaques und Milz betrug
10 CFU. Fiir Leber und Diinndarm lag es bei 50 CFU pro Organ.

In den Abb. 5-9 sind die Virulenzdaten der yop Deletionsmutanten und des WA-CpYV::CM
fiir die verschiedenen Zeitpunkte aufgefiihrt. Die Keimzahlen aus dem Lumen des
Diinndarms, den Peyerschen Plaques, der Leber sowie der Milz sind als dekadischer

Logarithmus der ermittelten CFU (log;o CFU) dargestellt.

Zwei Tage nach oraler Infektion zeigten alle yop Deletionsmutanten und der Vergleichstamm
WA-CpYV::CM die Féhigkeit, den Diinndarm sowie die Peyerschen Plaques zu besiedeln.
Die Stimme AYopE, AYopH, AYopM* und AYopO wiesen eine nur leichte Beeintridchtigung
bei der Besiedelung dieser Organe auf. AYopP, AYopQ* und AYopT zeigten dhnlich hohe
Keimzahlen wie WA-CpYV::CM. Leber und Milz wurden zu diesem Zeitpunkt noch von
keinem Stamm kolonisiert (s. Abb. 5). AuBerliche Krankheitszeichen der Méuse waren nicht

zu erkennen.
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Abb. 5: Infektionsverlauf Tag 2: Dargestellt sind die logjy-Titer der CFU im Lumen des Diinndarms, in den
Peyerschen Plaques, der Leber sowie der Milz nach oraler Gabe von 1x10* CFU der yop Deletionsmutanten
AYopE, AYopH, AYopM*, AYopO, AYopP, AYopQ* und AYopT oder des Vergleichstammes
WA-C pYV::CM. Alle Stimme waren in der Lage, den Diinndarm und die Peyerschen Plaques zu besiedeln.
Leber und Milz wurden zu diesem Zeitpunkt von keinem Stamm kolonisiert. Sternchen kennzeichnen einen
statistisch signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der Besiedelung mit WA-CpYV::CM und den yop

Deletionsmutanten.

Deutliche Unterschiede in der Virulenz der yop Deletionsmutanten wurden an Tag flinf
sichtbar. Wahrend die Infektion mit WA-CpYV::CM und den Mutanten AYopE, AYopO,
AYopP und AYopT progredient verlief und zu einer systemischen Infektion mit
Abzessbildung in Leber und Milz fiihrte, waren die Stimme AYopH, AYopM* und AYopQ*
so stark attenuiert, dass keine Bakterien in Leber und Milz nachweisbar waren. AYopO und
AYopT zeigten dhnlich hohe Keimzahlen wie WA-CpYV::CM, wohingegen fiir AYopE und

AYopP signifikant geringere Keimzahlen in allen vier Organen ermittelt wurden (s. Abb. 6).
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Abb. 6: Infektionsverlauf Tag 5: Die Infektion mit den Stimmen AYopE, AYopO, AYopP, AYopT und mit
WA-CpYV:CM war fortschreitend und fiihrte zu einem systemischen Verlauf der Infektion mit der Besiedelung
von Leber und Milz. Die mit AYopH, AYopM* und AYopQ* infizierten Mause wiesen Bakterien im Lumen des
Diinndarms und den Peyerschen Plaques auf. Diese Stimme waren aber in ihrer Virulenz so stark abgeschwécht,

dass sie weder die Leber noch die Milz kolonisieren konnten.

Der Infektionsgipfel mit der hochsten Zahl an Bakterien war an Tag sieben erreicht. Die mit
WA-CpYV::CM oder den Stimmen AYopE, AYopO, AYopP oder AYopT infizierten Méuse
zeigten schwere Krankheitszeichen und hohe Keimzahlen in allen Organen (s. Abb. 7). Die
Besiedelung mit den Stimmen AYopH, AYopM* und AYopQ* war nicht fortschreitend und

blieb auf den Diinndarm und die Peyerschen Plaques begrenzt.
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Abb. 7: Infektionsverlauf Tag 7: Die Infektion mit den Stimmen AYopE, AYopO, AYopP, AYopT oder WA-
CpYV::CM fiihrte an Tag sieben zu den hochsten Keimzahlen in Leber und Milz. Die Besiedelung der Miuse
mit AYopH, AYopM* und AYopQ* 16ste dagegen keine systemische Infektion aus und blieb auf den Diinndarm

und die Peyerschen Plaques beschrénkt.
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Zwischen den Tagen sieben und zwolf starb ein GroBteil der Mduse, die mit WA-CpYV::CM
oder den Stimmen AYopO und AYopT infiziert waren, auf Grund des systemischen Verlaufs
der Infektion und der hohen Bakterienzahl in den Organen.

An Tag 12 zeigte sich dann eine deutliche Reduktion der Keimzahlen fiir die verbliebenen
Mutanten. Die Infektion mit AYopE und AYopP konnte von den Méusen kontrolliert werden
und fiithrte zur Elimination der Bakterien aus Leber und Milz.

Die Besiedelung der Méuse durch die Mutanten AYopE, AYopM*, AYopP und AYopQ*
beschriankte sich dabei auf den Diinndarm und die Peyerschen Plaques. Der AYopH Stamm

kolonisierte an Tag 12 den Diinndarm, war aber nicht mehr in den Peyerschen Plaques

nachweisbar (s. Abb. 8).

Infektionsversuch oral Tag 12

8 -
6 -
é 4 - D Diinndarm
= Peyersche Plaques
< 2 W vilz
0 + i + Leber

WA-C AYopE AYopH AYopM*AYopO AYopP AYopQ*AYopT
pYV:CM

Abb. 8: Infektionsverlauf Tag 12: Auf Grund der hohen Keimzahlbelastung durch AYopO, AYopT oder
WA-CpYV::.CM fiihrte die Infektion mit diesen Stdmmen zwischen Tag 7 und Tag 12 zum Tod der Méuse. Die
Infektion durch die Stimme AYopE und AYopP konnte von den Mausen kontrolliert werden und ermdglichte die
Elimination der Bakterien aus Leber und Milz. Neben AYopE und AYopP besiedelten auch AYopM* und
AYopQ* den Diinndarm und die Peyerschen Plaques. Die Besiedelung mit AYopH beschrinkte sich auf den

Diinndarm. Die fiir Miuse letalen Stimme sind mit Kreuz (+) gekennzeichnet.

Auch drei Wochen nach Infektion konnten AYopH, AYopM* und AYopQ* noch aus dem
Diinndarm reisoliert werden, wihrend die Peyerschen Plaques keine anziichtbaren Yersinien
aufwiesen. AYopP war zu diesem Zeitpunkt sowohl im Diinndarm als auch in den Peyerschen
Plaques nachweisbar. Die Infektion mit AYopE schien vollstindig ausgeheilt, da keine

Bakterien mehr aus dem Diinndarm sowie den Peyerschen Plaques reisoliert werden konnten

(s. Abb. 9).
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Infektionsversuch oral Tag 21

8

6 -
= [ piinndarm
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hI_E Peyersche Plaques
2 2 B Milz

0 + + + Leber

WA-C AYopE AYopH AYopM*AYopO AYopP AYopQ*AYopT
pYV::CM

Abb. 9: Infektionsverlauf Tag 21: Die Stimme AYopH, AYopM* und AYopQ* waren drei Wochen nach
Infektion nur noch im Diinndarm nachweisbar. Der Stamm AYopP besiedelte neben dem Diinndarm auch die
Peyerschen Plaques. Die Infekion mit AYopE zeigte zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Keimzahlen im

Diinndarm sowie den Peyerschen Plaques.

2.2 Virulenz der yop Deletionsmutanten nach i.v. Infektion

Die Virulenzuntersuchungen mit den yop Deletionsmutanten und dem Vergleichstamm
WA-CpYV::CM wurden auch im intravendsen Infektionsmodell durchgefiihrt. Der Vergleich
der oralen und der intravendsen Infektionsdaten sollte Aufschluss dariiber geben, ob die
Attenuierung einiger yop Deletionsmutanten nur infolge einer oralen Applikation auftritt. Das
intravendse Infektionsmodell fiihrt direkt zu einer systemischen Infektion unter Umgehung
des Gastrointestinaltraktes (GIT) der Maus. Im Vergleich zu den oralen Virulenzdaten sollten
dadurch mogliche Einfliisse der Yops auf die Invasion in den Wirtsorganismus zu Beginn
einer Infektion erkennbar werden. Es wurden Gruppen von jeweils sechs C57Bl/6 Méusen mit
einer Dosis von 4x10* CFU mit den yop Deletionsmutanten und WA-CpYV::CM i.v. infiziert
(s. B.6.3.2). An den Tagen zwei und vier wurden Leber und Milz entnommen und die
Keimzahlen durch Verdiinnungsreihen der homogenisierten Organe auf CIN-Agar bestimmt

(s. B.6.4).

Der Vergleichstamm WA-CpY V::CM wies an Tag zwei hohe Keimzahlen in Leber und Milz
auf (4,88 £ 0,37 und 6,53 + 0,40 log;o CFU) mit einem fortschreitenden Infektionsverlauf bis
Tag vier (5,73 £ 0,32 und 8,33 £ 0,54 log;o CFU).

Schon an Tag zwei zeigte eine Infektion mit AYopH, AYopM* und AYopQ* trotz gleicher

Dosierung wesentlich niedrigere Keimzahlen in Leber und Milz.
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Die grofite Attenuierung wies dabei AYopH mit einer 2100-fachen Reduktion der CFU in der
Milz verglichen mit WA-CpYV::CM auf. Die Keimzahlen der Milz fiir AYopQ* waren um
den Faktor 100 und fiir AYopM um den Faktor 13 verringert. Die Stimme AYopE und AYopP
(Reduktion um den Faktor 4,7 bzw. 2) waren im Vergleich zu WA-CpYV::CM nicht
signifikant attenuiert (P>0,05). Infektion mit AYopT hingegen fiihrte zu einer 7-fachen
Erhohung der Keimzahlen in der Milz an Tag 2 (s. Abb. 10).

An Tag vier zeigten die Virulenzdaten eine deutliche Progression des Infektionsverlaufs fiir
die Stimme AYopE, AYopM*, AYopO, AYopP, AYopT und WA-CpYV:CM. Die
Keimzahlen der Milz waren im Vergleich zu Tag zwei um den Faktor 4,3 bei AYopE, 17 bei
AYopM*, 229 bei AYopO, 18 bei AYopT, 4 bei AYopP und 63 bei WA-CpY V::CM erhoht,
wohingegen die CFU der AYopH Mutante um den Faktor 40 reduziert waren. Verglichen mit
WA-CpYV::CM zeigte AYopH vier Tage nach Infektion eine Attenuierung um den Faktor
2,19x10°, AYopQ* um den Faktor 6,3x10° und AYopM* um den Faktor 50. AYopE und
AYopP waren um den Faktor 63 in ihrer Virulenz abgeschwécht. AYopO war nur schwach
attenuiert (Faktor 2,7), wohingegen AYopT hohere Keimzahlen in Leber (Faktor 28) und Milz
(Faktor 1,4) als der Vergleichstamm WA-CpYV::CM aufwies (s. Abb. 11).

Die Keimzahlen der mit yop Deletionsmutanten oder mit WA-CpYV::CM infizierten Méause
waren in der Leber um den Faktor 10-100 niedriger als in der Milz, ohne das hierbei ein

besonderer Einfluss einzelner Yops erkennbar gewesen wiére.
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Infektionsversuch i.v. Tag 2

2 .
5, B Milz
o Leber

AYopE AYopH AYopM*AYopO AYopP AYopQ* AYopT WA-C
pYVi:CM

Abb. 10: iv. Infektion Tag 2: Virulenzdaten der yop Deletionsmutanten AYopE, AYopH, AYopM*, AYopO,
AYopP, AYopQ*, AYopT und WA-CpYV::CM an Tag 2 nach i.v. Infektion mit 4x10* CFU. Dargestellt sind die
log;o-Titer der CFU in Leber und Milz. Die Stimme AYopH, AYopM* und AYopQ* zeigten eine Reduktion der
Keimzahlen im Vergleich zu WA-CpYV:CM. Sternchen kennzeichnen einen statistisch signifikanten

Unterschied (P<0,05) zwischen der Besiedelung mit WA-CpYV::CM und den yop Deletionsmutanten.

Infektionsversuch i.v. Tag 4

B Milz
Leber

log, ,CFU

AYopE AYopH AYopM* AYopO AYopP AYopQ* AYopT WA-C
pYV::CM

Abb. 11: i.v. Infektion Tag 4: Die Infektion mit den Stimmen AYopE, AYopM*, AYopO, AYopP, AYopT
sowie mit WA-CpY V::CM verlief progredient und fiihrte zu erhohten Keimzahlen an Tag 4. Die hochsten CFU
in Leber und Milz wiesen WA-CpYV::CM, AYopO und AYopT auf. Die Stimme AYopE, AYopM* und AYopP
zeigten etwas geringere, die Stimme AYopH und AYopQ* deutlich niedrigere CFU in beiden Organen.

Sternchen kennzeichnen einen statistisch signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der Besiedelung mit
WA-CpYV::CM und den yop Deletionsmutanten.
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2.3 Virulenzvergleich AYopT und WA-CpYV::CM im kompetitiven Ansatz

Die Auswertungen der Daten aus den oralen (s. C.2.1) und den iv. (s. C.2.2)
Virulenzversuchen zeigten, dass an verschiedenen Zeitpunkten hdhere Keimzahlen fiir die
AYopT Mutante als fiir den Vergleichstamm WA-CpYV::CM ermittelt wurden. Dies lésst
vermuten, dass YopT einen hemmenden Einfluss auf die Virulenz von Y. enterocolitica
besitzen konnte. Zur Bestdtigung dieser Ergebnisse wurden Gruppen von 6 C57B1/6 Miusen
mit 1x10° CFU einer 1:1 Mischung der Stimme AYopT und WA-CpYV::CM i.v. infiziert
und die Keimzahlen am Tag zwei nach Infektion in Leber und Milz bestimmt (s. B.6.3.2 und
B.6.4). Dabei zeigte sich, dass die Keimzahlen der AYopT Mutante in der Leber um 1,18
logio CFU hoher waren als die des Vergleichstammes WA-CpYV::CM (AYopT log;o 4,23 +
0,99 CFU; WA-CpYV::CM logjy 3,05 + 1,03 CFU; P = 0,0075). In der Milz fiel dieser
Unterschied mit log;p 6,61 = 0,36 CFU fiir AYopT und log;o 6,49 + 0,34 CFU fiir WA-
CpYV::CM wesentlich geringer aus.

2.4 Komplementierung der AYopH Mutante

Zur Komplementierung der am stérksten attenuierten Mutante wurde ein ,,Jlow copy* Plasmid
(pYopHSycH) mit den Genen fiir YopH und SycH verwendet. Das Plasmid pYopHSycH war
bereits vorhanden und verfiigt iiber die Gene yopH und sycH, die iiber eine HindIII
Schnittstelle in den Vektor pACYC184 kloniert sind (Truelzsch et al., 2003). Nach
Transformation dieses Plasmides (s. B.4.7) in die AYopH Mutante wurde die korrekte
Expression und die Sekretion der Yops in den Kulturiiberstand kontrolliert (s. B.5.3). Der
komplementierte Stamm AYopH+pYopHSycH, die AYopH Mutante und der Vergleichstamm
WA-CpYV::CM wurden unter Sekretionsbedingungen (37 °C, Ca*"-Mangel, BHI-Medium)
angeziichtet und die Yops nach Fillung mit TCA aus dem Kulturiiberstand iiber SDS-Gel
aufgetrennt (s. B.5.1). Im Vergleich zur AYopH Mutante wies der komplementierte Stamm
AYopH+pYopHSycH die entsprechende YopH Bande bei 51 kDa im Coomassie gefarbten
SDS-Gel auf. Auf Grund der starken Expression von YopH durch das Plasmid pYopHSycH

kam es zu einer verringerten Sekretion der tibrigen Yop Proteine (s. Abb. 12).
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. WA314 AYopH AYopH+pYopHSycH | Abb. 12: Coomassie gefirbtes SDS-Gel der Stimme WA-
k|[|‘4+— : CpYV::CM, AYopH und AYopH-+pYopHSycH: Die
s1— o —Yop0 | Stamme wurden unter Sekretionsbedingungen (37 °C, Ca*'-
o4 — — g —YopM | Mangel, BHI-Medium) angeziichtet und die geféllten Yops
. y o g — YopH | tber SDS-Gel aufgetrennt. Der komplementierte Stamm
T 29 w4 :%EES‘D‘T‘ ¥ Anteen | sekretierte das YopH Protein von Plasmid pYopHSycH in den

% — # Kulturiiberstand und wies die entsprechende Bande bei 51 kDa
- - -“ —YopE |
19 — —YopQ | auf. Die fehlende YopH Bande ist mit Pfeil gekennzeichnet.

Zur Bestitigung der Funktionsfahigkeit von YopH nach Komplementierung wurde die
Virulenz von AYopH+pYopHSycH, AYopH und WA-CpYV::CM im oralen Mausinfektions-
modell untersucht (s. B.6.3.1). Fiinf Tage nach Infektion von Gruppen mit je 6 C57Bl/6
Miusen mit 1x10* CFU wurden die Keimzahlen im Lumen des Diinndarms, den Peyerschen
Plaques, der Leber und der Milz bestimmt (s. B.6.4). Im Gegensatz zur stark attenuierten
AYopH Mutante fithrte die Infektion mit dem komplementierten Stamm
AYopH+pYopHSycH zu einem systemischen Verlauf mit Kolonisierung von Leber und Milz
vergleichbar mit WA-CpYV::CM. Das Plasmid pYopHSycH konnte die AYopH Mutante im

oralen Infektionsmodell erfolgreich komplementieren (s. Abb. 13).

Infektionsversuch oral Tag 5

B WA-CpYV:CM
AYopH

[0 AYopH
+pYopHSycH

log (FU

Abb. 13: Komplementierung der AYopH Mutante im Virulenzversuch: Virulenzdaten der Stimme
AYopH+pYopHSycH, AYopH und WA-CpYV::CM an Tag 5 nach oraler Infektion mit 1x10° CFU. Die
Infektion mit AYopH+pYopHSycH fiihrte zur Besiedelung von Leber und Milz vergleichbar mit WA-
CpYV:CM.
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3. Humorale Immunantwort auf yop Deletionsmutanten

3.1 Spezifische Antikorperantwort auf Yop Uberstandsproteine

3.1.1 Detektion mittels ELISA

Die Virulenzdaten aus den Mausinfektionsversuchen lieBen vermuten, dass das Fehlen
einzelner Yops mdglicherweise auch einen Einfluss auf die Immunantwort in Méusen besitzt.
Die Untersuchung der humoralen Immunantwort wurde mit den attenuierten Stimmen
AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP und AYopQ* im Vergleich zu einer ASodA Mutante
(WA-C(pYV)AsodA) durchgefiihrt. Der Vergleichstamm ASodA weist eine Kan"-Kassette
innerhalb des sodA-Gens auf und ist dadurch in seinen Virulenzeigenschaften soweit
abgeschwicht, dass die Infektion auf den Diinndarm und die Peyerschen Plaques begrenzt
bleibt. Die ASodA Mutante verfiigt als Positivkontrolle iiber sédmtliche Yop Proteine
(Roggenkamp et al., 1997; Igwe et al., 1999). Die Staimme AYopO, AYopT sowie
WA-CpYV::CM eigneten sich nicht fiir immunologische Untersuchungen, da sie zwischen

Tag fiinf und Tag sieben nach Infektion zum Tod der Méuse fiihrten (s. C.2.1).

Um die humorale Immunantwort der Maus nach Infektion mit yop Deletionsmutanten gegen
Yop-Antigene zu untersuchen und um etwaige Unterschiede in der Fahigkeit der
Antikdrperbildung festzustellen, wurden Gruppen von je 6 C57Bl/6 Méusen mit einer Dosis
von 1x10® CFU oral infiziert (s. B.6.3.1). An den Tagen 12, 21, 35 und 90 nach Infektion
wurde Serum abgenommen (s. B.6.5) und die klassenspezifische Antikorperantwort (IgA, IgG
und IgM) in einem Yop spezifischen ELISA gemessen (s. B.7.3).

Die in Abb. 14 gezeigten Ergebnisse machen deutlich, dass alle untersuchten Stimme zur
Bildung spezifischer Antikorper gegen Yops fithren. Die hochsten IgA und IgM Titer wurden
an Tag 12 und an Tag 21 gemessen, die IgG Titer wiesen die hochsten Werte an Tag 21 und
Tag 35 auf. Nach Tag 21 fielen die Werte der IgA und IgM Antikoérper kontinuierlich ab. Die
IgG Antikdrpertiter sanken bis Tag 90 nur leicht ab. Ein Vergleich der yop Deletionsmutanten
mit ASodA zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Yop-Antikorpertiter. Ein
besonderer Einfluss einzelner Yops auf die Antikdrperantwort in der Maus konnte somit nicht

festgestellt werden. Trotz Begrenzung der Infektion auf den Diinndarm und die Peyerschen
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Plaques (s. B.2.1) losten AYopH, AYopM*, AYopQ* sowie ASodA eine gute humorale

Immunantwort aus.

Antikorperantwort auf Yop Uberstandsproteine

AYopE AYopH
5 5
2 4 IgA 5 4 IgA
=3 WG .3 B G
oy 2 n 2
g igM 2 7 1gM
0 [1]
LS E e B 0 12 21 35 9
AYopM*
5
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o WG B G
g 2 v = v
s gM 2 2 1gM
0
0 12 21 35 9 0 12 21 35 9
ASodA
5 5
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B3 WG s Bl G
& f M & f 7 1M
0 0
0 12 21 35 9% 0 12 21 35 9

Abb. 14: Humorale Immunantwort gegen sezernierte Yops: Dargestellt sind die Ergebnisse der
klassenspezifischen Immunantwort (IgA, IgM und IgG) der infizierten C57Bl/6 Méuse auf Yop Proteine aus
Kulturiiberstand. Die Miuse wurden oral (1x10® CFU) mit AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP, AYopQ* und
dem Vergleichstamm ASodA infiziert. Die Antikdrpertiter sind dargestellt als log;, der letzten Verdiinnungsstufe
der Seren, die einen signifikanten Unterschied von 0,1 OD,ys im Vergleich zur Negativkontrolle (Serum einer

nicht infizierten Maus) ergibt.

3.1.2 Detektion mittels Western Blot

Die Serum Antikorperantwort, ausgelost durch die verschiedenen yop Deletionsmutanten,
wurde auch im Western Blot (s. B.7.1) untersucht, um herauszufinden gegen welche Yop
Proteine sich die humorale Immunantwort der oral infizierten Méuse genau richtete. Die Yop

Uberstandsproteine (s. B.5.3) wurden im SDS-Gel aufgetrennt und elektrophoretisch auf eine
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Nitrocellulosemembran transferiert. Zur Bestimmung der spezifischen IgG Antikorper wurden
die Blots mit Seren (1:100), die am Tag 21 nach Infektion mit AYopE, AYopH, AYopM*,
AYopP, AYopQ* und ASodA genommen wurden, inkubiert. Als zweiter Antikdrper diente ein
HRP gekoppelter anti-IgG Ak (1:10000). Der Western Blot in Abb. 15 zeigt die IgG-
Antikdrperantwort ausgelost durch yop Deletionsmutanten im Vergleich zu ASodA und einem
Serum einer nicht infizierten Maus (Null-Serum). Es konnte gezeigt werden, dass einige der
Yops zur Auslosung einer spezifischen Antikérperantwort fithren. Im Vergleich mit einem
Null-Serum wies das Serum ASodA infizierter Méuse eine starke Immunogenitéit fiir die
Proteine YopO (81,7 kDa), YopD/V-Antigen (33,4 kDa und 37kDa) und YopP (32,5 kDa)
auf. Eine schwache IgG-Antikorperantwort auf die Proteine YopH, YopM und YopE konnte
ebenfalls nachgewiesen werden. Auch die Seren der untersuchten yop Deletionsmutanten
zeigten die Bildung spezifischer IgG-Antikdrper gegen die Proteine YopO, YopD/V-Antigen
und YopP und eine schwichere Antikdrperbildung gegen YopM, YopH und YopE. Die
entsprechende Bande des deletierten Yops fehlte (s. Abb. 15 AYopP).

Null ASodA AYopE AYopH AYopM*AYopPAYopQ*

SIkDa— - s g Smpasne — YOO
64kDa— wyy Al — YopM
49kDa— — YopH
37kDa— - il og® BN ey — 0
8 V-Antigen

i s — 0opP
26kDa— -

‘, — YopE

Abb. 15: Western Blot mit Seren der yop Deletionsmutanten im Vergleich zur ASodA Mutante und einem
Serum einer nicht infizierten Maus (Null-Serum). Die Yop Proteine stammten aus dem Kulturiiberstand einer
WA-314 Bakterienkultur (BHI-Medium, 37 °C, Ca2+—Mangel). Seren wurden 1:100 verdiinnt, der HRP
gekoppelte anti-IgG Ak 1:10000. Eine starke Immunogenitit besitzen die Proteine YopO (81,7 kDa),
YopD/V-Antigen (33,4 kDa und 37 kDa) und YopP (32,5 kDa).
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4. Phagozytose von yop Deletionsmutanten durch dendritische Zellen

Einige der Yop Effektorproteine interagieren mit dem Zytoskelett eukaryontischer Zellen und
vermitteln so Resistenz gegen Phagozytose durch Makrophagen und PMNs (Grosdent et al.,
2002). Mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenz wurde der Einfluss der Yop Effektorproteine
auf die Phagozytose durch dendritische Zellen (DC) untersucht (s. B.7.5.1). 3 h nach Infektion
der DCs mit einer MOI von 10 mit AYopE, AYopH, AYopM*, AYopO, AYopP, AYopQ*,
AYopT oder WA-CpYV::CM wurde die Anzahl extrazelluldrer und phagozytierter Bakterien
ermittelt. Die Phagozytoserate wurde als Anteil der phagozytierten Bakterien an der
Gesamtzahl der mit den dendritischen Zellen assoziierten Bakterien bestimmt (s. Abb. 16).
Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (s. Abb. 17) machen deutlich, dass die
yop Deletionsmutanten AYopE, AYopH, AYopO und AYopT, deren deletierte
Effektorproteine an der Modulation des Zytoskelettes beteiligt sind, eine erhdhte
Phagozytoserate aufweisen. So werden die Mutanten AYopE (44 %), AYopH (46 %), AYopO
(39 %) und AYopT (40 %) signifikant stirker phagozytiert als WA-CpYV::CM (17 %). Der
Prozentsatz phagozytierter Bakterien nach Infektion mit AYopM* (19 %), AYopP (22 %) und
AYopQ* (22 %) war im Vergleich zu WA-CpY V::CM nicht signifikant erhoht.

Phagozytose von AYopH durch dendritische Zellen

Abb. 16: Phagozytose von AYopH durch dendritische Zellen: A: Fluoreszenzmikroskopie: Extrazellulire
Bakterien sind rot (TRITC), intrazelluldre Bakterien griin (FITC) markiert. B: Phasenkontrast
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Phagozytoserate in Prozent
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50% - *
40% 4
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Abb. 17: Phagozytoserate der yop Deletionsmutanten durch dendritische Zellen: Die Phagozytoserate
wurde als Prozentsatz der phagozytierten Bakterien an der Gesamtzahl der mit dendritischen Zellen assoziierten
Bakterien bestimmt. Die yop Deletionsmutanten AYopE, AYopH, AYopO und AYopT wurden signifikant starker
phagozytiert als WA-CpYV::CM. Nach Infektion mit den Mutanten AYopM*, AYopP und AYopQ* konnte kein
Einfluss auf die Phagozytoserate festgestellt werden. Sternchen kennzeichnen einen statistisch signifikanten

Unterschied der yop Deletionsmutanten im Vergleich zu WA-CpYV::CM.

5. Sekretion und Translokation eines heterologcen Antigens

5.1 Sekretion und Translokation von YopE Fusionsproteinen durch yop

Deletionsmutanten

Das TTSS von Y. enterocolitica ist nicht nur in der Lage Yop Effektorproteine zu
translozieren, sondern kann dariiber hinaus auch genutzt werden, um heterologe Antigene in
das Zytosol eukaryontischer Zellen zu translozieren (Sory ef al., 1992). Verschiedene in vitro
Untersuchungen haben dabei das Potential von YopE als Transporter fiir Fremdantigene
beschrieben (Sory et al., 1990, Riissmann et al., 2000).

Zur weiteren Charakterisierung der yop Deletionsmutanten und zur Untersuchung der
humoralen und der zelluldren Immunantwort auf ein heterologes Antigen, wurden die yop

Deletionsmutanten mit zwei unterschiedlichen YopE Fusionsproteinen ausgestattet

(s. Abb. 18).
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p|1R429" LLO 51-363 | M43

PEEN

Abb. 18: Schematische Darstellung der Plasmide pHR429 und pHR430: Das Plasmid pHR429 enthélt nur
die Sekretionsdoméne und kodiert fiir die N-terminalen AS 1-18 von YopE. Das Plasmid pHR430 beinhaltet die
genetische Information fiir die AS 1-138 und verfiigt sowohl iiber die Sekretions- als auch iiber die
Translokationsdoméne von YopE. Beide YopE Fragmente sind fusioniert mit AS 51-363 von Listeriolysin O

(LLOs;.363). Das M45-Epitop am C-terminalen Ende des Fusionsproteins dient der Detektion durch M45 mAk.

5.1.1 In vitro Expression und Sekretion von YopE Fusionsproteinen

Die yop Deletionsmutanten AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP und AYopQ* wurden mit den
Plasmiden pHR429 und pHR430 transformiert. Dartiber hinaus wurde die ASodA Mutante
mit pHR429 und pHR430 und eine ASodAAYopP Doppelmutante mit pHR430 transformiert
(s. B.4.7). ASodAAYopP wurde durch Transformation von pYVAyopP::Cm in einen
plasmidlosen ASodA Stamm erhalten. Expression und Sekretion der Fusionsproteine in den
Kulturiiberstand wurden im Western Blot bestdtigt (s. B.7.1). Dazu wurden die
Transformanten unter Sekretionsbedingungen angeziichtet (s. B.5.3). Die mit TCA gefillten
Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
iibertragen. Detektion der Fusionsproteine YopE; sLLOs;33M45 (pHR429) und
YopE;_133LLOs;363:M45 (pHR430) erfolgte mit einem anti-M45 IgG mAk (1:1000) und einem
anti-IgG HRP gekoppelten Zweitantikdrper (1:5000). Die Sekretion des jeweiligen
Fusionsproteins in den Kulturiiberstand konnte sowohl fiir pHR429 als auch fiir pHR430 mit

allen Transformanten nachgewiesen werden (s. Abb. 19 und Abb. 20).
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AYopE  AYopH AYopM* AYopP AYopQ* ASodA  WA-C
pHR429 pHR429 pHR429 pHR429 pHR429 pHR429 pYV::CM

, — YopE1-1sLLOs1-363
30kDa— ——— G — g — — 43

Abb. 19: Sekretion des Fusionsproteins YopE; ;sL.1.Os;.36:M45 in den Kulturiiberstand: Sekretion erfolgte
mit den Mutanten AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP, AYopQ* und ASodA nach Transformation mit pHR429.
Der Western Blot zur Detektion des YopE Fusionsproteins wurde mit einem anti-M45 mAk und einem HRP
gekoppelten anti-IgG Zweitantikdrper durchgefiihrt. Die Molekularmasse des Fusionsprotein YopE; ;sLLOs;.
363M45 betrdgt 30 kDa. Als Negativkontrolle diente WA-CpY V::CM ohne Plasmid pHR429.

AYopE AYopH AYopM* AYopP AYopQ* ASodA ASodAAYopP WA-C
pHR430pHR430 pHR430 pHR430pHR430pHR430 pHR430 pYC:CM

43kDa — o gl T D GRS < S—— — \DAG&E].LNLLOH.W

Abb. 20: Sekretion des Fusionsproteins YopE;  33L.LLOs;3;M45 in den Kulturiiberstand: Nach
Transformation des Plasmides pHR430 in AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP, AYopQ*, ASodA sowie
ASodAAYopP sekretierten alle Stimme das 43 kDa grofe YopE, 33LLOs;33M45 Fusionsprotein. WA-
CpYV::CM ohne Plasmid pHR430 diente als Negativkontrolle.

5.1.2 Nachweis der Translokation des YopE Fusionsproteins mittels Imnmunfluoreszenz

Die Translokation der YopE Fusionsproteine in das Zytosol von P388D1 Makrophagen wurde
mit Hilfe der Immunfluoreszenz anhand der AYopP Mutante untersucht. In Zellkultur wurden
P388D1 Makrophagen mit den Stimmen AYopPpHR429 und AYopPpHR430 mit einer MOI
von 10 infiziert und iiber 5 h bei 37 °C unter Ca’"-Mangel (HBSS-Medium) inkubiert
(s. B.8.3.1). Nach Fixierung der Makrophagen mit 3,7 % Formaldehyd/PBS wurden
extrazelluldre Bakterien mit einem anti-YadA pAk und dem Fluoreszenzfarbstoff TRITC
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(rotes Signal) markiert. Die Detektion von translozierten Yop Fusionsproteinen erfolgte nach
Permeabilisierung der Makrophagen (0,1 % Triton X-100) mit einem anti-M45 mAk und dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC (griines Signal) (s. B.7.5.1). Die Aufnahmen mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop machen deutlich, dass nur YopE; 133LLOs;.363:M45 (pHR430) in das Zytosol von
P388D1 Makrophagen transloziert wird. Auch nach Infektion mit verschiedenen MOI (1, 10
oder 100) und nach ldngerer Inkubationszeit (2, 5 oder 7 h) konnte keine Translokation von

YopE;.1sLLOs.363M45 durch AYopPpHR429 beobachtet werden.

Translokation von YopE1-13sLLOs1-363M45

A B = o~ e
NN
. ~ _f ’
AYopPpHR429
C D

AYopPpHR430

Abb. 21: Tanslokation des YopE Fusionsproteins in P388D1 Makrophagen: Die Translokation der
Fusionsproteine YopE,_;sLLOs;3:M45 und YopE,.133L.LOs;3¢:M45 in P388D1 Makrophagen wurde anhand der
AYopP Mutante untersucht. A und C: Extrazellulire Bakterien wurden mit einem anti-YadA mAk und einem
anti-IgG Antikorper TRITC (rotes Signal) detektiert. C: Das translozierte Fusionsprotein in den Makrophagen
wurde mit einem anti-M45 mAk und einem anti-IgG Antikérper FITC (griines Signal) sichtbar gemacht.
B und D: Phasenkontrast von A und C. Die Aufnahmen wurden mit einer 100-fachen Vergroferung

aufgenommen.
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5.1.3 Nachweis der Translokation mittels Western Blot

Zur Bestdtigung der Ergebnisse aus den Immunfluoreszenzuntersuchungen (s. C.5.2) und zum
Vergleich der translozierten Proteinmengen wurden P388D1 Makrophagen mit einer MOI
von 10 mit den Stimmen AYopEpHR430, AYopPpHR430 und WA-CpYV::CMpHR430
infiziert (s. B.8.3.2). Der Stamm WA-CpYV::CMpHR430 wurde durch Transformation (s.
B.4.7) des Plasmides pHR430 in WA-CpYV::CM generiert. Fiinf Stunden nach Infektion
wurden nicht adhidrente Bakterien aus der Zellkultur entfernt und extrazelluldre Yop Proteine
durch Proteinase K Einwirkung degradiert. Nach Lyse der Makrophagen (0,1 % Triton X-
100) wurden die Proteine des Zelllysats aus dem von Makrophagen befreiten
Zellkulturiiberstand gefallt (s. B.8.3.2). Zum Nachweis des Fusionsproteins YopE.;3sL.LOs;.
363M45 wurde die gesamte Menge der gefillten Proteine verwendet und im Western Blot (s.
B.7.1) mit einem anti-M45 mAk und einem AP gekoppelten Zweitantikdrper detektiert.

Sowohl fiir die yop Deletionsmutanten AYopEpHR430 und AYopPpHR430 als auch fiir den
Vergleichstamm WA-CpYV::CMpHR430 konnte die Translokation des Fusionsproteins
YopE;.133LLOs; 363M45 in das Zytosol von P388D1 Makrophagen nachgewiesen werden.
Wie aus Abb. 22 ersichtlich, wurden dabei fiir alle drei Stimme vergleichbare Proteinmengen
des translozierten Fusionsproteins ermittelt. Zusammen mit den Ergebnissen aus den Immun-
fluoreszenzuntersuchungen (s. C.5.1.2) bestitigt dieses Ergebnis das Potential des Typ-III-

Sekretionssystems von Y. enterocolitica , Fremdproteine in das Zytosol von APCs zu bringen.

AYopE AYopP WA-CpYV::CM
pHR430 pHR430 pHR430

43 KDA— ocmm - YopE1-13sLLOs1-363
M45

Abb. 22: Translokation von YopE; ;331.LLLOs;3,3M45 mit den Stimmen AYopEpHR430, AYopPpHR430
und WA-CpYV::CMpHR430: Zelllysate von infizierten P388D1 Makrophagen wurden im Immunoblot mit
einem anti-M45 und einem HRP gekoppelten Ak auf transloziertes YopE;.;33LLOs;.353M45 Fusionsprotein
untersucht. AYopE, AYopP sowie WA-CpYV::CM translozieren vergleichbare Proteinmengen des YopE
Fusionsproteins ins Zytosol von P388D1 Makrophagen.
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6. Immunantwort auf YopE Fusionsproteine im Mausinfektionsmodell

6.1 Immunologische Untersuchungen in CB6F1 Miusen

Das Protein Listeriolysin O verfiigt als Modellantigen iiber mehrere CD4 und CDS
T-Zellepitope. Dabei ist das CD8 T-Zellepitop LLOg;.99 dominant in BALB/c (H—2d) Maiusen
und das CD4 T-Zellepitop LLO;9p-20;1 dominat in C57BL/6 (H-2b) Maiusen. Um sowohl die
CD4 als auch die CD8 T-Zellantwort in demselben Mausstamm untersuchen zu koénnen,
wurden die immunologischen Versuche mit CB6F1 Mausen durchgefiihrt. CB6F1 (H-2b xdy
Maiuse sind eine Kreuzung aus BALB/c und C57BL/6 Mausen. Ihre Immunantwort gegen das
LLO Protein flihrt zur Bildung von CD8 T-Zellen gegen Epitop LLOy; 99 und CD4 T-Zellen
gegen Epitop LLOjg9.201 (Geginat et al., 2001).

6.1.1 Stabilitiit der Plasmide pHR429 und pHR430 in Y. enterocolitica

Ein wichtige Voraussetzung fiir die Untersuchungen der Immunantwort im
Mausinfektionsmodell ist die stabile Expression der YopE Fusionsproteine durch die
Plasmide pHR429 und pHR430 in vivo. Die Plasmide pHR429 und pHR430 verfiigen iiber
eine Cm"-Kassette und ermoglichten in vitro eine Selektion unter Chloramphenicol. Zur
Untersuchung der Stabilitdt der Plasmide in Y. enterocolitica wurden CB6F1 Méuse oral mit
1x10° CFU der Stimme AYopEpHR429, AYopEpHR430, AYopPpHR429 und
AYopPpHR430 infiziert (s. B.6.3.1) und die Bakterien an Tag 7 nach Infektion aus der Milz
auf CIN-Agar reisoliert. Nach Transfer der Kolonien auf Cm®-Agar wurde der Prozentsatz
Cm resistenter Bakterien ermittelt. Auch sieben Tage nach Infektion wiesen von den
reisolierten Bakterien 91 % das Plasmid pHR429 und 96 % das Plasmid pHR430 auf. Die
Sekretion der entsprechenden Proteine in den Kulturiiberstand wurde im Western Blot
nachgewiesen. Eine stabile Expression der Fusionsproteine iiber diesen Zeitraum wurde also

ermdglicht.
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6.1.2 Vergleich der Virulenz von yop Deletionsmutanten in C57BL/6 und CB6F1

Mausen

Es wurde untersucht, ob die Infektion mit Y. enterocolitica einen dhnlichen Verlauf in CB6F1
Maiusen nimmt und die Virulenzdaten aus den Versuchen mit C57BL/6 Maiusen auf die
CB6F1 Maus iibertragbar sind. Dazu wurden Gruppen von je sechs CB6F1 Méusen oral mit
1x10* CFU der Stimme WA-CpYV::CM, AYopE und AYopP infiziert (s. B.6.3.1) und die
Keimzahlen in Lumen des Diinndarms, in den Peyerschen Plaques, in der Milz und in der
Leber an den Tagen fiinf und sieben bestimmt (s. B.6.4). Die Infekion mit allen drei Stimmen
filhrte zu einer systemischen Infektion mit der Besiedelung von Leber und Milz. Dabei
wurden fiir WA-CpYV::CM an beiden Zeitpunkten die hochsten Keimzahlen ermittelt. Die
Infektion mit den Stdmmen AYopE oder AYopP fiihrte zu einer Reduktion der Keimzahlen
(1-2 logjo Stufen) in allen Organen im Vergleich zu WA-CpYV::CM. Die Virulenzdaten in
CB6F1 Miusen wiesen fiir WA-CpY V::CM sowie fiir die yop Deletionsmutanten AYopE und
AYopP nach oraler Infektion dhnlich hohe Keimzahlen wie in C57BL/6 Méusen auf (Daten
nicht gezeigt).

6.2 Humorale und zelluliire Inmunantwort auf YopE Fusionsproteine in vivo

Die Untersuchungen der humoralen und der zelluliren Immunantwort auf ein heterologes
Antigen in vivo wurden mit den transformierten yop Deletionsmutanten (pHR429 und
pHR430) im Vergleich zum Wildtyp L. monocytogenes svl/2a EGD (s. Tab. 4) durchgefiihrt.
Die zelluldre Immunantwort mit der Bildung von spezifischen T-Zellen gegen das heterologe
Antigen wurde 6-8 Wochen nach oraler Infektion im ELISPOT-Test (s. B.7.4) untersucht.
Dabei wurde die Menge der LLOj99.201 spezifischen CD4 und der LLOy;_99 spezifischen CD8
T-Zellen als Summe der gebildeten IFN-y Spots nach Induktion von 1x10° Splenozyten mit
dem korrespondierenden Peptid bestimmt. Die Versuche wurden mit AYopE, AYopH,
AYopM*, AYopP und AYopQ* Mutanten sowohl fiir das sekretierte (pHR429) als auch fiir
das translozierte (pHR430) Fusionsprotein durchgefiihrt.
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6.2.1 CD4 und CD8 T-Zellantwort auf das sekretierte Fusionsprotein YopE; 1sLLOs;.

Es wurden Gruppen von zehn CB6F1 Miusen oral mit 1x10° CFU der Mutanten
AYopEpHR429, AYopHpHR429, AYopM*pHR429, AYopPpHR429 und AYopQ*pHR429
infiziert (s. B.6.3.1). Als Positivkontrolle wurde mit einer subletalen Dosis von 5x10° CFU
L. monocytogenes svl/2a EGD i.p. immunisiert (s. B.6.3.3). 6-8 Wochen nach Infektion
wurde die Milz entnommen und die T- Zellantwort nach Inkubation von 1x10° Splenozyten
mit den Peptiden LLOg;.99 oder LLO;9¢-201 (10'4M) mittels ELISPOT-Test bestimmt. Wie in
Abb. 23 ersichtlich fiihrt die Immunisierung von Mausen mit einer subletalen Dosis L.
monocytogenes zu einer charakteristischen CD4 und CDS8 T-Zellantwort auf das LLO Peptid.
Auch Sekretion des Fusionsproteins YopE;.;sLLOs;.363:M45 durch AYopP induziert eine
LLOjgp201 spezifische CD4 T-Zellantwort. Mit den Mutanten AYopEpHR429,
AYopHpHR429, AYopM*pHR429 und AYopQ*pHR429 wurde keine LLO199.201 spezifische
CD4 T-Zellantwort gemessen. LLOg;.99 spezifische CD8 T-Zellen konnten fiir keine der yop

Deletionsmutanten nachgewiesen werden.

CD4 und CDS8 T-Zellantwort
350 4
300 4
250 1
200 1 O cp4
150 1 Il CD8
100 1
50 4

[FN-y-bildende Zellen

AYopE AYopH AYopM* AYopP AYopQ* List.
pHR429 pHR429 pHR429 pHR429 pHR429

Abb 23: CD4 und CD8 T-Zellantwort auf sekretiertes YopE Fusionsprotein: Anzahl der CD4 und CDS8
spezifischen T-Zellen in 1x10° Splenozyten nach oraler Infektion mit 1x10* CFU der Stimme AYopEpHR429,
AYopHpHR429, AYopM*pHR429, AYopPpHR429 und AYopQ*pHR429 im Vergleich mit L. monocytogenes
svl/2a EGD. Dargestellt ist die im ELISPOT-Test (s. B.7.4) ermittelte Anzahl IFN-y-bildender Zellen/10’
Splenozyten (Detektionsgrenze < 5 IFN-y bildende Zellen/10° Splenozyten).
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6.2.2 CD4 und CDS8 T-Zellantwort auf das translozierte Fusionsprotein YopE;.13sL.LOs;-

Die Bestimmung der CD4 und CD8 T-Zellantwort auf das translozierte Fusionsprotein
YopE;.133LLOs;363:M45 erfolgte nach oraler Infektion mit den Stimmen AYopEpHR430,
AYopHpHR430, AYopMpHR430, AYopPpHR430 und AYopQpHR430 wie unter C.7.1
beschrieben. Translokation des Fusionsproteins durch AYopP fiihrte nach Induktion der
Splenozyten mit den Peptiden LLOg;99 und LLOj9920; zur Stimulation IFN-y-bildender
T-Zellen (s. Abb. 24). Dabei wurden dhnlich hohe Zahlen CD4 und CDS spezifische T-Zellen
nach Infektion mit AYopPpHR430 und fiir die Immunisierung mit L. monocytogenes
ermittelt. Die Infektion mit den Stdmmen AYopEpHR430, AYopHpHR430 oder
AYopM*pHR430 hingegen flihrt nur zu einer schwachen CD4 T-Zellantwort. Die CD8
spezifische T-Zellantwort mit diesen Stdmmen lag unterhalb der Detektionsgrenze des
ELISPOT-Tests (< 5 IFN-y bildende Zellen/10° Splenozyten). Der Stamm AYopQ*pHR430
zeigte eine CD4 T-Zellantwort und verfiigt dariiber hinaus iiber eine schwache aber messbare

CDS8 T-Zellantwort.

350 + CD4 und CD8 T-Zellantwort

300 4
250 +
200 4

O cp4
150 9 . CDS§
100 4
a o
j I . r r r .

AYopE AYopH AYopM* AYopP AYopQ* List.
pHR430 pHR430 pHR430 pHR430 pHR430

[FN-y-bildende

Abb. 24: CD4 und CD8 T-Zellantwort auf transloziertes YopE Fusionsprotein: Anzahl der CD4 und CD8
spezifischen T-Zellen in 1x10° Splenozyten nach oraler Infektion mit 1x10® CFU der Stimme AYopEpHR430,
AYopHpHR430, AYopM*pHR430, AYopPpHR430, AYopQ*pHR430 und L. monocytogenes svl/2a EGD.
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6.2.3 CD4 und CD8 T-Zellantwort mit ASodApHR430 und ASodAAYopPpHR430 im
Vergleich

Die reduzierte T-Zellantwort nach Infektion mit YopP exprimierenden Stimmen war
moglicherweise durch die unterschiedliche Kolonisierung in der Maus bedingt (s. C.2.1). Um
einen Einfluss von YopP auf die Immunantwort zu bestitigen, wurde die CD4 und CD8
T-Zellantwort auf das LLO Antigen mit der ASodA Mutante im Vergleich zu einer
ASodAAYopP Doppelmutante untersucht. Die Infektion mit beiden Stimmen blieb auf den
Diinndarm und die Peyerschen Plaques begrenzt (orale Infektion mit 1x10° CFU Tag 7:
ASodA: Diinndarm 4,21 + 0,43 und PP 3,79 + 0,51 log;o CFU; ASodAAYopP: Diinndarm
3,91 £ 0,36 und PP 3,54 £ 0,39 log;o CFU (s. B.6.3.1)). Die ASodA Mutante als bakterieller
Hintergrund fiir das intakte und das yopP deletierte pYV-Plasmid ermoglichte somit die
Untersuchung der T-Zellantwort mit zwei dhnlich virulenten Stdmmen.

Nach Transformation mit dem Plasmid pHR430 wurde die LLOjg9201 und LLOgj.99
spezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort der beiden Stamme im ELISPOT-Test (s. B.7.4)
miteinander verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass nur die Doppelmutante ASodAAY opP
eine CD4 und CD8 T-Zellantwort auslost, wohingegen die Anzahl der LLO90.20; und LLOg;.
99 spezifischen IFN-y-bildenden T-Zellen nach Infektion mit der ASodA Mutante unterhalb
des Detektionslimits blieb (s. Abb. 25). Die Ergebnisse zeigen einen Einfluss des
Effektorproteins YopP auf die Hemmung der T-Zellantwort in vivo. Dabei ist der Effekt von
YopP nicht allein auf eine unterschiedliche Kolonisierung in der Maus zuriickzufiihren. Im
Vergleich zu AYopP fiihrte die ASodAAYopP Doppelmutante jedoch zu einer geringeren
Anzahl IFN-y-bildender T-Zellen.

Abb. 25: CD4 und CD8 T-Zellantwort auf

CD4 und CD8 T-Zellantwort YopE13LLOs;3M45 mit ASodApHR430 und
g 80 ASodAAYopPpHR430 im Vergleich: Die
= 70 4
N 601 Infektion mit 1x10° CFU fithrte nur mit der
3 50 4 .
g 4:: E cp4 ASodAAYopPpHR430 Mutante zur Bildung
= 304 [ W cps
= o Peptid spezifischer CD4 und CD8 T-Zellen.
> X
B0 I—LI T ASodApHR430 erzeugte keine signifikante
ASodA ASodAAYopP LLOgio9 und LLOjg20  spezifische T-
pHR430 pHR430

Zellantwort.
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6.3 Humorale Immunantwort auf rekombinantes Listeriolysin O

Zur Untersuchung der Antikorperantwort auf das heterologe Antigen YopE,.133LLOs; 363M45
wurden Gruppen von 15 CB6F1 Mausen mit den Staimmen AYopEpHR430, AYopHpHR430,
AYopM*pHR430, AYopPpHR430, AYopQ*pHR430 und den Stimmen ASodApHR430 und
ASodAAYopPpHR430 in einer Konzentration von 1x10® CFU oral infiziert (s. B.6.3.1). Als
Vergleich wurde eine Gruppe von Maédusen mit L. monocytogenes svl/2a EGD in der
Konzentration von 5x10° CFU i.p. infiziert (s. B.6.3.3). Die Seren wurden am Tag 21 nach
Infektion entnommen (s. B.6.5) und die IgG Antikorperantwort auf rekombinantes LLO
(100pg/ml) im ELISA untersucht (s.B.7.3). Die Intensitdt der Antikdrperantwort war bei den
verschiedenen yop Deletionsmutanten sehr unterschiedlich (s. Abb. 26).

Die Positivkontrolle, L. monocytogenes svl/2a EGD 1i.p. infiziert, zeigte eine deutliche
Immunantwort auf rekombinantes LLO (logjoTiter 2,3 + 0,82). Eine etwas schwichere
AntikOrperantwort wurde fiir die Mutanten AYopHpHR430 (logjoTiter 1,4 + 0,91),
AYopM*pHR430 (logjeTiter 1,25 = 0,97), AYopQ*pHR430 (logjoTiter 1,5 £ 1,02) und
ASodAAYopPpHR430 (logjoTiter 1,72 £ 1,05) gemessen. Die Infektion mit den Stammen
AYopEpHR430 und ASodApHR430 fiihrte hingegen zu einer sehr schwachen
Antikorperantwort (AYopEpHR430 logoTiter 0,61 £ 0,63; ASodApHR430 log)(Titer 0,79 +.
0,58). Die hochsten LLO spezifischen IgG-Titer im Serum der Mause wurden nach Infektion
mit AYopPpHR430 gemessen (logjoTiter 2,82 + 0,95). Die Ergebnisse der IgG
Antikorperantwort auf das rekombinante LLO Protein korrelieren demnach mit den
Ergebnissen aus den Untersuchungen der CD4 T-Zellantwort. Die Stimme mit einer guten
CD4 T-Zellantwort im ELISPOT l16sten auch eine gute humorale Immunantwort auf das

rekombinante LLO Protein aus.
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Antikérperantwort auf rekombinantes LLO

3. |
1 Il

AYopE AYopH AYopM* AYopP AYopQ* ASodA ASodA L. mon.
AYopP

logio Titer
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Abb. 26: IgG Antikérperantwort auf rekombinantes LLO: Die Untersuchung der Antikérperantwort auf
rekombinantes LLO wurde 21 Tage nach Infektion mit den Stimmen AYopEpHR430, AYopHpHR430,

AYopM*pHR430, AYopPpHR430, AYopQ*pHR430, ASodApHR430 und ASodAAYopPpHR430 im Vergleich
zu L.monocytogenes sv1/2a EGD durchgefiihrt. Die Antikorperantwort ist dargestellt als log;o Titer der hochsten
Verdiinnung, die einen Unterschied von 0.1 der ODy4ys im Vergleich zu einem negativen Kontrollserum (nicht

infizierte Maus) ergab.

7. In vitro Antigenpriasentation von L.L1.Ovi-9 in dendritischen Zellen

Die Ergebnisse des ELISPOT-Tests (s. C.5.3.2) zeigten fiir AYopPpHR430 die Induktion
einer signifikanten CD4 und CD8 T-Zellantwort gegen das translozierte Antigen. Um eine
mogliche Hemmung der T-Zell Aktivierung durch das Effektorprotein YopP auch in vitro
nachzuweisen, wurde die Antigenprésentation flir das CD8 T-Zell Epitop LLOg;.99 in APCs
untersucht.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe G. Geginat (Universitidt Heidelberg) wurde ein in vitro
Antigenprédsentationsassay (s. B.8.4) durchgefiihrt, bei dem aus dem Knochenmark von
Balb/c Miusen gewonnene dendritische Zellen als APCs genutzt und mit den Stidmmen
AYopP, AYopPpHR430, WA-CpYV::CM und WA-CpYV::CMpHR430 infiziert wurden.
Nach mehrmaligem Waschen wurden mit DCs assoziierte Bakterien mit 100 pg/ml
Gentamicin abgetdtet. LLOg; 99 spezifische CD8 T-Zellen wurden aus L. monocytogenes
infizierten Balb/c Méusen gewonnen und mit den infizierten DCs iiber Nacht (12-18 h)
inkubiert. Die Féhigkeit dendritischer Zellen, das Epitop LLOg;99 den fiir dieses Peptid
spezifischen CD8 T-Zellen zu prisentieren, wurde im ELISA durch Messen des in den

Zellkulturiiberstand sekretierten IFN-y bestimmt. Die Messung wurde an verschiedenen
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Zeitpunkten (1 h, 2 h und 4 h nach Infektion) und mit unterschiedlichen MOI ( MOI von 1, 10
und 100) durchgefiihrt.

An allen drei Zeitpunkten fiihrte die Infektion der APC mit dem Stamm AYopPpHR430 zu
einer wesentlich stidrkeren Stimulation der LLO spezifischen T-Lymphozyten als mit dem
Vergleichstamm WA-CpYV::CMpHR430 (s. Abb. 27). Dabei wurden die hochsten IFN-y
Werte bzw. stirkste Stimulation fiir beide Stdimme nach 1 h mit einer MOI von 10 gemessen.
Eine MOI von 100 (toxische Effekte der Yop Proteine) ebenso wie eine MOI von 1
(unvollstindige Translokation) fiihrten zu einer schwicheren Antigenprisentation und
wesentlich geringeren [FN-y Werten. Die Infektion mit AYopP oder WA-CpYV::CM fiihrte
erwartungsgeméal nicht zu einer LLOy; .99 spezifischen T-Zellantwort.

Die signifikant starkere Sekretion von IFN-y nach Infektion mit AYopPpHR430 verdeutlicht
den Einfluss von YopP auf die Antigenpréisentation in vitro und korreliert mit den in vivo

Ergebnissen der ELISPOT Versuche.

Antigenprﬁsentation YOpEl-uxL LOs136M45
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Abb. 27: Einfluss von YopP auf die Antigenprisentation in dendritischen Zellen: DCs wurden mit den
Stammen AYopP, AYopPpHR430, WA-CpYV::CM und WA-CpY V::CMpHR430 mit einer MOI von 1, 10 und
100 tber 1, 2 oder 4 h infiziert. Die Prasentation des MHC Klasse-I spezifischen Epitops LLOg, g9 Wurde in vitro
im Antigenprisentationsassay mit Epitop spezifischen CD8 T-Zellen untersucht. Als Mal fiir die Aktivierung

der T-Zellen wurde die in den Zellkulturiiberstand sekretierte Menge an IFN-y gemessen.
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8. Bestimmung der Apoptose mittels Fluoreszenz-Mikroskopie

Da der Effektor YopP bekanntlich an der Induktion von Apoptose in Makrophagen beteiligt
ist (Ruckdeschel et al., 1997), wurde vermutet, dass die Hemmung der Antigenprisentation
auf Induktion von Apoptose in DCs zuriickzufiihren war. Der Einfluss von YopP auf die
Apoptose von DCs wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Fiinf Tage alte
DCs wurden mit einer MOI von 10 mit den Stimmen AYopP und WA-CpYV::CM infiziert
(s. B.7.5). Die Bakterien wurden 2 h nach Inkubation bei 37 °C durch Zugabe von 100 pg/ml
Gentamicin abgetotet. Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde 3 h und 5 h nach Infektion
durch Féarbung mit Annexin V Fluorescein-Konjugat und Propidium Jodid im Fluoreszenz-
Mikroskop ausgezihlt. Als Negativkontrolle wurde der Versuch mit nicht infizierten DCs
durchgefiihrt. WA-CpYV::CM induzierte schon nach kurzer Zeit Apoptose von dendritischen
Zellen. So sind 3 h nach Infektion 48 % + 2 % und 5 h nach Infektion 90 % £ 5 % der mit
WA-CpYV::CM infizierten Zellen apoptotisch (s. Abb. 28). Im Gegensatz dazu wiesen mit
der AYopP Mutante infizierte Zellen eine deutlich geringere Anzahl apoptotischer Zellen auf
B h=125% £ 25 %; 5 h=14 % £ 3 %). Der Prozentsatz apoptotischer Zellen ohne
Infektion lag bei 8 % + 2 % nach 3 h und 9 % + 3 % nach 5 h. Die Deletion von yopP fiihrte
zu einer deutlichen Reduktion von apoptotischen Zellen im Vergleich zu WA-CpYV::CM.

Apoptose in Prozent
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Abb. 28: YopP induziert Apoptose von dendritischen Zellen: Nach Infektion von DCs mit AYopP und
WA-CpYV::CM fiir 2 h mit einer MOI von 10 wurden extrazelluldre Bakterien durch Zugabe von 100 pg/ml
Gentamicin abgetotet. DCs wurden 3 h und 5 h nach Infektion mit einem Annexin V Fluorescein-Konjugat und
Propidium Jodid angeférbt und die Anzahl apoptotischer Zellen im Fluoreszenz-Mikroskop durch Auszdhlen von
jeweils 100 Zellen bestimmt. Sternchen markieren eine statistisch signifikante Erhohung des Prozentsatzes

apoptotischer Zellen.
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9. Untersuchung des Schutzes gegen eine L. monocytogenes Infektion

Orale Immunisierung mit YopE;.133L.LL.Os;.363M45 und Schutzversuch

Die Fihigkeit des Fusionsproteins YopE; 133.LOs;.363M45, Schutz gegen eine Infektion mit
L. monocytogenes zu erzeugen, wurde mit den Stimmen ASodA (besitzt alle Yop
Effekorproteine), AYopE (éhnliche Kolonisierung wie AYopP) und AYopP untersucht (s.
B.6.6). Acht Wochen nach oraler Infektion (s. B.6.3.1) mit 1x10® CFU der Impfstimme
AYopEpHR430, AYopPpHR430, ASodApHR430 bzw. den Negativkontrollen AYopE und
AYopP wurden die Mause mit 5x10* CFU L. monocytogenes sv1/2a EGD i.v. belastet. 3 Tage
nach Infektion wurde die Milz entnommen und die CFU der reisolierten Bakterien auf
PALCAM Listerien Agar bestimmt. Als Positivkontrolle wurde mit einer en Dosis (4x10’
CFU) von L. monocytogenes svl/2a EGD ip. immunisiert (s. B.6.3.3). Die i.p.
Immunisierung mit L. monocytogenes svl/2a EGD vermittelte einen nahezu vollstindigen
Schutz der Méuse gegen eine Listeria Infektion. Nach Infektion mit den Impfstimmen
AYopEpHR430 und ASodApHR430, beide translozieren das Fusionsprotein YopE;.;3sLLOs;.
363M45, sowie mit den Stammen AYopE und AYopP wurden sehr hohe Keimzahlen aus der
Milz reisoliert (10°-10° CFU/Milz). Nach einmaliger oraler Immunisierung mit dem
Impfstamm AYopPpHR430 konnte eine signifikante Reduktion der Keimzahlen um 2-3 log;o
Stufen in der Milz (10° CFU/Milz) festgestellt werden (s. Abb. 29). Die Immunisierung mit
dem Impfstamm AYopPpHR430 fiihrte zu einem partiellen Schutz gegen eine Listeria
Infektion.

79



C. Ergebnisse

Orale Immunisierung
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Abb. 29: Immunisierung mit YopE;.133LLOs;.36:M45: Untersuchung des protektiven Potentials von YopE,.
13sLLOs1 363M45 gegen eine Listeria Wildtyp Infektion mit den Stimmen AYopEpHR430, AYopPpHR430 und
ASodApHR430. Sternchen kennzeichnen eine statistisch signifikante Reduktion der Keimzahlen in der Milz. Die
Immunisierung mit 4x10° CFU L. monocytogenes sv1/2a EGD i.p. vermittelte nahezu vollstindigen Schutz
gegen eine Listeria Wildtyp Infektion. Orale Immunisierung mit 1x10°® CFU des Stammes AYopPpHR430
fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Keimzahlen in der Milz (10° CFU fiir AYopPpHR430 versus 10>
CFU fiir AYopEpHR430 und ASodApHR430).
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Der Einsatz von Bakterien als orale Lebendimpfstoffe ist einer der vielversprechenden
Ansitze bei der Entwicklung neuer Impfstoffe. Fiir viele verschiedene Erreger konnte gezeigt
werden, dass sie sich als Vektoren fiir die Présentation fremder Antigene eignen und eine gute
Immunantwort hervorrufen (Medina und Guzman, 2001). Ein weit verbreiteter Mechanismus
fiir die Prasentation von Antigenen sind dabei die Typ-III-Sekretionssysteme von Salmonella
und Yersinia. So konnten mit diversen attenuierten Salmonella typhimurium Mutanten
erfolgreich Impfungen gegen bakterielle und virale Erreger durchgefiihrt werden. Auch
Yersinia scheint auf Grund der extrazelluliren Lebensweise im Wirtsorganismus, der
Besiedelung lymphatischer Organe und einer guten humoralen und zelluldiren Immunantwort
fiir die Entwicklung neuer Impfstoffe geeignet zu sein. Eine Reihe von Untersuchungen
konnte zeigen, dass Yop Effektorproteine und V-Antigen an der Modulation von
eukaryontischen Zellstrukturen beteiligt sind und dadurch Einfluss auf die Immunantwort im
Wirtsorganismus nehmen (Cornelis et al., 2002). Die Inaktivierung der entsprechenden yop
Gene sollte daher zu einer Abschwichung der Virulenz fiihren und eine Modifikation von
immunmodulatorischen Effekten durch Yersinia hervorrufen. Dies bietet einen mdglichen

Ansatz fiir die Entwicklung eines oralen Lebendimpfstoffes auf Basis von Y. enterocolitica.

1. Einfluss der Yop Effektorproteine auf Virulenz und Immunantwort

im Mausinfektionsmodell

1.1 Konstruktion genetisch stabiler yop Deletionsmutanten

Zur Untersuchung der Virulenzeigenschaften und der immunmodulatorischen Aktivitdt der
Yop Proteine wurden sieben verschiedene Yop Deletionsmutanten von Y. enterocolitica O:8
(Biovar 1B) hergestellt (s. C. Ergebnisse 1.2). Neben den Genen der sechs Effektorproteine
YopE, YopH, YopM, YopO, YopP und YopT wurde auch das Gen fiir YopQ, das an der
Translokation der Yop Effektorproteine beteiligt ist, mit Hilfe der ET-Klonierung deletiert.
Die neue Methode der ET-Klonierung, urspriinglich fiir E. coli entwickelt, ermdglichte es
erstmals, die Mutagenese direkt in Yersinia durchzufiihren. Dabei wurde durch homologe
Rekombination eines PCR-Fragmentes mit dem entsprechenden Genabschnitt auf dem
pYV-Plasmid das jeweilige yop durch eine Kan®-Kassette ersetzt. Ein Einfluss auf die

Transkription nachfolgender Gene (polare Effekte) wurde vermieden durch Insertion einer
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Kan®-Kassette ohne Terminatorstruktur. Unerwiinschte Rekombinationen oder mdgliche
Defekte im Chromosom konnten ausgeschlossen werden, da die pY V-Plasmide nach erfolgter
Mutagenese in einen plasmidlosen WA-C Stamm transformiert wurden. Dariiber hinaus
wurde durch Restriktionsverdau und anschlieBender Kontrolle der Bandenmuster im
Agarosegel sichergestellt, dass auch innerhalb der pYV-Plasmide keine zusitzlichen
Rekombinationen aufgetreten waren (s. C.1.4).

Yops werden in BHI-Medium bei 37 °C unter Ca’"-Mangel in den Uberstand der
Bakterienkultur sekretiert und ermoglichten so die Kontrolle der Mutation sowie der
korrekten Expression aller anderen, nicht mutierten Yops im Coomassie gefiarbten SDS-Gel
(Heesemann et al., 1984). Fiir alle Mutanten konnte gezeigt werden, dass mit Ausnahme des
deletierten Proteins sdmtliche Yops in unverdnderter Menge sekretiert werden (s. C.1.4). Des
weiteren wurde die exakte Mutation der entsprechenden yop Gene mittels PCR und Western
Blot bestitigt. Die Komplementierung der am stirksten attenuierten Mutante AY opH mit dem
Plasmid pYopHSycH fiihrte zur Sekretion von YopH in den Bakterieniiberstand. AYopH
pYopHSycH verfiigte im Mausinfektionsmodell iiber eine vergleichbare Virulenz wie

WA-CpYV::CM (s. C.2.4).

1.2 Virulenzstudien im oralen und i.v. Mausinfektionsmodell

Yop Effektorproteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Besiedelung und dem
Uberleben von Yersinia im Wirtsorganismus. Verschiedene Untersuchungen wurden bereits
gemacht, um herauszufinden, welchen Einfluss Yops auf die Virulenz im
Mausinfektionsmodell besitzen. Dabei wurden die Studien meist mit Y. pseudotuberculosis
oder Y. enterocolitica O:9 Mutanten durchgefiihrt, die sich in einigen Virulenzfaktoren und
dem klinischen Bild deutlich von Y. enterocolitica O:8 unterscheiden. Y. enterocolitica
verfiigt iiber das zusdtzliche Effektorprotein YopT (Iriarte und Cornelis, 1998) und zeigt
signifikante Unterschiede in einer Reihe weiterer Virulenzfaktoren. So ist die Invasin
vermittelte Aufnahme in Zellkultur bei Y. pseudotuberculosis wesentlich effizienter als bei
Y. enterocolitica (Dersch und Isberg, 2000). YadA, ein essentieller Pathogenitétsfaktor von
Y. enterocolitica, ist erforderlich fiir das Uberleben und die Proliferation in Peyerschen
Plaques, scheint aber fiir die Virulenz von Y. pseudotuberculosis von untergeordneter
Bedeutung zu sein (Pepe et al., 1995; Tamm et al., 1993). Dariiber hinaus wurden
Unterschiede in der Serumresistenz (Une und Brubaker, 1984) und der Resistenz gegeniiber

antibakteriellen kationischen Peptiden festgestellt (Bengoechea et al., 1998). Daher sind die

82



D. Diskussion

Ergebnisse aus Virulenzstudien mit Y. pseudotuberculosis nicht einfach auf Y. enterocolitica
iibertragbar.

Untersuchungen mit den weniger virulenten Stimmen von Y. enterocolitica der Serogruppen
0:3 und O:9 (HPI-negativ) erfordern die Vorbehandlung der Méuse mit dem Eisenchelator
Desferrioxamin B (Autenrieth et al., 1995). Die Versorgung mit Eisen erzeugt zwar eine
ausreichende Mausvirulenz der Stimme, fiihrt aber ebenso zu einer Immunsuppression im
Wirtsorganismus und erschwert dadurch die Interpretation der Ergebnisse (Autenrieth ef al.,
1995). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass YopP von Y. enterocolitica O:8 die NF-xB
Signaltransduktion wesentlich effizienter inhibiert und Apoptose vermittelt als der Serotyp
0:9 (Ruckdeschel et al., 2001).

Um eine Vergleichbarkeit der Virulenzdaten zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit fiir alle
yop Deletionsmutanten derselbe Mausstamm verwendet und mit der gleichen Dosis iiber

denselben Applikationsweg infiziert.

Fiir Y. enterocolitica O:9 waren die Untersuchungen mit yop Deletionsmutanten bislang auf
die Effektoren YopM und YopQ beschrinkt, die nach i.v. Infektion eine deutliche
Abschwichung der Virulenz in mit Desferrioxamin B vorbehandelten Méusen zeigten. Beide
Stimme fiihrten zwar zu einer Besiedelung von Leber und Milz in Swiss Méusen, wiesen
dabei aber wesentlich geringere Keimzahlen verglichen mit dem Wildstamm auf (Mulder
et al., 1989). Die Virulenzdaten fiir AYopM* und AYopQ* in Y. enterocolitica O:8 konnten
diese Ergebnisse bestdtigen und zeigten auch nach oraler Infektion eine starke Attenuierung
beider Stamme (s. C.2.1). Dabei beschrédnkte sich die Besiedelung bei oral infizierten Méusen
auf den Diinndarm und die Peyerschen Plaques und fiihrte nicht zu einer systemischen
Infektion mit Befall von Leber und Milz. Trotz einer deutlichen Reduktion der Keimzahlen
verglichen mit dem Kontrollstamm WA-CpYV::CM konnten auch 3 Wochen nach Infektion
noch Bakterien beider Stimme aus dem Diinndarm reisoliert werden (s. Abb. 9). Die
Ergebnisse nach oraler Infektion fiir AYopQ* entsprechen Studien einer yopK Mutante in
Y. pseudotuberculosis (Holmstrom et al., 1995). Verlust von YopQ, das Einfluss auf die
Translokation und/oder auf die durch YopB induzierte Porenbildung besitzen soll (Holmstrom
et al., 1997), verhindert moglicherweise die effektive Immunsuppression im Wirtsorganismus
und dadurch die Ausbreitung einer systemischen Infektion. Die Virulenzdaten belegen, dass
sowohl YopM als auch YopQ essentielle Effektorproteine darstellen und fiir die Etablierung

einer systemischen Yersiniose in Méusen erforderlich sind (s. C.2.1).
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Virulenzuntersuchungen mit AYopE, AYopH, AYopO und AYopP Mutanten wurden bislang
nur mit Y. pseudotuberculosis durchgefiihrt und wiesen teilweise deutliche Unterschiede zum
Virulenzverhalten der entsprechenden yop Mutanten in Y. enterocolitica auf.

So war AYopE in Y. enterocolitica nach oraler Infektion nur leicht attenuiert und fiihrte zu
einer systemischen Infektion mit Kolonisierung von Leber und Milz (s. C.2.1). Des weiteren
konnte AYopE auch 12 Tage nach Infektion noch im Diinndarm und den Peyerschen Plaques
nachgewiesen werden (s. Abb. 8). Eine entsprechende AYopE Mutante in
Y. pseudotuberculosis hingegen war auf Grund einer starken Attenuierung nicht in der Lage,
die Milz zu besiedeln und konnte auch in den Peyerschen Plaques nicht ldnger als 4 Tage
persistieren (Logsdon ef al., 2003).

Eine weitere Erklirung fiir die wunterschiedlichen Virulenzdaten fir AYopE in
Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis bietet YopT, das nur in Y. enterocolitica
vorhanden ist. Da sowohl YopE und YopO als auch YopT mit Rho GTPasen interagieren und
an der Hemmung der Phagozytose beteiligt sind, konnte der Verlust des einen Effektors durch

die anderen kompensiert werden.

AYopH zeigte den hochsten Grad an Attenuierung aller Stimme sowohl im oralen als auch im
i.v. Infektionsmodell (s. C.2.1 und C.2.2). Nach oraler Infektion wurden Diinndarm und
Peyersche Plaques mit geringeren Keimzahlen besiedelt als durch alle anderen getesteten yop
Deletionsmutanten. Obwohl AYopH an Tag 12 auch friiher als die anderen yop
Deletionsmutanten wieder aus den Peyerschen Plaques eliminiert wurde, konnten auch 3
Wochen nach Infektion noch Bakterien aus dem Diinndarm reisoliert werden (s. Abb. 9). Eine
systemische Infektion blieb indes aus. Der i.v. Infektionsversuch fiihrte zu einer raschen
Abnahme der Keimzahlen zwischen Tag 2 und Tag 4 in Leber und Milz und unterstreicht die
groBe Bedeutung von YopH als Virulenzfaktor (s. C.2.2). Auch fir AYopH in

Y. pseudotuberculosis wurde eine verringerte Virulenz festgestellt (Logsdon et al., 2003).

Die Mausvirulenz von AYopO in Y. pseudotuberculosis wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Auf der einen Seite zeigte eine Y. pseudotuberculosis AYopO Mutante ein
dhnliches Virulenzverhalten wie der Wildtyp (Logsdon und Mecsas, 2003), auf der anderen
Seite konnte mit AYopO kein systemischer Verlauf nach oraler Infektion festgestellt werden.
Dabei handelte es sich allerdings um einen Stamm, der neben einer Mutation in yopO auch
einen Defekt in yadA aufwies und moglicherweise aus diesem Grund nicht zur Kolonisierung

der Milz fiihrte (Galyov et al., 1994). Fiir AYopO in Y. enterocolitica konnten sowohl im
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oralen als auch im iv. Versuch keine nennenswerten Unterschiede hinsichtlich der
Mausvirulenz im Vergleich mit WA-CpYV::CM festgestellt werden (s. C.2). So zeigte die
orale Infektion mit AYopO einen progredienten Verlauf und fiihrte zwischen Tag 7 und Tag

12 zum Tod der Miuse (s. Abb. 7 und Abb. 8).

YopT ist ein zusitzliches Effektorprotein von Y. enterocolitica, dessen Einfluss auf die
Mausvirulenz mit Y. enterocolitica O:9 bislang nur unzureichend untersucht wurde (Iriarte
und Cornelis, 1998). Dabei zeigte sich, dass die Kolonisierung der Peyerschen Plaques 2 Tage
nach Infektion durch Deletion von yopT nicht beeintrachtigt wurde. Obwohl fiir YopT wie
auch fiir YopO eine starke Hemmung der Phagozytose in Zellkultur nachgewiesen werden
konnte (Grosdent ef al., 2002), ist die AYopT Mutante in ihrer Virulenz nicht abgeschwécht,
sondern weist sogar hohere Keimzahlen in Leber und Milz im Vergleich zu WA-CpYV::CM
auf (s. C.4). Da YopE, YopO wie auch YopT in unterschiedlicher Weise mit den GTPasen
Rho und Rac interagieren (s. A.2.2.1) und so die Phagozytose hemmen, wird moglicherweise
die Funktion des fehlenden Yops durch die jeweils anderen ersetzt. Denkbar ist auch, dass der
Einfluss von YopO und YopT auf die Phagozytose erst sichtbar wird, wenn es nach mehreren
Wochen zu einer effektiven Immunantwort im Wirtsorganismus kommt. Da die Infektion mit
AYopO und AYopT innerhalb kiirzester Zeit letal verlduft, erscheint das Infektionsmodell mit
C57Bl/6 Mausen hinsichtlich dieser Fragestellung ungeeignet.

In Y. enterocolitica wies die AYopP Mutante nur eine leichte Abschwichung der
Mausvirulenz im Vergleich zu WA-CpY V::CM auf (s. C.2.). Oral appliziert fithrte AYopP zu
einer systemischen Infektion mit Kolonisierung von Leber und Milz (s. C.2.1). Die Infektion
konnte aber von den Mdiusen kontrolliert werden, was eine Elimination der Bakterien aus
Leber und Milz bis Tag 12 ermdglichte (s. Abb. 8). Die Reisolierung von AYopP aus
Diinndarm und Peyerschen Plaques war auch 3 Wochen nach Infektion noch moglich
(s. Abb. 9). Fiir AYopJ in Y. pseudotuberculosis werden in der Literatur unterschiedliche
Virulenzeigenschaften angegeben. So zeigten Galyov et al., dass YopJ keine besondere
Bedeutung fiir die Virulenz besal3 (Galyov ef al., 1994). Eine andere Studie hingegen kam zu
dem Ergebnis, dass eine AYopJ Mutante in Y. pseudotuberculosis eine starke Attenuierung
aufwies (Monack et al., 1998). Diese Diskrepanz ist moglicherweise auf die Verwendung von
unterschiedlichen Yersinia spp., verschiedenen Mausstimmen oder eine abweichende

Dosierung der applizierten Bakterien zuriickzufiihren.
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Die Ergebnisse der oralen und i.v. Infektionsversuche zeigten deutlich die unterschiedliche
Bedeutung der Yop Effektorproteine fiir die Virulenz von Y. enterocolitica im Maus-
infektionsmodell. So waren die Effektorproteine YopH, YopM und YopQ essentiell fiir die
Etablierung einer systemischen Infektion in der Maus, wohingegen das Fehlen von YopE oder
YopP nur zu einer geringen Einschrinkung der Mausvirulenz fiihrte (s. C.2.1). Fiir den
Virulenzfaktor YopO konnte kein Einfluss auf den Infektionsverlauf festgestellt werden
(s. C.2). YopT hat moglicherweise sogar einen hemmenden Effekt auf die Virulenz, da das
Fehlen von YopT zu hoheren Keimzahlen in Leber und Milz fiihrte (s. C.2.3). Trotz der
Unterschiede bei der Ausbildung einer systemischen Infektion waren alle yop
Deletionsmutanten in der Lage, den Diinndarm und die Peyerschen Plaques iiber einen

langeren Zeitraum zu besiedeln (s. Abb. 9).
1.3 Humorale Immunantwort auf yop Deletionsmutanten

Die Infektion mit Y. enterocolitica fiihrt in Médusen zur Bildung spezifischer Serumantikdrper
gegen Yop Proteine (Vogel et al., 1993; Heesemann et al., 1988). Durch Bestimmung der
Antikorperantwort in einem fiir Yop Proteine spezifischen ELISA konnte fiir verschiedene
attenuierte Y. enterocolitica Mutanten (Mutationen in den Genen irpl, sodA oder yadA)
gezeigt werden, dass die AntikOrpertiter mit dem Grad des Organbefalls in der Maus
korrelieren (Igwe et al., 1999). Bei diesen Untersuchungen 16ste die starke Infektion von
Leber und Milz (AYadA Mutante) oder eine langanhaltende Infektion (ASodA Mutante)
signifikant hohere Antikorpertiter aus als eine stark attenuierte Alrpl Mutante, die nicht zu
einer systemischen Infektion fiihrte (Igwe et al., 1999).

Die Ergebnisse der Infektionsversuche im oralen und i.v. Mausinfektionsmodell (s. C.2)
lieBen vermuten, dass sich die unterschiedlichen Virulenzeigenschaften der yop
Deletionsmutanten auch auf die humorale Immunantwort in C57Bl/6 Miusen auswirkte. Die
Untersuchung der spezifischen Antikdrperantwort auf Yop Uberstandsproteine wurde mit den
Mutanten AYopE, AYopH, AYopM*, AYopP und AYopQ* im Vergleich zu ASodA
durchgefiihrt. Die Stimme AYopO und AYopT waren fiir immunologische Studien
ungeeignet, da sie in ihrer Virulenz zu wenig abgeschwicht waren und die Infektionen

frithzeitig zum Tod der Méuse fiihrten (s. C.2.1).
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Alle untersuchten yop Deletionsmutanten waren in der Lage eine humorale Immunantwort mit
messbaren IgA, IgG und IgM Titern auszulosen (s. B. 3.1.1). Trotz divergierender Virulenz
konnten dabei nur unwesentliche Unterschiede beziiglich der Antikorpertiter beim Vergleich
der yop Deletionsmutanten untereinander wie auch beim Vergleich mit ASodA festgestellt
werden. Ein besonderer Einfluss einzelner Yop Proteine auf die humorale Immunantwort war
demnach nicht erkennbar. Zieht man die Daten aus den Virulenzversuchen hinzu, so wird
ersichtlich, dass eine Besiedelung von Diinndarm und Peyerschen Plaques iiber einen
langeren Zeitraum, wie sie mit den Stammen AYopH, AYopM* und AYopQ* beobachtet
wurde (s. Abb. 9), fir die Ausbildung einer effektiven humoralen Immunantwort

auszureichen scheint.

Das immunogene Potential der einzelnen Yop Proteine wurde mit Seren, die 21 Tage nach
Infektion mit yop Deletionsmutanten und ASodA genommen wurden, im Western Blot
untersucht und zeigte die Bildung spezifischer Antikorper gegen YopO, YopD/V-Antigen und
gegen YopP (s. C.3.1.2). YopD und V-Antigen erwiesen sich auch in fritheren Studien als
stark immunogen und waren in der Lage, einen wirksamen Schutz gegen eine letal
verlaufende Y. pestis Infektion in Médusen hervorzurufen (Andrews et al., 1999). Die Bildung
spezifischer Antikorper gegen YopE, YopH und YopM erfolgte dagegen in wesentlich
geringerem Umfang (s. C.3.1.2).

1.4 Einfluss der Yop Effektorproteine auf Phagozytose durch dendritische Zellen

Das TTSS erméglicht das extrazellulidre Uberleben und die Proliferation von Y. enterocolitica
in lymphatischen Organen des Wirtsorganismus. Fiir vier der Yop Effektorproteine (YopE,
YopH, YopO und YopT) konnte eine Modifikation des Actin Zytoskelettes und nachfolgend
die Hemmung der Phagozytose durch Makrophagen und PMNs gezeigt werden (Grosdent et
al., 2002). Der Einfluss auf die Phagozytose durch DCs, die eine der wichtigsten Stimulatoren
naiver T-Zellen sind, wurde bislang nicht untersucht.

Die antiphagozytotische Rolle von YopE (44 %) und YopH (46 %) konnte auch im Rahmen
dieser Arbeit fiir dendritische Zellen bestitigt werden (s. C.4). YopE ist ein GTPase
aktivierendes Protein und fiihrt durch Inaktivierung von Rho, Rac und Cdc42 zur Zerstorung
von Actin Mikrofilamenten (Rosquist et al., 1991; Andor et al., 2001). Die
Proteintyrosinphosphatase YopH dephosphoryliert Proteine des fokalen Adhdsionskomplexes
(Fak, Paxillin, FYB, p130“° und SKAP-HOM). Dies fiihrt zur Zerstérung von fokalen
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Adhésionskomplexen und nachfolgend zur Hemmung der Phagozytose (Persson et al., 1997
und 1999). Auch fiir AYopO (39 %) und AYopT (40 %) konnte eine erhohte Phagozytoserate
durch dendritische Zellen im Vergleich zu WA-CpYV::CM (17 %) ermittelt werden. YopO,
eine Serinthreoninkinase, phosphoryliert filamentoses Actin und verhindert so die
Umlagerung des Actin Zytoskelettes, die eine Voraussetzung fiir Phagozytose ist (Juris et al.,
2000). Die Hemmung der Phagozytose durch YopT erfolgt auf Grund der Freisetzung der
kleinen Rho GTPasen RhoA, Rac und Cdc42 aus der Verankerung in der Zellmembran
(Zumbihl et al., 1999; Shao et al., 2002). RhoA ist notwendig fiir die Umlagerung von
Actinfilamenten im Zusammenhang mit Phagozytose (Caron und Hall, 1998).

Fiir YopM und YopP wurde bislang kein Einfluss auf die Phagozytose durch Makrophagen
und PMNs beschrieben und auch mit dendritischen Zellen zeigten AYopM (19 %) und AY opP
(22 %) keine erhohte Phagozytoserate. Auch fiir YopQ (22 %), das an der Translokation der
Yop Effektorproteine beteiligt sein soll (Holmstrom et al., 1997), konnte kein besonderer
Einfluss auf die Phagozytoseresistenz von Y. enterocolitica mit dendritischen Zellen

festgestellt werden.

2. Immunantwort auf ein heterologes Antigen

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurden die yop Deletionsmutanten als
Impfstofftragerstimme der YopE-Listeriolysin O Antigene verwendet. Expression und
Translokation von YopE/LLO in das Zytosol eukaryontischer Zellen sowie die Induktion
einer humoralen und zelluliren Immunantwort auf das Modellantigen LLO von
L. monocytogenes wurden untersucht. Die Immunisierung mit einem Y. enterocolitica
basierten Impfstamm fiihrte dabei zu einer protektiven Immunitét gegen eine Listeria Wildtyp

Infektion.

2.1 Sekretion und Translokation eines heterologen Antigens mit Hilfe des TTSS

Verschiedene Studien belegen das Potential von YopE als Transporter fiir heterologe
Antigene (Sory et al., 1995; Schesser et al., 1996; Riissmann et al., 2000). Untersuchungen
mit Fusionen von verkiirztem YopE mit verschiedenen Proteinen zeigten ferner, dass die
minimale Sequenz, die fiir die Sekretion von YopE erforderlich ist, die N-terminalen AS 1-15
umfasst (Sory et al., 1995; Schesser et al., 1996). Translokation von YopE in das Zytosol

eukaryontischer Zellen erfolgte nur, wenn das Fusionsprotein iiber die N-terminalen AS 1-50
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von YopE verfiigte (Boland et al., 1996; Lee et al., 1998; Jacobi et al., 1998). Riissmann
et al. verwendete verschiedene Fusionen von YopE mit p60 von L. monocytogenes zur
Untersuchung der Antigenprdsentation und zeigte, dass auf Grund konformationeller
Verdnderungen im N-Terminus des Proteins ein YopE 1-138 Fusionsprotein am effizientesten

transloziert wurde (Jacobi et al., 1998; Riissmann et al., 2000).

Zur Untersuchung der Immunantwort auf ein heterologes Antigen wurden die yop
Deletionsmutanten und WA-CpYV::CM mit pHR429 und pHR430 (s. C.5.1) transformiert
und zunéchst Expression sowie Sekretion der Fusionsproteine in den Kulturiiberstand im
Western Blot kontrolliert (s. B.5.1.1). Fiir beide Plasmide konnte bereits mit
Y. pseudotuberculosis die Sekretion der entsprechenden Antigene in den Kulturiiberstand und
fiir pHR430 auch die Translokation des Fusionsproteins YopE; 133LLOs;36:M45 in P388D1
Makrophagen nachgewiesen werden (Riissmann ef al., 2003). Auch mit Y. enterocolitica yop
Deletionsmutanten wurden Expression und Sekretion in den Kulturiiberstand fiir beide YopE
Fusionsproteine bestdtigt (s. C.5.1.1). Mittels Immunfluoreszenz konnte die Translokation
von YopE;.13sLLOs;363M45 (pHR430) in das Zytosol von Makrophagen anhand der
AYopPpHR430 Mutante gezeigt werden (s. C.5.1.2). Das YopE Fusionsprotein
YopE;.13sLLOs; 363M45 (AYopPpHR429), das nur iiber die Sekretionsdomine verfiigte, wurde
hingegen nicht in das Zytosol von P388D1 Makrophagen transloziert (s. C.5.1.2).

Ein Vergleich der translozierten Proteine im Zelllysat von P388D1 Makrophagen mit den
Stammen AYopEpHR430, AYopPpHR430 und WA-CpYV::CMpHR430 mittels Western Blot
zeigte keine Unterschiede hinsichtlich der Proteinmengen im Zytosol von P388D1
Makrophagen (s. C.5.1.3). Eine weitere Voraussetzung fiir die Ausldsung einer
Immunantwort auf die Plasmid kodierten Antigene ist die stabile Expression der YopE
Fusionsproteine durch pHR429 und pHR430 in vivo. Reisolierte Bakterien wiesen auch
sieben Tage nach Infektion zu 91 % Plasmid pHR429 und zu 96 % Plasmid pHR430 auf und
waren in der Lage das entsprechende Protein in den Kulturiiberstand zu sekretieren
(s. C.5.2.1). Die Stabilitit der Plasmide in Y. enterocolitica gewiahrleistete somit iiber einen
langeren Zeitraum die Expression der YopE Fusionsproteine im Mausinfektionsmodell.

Die Untersuchungen der Sekretion und Translokation von YopE/LLO bestitigten das
Potential des Typ-IlI-Sekretionssystems von Y. enterocolitica, Fremdproteine in das Zytosol

von APCs zu bringen.
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2.2 Humorale und zellulire Immunantwort auf YopE/LLO in vivo

Die verwendeten YopE Fusionsproteine YopE; ;sLLOs; 363M45 und YopE,.13sLLOs; 363M45
verfiigten liber die immundominanten Epitope LLOg;.99 und LLO99.20; und ermdglichten die
Untersuchung der CD4 und CD8 T-Zellantwort sowie der humoralen Immunantwort mit yop

Deletionsmutanten im oralen Mausinfektionsmodell.

Untersuchungen mit den Plasmiden pHR429 und pHR430 in Y. pseudotuberculosis zeigten
bereits fiir das translozierte Fusionsprotein die Induktion einer spezifischen CD4 und CD8
T-Zellantwort auf LLO im Mausinfektionsmodell (Riissmann et al., 2003). Nach Sekretion
des YopE Fusionsproteins wurde mit Y. pseudotuberculosis dagegen weder eine CD4 noch
eine CD8 T-Zellantwort beobachtet (Riissmann ef al., 2003).

Obwohl Translokation des Fusionsproteins YopE.;3sP6045479 in P388D1 Makrophagen
durch den Wildtyp WA-314 in vitro zu einer Antigenprisentation im MHC Klasse-I Kontext
und nachfolgend zu einer CD8 T-Zellantwort fiihrte (Riissmann et al., 2000), konnte in vivo
mit Y. enterocolitica bislang keine CD4 oder CD8 T-Zellantwort auf translozierte Antigene
nachgewiesen werden. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass ein oder mehrere Yop
Effektorproteine in vivo einen suppressiven Einfluss auf die Immunantwort besitzen. Der
Vergleich der T-Zellantwort auf YopE/LLO nach oraler Infektion mit yop Deletionsmutanten
sollte einen moglichen Effekt der Yop Proteine auf die Immunantwort im Wirtsorganismus

nachweisen.

Tatsdchlich konnte eine Beeinflussung der Immunantwort durch Inaktivierung von yopP im
Mausinfektionsmodell nachgewiesen werden. So flihrte die Infektion mit den yop
Deletionsmutanten nur mit der AYopP Mutante zu einer guten T-Zellantwort auf die
heterologen Antigene. Sekretion von YopE/LLO durch AYopPpHR430 16ste eine LLO99-201
spezifische CD4 T-Zellantwort aus. Translokation stimulierte hingegen neben einer CD4
T-Zellantwort auch die Bildung LLOy;.g9 spezifischer CD8 T-Zellen vergleichbar mit einer
L. monocytogenes Wildtyp Infektion (s. C.6.2.1 und C.6.2.2).

Weder fiir AYopEpHR430, AYopHpHR430, AYopM*pHR430, AYopQ*pHR430 noch fiir
eine ASodApHR430 Mutante konnte eine vergleichbare T-Zellantwort mit YopE/LLO in vivo
nachgewiesen werden. Infektion mit AYopHpHR430, AYopM*pHR430 sowie
AYopQ*pHR430 fiihrte nur zu einer schwachen CD4 T-Zellantwort auf das translozierte
Antigen, konnte jedoch keine CDS8 T-Zellantwort induzieren (s. C.6.2.2). Sowohl
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AYopEpHR430 als auch ASodApHR430 waren nicht in der Lage eine messbare

T-Zellantwort nach oraler Infektion auszuldsen (s. C.6.2).

Fiir die Induktion einer effektiven Immunantwort ist der Grad der Kolonisierung im
Wirtsorganismus nach Infektion mit dem Lebendimpfstamm ein entscheidender Faktor (Igwe
et al., 1999). Die Begrenzung der Infektion auf den Diinndarm und die Peyerschen Plaques
konnte ein Grund fiir die schwache T-Zellantwort nach Infektion mit AYopHpHR430,
AYopM*pHR430, AYopQ*pHR430 und ASodApHR430 sein (s. C.2.1). Aber auch mit dem
Stamm AYopEpHR430, der eine vergleichbare Virulenz wie AYopPpHR430 aufwies und zu
einer systemischen Infektion flihrte (s. C.2.1), konnte keine effektive T-Zellantwort gegen
YopE/LLO ausgelost werden (C. 6.1.2). Um die Induktion einer T-Zellantwort auf die
Deletion von yopP zuriickzufiihren und den Einfluss der Kolonisierung auf die Immunantwort
zu untersuchen, wurde die T-Zellantwort auf das translozierte YopE Fusionsprotein im
gleichen bakteriellen Hintergrund mit ASodA im Vergleich zu einer ASodAAYopP
Doppelmutante bestimmt (s. C.6.2.3). Dabei konnte ein Einfluss von YopP auf die
Immunantwort bestétigt werden. Trotz vergleichbarer Virulenz der Stimme (Besiedelung von
Diinndarm und Peyerschen Plaques) fiihrte nur die Infektion mit ASodAAYopPpHR430 zur
Induktion einer signifikanten CD4 und CDS8 T-Zellantwort. Allerdings induzierte
Translokation des heterologen Antigens mit AYopPpHR430 (s. C.6.2.2) eine stirkere
T-Zellantwort als mit der weniger virulenten Doppelmutante ASodAAYopPpHR430
(s. C.6.2.3). Besiedelung von Leber und Milz durch den Impfstamm fiihrte somit zu einer
verbesserten Immunantwort und verdeutlicht auch einen Einfluss der Kolonisierung auf die

Induktion und die Stirke einer T-Zellantwort.

Ein weiterer Faktor fiir die Entwicklung und die Effektivitit einer Immunantwort ist die
Proteinmenge, die in das Zytosol von APCs transloziert wird (Riissmann et al., 2003). Fiir
Y. pseudotuberculosis konnte gezeigt werden, dass Hypertranslokation eines heterologen
Antigens durch eine AyopK Mutante zu einer stirkeren Immunantwort fiihrte als mit Wildtyp
(Riissmann et al., 2003). Um auszuschlieBen, dass die bessere CD4 und CDS8 T-Zellantwort
auf Grund einer kompensatorischen Hypertranslokation von YopE/LLO durch AYopP bedingt
war, wurden die translozierten Proteinmengen der Stimme AYopEpHR430, AYopPpHR430
und WA-CpYV::CMpHR430 im Zelllysat von P388D1 Makrophagen mittels Western Blot
untersucht (s. C.5.1.3). Unterschiede hinsichtlich der translozierten Proteinmenge konnten

dabei nicht festgestellt werden.
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Die Untersuchung der humoralen Immunantwort auf rekombinantes LLO bestitigte die
Ergebnisse des ELISPOT-Tests. So fiihrte Infektion mit L. monocytogenes Wildtyp,
AYopPpHR430 sowie ASodAAYopPpHR430 zu signifikant hoheren IgG Antikorpertitern als
mit den anderen yop Deletionsmutanten oder ASodApHR430 (s. C.5.4). Die Bildung von
spezifischen CD4 T-Zellen in vivo korrelierte erwartungsgemdll mit einer stirkeren
humoralen Immunantwort auf das rekombinante LLO Protein. Wie es auch fiir die Ausldsung
einer humoralen Immunantwort gegen Yop Uberstandsproteine beobachtet wurde (s. C.3.1.1),
waren trotz unterschiedlicher Virulenz alle Stidmme in der Lage, eine messbare

Antikorperantwort auf rekombinantes LLO auszuldsen.

2.3 YopP inhibiert die Antigenprisentation in vitro

Die stark reduzierte T-Zellantwort bei Immunisierung mit YopP exprimierenden Stdmmen
konnte auf einen Defekt der Antigenpréisentation durch DCs zuriickzufiihren sein. Riissmann
et al. konnte fiir Wildtyp Y. enterocolitica durch Translokation von verschiedenen YopE/p60
Fusionsproteinen in P388D1 Makrophagen eine Antigenprdsentation im MHC-Klassse-1
Kontext und die Aktivierung von spezifischen CD8 T-Zellen nachweisen (Riissmann et al.,
2000). Ein Vergleich der Antigenprisentation nach Translokation von YopE/LLO durch
Wildtyp Y. enterocolitica oder AYopPpHR430 in Makrophagen zeigte jedoch keinerlei
Unterschiede (Daten nicht gezeigt). Dies fiihrte zu Untersuchungen der Antigenprésentation
mit DCs, die eine wichtige Funktion flir die Auslésung der adaptiven Immunantwort besitzen
und eine der stirksten Stimulatoren naiver T-Zellen sind.

Die in vitro Antigenprisentation des CD8 T-Zell Epitops LLOg;99 durch DCs wurde mit
AYopP, WA-CpYV::CM, AYopPpHR430 und WA-CpYV::CMpHR430 bestimmt (s. C.5.5).
An verschiedenen Zeitpunkten und nach Infektion mit unterschiedlichen MOI fiihrte die
Translokation des heterologen Antigens durch AYopPpHR430 zu einer signifikant stérkeren
LLOg .99 spezifischen IFN-y Bildung als mit WA-CpYV::CMpHR430 oder den
Kontrollstimmen AYopP und WA-CpYV:CM. So konnte gezeigt werden, dass das
Effektorprotein YopP in vitro Einfluss auf die MHC-Klasse-I Antigenprésentation durch DCs

nimmt und in der Folge eine CD8 T-Zellaktivierung hemmt.

Eine der naheliegenden Erkldrungen fiir den inhibitorischen Effekt auf die
Antigenprésentation durch DCs war die Induktion von Apoptose durch YopP. Verschiedene
Studien konnten bereits eine Auslosung von Apoptose durch YopP/J in Makrophagen
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nachweisen (Mills et al., 1997; Monack et al., 1997; Ruckdeschel et al., 1998). Um
herauszufinden, ob die Hemmung der Antigenprasentation durch YopP auf die Induktion von
Apoptose in DCs zuriickzufithren war, wurde die Anzahl apoptotischer DCs nach Infektion
mit AYopP und WA-CpYV:CM bestimmt (s. C.5.6). Schon 3 h nach Infektion mit
WA-CpYV::CM waren die Hélfte und weitere 2 h fast alle DCs apoptotisch. Dagegen fiihrte
Deletion von yopP zu einer deutlichen Reduktion apoptotischer Zellen im Vergleich zu
WA-CpYV::CM (s. C.5.6). Der Versuch zeigte die Induktion von Apoptose in DCs durch den
Effektor YopP, was eine mogliche Erkldrung fiir die Hemmung der Antigenprasentation in

vitro sein konnte.

Interaktionen von DCs mit Yersinia fihrten auch in fritheren Studien zu einer Abnahme der
immunstimulatorischen Aktivitdt von DCs und zeigten einen inhibitorischen Effekt auf die
Proliferation von T-Zellen (Schoppet ef al., 2000 und 2001). Induktion von Apoptose oder
Nekrose durch Yersinia wurde jedoch auch nach mehreren Tagen nicht beobachtet. Dieser
Unterschied ist moglicherweise auf die Verwendung des weniger virulenten Serotyps O:3
zuriickzufiihren, der im Vergleich zu Serotyp O:8 in wesentlich geringerem Umfang
Apoptose in Makrophagen ausloste (Ruckdeschel ef al., 2001). Da weder primére T-Zelllinien
noch T-Zell Hybridome empfinglich fiir YopP/J vermittelte Apoptose waren (Yao et al.,
1999), haben wahrscheinlich DCs die grofite Bedeutung als Zielzellen fiir die
immunmodulatorische Aktvitit und die Auslosung von Apoptose durch YopP. Deshalb
vermuten wir, dass Induktion von Apoptose verantwortlich ist fiir die Hemmung der CDS8

T-Zellantwort in vivo und der Antigenprésentation in vitro.

2.4 AYopP Lebendimpfstoff vermittelt Schutz vor einer Listeria Wildtyp Infektion

Die Inaktivierung von yopP ermoglichte schlielich die Verwendung von Y. enterocolitica als
Impfstamm zur Erzeugung einer Immunitét gegen eine L. monocytogenes Wildtyp Infektion.
So vermittelte eine einmalige orale Immunisierung mit AYopPpHR430 einen Schutz gegen
eine Listeria Infektion und fiihrte drei Tage nach i.v. Infektion mit L. monocytogenes zu einer
signifikanten Reduktion der Keimzahlen in der Milz verglichen mit AYopEpHR430,
ASodApHR430 und AYopP (s. C.6.). Translokation des heterologen Antigens durch
AYopPpHR430 in das Zytosol von Wirtszellen imitierte dabei eine Listeria Wildtyp Infektion
und induzierte die Bildung von spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen vergleichbar mit der
T-Zellantwort auf LLO nach subletaler Infektion mit L. monocytogenes (s. C.5.3.2). Dennoch
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vermittelte die Immunisierung mit einem einzelnen immundominanten Listeria Antigen
(LLO) nicht den gleichen Schutz wie eine subletale Infektion mit Wildtyp L. monocytogenes,
die zu einer fast vollstindigen Elimination der Bakterien aus der Milz fiihrte (s. C.6).
Vermutlich kommt es nach Immunisierung mit dem intrazelluldren Erreger Listeria zur
Prisentation verschiedener immunogener Proteine im Wirtsorganismus, die nachfolgend eine
CD4 und CDS8 T-Zellantwort auf eine Vielzahl von Listeria Antigenen auslost (Riissmann
et al., 2001; Skoberne et al., 2002). Ein potenter Impfstamm sollte deshalb in der Lage sein,
gleichzeitig mehrere Antigene in das Zytosol von APCs zu bringen, um einen vollstdndigen

Schutz gegen eine Listeria Infektion zu gewéhrleisten.

Riissmann et al. verwendete Y. pseudotuberculosis und den intrazelluldren Erreger
S. typhimurium zur Untersuchung der Immunantwort und des protektiven Potentials von
sekretierten und translozierten YopE/LLO und YopE/p60 Fusionsproteinen (Riissmann et al.,
2001 und 2003). Mit Salmonella fihrte die Sekretion von YopE/LLO nur zu einer schwachen
CD8 T-Zellantwort und zu einer leichten Reduktion der Listeria Keimzahlen in der Milz.
Translokation von YopE/LLO hingegen vermittelte eine lang anhaltende protektive Immunitét
gegen Listeriose basierend auf der Induktion einer CD8 T-Zellantwort gegen das heterologe
Antigen (Riissmann et al., 2001). Mit Y. pseudotuberculosis kam es nur nach Translokation
von YopE/LLO zu einer T-Zellantwort mit der Bildung CD4 und CDS spezifischer T-Zellen,
die einen partiellen Schutz gegen eine Listeria Wildtyp Infektion vermittelten (Riissmann
et al., 2003). Die Induktion spezifischer CD4 T-Zellen nach Translokation wurde mit
Salmonellen nicht beobachtet und scheint eine Besonderheit von Yersinien zu sein. Unklar ist
allerdings, wie es nach Translokation des heterologen Antigens zur Antigenprisentation in
einem MHC-Klasse-II Kontext und so zur Induktion von spezifischen CD4 T-Zellen kommt,
da intrazelluldre Proteine iiblicherweise in einem MHC-Klasse-1 Kontext prozessiert werden
und zu einem CDS8 T-Zellpriming fithren (s. Abb. 30) (Riissmann et al., 2003). Dennoch
zeigen die Ergebnisse sowohl flir Y. pseudotuberculosis als auch fiir Y. enterocolitica (s. C.6.)
eine stirkere CD4 T-Zellantwort auf das translozierte im Vergleich zum sekretierten
Fusionsprotein. Tatsdchlich konnte auch in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass einige der
MHC-Klasse-II prozessierten Peptide durchaus einen intrazelluldren Ursprung besitzen
(Lechler et al., 1996; Rudensky et al., 1991). Eine weitere Erklarung fiir dieses Phdnomen ist
moglicherweise eine Kreuzprisentation (,,Cross Presentation®) des heterologen Antigens
durch so genannte ,bystander Zellen. Kreuzprdsentation ist ein alternativer Weg der

Antigenprésentation, bei dem Makrophagen oder DCs apoptotische oder nekrotische Zellen
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phagozytieren. Endosomale Prozessierung der phagozytierten Peptide (z.B. translozierte
Antigene) und Prisentation im MHC-Klasse-II Kontext fiihrt dann zu einer CD4
T-Zellantwort. Dieser Mechanismus ist vermutlich auch fiir die Auslosung einer starken CD4
T-Zellantwort auf LLO nach Listeria Wildtyp Infektion verantwortlich (Skoberne et al.,
2002).

extrazellulire Yersinia

l )

Translokation des
YopE Fusionsproteins

— MHC-KLASSE-I » 1+ €

; s ; CD8 T-Zellpriming
Antigenprésentation = ¢

"

._’ MHC-KLASSE-Il gy 4= @75 CD4 T-Zellpriming
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Antigen priisentierende Zelle (APC)

~

Abb. 30: Schematische Darstellung der Translokation eines heterologen Antigens durch Y. enterocolitica:
Mit Hilfe des Typ-IlI-Sekretionsapparats wird das heterologe Antigen durch extrazelluldre Yersinia in das
Zytosol von APCs transloziert. Die Prasentation des degradierten Antigens in einem MHC-Klasse-I Kontext an
der Zellmembran fithrt zu einem Antigen spezifischen CD8 T-Zellpriming. Wie es nach Translokation des

heterologen Antigens zur Bildung spezifischer CD4 T-Zellen kommt, ist bislang noch unklar.

Die Ergebnisse der Immunantwort nach Inaktivierung von yopP sind in Ubereinstimmung mit
dem Infektionsmodell von Yersinia. Demnach induzieren extrazelluldre Yersinien Apoptose
in APCs und fiihren durch Hemmung der Antigenprdsentation zu einem ,,stillen, nicht
immunogenen Tod der Zellen. Allerdings fiihrte Apoptose Induktion durch Mycobacterium
tuberculosis und S. typhimurium zu einer spezifischen CD8 T-Zellantwort durch
Kreuzprisentation apoptotischer Vesikel mit ,,bystander* Zellen (DCs) (Schaible et al., 2003;
Yrlid et al., 2001). Im Gegensatz zu den intrazelluldren Erregern besitzt offensichtlich die
Induktion von Apoptose durch extrazelluldre Yersinien einen hemmenden Einfluss auf die
Immunantwort. Das  synergistische = Zusammenspiel von antiphagozytiren und
immunmodulatorischen Yops wihrend einer Yersinia Infektion inhibiert dabei

moglicherweise ,,bystander Zellen und verhindert so eine Kreuzprisentation von
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apoptotischen Zellfragmenten. Dadurch konnte die Auslosung einer effektiven T-Zellantwort
unterdriickt werden.

Die Bedeutung und der Nutzen einer Hemmung der CD8 T-Zellantwort im Wirtsorganismus
durch extrazelluldre Yersinien ist nicht ganz klar ersichtlich. CD8 T-Zellen fiihren zur Lyse
von infizierten Zellen und zur Freisetzung von intrazelluliren Bakterien in extrazellulére
Kompartimente, wo sie dann z.B. durch aktivierte Makrophagen phagozytiert und dem
Immunsystem prédsentiert werden. Denkbar ist, dass CD8 T-Zellen iiber eine direkte
bakterizide Aktivitit gegeniiber Yersinia verfiigen. Ein solcher Effekt wurde fiir Granulysin
von CD8 T-Zellen beschrieben, die extrazelluldre M. tuberculosis abtoteten (Stenger et al.,
1998). Moglicherweise iiberlebt und proliferiert Y. enterocolitica aber auch zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Infektion intrazelluldr, wie es fiir Y. pseudotuberculosis und
Y. pestis vermutet wurde (Janssen und Surgalla, 1969; Pujol und Bliska, 2003).

Dariiber hinaus scheint eine Hemmung der Zytolyse von infizierten Wirtszellen, die durch
Translokation von Yops eine Modifikation ihrer Zellfunktionen erfahren haben, vorteilhaft fiir
Yersinia zu sein, da dadurch eine T-Zell vermittelte Freisetzung von Zytokinen und die
Aktivierung proinflammatorischer Prozesse unterdriickt wird. So konnte gezeigt werden, dass
die Bildung von IFN-y, das unter anderem Makrophagen aktiviert, ein entscheidender Faktor
fiir die Elimination von Yersinien aus dem Wirtsorganismus ist (Autenrieth et al., 1994; Igwe

et al., 1999).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen das Potential von Y. enterocolitica, mit Hilfe des Typ-
[1I-Sekretionsapparats heterologe Antigene in das Zytosol von eukaryontischen Zellen zu
translozieren. Erst die Inaktivierung des Effektorproteins YopP verstirkte dabei das
immunogene Potential von Y. enterocolitica und fiihrte zur Induktion einer spezifischen CD4
und CD8 T-Zellantwort auf ein heterologes Antigen in vivo sowie zu einer in vitro
Antigenprésentation im MHC-Klasse-I Kontext. Erstmals konnte gezeigt werden, dass
Y. enterocolitica als oraler Impfstamm genutzt werden kann, um eine protektive Immunitit
gegen einen intrazelluldren Erreger hervorzurufen. Der Einfluss von YopP auf die
Immunantwort bietet einen moglichen Ansatz fiir die Entwicklung neuer Y. enterocolitica
basierter Impfstoffe, die durch Translokation von heterologen Antigenen zu einer spezifischen

CD4 und CD8 T-Zellantwort fithren.
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E. Zusammenfassung

E. Zusammenfassung

Die Pathogenitéit von Y. enterocolitica O:8 ist gekoppelt an das Vorhandensein des 70 kb
groBen Virulenzplasmides (pYV), das fiir die Gene eines Typ-III-Sekretionssystems kodiert
und die Translokation von 6 Yop Effektorproteinen (YopE, YopH, YopM, YopO, YopP und
YopT) in das Zytosol eukaryontischer Zellen ermdglicht. Intrazelluldr interagieren Yops dabei
mit verschiedenen Zellstrukturen und Signaltransduktionskaskaden, wodurch es zu einer
Modulation der Immunantwort im Wirtsorganismus kommt.

Durch systematische Mutagenese der yop-Gene und Untersuchung der yop Deletionsmutanten
im Mausinfektionsmodell konnte in dieser Arbeit ein Einfluss der Yops auf die Virulenz und
die Auslosung einer Immunantwort nachgewiesen werden. Die Translokation eines
heterologen Antigens (YopE/LLO) durch das Typ-III-Sekretionssystem fiihrte zur Induktion
einer spezifischen CD4 und CD8 T-Zellantwort gegen Listeriolysin O (LLO) und ermdglichte
die Verwendung von Y. enterocolitica als oralen Lebendimpfstoff zur Immunisierung gegen

eine Listeria Wildtyp Infektion.

Die Mutagenese der yop Deletionsmutanten konnte durch Verwendung einer neuen
Rekombinationsmethode (ET-Klonierung) direkt in Yersinia durchgefiihrt werden. Es wurden
sieben genetisch stabile yop Deletionsmutanten (AYopE, AYopH, AYopM, AYopO, AYopP,
AYopQ und AYopT) generiert und ihr Einfluss auf die Virulenz im Vergleich zu
WACpYV::CM im oralen und i.v. Mausinfektionsmodell untersucht.

Sowohl fiir YopO als auch fiir YopT konnte kein wesentlicher Effekt auf den
Infektionsverlauf festgestellt werden. YopT hat moglicherweise sogar eine hemmende
Wirkung auf die Virulenz von Y. enterocolitica in der Maus, da das Fehlen von YopT zu
hoheren Keimzahlen in Leber und Milz fiihrte. Nach Inaktivierung von yopE oder yopP kam
es hingegen zu einer geringen Einschrinkung der Mausvirulenz. Die Effektorproteine YopH,
YopM und YopQ erwiesen sich als essentiell fiir die Etablierung einer systemischen
Infektion, da durch Deletion der entsprechenden Gene eine deutliche Reduktion der
Keimzahlbelastung in der Maus erfolgte.

Trotz unterschiedlicher Kolonisierung der Maus waren alle yop Deletionsmutanten in der
Lage, eine vergleichbare Antikorperantwort (IgA, IgG, IgM) gegen Yop Kulturiiberstands-
proteine auszulosen. Fiir die Inaktivierung der Effektorproteine YopE, YopH, YopO und

YopT konnte eine verstirkte Phagozytose durch dendritische Zellen nachgewiesen werden.
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E. Zusammenfassung

Die Induktion einer humoralen und zelluldren Immunantwort auf ein heterologes Antigen
erfolgte mit einer Fusion von YopE;. ;33 und dem Modellantigen LLO von L. monocytogenes.
Expression sowie Translokation von YopE/LLO durch die yop Deletionsmutanten in das
Zytosol von eukaryontischen Zellen wurden untersucht. /n vivo fiihrte die Translokation von
YopE/LLO nur nach Inaktivierung von yopP zur Induktion einer spezifischen CD4 und CD§
T-Zellantwort. Untersuchungen der in vitro T-Zellantwort auf das CD8 T-Zell Epitop
LLOg.99 in dendritischen Zellen zeigten eine Hemmung der Antigenpridsentation im MHC-
Klasse-I Kontext durch den Effektor YopP. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass YopP
Apoptose in dendritischen Zellen induziert, was eine mogliche Ursache fiir das Fehlen der
T-Zellantwort in vivo und der Antigenprésentation in vitro ist. Die Infektion mit AYopP 16ste
im Vergleich zu den anderen yop Deletionsmutanten eine stirkere Antikorperbildung gegen
rekombinantes LLO aus.

Eine einmalige orale Immunisierung mit der AYopP Mutante fiihrte nach Translokation von
YopE/LLO zu einer signifikanten Reduktion der Listeria Keimzahlen in der Milz und

vermittelte einen Schutz gegen eine Listeria Wildtyp Infektion.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen das Potential von Y. enterocolitica durch
Translokation eines heterologen Antigens, eine protektive Immunitit gegen einen
intrazellularen Erreger auszuldsen. Der Einfluss von YopP auf die Immunantwort bietet einen
moglichen Ansatz fiir die weitere Entwicklung von Y. enterocolitica basierten Impfstoffen mit

abgeschwichter Virulenz und einer effektiven humoralen und zelluliren Immunantwort.
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