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Vorwort

1. VORWORT

Bakterien sind seit den Arbeiten von Robert Koch Ende des 19. Jahrhunderts als
pathogenetische Entitdten anerkannt. Sie sind heute wie damas Gegenstand zahlloser
Forschungsdisziplinen, darunter der medizinischen Mikrobiologie. Im Laufe der Zeit erkannte
man, dass haufig nicht die Bakterien als ganzes, sondern vielmehr deren Produkte - Toxine
oder Pathogenitétsfaktoren - die eigentliche Ursache fir das Krankheitsgeschehen darstellen.
In anderen Fallen war es der befallene Wirtsorganismus, der sich im Rahmen pathol ogisch-
immunologischer Abwehrreaktionen selbst schadigte. Man begann zu vermuten, dass ein
wichtiger Teil zum Versténdnis bakterieller Infektionskrankheiten im Studium des Wirtes und
seiner Funktionen lag. Dabei konzentrierte man sich zwangslaufig auf die mikroskopischen
und spéter molekularen Mechanismen der bakteriellen Pathogenitét und der Immunologie des
Wirtes. In der Zellbiologie klarte man eine Vielzahl verschiedenster Strukturen und
Funktionen der Zelle auf und konnte auch bald deren Beeinflussung durch bakterielle
Produkte darstellen. Wachsender Fortschritt in der Medizin und stetige Zunahme von Wissen
fihrte zu einer immer strengeren Spezialisierung, da die einzelnen Fachgebiete immer
unuberschaubarer wurden.

Mit der Erlangung von tieferen Einsichten in pathophysiologische Mechanismen erkannte
man aber bald die Notwendigkeit der interdisziplindren Forschung. Heute weil3 man zum
Beispiel, dass sich Bakterien im Laufe der Evolution hervorragend an ihren Wirt angepasst
haben und gezielt in dessen hochkomplizierte zellulére Regul ationsvorgange eingreifen.

Dies zu ergriinden ist das Ziel der zellularen Mikrobiologie, einem jungen Forschungszweig,
der eine Mischung aus Zell- und Mikrobiologie darstellt. Wie auch in der vorliegenden Arbeit
versucht man dort, die Interaktion von Krankheitserregern und deren Wirtszellen genauer zu
charakterisieren und somit einen weiteren Teil zur Entschlisselung des Geheimnisses

»Leben* beizutragen.



Abkurzungen und Begriffe

2. ABKURZUNGEN UND BEGRIFFE

CDC42Hs

Filopodien

HUVEC

Lamellipodien

Membrane Ruffles
Membrane Ruffling

Microspikes

m.o.i.

pYV

Ruffles
Ruffling

Stressfasern

Yop

humanes CDC42 (Hs = Homo sapiens)

typische CDC42-regulierte Aktinstrukturen in Form
stachelformiger Auslaufer an der Zellperipherie; haufig

synonym mit Microspikes verwendet

,human umbilical vein endothelia cells*, aus menschlichen

Nabel schnurvenen gewonnene Endothel zellen

typische Rac-regulierte Aktinstrukturen in Form breiter,
lamellenartiger Fortsatze an der Zellperipherie

(engl.) Synonym fir Lamellipodien
(engl.) Vorgang der Lamellipodien-Bildung

(engl.) typische CDC42-regulierte Aktinstrukturen in Form
stachelformiger Auslaufer an der Zellperipherie; korrekter-
weise Vorstufe von Filopodien, hdufig jedoch synonym

verwendet

~multiplicity of infection”, Verhéltnis der Anzahl von Bakterien
zur Zahl der infizierten Zellen, (,, Bakterien pro Zelle")

Virulenzplasmid von Yersinia, auf dem alle Toxine und der
dazugehdrige Typll1-Sekretionsapparat sowie das Yersinia-
Adhasin YadA kodiert sind

siehe Membrane Ruffles
siehe Membrane Ruffling

typische Rho-regulierte Aktinstrukturen in Form mehr oder
weniger parallel verlaufender konzentrierter Aktinbindel im

Zéellinneren

» Yersinia outer protein“, von Y ersinien sezernierte Proteine
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3. STAND DER FORSCHUNG

3.1. Allgemeine Einfiihr ung

Bakterien der Gattung Yersinia gehdren zu den fakultativ anaeroben gramnegativen Stabchen
der Familie Enterobacteriaceae und kommen in einer Vielzahl von Wirtsorganismen vor.
Von den elf bisher bekannten Arten (Tabelle 1) gelten drei als humanpathogen: Y. pestis, Y.
enterocolitica sowie Y. pseudotuberculosis, wobei sich erstere von den anderen beiden
sowohl durch die Art der Infektion als auch durch das verursachte Krankheitsbild

unterscheidet. Eine Ubersicht iber die Infektionswege gibt Abb. 1.

humanpathogene Arten nicht humanpathogene Arten
Yersinia aldovae Yersinia kristensenii
Yersinia pestis
Yersinia bercovieri Yersinia molaretii
Yersinia enterocolitica
Yersinia fredericksenii Yersinia rhodei
Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia intermedia Yersinia ruckeri

Tabelle 1: Ubersicht Uiber die bekannten Yersinia-Arten

Der Erreger der Pest (Y. pestis) wird bel der klassischen Infektion durch den Biss des
Rattenflohs (Xenopsylla cheopis) Ubertragen. Die Vermehrung der Keime in den regiondren
Lymphknoten fuhrt zur Ausbildung sogenannter Bubonen mit dem klinischen Bild der
Beulenpest. Ausgehend von diesen Herden kann es zur Generalisation mit Bakteriamie und
Organbefall kommen. Eine Absiedelung der Erreger in die Lunge fuhrt zur Lungenpest und
ermoglicht eine Ubertragung durch Tropfcheninfektion. Im Mittelalter fir zahllose Epidemien
verantwortlich, spielt die Pest heutzutage nur noch eine geringflgige Rolle in wenigen

Gebieten der Erde.
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Bei enteropathogenen Yersinien (Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis) handelt es sich
um invasive Mikroorganismen, welche verschiedenste Krankheitsbilder wie Enteritis,

Lymphadenitis aber auch extraintestinale Manifestationen in Form von diversen Vaskulitiden,

Enteritische Extramesenteriale Immunpathologische
Yersiniosen Yersiniosen Folgekrankheiten
Enteritis Sepsis Reaktive Arthritis
Mesenteriale Lymphadenitis Lymphadenopathie Morbus Reiter
Pseudoappendizitis Hepatitis (seltene Form) Erythema nodosum
Ileitis (Pseudo-Crohn) Fokale Infekte: Pleuritis,
Koalitis Endokarditis, Osteomyelitis,
Cholezydtitis, Abszesse

Tabelle 2: Mdgliche Krankheitsbilder durch enteropathogene Yersinien

z.B. Synovialitis oder Erythema nodosum verursachen kénnen (Tabelle 2). Nach dem zur Zeit
vorherrschenden Modell durchwandern oben genannte Y ersinien nach oraer Aufnahme diein
der Submukosa des Dinndarms gelegenen Peyer schen Plaques und injizieren mithilfe eines
sogenannten Typll1-Sekretionsapparates (Pepe et al., 1995; Autenrieth and Firsching, 1996;
Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Hueck, 1998) Effektorproteine (Yersinia outer proteins,
Yops) inihre Zielzellen (Abb. 3).

Zu diesen Zielzellen gehdren Leukozyten, deren phagozytische Eigenschaften und die
Fahigkeit zum ,oxidative burst® durch die injizierten Effektoren unterbunden wird. Das
Gefdllendothel wurde aufgrund seiner Féahigkeit, die Leukozytenextravasation zu
kontrollieren, ebenfalls as Angriffspunkt von Yersinien und ihren Effektoren vorgeschlagen

(Corneliset al., 1998).

Abb. 1 (folgende Seite): I nfektionsmechanismen humanpathogener Yersinien

Y. pestis wird entweder durch einen Flohbiss oder aerogen in Form von Tropfchen auf den
Menschen Ubertragen. Die enteropathogenen Yersinien Y. enterocolitica und .
pseudotuberculosis gelangen durch orale Aufnahme in den distalen Dinndarm und
durchwandern dessen Wand im Bereich der Peyer schen Plagues.
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3.2. Das Typl | 1-Sekretionssystem von Yersinia

Das bereits erwahnte Typll1-Sekretionssystem erlaubt es den Yersinien, ihre Toxine direkt in
die Wirtszellen einzubringen. Sowohl alle sezernierten Yops as auch samtliche Proteine,
welche den Sekretionsapparat bilden, sowie das Yersinia-Adhdsin YadA sind
extrachromosomal auf dem 70 kb pYV-Virulenzplasmid kodiert (Abb. 2). Die sezernierten
Y ops gliedert man nach ihrer Funktion in Effektoren, Translokatoren und Regulatoren.

In einer friheren Arbeit (Roggenkamp et al., 1995) war es gelungen, ein modulares Y op-
Expressions-, Sekretionss und -Transokationssystem herzustellen, indem man eine
durchgehende 20 kb-Region des pYV-Plasmids, die sogenannte Icr-Region, welche fur die
Regulation, Sekretion und Translokation der Yops bendtigt wird, in ein Vektorplasmid
einklonierte. In einen virulenzplasmidfreien Y. enterocolitica-Stamm hineintransformiert, war
dieses pLCR genannte Konstrukt (Abb. 2) in der Lage, die Sekretion beliebiger Yops zu
vermitteln, welche durch ein zweites rekombinantes Plasmid kodiert wurden.

Beim Transport der Yersinia-Toxine in die Wirtszelle unterscheidet man grundsétzlich zwel
Schritte. Die Ausschleusung der Proteine aus der Bakterienzelle mit Passage der inneren und
aufleren Bakterienmembran wird als Sekretion bezeichnet. Im Anschluss daran missen die
Yops die eukaryotische Plasmamembran Uberschreiten, um Zugang zum Zytosol der
Wirtszelle zu erlangen. Diesen zweiten Schritt nennt man Translokation. Erstere kann in vitro,
wo die optimale Wachstumstemperatur fir Yersinien bei 27°C liegt, induziert werden. Durch
Inkubation bei 37°C in Ca’*-freiem Wachstumsmedium kommt es zum Stillstand des
bakteriellen Wachstums und zur Sekretion der Y ops in den Kulturiberstand (Abb. 4). In vivo
ist jedoch der Kontakt mit einer Wirtszelle notwendig, um die Sekretions-
[Translokationsmaschinerie in Gang zu setzen. Nach dem aktuellen Modell beginnt die
temperaturabhangige Transskription der Yops bei 37°C. Solange kein Kontakt mit einer
geeigneten eukaryotischen Zelle besteht, ist der Sekretionskana geschlossen und es kommt

zur Akkumulation der Y ops und verschiedener Faktoren im Bakterienzytoplasma (Abb. 3A).
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YOpE  yopH

Abb. 2: Aufbau des Virulenzplasmids von Yersinia enterocolitica

Auf dem Virulenzplasmid pYVO8 (von Y. enterocolitica Serotyp O8) befindet sich die
genetische Information fir den kompletten Typlll1-Sekretionsapparat, die Effektor-Y ops mit
ihren Chaperonen, sowie das Adhasin YadA. Den fiur die Sekretion und Translokation
bendtigten Abschnitt stellt die Icr-Region dar. Diese konnte in einer friheren Arbeit auf ein
Vektorplasmid Ubertragen werden, so dass man mit pLCR ein isoliertes Sekretionssystem
ohne zugehdrige Effektoren erhielt.

Nach dem Prinzip der negativen Rickkopplung wird die weitere Y op-Produktion gehemmt.
Erst durch Kontakt mit einer Wirtszelle 6ffnet sich der Sekretionskana und erlaubt es den
Yops, die Zelle zu verlassen (Abb. 3B). Frihere Untersuchungen zeigten, dass eine Y opN-
Mutante grof3e Mengen von Proteinen in den Kulturiiberstand sezernierte, unabhangig von der
Anwesenheit von Ca®* oder Kontakt mit Wirtszellen, was darauf hindeutet, dass YopN die
Freigabe der anderen Y ops durch den Sekretionskanal reguliert und diesen unter natirlichen
Bedingungen blockiert, solange kein Kontakt mit einer Wirtszelle besteht. Die Tatsache, dass
es in Ca®*-freier Umgebung zur Sekretion kommt, wird ebenfalls auf YopN zuriickgefiihrt
(Forsberg et al., 1991; Cornelis and Wolf-Watz, 1997), mit der Vermutung, dass Ca*-Entzug
artifiziell die Blockierung des Sekretionskanals durch YopN aufhebt. Nachdem der
Sekretionskanal gedffnet ist, bilden YopB und YopD einen Kanal in der Wirtszellmembran

und ermdglichen den Ubertritt der Effektor-Y opsin das Zytosol.
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A
aultere Membran
periplasmatischer Raum e e
i i T re
innere Membran 1] % 1]
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periplasmatischer Raum 1
innere Membran

1 = Sekretion

Bakterienzelle 2 = Trand okation

Abb. 3: Modell des Typl11-Sekretions-/-Translokationssystems von Y. enterocolitica

A) geschlossener Sekretionsapparat. YopN blockiert den Sekretionskanal und reguliert auf
diese Weise die Sekretion der Y ops.

B) offener Sekretionapparat. Nach Kontakt mit ener Wirtszelle gibt YopN den
Sekretionskanal frei. YopB und YopD bilden eine Membranpore, welche den Ubertritt
bakterieller Proteinein das Zytosol der eukaryotischen Zelle ermdglicht.

Y ops sind mit den ihnen entsprechenden Buchstaben gekennzeichnet.

Abb. 4 (folgende Seite): Ca?*-abhangige Sekretion der Yopsin vitro

Coomassie-Farbung in den Kulturlberstand sezernierter Yersinia-Proteine nach elektro-
phoretischer Auftrennung im SDS-Gel. Unter normalen Bedingungen ist der Sekretionskanal
geschlossen, solange die Bakterienzelle keinen Kontakt mit einer Wirtszelle hat. Durch Ca’*-
Chelation wird tiber einen noch ungeklarten Mechanismus die Offnung des Kanals induziert
und damit die freile Sekretion von Yops ermoglicht. (Abbildung aus Aepfelbacher et al.,
1999a).
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3.3. Toxine und Modulinevon Yersinia

In den vergangenen Jahren stellte sich heraus, dass es sich bel den durch das Typ IlI-
Sekretionssystem freigesetzten Yersinia-Effektoren YopE, YopH, YopM, YopO (YpkA inY.
pseudotuberculosis), YopP (YopJin Y. pseudotuberculosis) und YopT um héchst angepasste
Proteine handelt, die auf spezifische Weise eukaryotische Signaltransduktionswege
beeinflussen (Aepfelbacher et al., 1999b). Daher bezeichnet man diese Yersinia-Toxine auch
alsModuline.

Bemerkenswerterweise konnte bel vier der sechs bekannten Yersinia-Effektorproteine, Y opH,
YopT, YopO und YopE gezeigt werden, dass diese am Aktinzytoskelett der befallenen
Wirtszelle angreifen. Die Ursache hierfir liegt wahrscheinlich in der zentralen Rolle, die
Aktinumbauvorgange in der Phagozytose, Chemotaxis, Gentranskription und bei
enzymatischer Aktivitét spielen (Aderem and Underhill, 1999; Provost et al., 1999; Sanchez-

Madrid and del Pozo, 1999; Sotiropoulos et al., 1999).
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Bei YopH handelt es sich um eine Tyrosinphosphatase, welche zwei Bestandteile von
Signalkomplexen, die Focal-Adhesion-Kinase Fak und p130“®, die die Verbindung zwischen
Aktinfilamenten und dem intrazelluléren Teil der Integrinrezeptoren in fokalen Adhasionen
regulieren, dephosphoryliert (Black and Bliska, 1997; Persson et al., 1997). Uber YopT weil3
man durch unsere Arbeiten, dass es das GTP-bindende Protein RhoA, einen wichtigen
Regulator von Aktinstrukturen (s. unten) modifiziert und inaktiviert (Zumbihl et al., 1999).
YopO ist eine autophosphorylierende Serin-/Threoninkinase, welche durch Aktin aktiviert
wird und dieses sowohl phosphoryliert as auch Aktinstrukturen in bestimmten Zelltypen
zerstort (Juris et al., 2000). YopO bindet aufferdem an die GTP- und GDP-gebundenen
Formen der Rho-GTPasen Rho und Rac. Die genaue Rolle, welche diese Interaktion fir die
Aktivitdt von Rho-GTPasen oder die Aktinregulation spielt, ist jedoch bisher unklar (Barz et
al., 2000; Dukuzumuremyi et al., 2000). Die Fahigkeit von Y opE, das Aktinzytoskelett zu
zerstoren (Rosgvist et al.,, 1991) konnte, wéahrend die Experimente zu dieser
Dissertationsarbeit abliefen, auf seine GAP-Aktivitdt gegen GTPasen der Rho-Familie

zurtickgeftihrt werden (Black and Bliska, 2000; von Pawel-Rammingen et al., 2000).

3.4. Diekleinen GTPasen der Rho-Familie

Die Rho-GTPasen beinhalten nach heutigem Wissensstand mehr als zehn Vertreter, RhoA,
RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG, RhoL, Racl, Rac2, Cdc42Hs, G25K, TTF und TC10, von
denen samtliche an der Aktinregulation beteiligt sind (Guasch et al., 1998; Hall, 1994; Hall,
1998; Tapon and Hall, 1997). Die Rho-Familie stellt eine Untergruppe der Ras-Superfamilie
dar, welche neben Rho die Subfamilien Ras, ARF, Rab und Ran beinhaltet. Diese werden im
Gegensatz zu den grofReren heterotrimeren G-Proteinen als kleine GTP-bindende Proteine
bezeichnet. Die Bezeichnung Rho-GTPase ist auf die intrinsische GTPase-Aktivitét

zurtickzufuhren, mittels welcher gebundenes GTP in GDP und Phosphat gespalten wird.
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Jede der drei Hauptgruppen der Rho-Familie, Rho, Rac und CDC42, fihrt zur Ausbildung
einzigartiger Aktinstrukturen, namlich Stressfasern, Lamellipodien (,, membrane ruffles*) oder
Filopodien (, microspikes®) (Hall, 1998). Rho, Rac und CDC42 konnen dabel unabhangig
voneinander durch Plasmamembranrezeptoren fur extrazellul&re Mediatoren aktiviert werden
(Abb. 5), sind jedoch auch Teil eines komplexen Signalkaskaden-Netzwerks, in welchem eine
GTPase eine andere ihr zugeordnete GTPase aktiviert oder inaktiviert (Van Aelst and

D" Souza-Schorey, 1997; Sander et al., 1999).

Bradykinin Sphingosin-1-P Thrombin

! ! !
! ! !

CDC42 |---------- » Rac |€-------- »| Rho
Filopodien Lamellipodien Stressfasern
, microspikes" , membrane

ruffles*

Abb. 5: Aktivierung von Rho-GTPasen und ihre Effekte auf das Aktinzytoskelett

Die drel Hauptvertreter der Rho-Proteine, CDC42, Rac und Rho werden durch verschiedene
extrazelluldre Mediatoren Uber Plasmamembranrezeptoren aktiviert und fihren zur
Ausbildung typischer Strukturen des Aktinzytoskeletts. Untereinander stehen die Rho-
GTPasen im Sinne eines kaskadenartigen Netzwerks in Verbindung (gestrichelte Pfeile),
indem sie sich gegenseitig -je nach Zelltyp unterschiedlich- aktivieren oder inaktivieren
konnen. (Sphingosin-1-P = Sphingosin-1-Phosphat; die doppelte Linie entspricht der
Zytoplasmamembran, die Ovale reprasentieren spezifische Plasmamembranrezeptoren)
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Rho-GTPasen verhalten sich wie molekulare Schalter, welche im GTP-gebundenen Zustand
eingeschaltet und an GDP gebunden ausgeschaltet sind. Im GTP-gebundenen, aktiven
Zustand kénnen Rho-Proteine an verschiedene Zielmolekile, welche direkt oder indirekt die
Aktinorganisation kontrollieren, assoziieren und diese aktivieren (Abb. 6; Cooper and
Schafer, 2000). Der Aktivierungsgrad der Rho-GTPasen wird reguliert durch 1. ihre
intrinsische GTPase-Aktivitét, 2. GDIs (,, guanine nucleotide dissociation inhibitors*) 3. GEFs
(,guanine nucleotide exchange factors*) und 4. GAPs (, GTPase activating proteins*) (Van

Aelst and D" Souza-Schorey, 1997).

GTP GDP

inaktive aktive nachgeschaltete
Rho-GDP ) "Form Form > | Ziemolekile

®

®

Abb. 6: Regulation der Aktivitédt von Rho-GTPasen

Der Ubergang vom GDP-gebundenen, inaktiven Zustand zum aktiven, GTP-gebundenen
Zustand geschieht durch einen von GEF vermittelten Austausch von GDP gegen GTP. GDIs
verhindern die Abdissoziation von GDP und halten die Rho-GTPasen damit in ihrer inaktiven
Form. Im Gegensatz dazu erfolgt die Inaktivierung der bereits aktiven Rho-GTPasen durch
enzymatische Spaltung des gebundenen GTP in GDP und Phosphat. Die hierfir notwendige
intrinsische GTPase-Funktion der Rho-Proteine wird durch ,, GTPase activating proteins'
(GAP) induziert. Hier am Beispiel von Rho gezeigt, gilt dieses Schema analog auch fir
CDC42 und Rac.
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3.5. Wirkungsweise Rho-modulierender Toxine

Interessanterweise haben pathogene Bakterien Wege gefunden, sich jedes dieser regulativen
Prinzipien zunutze zu machen. ADP-ribosylierende oder -glucosylierende Exotoxine von
Clostridien zum Beispiel modifizieren bestimmte Aminosauren in der Effektordoméne von
Rho-GTPasen und blockieren auf diese Weise die Aktivierung der GTPasen oder deren
Interaktion mit den Zielmolekilen (Aktories et al., 2000).

Im Vergleich dazu deamidiert CNF (cytotoxic necrotizing factor) von Escherichia coli einen
kritischen Glutaminrest welcher die intrinsische als auch GAP-stimulierte GTPase-Aktivitét
blockiert und damit verschiedene Rho-GTPasen konstitutiv aktiviert (Flatau et al., 1997;
Schmidt et al., 1997). Ferner ist SopE, ein transozierter Effektor von Salmonella selbst ein
hochst aktiver Austauschfaktor (GEF) fur Rho-GTPasen (Hardt et al., 1998). Wieim Fall von
YopE, konnten auch die Y opE-homologen Doméanen im Salmonella-Effektor SptP und im
Pseudomonas aeruginosa-Effektor ExoS als Rho-GAPs identifiziert werden. In vitro-
Untersuchungen zeigten, dass es sich bei SptP um ein GAP fur CDC42 und Rac handelt,
wohingegen ExoS und YopE auf Rho, Rac und CDC42 wirken (Fu and Galan, 1999;

Goehring et al., 1999; von Pawel-Rammingen et al., 2000).
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4. ZIELE UND FRAGESTELLUNG

Bel Beginn der experimentellen Arbeiten zu dieser Dissertation war Klar, dass vier der sechs
bekannten Yersinia-Moduline, ndmlich Y opE, YopT, YopH und Y opO zu Veréanderungen des
Aktinzytoskeletts in Zielzellen fuhren. Fur eine Reihe von Virulenzfaktoren bakterieller
Pathogene konnten die kleinen GTPasen der Rho-Familie, welche das Zytoskelett regulieren,
als Zielmolekdile identifiziert werden.

Bereits friihere Forschungsprojekte der Arbeitsgruppe befassten sich mit dem Zusammenspiel
bakterieller Toxine und Rho-GTPasen. In der Arbeit von Aepfelbacher et al. (1997) fand man
heraus, dass die Toxine C3-Transferase von Clostridium botulinum, EDIN von
Staphylococcus aureus beziehungsweise ToxinA von Clostridium difficile durch Hemmung
von RhoA, RhoB und RhoC zu einer Stérung der Migration menschlicher Endothelzellen in
einem in vitro-Wundreparaturmodell fihrten. An anderer Stelle (Essler et al., 1998b)
untersuchte man die Erhohung der endotheliden Permeabilitét durch das Pasteurella
multocida-Toxin PMT. Die Wirkung dieses Proteins fuhrte zur Aktivierung des Rho-
Signalweges und der Entstehung typischer Rho-abhangiger Stressfasern. Aul3erdem entdeckte
man, dass die Thrombin-induzierte Aktivierung von Rho in Endothelzellen durch die oben
genannte C3-Transferase inhibiert wurde (Essler et al., 1998a).

Die Beziehung der Yersinia-Toxine zur Aktivitdt von Rho-GTPasen war zu Beginn der
vorliegenden Arbeit jedoch noch weitgehend unklar. Es war daher interessant herauszufinden,
auf welche Weise ein pathogener Erreger mit einem hochangepassten Sekretionssystem und
einer Reihe von Effektorproteinen die Aktinregulation in den befallenen Wirtszellen
beeinflussen kénnte. Ebenfalls von Interesse war die Tatsache, dass mehrere Toxine, jedoch
mit verschiedenen Angriffspunkten und Mechanismen auf die Regulation des

Aktinzytoskeletts wirken.
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Als eines der Ziele fur Yersinien respektive Yersinia-Toxine wurde das Gefal3endothel
vermutet (Cornelis et al.,, 1998). Da sich morphologische Verdnderungen des
Aktinzytoskeletts in Endothel zellen aufgrund der flachen Form deutlich beurteilen lassen und
die Aktivierung bestimmter Rho-GTPasen zur Ausbildung charakteristischer und zuverlassig
reproduzierbarer Effekte fuhrt, wurde die Arbeit im Endothelzellmodell gewahlt. Hierfir
verwendete man menschliche Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC), welche mit einer erfahrungsgemald guten Sensitivitét auf
Stimulation oder Hemmung aktinregulierender Vorgange reagieren und sich daher ideal fur
diese Arbeit eigneten.

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die morphologisch deutlichsten Effekte auf das
Aktinzytoskelett von den Yersinia-Modulinen YopE und YopT verursacht wurden. Selbige
wurden deshalb zum Gegenstand dieser Arbeit, wobei insbesondere die Funktion von Y opE

genauer charakterisiert wurde.

Folgenden spezifischen Fragen sollte nachgegangen werden:

Welcher Effekt auf das Aktinzytoskelett in Y. enterocolitica-infizierten Zellen ist durch Y opE
bewirkt?

Ist dieser auf elne Storung Rho-GTPase-abhangiger Signalwege zuriickzufihren?

Werden nur vorhandene Aktinstrukturen beeinflusst oder auch die Neubildung solcher?

Sind die beobachteten Effekte auf das Endothelzellmodell beschrankt oder auf andere
Zé€lltypen Ubertragbar?

Zusétzlich wurde der Effekt von YopT auf das Zytoskelett mit den jetzt etablierten Methoden
charakterisiert, mit dem Ziel herauszufinden, ob sich dessen Wirkungsmechanismus oder
Angriffspunkt von dem von YopE unterscheidet. Diese initialen Beobachtungen haben zur

Entdeckung der Modifikation von RhoA durch YopT gefihrt (Zumbihl et al., 1999).
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1. Bakterienstdmme und Plasmide

Escherichia coli DH5a wurde zur Herstellung von pYLCR und pLAF-E verwendet.
Bakterien wurden in Luria-Bertani-(LB)Medium angeziichtet, Y.enterocolitica bei 27°C,
E.coli bei 37°C. Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen verwendet: Ampicillin
(Ap) 100 ng mi™; Chloramphenicol (Cm) 20 pg ml™; Kanamycin (Km) 25 mg ml™;
Nalidixinsaure (Nal) 60 my ml™; Spectinomycin (Spc) 50 ng ml™; Tetracyclin (Tet) 20 pg
ml™. Die Herstellung von pYLCR und pYLCR+E wurde wie im Folgenden beschrieben,
durchgefihrt (siehe auch Abb. 8).

Plasmid-DNA wurde mit Qiagen-Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert.
PCR-Reaktionen, Restriktionsenzymverdau, Zuriickgewinnung von DNA aus Low-Melting-
Agarose, DNA-Ligationen und -Transfektionen wurden ausgefihrt, wie von Ausubel et al.
(1987) beschrieben. Enzyme, Desoxynukleosidiriphosphate (dNTPs) und Tag-DNA-
Polymerase wurden bel Pharmacia LKB eingekauft. Oligonukleotide wurden von Roth im
TRITYL-OFF-Verfahren synthetisiert. Um das Typ |11-Sekretionssystem von Y.enterocolitica
WA-314 (Icr-Region) und yadA in pSUP102 einzufigen, wurde das yadA-Gen von
Y.enterocolitica WA-314 mittels PCR amplifiziert unter Verwendung der Primer YB1
[Accession No. (acc.) X13882bp 56-77, zusétzliche BamHI-Schnittstelle am 5 -Ende] und
YB2 (acc. X13882bp 2160-2137, eine BamHI-Schnittstelle wurde durch Austausch der
Nukleotide 2149 und 2150 in g und g erzeugt). Nach dem enzymatischen Verdau mit BamHI
wurde das 2,2 kb PCR-Fragment in pSUP102 (Guiney and Helinski, 1979) hineinligiert, mit
dem Ergebnis von pSUP-A-1. Nachfolgend wurde das 30 kb Insert von pLCR (Roggenkamp
et al., 1995), bestehend aus der |cr-Region mithilfe von Sall ausgeschnitten und in pSUP-A-1
eingefugt. Das entstandene Plasmid wurde pY L CR benannt. Das sycE/yopE-Genfragment von

Y. enterocolitica WA-314 wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer E1 (acc. M34278
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bp 145 -161, 5'- zusétzliche HindllI-Schnittstelle) und E2 (acc. M34278 bp 1544 -1522, 5'-
zusétzliche Hindll1-Schnittstelle) kloniert. Die Y opEgriasa Mutante wurde konstruiert, indem
man Arginin in Position 144 mithilfe der PCR durch Alanin ersetzte. Hierflr wurden das
QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) und die folgenden Primer
herangezogen:

5 -GCCACGGGCAGCGGCCCTCTTGCTGGCAGTATCCACTTCAATGCC-3  und 5'-
GGCATTGAGTGATACTGCCAGCAAGAGGGCCGCTGCCCGTGGEC-3.

Nach enzymatischem Verdau mit Hindlll wurden die entsprechenden PCR-Produkte in
pPLAFRII (Friedman et al., 1982) hineinligiert, woraus sich pLAF-E beziehungsweise pLAF-
Eriaa €rgaben. Fir Zellkulturexperimente und die Produktion von YopE wurden die
Plasmide pYLCR und pLAF-E beziehungsweise pLAF-Egriaa, in den Stamm WA-C durch

Konjugation kotransferiert, wie friher beschrieben (Roggenkamp et al., 1995).

5.2. Endothelzell-K ultur

Endothelzellen wurden wie bei Aepfelbacher et al. (1997) beschrieben gewonnen, indem man
menschliche Nabelschnur-Venen abschnittsweise mittels einer Kanile punktierte, a-
Chymotrypsin (Sigma) verabreichte und nach 30 min Einwirkzeit vorsichtig herausspulte.
Nach Sammeln der ausgespllten Zellsuspension wurden die geernteten Zellen in
gelatinebeschichteten  Kunststoff-Zellkulturflaschen  ausplattiert und in  speziellem
Wachstumsmedium (endothelial cell growth medium, ECGM; PromoCell, Heidelberg,
Germany), einschliefdlich Wachstumszusatzen (endothelial cell growth supplement), 2%
fetalem K& berserum (FCS) und Heparin bebrttet. Allen Experimenten vorangehend wurden
die Zellen in einer Dichte von 2x10* Zellen/cm? ausgesit und 10 Tage bis zum Erreichen
eines konfluenten Zellverbandes mit der typischen pflastersteinartigen Morphologie kultiviert.

Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei oder drel Tage.
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5.3. Infektionsver suche und Endothel zell-Stimulation

Yersinien wurden Uber Nacht in Luria-Bertani- (LB-) Medium bei 27°C unter antibiotischer
Selektion bebriitet. Am nachsten Tag wurde die Ubernachtkultur im Verhéltnis 1:20 verdinnt
und 30 min bel 37°C inkubiert, um die Y op-Produktion zu induzieren. HUVEC wurden zum
Zwecke der spdteren mikroskopischen Auswertung auf gelatinebeschichteten Deckglésern
oder zum Nachweis von transloziertem YopE in gelatinebeschichteten 6-Felder-Platten
kultiviert, bis sie einen konfluenten Rasen bildeten. Eine Stunde vor Infektionsbeginn wurde
das Wachstumsmedium entfernt und durch vorgewdrmtes, serum- und antibiotikafreies
Basalmedium (endothelial cell basa medium, ECBM; PromoCell) ersetzt. In ECBM
resuspendierte Y ersinien wurden durch Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit (115 g,
37°C fur 3 min) mit einer Infektionsrate (multiplicity of infection, m.o.i.) von 50 an die
HUVEC geheftet und anschlief3end fir 2 h bel 37°C inkubiert. Um die verschiedenen Rho-
GTPase-Signaltransduktionswege zu stimulieren, wurden die Zellen 3 h in serumfreiem
ECBM vorinkubiert. Fir Bakterien-infizierte Zellen schloss diese Zeitspanne auch die 2 h
Infektionszeit mit Yersinien mit ein. Darauffolgend wurde das Basalmedium entfernt und die
Zellen wurden stimuliert mit i) Bradykinin-Acetatsalz (Sigma, 100 ng/ml in ECBM) fiur 5
min, um CDC42Hs zu stimulieren oder fur 15 min, um nachfolgend Rac via CDC42Hs zu
stimulieren (Kozmaeet al., 1995), ii) D-Erythro-Sphingosin-1-Phosphat (Calbiochem, 1 niM in
ECBM) fir 2 min, um Rac zu aktivieren oder iii) Thrombin aus humanem Plasma
(Boehringer, 1 U/ml in ECBM) fir 2 min, um Rho zu aktivieren (Essler et al., 1998a).
Anschlieflend wurden die Zellen sofort fixiert und fir die Fluoreszenzfarbung

welterverarbeitet.

5.4. M akrophagenkultur, -I nfektion und -Stimulation

Die Gewinnung primérer Makrophagen wurde nach dem Protokoll von Schell und Linder

(2001) beziehungsweise Wiedemann et al. (2001) durchgefiihrt. Menschliche periphere
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Blutmonozyten wurden durch Zentrifugation von Heparinblut im Ficoll-Gradienten (Ficoll
Separating Solution, Biochrom KG) von anderen Blutzellen abgetrennt. Die Aufreinigung der
Monozyten erfolgte mittels Anti-CD14-Antikorper-beschichteten Magnetbeads (Miltenyi
Biotech) und einer MiniMACS-Saule (Miltenyi Biotech). Anschlief?end wurden die Zellen
mit einer Dichte von 5x10* Zellen/cm? auf Coverslips ausgesét und bei 37°C in RPM| 1640-
Medium (PAA Laboratories, Selektivmedium fur Monozyten) inklusive autologem Serum mit
Mediumwechsel alle drei oder vier Tage inkubiert. Innerhalb von finf bis sieben Tagen
differenzierten die Monozyten zu Makrophagen aus und konnten den Experimenten zugefihrt
werden.

Die Infektion erfolgte wie oben beschrieben, jedoch mit einer Infektionsdauer von 1,5 h.

Zur Stimulation CDC42Hs- und Rac-abhéngiger Signale wurde das Wachstumsmedium 20
min vor Beginn der Infektion durch serum- und antibiotikafreies RPMI 1640 ersetzt. Nach
Ablauf der Infektion wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden stimuliert mit i)
fMLP-Ester (Sigma, 1 pg/ml in RPMI 1640) fur (30-)60 min, um CDC42Hs und zusétzlich
Rac via CDC42Hs zu stimulieren oder ii) D-Erythro-Sphingosin-1-Phosphat (Calbiochem, 10
nmM in RPMI 1640) fur 2 min, um Rac zu aktivieren. Anschlief3end wurden die Zellen sofort
fixiert und fur die Fluoreszenzféarbung weiterverarbeitet, wie unten beschrieben. Die
Auswertung und Dokumentation der Préparate erfolgte mittels konfokalmikroskopischer, als

digitale Bilder gespeicherter Aufnahmen.

5.5. Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese und Wester n-Blot

In den Kulturlberstand sezernierte Yersinia-Proteine wurden exakt wie an anderer Stelle
(Heesemann et al., 1986) beschrieben, gewonnen. Die Auftrennung der Proteine wurde
mittels SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erreicht. Fur das Immunoblotting wurden die
Proteine elektrophoretisch auf Bogen einer Polyvinylidin-Difluorid- (PVDF-) Membran

tbertragen (1,2 mA/cm? fiir 1 h). Diese wurden tiber Nacht mit PBS/3% BSA/0,05% Tween
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20 bei Raumtemperatur geblockt. Zur Detektion von YopE wurde polyklonales Anti-Y opE-
Antiserum vom Kaninchen (gegen rekombinantes YopE gerichtet; Verdinnung 1:20000;
Jacobi et al., 1998) und ein Peroxidase-konjugierter sekundarer Anti-Kaninchen-Antikorper
(Amersham; verdinnt 1:3000) fur jeweils 1 h zugegeben. Die Detektion wurde unter

Verwendung des Chemilumineszenz-Detektionssystems ECL von Amersham ausgefuhrt.

5.6. Nachweis von transoziertem Y opE

Um transloziertes Y opE nachzuweisen, wurde im Wesentlichen den von Jacobi et al. (1998)
und Ruessmann et al. (2000) beschriebenen Vorgehensweisen gefolgt. Kurz
zusammengefasst, wurden HUVEC nach Infektion in 6-Felder-Ze lkulturplatten zweimal mit
PBS gewaschen. Danach wurde PBS entfernt und dH,O enschliefdlich 1 mM PMSF
zugegeben. Die Zell-Lyse wurde beschleunigt durch Verwendung eines Vortexschittlers fur
30 min. Anschlief?end Uberfihrte man die Suspension in Zentrifugenréhrchen und
zentrifugierte sie bei 3800 g, 4°C fur 15 min. Der Uberstand (HUV EC-Zytosol fraktion) wurde
gesammelt, und die Proteine mit 10% TCA 1 h lang auf Eis prézipitiert. Die gefélten Proteine
wurden durch Zentrifugation (siehe oben) zurtickgewonnen und das Protein-Pellet in
eiskaltem Aceton gewaschen. Nach einem welteren Zentrifugationsschritt (siehe oben) wurde
die Proteinausbeute von einer 6-Felder-Platte in 100 m SDS Probenpuffer gel6st. In einigen
V ersuchsansétzen wurde auch das Pellet aus dem ersten Zentrifugationsschritt (Zelldebris und
Bakterien) in SDS-Probenpuffer resuspendiert, um Yops aus den Bakterienzellen

freizusetzen.

5.7. Fluor eszenzfar bung und mikr oskopische Auswertung

Die Aktinfarbung von HUVEC mit Hilfe von Rhodamin-Phalloidin wurde auf gleiche Weise
durchgefiihrt wie vormas beschrieben (Aepfelbacher et al.,, 1997). In Kirze

zusammengefasst, wurden infizierte und / oder stimulierte Zellen auf Deckglaschen mit
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PBS/3,7% Formaldehyd fir 10 min fixiert, 5 min in kaltem Aceton bel —20°C permeabilisiert
und anschlief3end luftgetrocknet. Die Glasplattchen wurden dann fur 20 min mit Rhodamin-
Phalloidin (Molecular Probes;, 1:20 in PBS verdinnt) inkubiert und in Mowiol (Sigma),
wel ches p-Phenylendiamin enthdlt, um das als Fading bezeichnete Verblassen der Farbung zu
reduzieren, eingedeckt.

Fir die Doppeféarbung von Aktin und adhdrenten Bakterien wurden fixierte und
permeabilisierte Zellen auf Glascoverdlips fur 10 min mit PBS/1% BSA geblockt, 45 min lang
mit polyklonalem Kaninchen-Anti-Myf-Antikorper (1:500) und anschlief3end mit FITC-
markiertem Anti-Kaninchen-IgG (1:100) sowie mit Rhodamin-Phalloidin (1:20) inkubiert.
Zur immunzytochemischen Untersuchung der Lokalisation von YopE in WA(pYLCR+E)-
infizierten HUVEC verwendete man einen affinitétsgereinigten polyklonalen Anti-Y opE-
Antikorper (1:20; Jacobi et al., 1998) a's priméren und FITC-markiertes Anti-Kaninchen-1gG
(1:100) a's sekundéren Antikorper. Alle Schritte wurden von jeweils drei Waschvorgangen zu
je 5 min in PBS1% BSA zwischen Antikorperinkubationen und vor dem Eindecken in
Mowiol begleitet. Die Préparate wurden mithilfe eines Leitz DM Fluoreszenzmikroskops
untersucht und als digitale Bilder mittels einer ,, spot”-Camera (Visitron Systems, Puchheim,

Germany) dokumentiert.

5.8. Herstellung rekombinanter Proteine

Rekombinantes N17Rac, V12CDC42Hs und N17CDC42Hs wurden as Glutathion-S-
Transferase- (GST-) Fusionsproteine in E. coli exprimiert und auf Glutathion-Sepharose-
Beads aufgereinigt, wie bereits friher beschrieben (Essler et al., 1998a). Die Fusionsproteine
wurden mit Thrombin gespalten, welches durch p-Aminobenzamidin-Beads (Sigma) entfernt
wurde. Im Anschluss daran wurden die Proteine aufkonzentriert und gegen
Mikroinjektionspuffer (siehe unten) dialysiert. Reinheitsgrad und vollstdndige Entfernung von

Thrombin Uberprifte man mit SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung. Die
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Proteinkonzentrationen wurden mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce) unter Verwendung
von BSA als Standard ermittelt. Im zur Kontrolle angefertigten, Coomassie-gefarbten SDS-

Gel zeigten die Protein-Préparationen im Wesentlichen nur eine Bande.

5.9. Mikroinjektion

Mikroinjektionen wurden mit einem Eppendorf Trangektor 5246 und einem Compic Inject
Mikromanipulator (Cell Biology Trading, Hamburg, Germany) durchgefihrt. Fir diese
Experimente wurden die Zellen auf Cellocate-Coverdlips (Eppendorf)ausgesat und kultiviert.
Rekombinante Proteine wurden in Mikroinjektionspuffer (150 mM NaCl, 50 mM TrispH 7.5,
und 5 mM MgCl,) verdinnt und in einer Konzentration von 1,0 ng/m in das Zytoplasma
injiziert. Kontrollinjektionen mit Mikroinjektionspuffer oder GST fiuhrten zu keinen
signifikanten Effekten beztglich Zellmorphologie oder Aktinorganisation. Das mikroinjizierte
Volumen betrug ungefahr 1-3x10™ 1/Zelle. Injizierte Zellen konnten durch Koinjektion von
Ratten-1gG (5 ng/m), gefolgt von einer Farbung mit FITC-konjugiertem Ziegen-Anti-Ratten-
IgG (Dianova), identifiziert werden. In jedem Experiment wurden 50-100 Zellen injiziert und

mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet.
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6. ERGEBNISSE

6.1. Experimentelle Grundlagen

Um in den spater folgenden Experimenten mit reproduzierbaren und gut charakterisierten
Versuchsparametern arbeiten zu konnen, war es zunachst notwendig, die geeigneten
Bedingungen fir eine Yersinia-Endothel-Interaktion herauszufinden. Die Darstellung der
hierbel gewonnenen Daten wirde im Verhdltnis zur gelieferten Information zuviel Platz
bendtigen. Um unndtigen Ballast zu vermeiden, sei im folgenden nur die algemeine
Vorgehensweise erklart.

In einer Viezahl von Vorversuchen wurden verschiedenste Variablen eines
Infektionsversuches im Zellkulturmodell ausgetestet. Dazu gehdrten unter anderem
Wachstumsstadium, Alter und Passage der Endothelzellen, das eingesetzte Verhdtnis von
Bakterien zu Zellen (multiplicity of infection, m.o.i.), die Art der Infektion (Sedimentation
oder Zentrifugation der Bakterien auf die Zellen), sowie die eigentliche Zeit fur die
Interaktion. Letzteres erfolgte in Form von Zeitverlaufen, um den Beginn sowie das
Maximum morphologisch erfassbarer Y op-Effekte zu erkennen. Bezuglich der Art der
Infektion wurden hauptséchlich zwei Methoden verglichen. Im ersteren Fall wurden
entsprechende Volumina einer definierten Bakteriensuspension in die Zellkulturgefalie
pipettiert und anschlief3end die Bakterien durch langsame Sedimentation an die HUVEC
gebracht. Alternativ wurde das Absinken der Bakterien und damit der Beginn der Interaktion
mit dem Endothel durch Zentrifugation sowohl beschleunigt als auch synchronisiert.
Ebenfalls im Rahmen dieser Vorversuche wurde die Wirkung verschiedener Bakterienstdmme
miteinander verglichen. AulRerdem erfolgten Tests zur praktischen Durchfihrung der
Stimulation Rho-GTPase-abhangiger Signade und deren Effekte in HUVEC. Eine

Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Yersinia-Stémme findet sich in Tabelle 3.
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Stamme/Plasmide Genotyp/Phanotyp Quelle

WA-314 Serotyp O8; klinisches Isolat, enthélt das Virulenzplasmid Heesemann et al., 1986
pYVO8

WA-C Plasmid-freies Derivat von WA-314 Ruckdeschel et al., 1996

WA(pYLCR) Mutante, enthalt die lcr-Region und yadA auf dem Vektor Andor et al., 2001
pSUP102; fehlende Produktion von Effektor-Y ops

WA(pYLCR+E) WA (pY LCR), komplementiert mit dem Y opE und SycE Andor et al., 2001

kodierenden Plasmid pLAF-E

WA(pY LCR+ER144a) WA (pY LCR), komplementiert mit dem Y opEgya Und SycE Andor et al., 2001
kodierenden Plasmid pLAF-Egiasa

WA-C(pYV-515) Mutante, fehlende Sekretion von Y ops durch Tn5-insertionelle  Ruckdeschel et al., 1996
Inaktivierung von lcrD (kodiert LerD, welches fir die Y op-
Sekretion notwendig ist)

WA-C(pYVO8DT) Mutante, fehlende Y opT-Produktion durch insertionelle Zumbihl et al., 1999
Inaktivierung des yopT-Gens

WA-C(pYVO8DT/+T)  WA-C(pYVOB8DT), rekomplementiert mit dem YopT Zumbihl et al., 1999
kodierenden Plasmid pACY C184

WA-C(pYVOB8DE) Mutante, fehlende Y opE-Produktion durch TnMax- Zumbihl et al., 1999

insertionelle Inaktivierung des yopE-Gens

Tabelle 3: Ubersicht iber die verwendeten Y. enterocolitica-Stamme

6.2. Effekte der Yersinia enterocolitica-I nfektion auf Aktinstrukturen in HUVEC

Mit dem Ziel, erste Effekte von Yersinia enterocolitica-Yops auf das Aktinzytoskelett
abschétzen zu konnen, wurden konfluente HUVEC mit den Stémmen WA-C(pY V-515), WA-
314, WA-C(pYVO8DT) und WA-C(pYVOB8DE) infiziert, mit Rhodamin-Phalloidin gefarbt
und anschlieffend verglichen. Die Yersinia-Sekretionsmutante WA-C(pYV-515), unféhig
Yops zu trandozieren, fihrte zu ener morphologisch sichtbaren Verdnderung des
Aktinzytoskeletts im Vergleich zu den uninfizierten Kontrollzellen (Abb. 7A und 7B). Es
konnte eine Verdichtung der Aktinstrukturen zu Stressfasern mit einem insgesamt
unruhigeren  Zellbild  beobachtet  werden. Dies ist  wahrscheinlich  auf
Aktivierungsmechanismen durch bakterielle Adhdsine oder Zellmembranbestandteile im
Rahmen der Infektion zurtickzuftihren. Im Gegensatz dazu fihrte die Infektion mit dem
Wildtypstamm WA-314 zum Verschwinden der Aktin-Stressfasern sowie zu einer
Verdnderung der Zellform von einer polygona- pflastersteinartigen hin zu einer

unregelmalligen Erscheinung mit einer ausgepragten Kontinuitétsunterbrechung im
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Infektion mit WA-314 Infektion mit WA-C(pY VOSDT)

Abb. 7: Effekte von verschiedenen Y. enterocolitica-Stammen auf das Aktinzytoskelett in
HUVEC

Rhodamin-Phalloidin-Féarbungen von A) uninfizierten Zellen, sowie Zellen, welche mit B)
WA-C(pYV-515), C) WA-314, D) WA-C(pYVO8DT) bzw. E) WA-C(pYVOB8DE) infiziert
wurden. Wie man erkennen kann, fuhrte die Infektion mit dem Wildtypstamm in C zum
Verschwinden von Stressfasern und zur Auflosung des Zellzusammenhalts mit Verénderung
der Zellform. Ersterer Effekt fand sich nicht bel Infektion mit der YopT-Mutantein D,
wohingen der zweite beschriebene Effekt nach Infektion mit der Y opE-Mutante in E fehlte.
Der weil3e Balken in A entspricht 30 um.
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Bereich der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 7C). Zellen, die mit der YopT-Mutante WA-
C(pYVOB8DT) infiziert wurden, einem Stamm mit der zytotoxischen Aktivitét aller Yops bis
auf YopT, zeigten ebenfalls die oben genannte Veradnderung der Zellform. Die Bildung von
Stressfasern dagegen war offensichtlich nur leicht beeintréchtigt und in einem Grofiteil der
untersuchten Zellen immer noch sichtbar (Abb. 7D). Gegentellig hierzu fihrte die Infektion
von HUVEC mit WA-C(pYVOS8DE), einem Stamm, der alle Toxine aufl3er YopE in die
Zielzellen trandloziert, zum vollsténdigen Verschwinden von Stressfasern (Abb. 7E). Die
Endothelzellen waren im Unterschied zu oben flach ausgebreitet, ohne die erwahnten Liicken
an den Zellgrenzen aufzuweisen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die
zytotoxisch bedingten morphologischen Veranderungen der infizierten Zellen aus mindestens
zwei Komponenten zusammensetzen. Die Hemmung der Stressfasern ist nach diesen Daten
zu urteilen, Y opT-abhangig, wohingegen die beschriebene Veranderung der Zellform mit dem
Aufbrechen der Zell-Zell-Kontakte einen durch YopE hervorgerufenen Effekt darzustellen

scheint.

6.3. Herstellung eines Y. enterocolitica-Stammes, welcher YopE als einzigen Effektor

transloziert

Um den Effekt von Yersinia enterocolitica-YopE auf Rho-GTPase gesteuerte
Aktinregulationsvorgange isoliert zu untersuchen, war es notwendig den storenden Einfluss
der anderen Effektor-Y ops auszuschalten, wobei jedoch weiterhin , physiologische® Mengen
von YopE in die Wirtszelle injiziert werden sollten.

Fir diesen Zweck wurde die Tatsache genutzt, dass das gesamte Typlll-Sekretionssystem
zusammen mit dem Yersinia-Adhasin YadA und allen bekannten Effektor-Y ops von Yersinia
auf einem 70 kb Virulenzplasmid (im Falle von Y. enterocolitica O8 genannt pY 'V O8) kodiert
ist. Davon ausgehend wurde ein zweiteiliges Typlll-Injektionssystem erschaffen (Abb. 8),

indem man zunéchst ein pY'V O8-Fragment, welches alle fur die Sekretion und Translokation
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bendtigten Gene enthalt (die Icr-Region; Roggenkamp et al., 1995) und ein pY'V O8-Fragment
einschliefdich yadA in den Vektor pSUP102 kotransferierte, woraus das Plasmid pYLCR
resultierte. In einem zweiten Schritt wurde ein Modul bestehend aus Y opE (oder dessen GAP-
negativer , Argininfinger*-Mutante Y opEria4a) Und seinem Chaperon SycE in den Vektor
pPLAFRII geklont, woraus sich das Plasmid pLAF-E ergab (siehe Methodenteil fir genauere

Details).

cm

Sall

PLCR

yadA Icr-Region

Sall

tet

pYLCR

Icr-Region

yopE/sycE

Abb. 8: Klonierungsstrategie und schematische Dar stellung des pYLCR- und pLAF-E-
Plasmids

Das Plasmid pSUP-A-1 entstand durch Einfligen des yadA-Gens in den Vektor pSUP102.
Nach dem Restriktionsverdau von pLCR (Roggenkamp et al., 1995) sowie pSUP-A-1 mit
Sall und anschliefiender Ligation entstand das neue Plasmid pYLCR, welches das Typlll-
Sekretionssystem und yadA enthdt. Durch Transformation des virulenzplasmidfreien Y.
enterocolitica-Stammes WA-C mit pYLCR entstand WA(pYLCR). Zusétzliches Einbringen
eines zweiten Plasmids pLAF-E in WA (pY LCR) fuhrte zum Ergebnis eines Y. enterocolitica-
Stammes WA (pY LCR+E), welcher Y opE als einzigen Effektor transloziert.
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Abb. 9: Sekretion und Translokation von YopE durch WA(pYLCR+E)

A) Coomassie-Farbung elektrophoretisch aufgetrennter Yersinia-Proteine, sezerniert durch
WA-314, WA(pYLCR+E) bzw. WA(pYLCR). Yops sind durch entsprechende Buchstaben

gekennzeichnet.
B) Western-Blot-Analyse des sezernierten Y opE

C) Western-Blot-Analyse von durch WA-314 und WA(pY LCR+E) in HUVEC transloziertem
YopE. Um sicherzustellen, dass die im Text beschriebene dH20-Lysemethode Y opE aus
HUVEC, jedoch nicht aus den Bakterienzellen freisetzt, wurde die Yersinia-Mutante
WA-C(pYV-515) verwendet, welche YopE exprimiert, aber aufgrund einer insertionellen
Inaktivierung von lcrD weder sezerniert noch transloziert. Es konnte kein Y opE durch dH20-
Lyse aus WA-C(pY V-515)-infizierten HUVEC freigesetzt werden, wohingegen die Lyse mit

SDS, 10 min bei 95°C, welche auch Bakterienzellen 6ffnet, zum Nachweis von Y opE flhrte.
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Zur Bestétigung der selektiven Freisetzung nur eines Effektors durch den neu hergestellten
Stamm bediente man sich der anfangs beschriebenen Tatsache, dass Yersinien unter
Inkubation bei 37°C in Ca**-freiem Wachstumsmedium ihre Yops in den Kulturiiberstand
sezernieren. Wie in Abb. 9A erkennbar, setzt der virulenzplasmidfreie Yersinia-Stamm WA-
C, transformiert mit pYLCR [WA(pYLCR)], erwartungsgemdld zum Translokations-
mechanismus gehorige Yops wie YopB, YopD und YopN frei, jedoch keine Effektor-Y ops,
welche normalerweise vom Yersinia-Wildtyp WA-314 freigesetzt werden. Der Stamm
WA(PYLCR), kotransformiert mit dem yopE enthaltenden Plasmid pLAF-E
[WA(pYLCR+E)] sezerniert Y opE zusétzlich zu YopB, D und N (Abb. 9A und B).

Zum Nachweis der Y opE-Translokation in Zellen infizierte man HUVEC mit verschiedenen
Yersinia-Stdmmen. Anschlief3end wurden die Endothelzellen, nicht jedoch die adhérenten
Bakterienzellen mittels dH,O-Lyse aufgeschlossen, durch Zentrifugation die zytosolische
Fraktion gewonnen und auf das Vorhandensein von YopE untersucht. Wie in Abb. 9C
deutlich sichtbar, ist WA(pYLCR+E) in der Lage, YopE in gleichen Mengen wie Wildtyp-
Yersinien WA-314 in Zellen zu tranglozieren.

Aufgrund genannter Tatsachen eignet sich die Infektion von Endothelzellen mit
WA (pYLCR+E) hervorragend zur Untersuchung der intrazelluléren Funktion von Y opE ohne

Storung durch andere Effektor-Y ops.

6.4. Effekt von YopE auf peripheres Aktin in konfluenten HUVEC

Um den Effekt von Y opE auf zelluldres Aktin zu testen, wurden konfluente HUVEC mit den
Stdmmen WA(pYLCR), WA(pY LCR+ERr1444) oder WA (pY LCR+E) infiziert, mit Rhodamin-
Phalloidin geféarbt und miteinander verglichen. Die Infektion mit WA(pYLCR+E) bewirkte
eine Zerstorung peripherer Aktinstrukturen an den Zell-Zell-Kontakten, Trennung der
Endothelzellen voneinander sowie die Entstehung interzellulérer Licken (Abb. 10D).

Morphologische Veranderungen dieser Art waren nicht sichtbar nach Infektion mit
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WA(pYLCR) (Abb. 10C) oder WA(pY LCR+ERg144a) (Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf
hin, dass die beobachteten Effekte Folge der GAP-Aktivitét von YopE waren. Die
Abbildungen 10E und F zeigen, dass unter den Versuchsbedingungen in dieser Studie
ungeféhr gleiche Mengen von WA (pYLCR) oder WA(pYLCR+E) an HUVEC adhérierten.
Bereits in vergangenen Arbeiten wurde die Rolle von Rho-GTPasen in der Regulation von
Aktin an Zell-Zell-Kontakten charakterisiert (Braga et al., 1997; Esder et al., 1998a; Takaishi
et al., 1997). Im Vergleich mit diesen fiel auf, dass der Effekt von YopE auf periphere
Aktinstrukturen eine starke Ahnlichkeit zu dem Effekt von mikroinjiziertem dominant
negativen N17Rac aufwies (Abb. 10B). Auch konnte kirzlich von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass die Hemmung von RhoA mit C3-Transferase von Clostridium botulinum
oder YopT von Y. enterocolitica Zell-Zell-Kontakte oder peripheres Aktin in HUVEC nicht
signifikant zerstort (Aepfelbacher et al., 1997; Esder et al., 1998a; Zumbihl et al., 1999). In
gleicher Weise konnte man hier einen solchen Effekt mit mikroinjiziertem dominant
negativen N17CDC42Hs auf periphere Aktinstrukturen in HUVEC nicht beobachten (Andor
et al., 2001). Diese Daten legen nahe, dass YopE in unstimulierten HUVEC Uber eine

Hemmung von Rac zur Desorganisation von Aktin an Zell-Zell-Kontakten fihrt.

6.5. Effekt von YopE auf CDC42Hs-, Rac- oder Rho-induzierte Aktinstrukturen in

HUVEC

Als néchstes wurde untersucht, ob YopE die Neubildung Rho-, Rac- oder CDC42Hs-
abhangiger Aktinstrukturen in HUVEC beeinflussen kann. Zu diesem Zweck wurden Zellen
mit WA(pYLCR), WA(pY LCR+ERr1444) oder WA (pY LCR+E) fUr zwel Stunden infiziert und
anschlief3end mit 1) Bradykinin zur Induktion CDC42Hs-abhangiger Microspikes nach funf
Minuten, gefolgt von Rac-abhdngigen Ruffles nach 15 Minuten (Abb. 11A und B); 2)

Sphingosin-1-Phosphat zur direkten Stimulation Rac-abhéngiger Ruffles (Abb. 12A) oder 3)
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Abb. 10: Effekt von YopE auf Aktinstrukturen im Bereich der endothelialen Zell-Z€ll-
Kontakte.

A) bis D) Rhodamin-Phalloidin-Farbungen von A) uninfizierten Zellen, B) Zellen, die mit
dominant negativem N17Rac mikroinjiziert wurden, C) mit WA(pYLCR) bzw. D) mit
WA(pYLCR+E) infizierten Zellen. Letztere zeigen eine dhnliche Morphologie wie die
mikroinjizierten Zellen in B.

E) und F) Die infizierten Zellen in C bzw. D wurden zusétzlich mit einem polyklonalen
Antikorper gegen das Yersinia-Oberfldchenprotein Myf geférbt, um adhérente Bakterien
darzustellen. Der Balken entspricht 30 pum.
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mit Thrombin zur Erzeugung von Stressfasern Uber die Aktivierung von Rho/Rho-Kinase
(Abb. 12C) stimuliert.

In Swiss 3T3-Fibroblasten aktiviert Bradykinin zunachst CDC42Hs, welches anschlief3end
Rac aktiviert (Kozma et al., 1995). Wir konnten zeigen, dass der gleiche Mechanismus in
HUVEC existiert, da Mikroinjektion von N17CDC42Hs sowohl die Entstehung von
Microspikes als auch von Ruffles nach Bradykininstimulation hemmte, wogegen N17Rac
lediglich die Neubildung von Ruffles blockierte (Andor et al., 2001).

Man konnte beobachten, dass HUVEC, welche zuerst mit WA(pYLCR+E) infiziert und
anschlief3end mit Bradykinin stimuliert wurden, weiterhin Mikrospikes ausbildeten, die nach-
folgende Entstehung von Ruffles jedoch war vollstandig unterbunden (Abb. 11G, Abb. 13).
Gleichermalen lief die Neuformation von Microspikes nach Mikroinjektion von konstitutiv
aktivem V12CDC42Hs auf normale Weise ab, wahrend die anschlief3ende Bildung von
Ruffles in WA(pYLCR+E)-infizierten Zellen verhindert wurde (Andor et al., 2001). In
WA(pYLCR)- oder WA(pYLCR+ERgia4a)-infizierten HUVEC blieb die Entstehung von
Microspikes und Ruffles nach Bradykininstimulation unveréndert (Abb. 11C, 11D, 11H).
Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dass die Aktivierung von CDC42Hs nicht gehemmt
wird, wahrend die CDC42Hs-induzierte Rac-Aktivierung in HUVEC durch YopE blockiert
wird.

Sphingosin-1-Phosphat aktiviert ebenfalls Rac-abhangiges ,, Membrane Ruffling” in HUVEC
(Esdler et al., 2002). Mikroinjektion von N17Rac, jedoch nicht N17CDC42Hs konnte die
Bildung Sphingosin-1-Phosphat-stimulierter Ruffles verhindern, was auf eine CDCA42-
unabhéngige Rac-Aktivierung hinweist (Andor et al., 2001). Uberraschenderweise waren
Zellen, welche mit WA(pYLCR+E) infiziert und anschlief3end mit Sphingosin-1-Phosphat
stimuliert wurden, weiterhin in der Lage, Ruffles auszubilden (vgl. Abb. 12A mit B, Abb. 13).
Die Zahl der infizierten Zellen, welche Ruffles aufwiesen, unterschied sich nicht signifikant

von der Menge der nichtinfizierten Zellen mit Ruffles (Abb. 13).
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.. “ -
Infektion mit WA(pYLCR),
Bradykinin 5 min

Bakterienfarbung zu C

Abb. 11 (diese und folgende Seite): Effekt von YopE auf die Bradykinin-stimulierte
Bildung von Lamellipodien.

Text siehe folgende Seite.
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Infektion mit WA (pYLCR+E), Infektion mit WA(pY LCR+Eg1444),
Bradykinin 15 min Bradykinin 15 min

Bakterienfarbung zu G

Abb. 11 (vorhergehende und diese Seite): Effekt von YopE auf die Bradykinin-
stimulierte Bildung von Lamellipodien.

Die Zellen wurden mit Bradykinin (100 ng mi™) fir 5 min (A, C) bzw. 15 min (B, D, G, H)
stimuliert.

A, B, C, D, G, H) Rhodamin-Phalloidin-Farbungen von A, B) uninfizierten Zellen, C, D) mit
WA(pYLCR), G) WA(pYLCR+E) bzw. H) WA(pY LCR+ER144a) infizierten HUVEC.

E, F, I, K) Zusétzliche Farbung der infizierten Zellen in C, D, G, H mit einem Anti-Myf-
Antikorper, um adhérente Bakterien sichtbar zu machen. Die Ruffles in B, D und H sind
durch Pfeile gekennzeichnet. Wie man in G erkennen kann, induziert Bradykinin in Zellen,
die mit WA(pYLCR+E) infiziert wurden, weiterhin Mikrospikes (Filopodien), jedoch keine
Ruffles (Lamellipodien). Der Balken entspricht 30 um.
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Man konnte jedoch feststellen, dass die Rufflesin den infizierten Zellen geringfiigig schmaler
waren, vermutlich aufgrund der Zerstorung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 12B).

Zuletzt wurde der Effekt von YopE auf die Thrombin-induzierte Stressfaserneubildung,
welche durch Rho/Rho-Kinase reguliert wird (Essler et al., 1998a), gepruft. Ungeféhr 40%
der Zellen auf dem Deckglas rundeten sich ab oder 10sten sich von der Unterlage. Dieser
Effekt war hochstwahrscheinlich auf die stark kontraktile Wirkung von Thrombin, verstéarkt
durch die Auflésung der Zell-Zell-K ontakte nach WA (pY L CR+E)-Infektion zurtickzuf Gihren.
Man konnte daher lediglich digenigen Zellen bezlglich Stressfaserneubildung bewerten,
welche noch auf der Zellkulturplatte ausgebreitet waren (circa 60% der urspriinglichen
Anzahl). Alle diese Zellen zeigten Stressfasern (vgl. Abb. 12C mit 12D) trotz deutlicher
Anzeichen ener Infektion mit WA(pYLCR+E). Folglich war auch die Rho-abhangige
Stressfaserentstehung unbehelligt von Y opE.

Diese Daten zeigen, dass YopE von Y. enterocolitica in HUVEC selektiv eine zur
Aufrechterhaltung von peripheren Aktinstrukturen benétigte basale Rac-Aktivitdt hemmt,
ebenso wie die Aktivierung von Rac Uber CDCA42Hs, jedoch nicht die Aktivierung von Rac
Uber einen Plasmamembranrezeptor fir Sphingosin-1-Phosphat.

Dies liefert einen Hinwelis fir eine hohe Spezifitdt von YopE innerhalb primérer Zielzellen,

welche man aus Studien der Y opE-Aktivitét in vitro nicht vorhersehen konnte (Abb. 17).

6.6. Effekt von YopE auf CDC42Hs- oder Rac-abhangige Aktinstrukturen in priméren

M akrophagen

Um sicherzustellen, dass die intrazelluldre Spezifitét von YopE nicht auf Endothelzellen
beschrankt ist, haben wir noch ein anderes Zellmodell getestet. Wir wéahlten hierfir primére
humane Makrophagen, welche as professionelle Phagozyten natlrlicherweise einen
wichtigen Angriffspunkt im Rahmen einer Infektion mit Yersinien darstellen (Cornelis et al.,

1998; Cornelis and Wolf-Watz, 1997). Dazu wurden diese fur 1,5 h mit WA(pYLCR)
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Thrombin 2 min
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Abb. 12: Kein Effekt von YopE auf Sphingosin-1-Phosphat-stimulierte Bildung von
Rufflesoder Thrombin-stimulierte Entstehung von Stressfasern.
Rhodamin-Phalloidin-Farbungen A, C) uninfizierter bzw. B, D) WA(pY LCR+E)-infizierter
HUVEC, welche jeweils fir 2 min mit 1 uM Sphingosin-1-Phosphat (A, B) bzw. mit 1 U ml™
Thrombin (C, D) stimuliert wurden. Rufflesin A und B sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Der
Balken entspricht 30 pum.
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Abb. 13: Bradykinin-induzierte Bildung von Aktin-Ruffles wird durch YopE

ver hindert.

BK = Bradykinin 100 ng mi™* firr 15 min

S1P = Sphingosin-1-Phosphat 1 pM fur 2 min
INF = Infektion mit WA(pYLCR+E) fir 2 h

INF+BK = Infektion mit WA(pY LCR+E), gefolgt von Bradykinin-Stimulation

INF+S1P = Infektion mit WA (pY LCR+E), gefolgt von Sphingosin-1-Phosphat-Stimulation
Die Balken zeigen die Durchschnittswerte mit Standardabweichung aus drei verschiedenen
Experimenten. Je Experiment und Versuchsparameter wurden mindestens 300 Zellen

ausgewertet.
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beziehungsweise WA(PYLCR+E) infiziert und im Anschluss zur mikroskopischen
Auswertung mit Rhodamin-Phalloidin gefarbt. Wie man erkennen kann, fihrte eine Infektion
mit WA(pYLCR) zu keiner signifikanten Veranderung der Zellmorphologie (vergleiche Abb.
14A und 14B). Auch nach Infektion mit WA(pYLCR+E) war kein deutlicher Effekt auf die
Zellmorphologie erkennbar. Sowohl WA (pY LCR)- a's auch WA(pY LCR+E)-infizierte Zellen
zeigten alerdings eine Verminderung sogenannter Podosomen, welche sowohl Rho-, Rac-
und CDC42-abhangig sind als auch von einer Erhdhung intrazelluléren Ca2+ (moglicherweise
verursacht durch die Poren nach WA (pY LCR)-Infektion) desorganisiert werden (Linder and
Aepfelbacher, 2003).

In einem zweiten Versuchsansatz stimulierte man die Makrophagen im Anschluss an die
Infektion mit 1) fMLP zur Induktion von CDC42Hs-abhéangigen Microspikes, mit
anschlief3end zusétzlichem Auftreten von Rac-abhdngigen Ruffles (Abb. 15A) oder 2)
Sphingosin-1-Phosphat zur direkten Stimulation Rac-induzierter Ruffles (Abb. 15C und 15D).
Ahnlich den Mechanismen in Endothelzellen, fiihrt eine Aktivierung von CDC42Hs durch
fMLP zur nachfolgenden Aktivierung von Rac, Sphingosin-1-Phosphat scheint dagegen Rac
auf direktem Weg zu stimulieren. Mikroinjektion von N17CDC42Hs in Makrophagen hemmt
beides, die Entstehung von Microspikes und Ruffles nach fMLP-Stimulation, wahrend
N17Rac lediglich die Neubildung von Ruffles inhibiert (A. Wiedemann, personliche
Mitteilung).

Beziiglich der indirekten Aktivierung von Rac durch CDC42Hs konnte in Makrophagen
Uberraschenderweise keine solch scharfe zeitliche Trennung zwischen dem Auftreten von
Filopodien und Lamellipodien erreicht werden wie im Falle der HUVEC, so dass man in
Zellen, welche zuerst mit WA(pYLCR) infiziert und danach mit fMLP stimuliert wurden,

beide genannten Aktinstrukturen nebeneinander erkennen konnte (Abb. 15A).
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Infektion mit WA(pYLCR)

Infektion mit WA (pY LCR+E)

Abb. 14: Effekt von Y opE auf Aktinstrukturen in priméren Makrophagen
Rhodamin-Phalloidin-Férbungen von A) einer uninfizierten Zelle oder Zellen die mit B)
WA(pYLCR) bzw. C) WA(pYLCR+E) infiziert wurden. Neben einer leichten Veradnderung
der Zellform in C erkennt man, dass sowohl WA(pYLCR) als auch WA(pYLCR+E)
punktartige Aktinstrukturen, sogenannte Podosomen zerstorten. Podosomen sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Konfokal mikroskopische Aufnahmen. Der Balken entspricht 50 pm.
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Infektion mit WA(pYLCR), Infektion mit WA(pYLCR+E),
fMLP 60 min fMLP 60 min

Infektion mit WA(pYLCR), Infektion mit WA(pYLCR+E),
S1P 2 min S1P 2 min

Abb. 15: Effekt von YopE auf extrazelluldr stimulierte Lamellipodienbildung in
primé&ren Makrophagen.

Rhodamin-Phalloidin-Farbungen von A, C) WA(pYLCR) bzw. B, D) WA(pYLCR+E)-
infizierten Zellen, welche fir 1 h mit 1 ug mi™ fMLP (A, B) bzw. fir 2 min mit 10 pM
Sphingosin-1-Phosphat (C, D) stimuliert wurden. Weder die Bildung von Mikrospikes noch
die Entstehung von Sphingosin-1-Phosphat-stimulierten Ruffles wird durch Y opE gehemmit.
Wie man jedoch in B erkennen kann, wird die fMLP-abhangige, indirekt stimulierte
Lamellipodienbildung durch YopE unterbunden. Ruffles sind mit gefillten Pfeilen,
Microspikesin A) und B) mit offenen Pfellen gekennzeichnet.

K onfokal mikroskopische Aufnahmen. Der Balken entspricht 50 pm.
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Bel mit WA(pYLCR+E) infizierten Makrophagen waren hingegen nach fMLP-Stimulation
lediglich Microspikes zu erkennen, wahrend das Ruffling ausblieb (Abb. 15B). Die direkte
Induktion von Lamellipodienbildung mittels Sphingosi n-1-Phosphat-Stimulation wurde durch
vorhergehende WA (pY LCR+E)-Infektion im Vergleich zur Infektion mit WA(pYLCR) nicht

gehemmt (vergleiche Abb. 15C und 15D).

6.7. Inaktivierung der GTPase Rho durch YopT

Wie in Kapitel 5.2. beschrieben, erschien digenige Komponente einer Yersinia
enterocolitica-Infektion, welche zur Hemmung der Stressfaserbildung in HUVEC flhrte,
YopT-abhangig. Aufbauend auf diese Ergebnisse konnte in der Arbeit von Zumbihl et al.
(1999) gezeigt werden, dass YopT von Y. enterocolitica eine chemische Modifikation sowie
eine intrazelluléare Umverteilung der GTPase RhoA, welche die Stressfaserbildung vermittelt,
verursacht. Mittels zweidimensionaler SDS-Gelelektrophorese von Zytosolextrakten und
anschlieffendem Western-Blot konnte gezeigt werden, dass die Infektion von COS-7-Zellen
mit dem Yersinia-Wildtyp WA-314 zu einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes von
RhoA in einen saureren Bereich fuhrte (Abb. 16). Einen solchen Effekt konnte man weder in
uninfizierten Kontrollzellen noch in Zellen, welche mit der YopT-Mutante WA-
C(pYVO8DT) infiziert waren, erkennen. Wurde letztere Mutante jedoch mit yopT
rekomplementiert [WA-C(pYVO8DT/+T)] und zur Infektion verwendet, kam es zur gleichen
Verdnderung des Laufverhatens von RhoA wie nach Infektion mit dem Wildtyp. Die
Anderung des isoel ektrischen Punktes war demzufolge Y opT-abhangig.

Der isoelektrische Punkt (pl) eines Proteins ist festgelegt durch dessen Zusammensetzung aus
bestimmten Aminosauren. Einer Verdnderung dieses definierten Punktes liegt eine chemische
Modifikation des entsprechenden Proteins zugrunde, wie dies folglich auch bei RhoA der Fall

war. Diese Daten legten nahe, dass sich der Funktionsmechanismus von YopT deutlich von
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dem des Yersinia-Toxins Y opE unterscheidet, indem bei ersterem nicht die Aktivierung einer

GTPase im Signalkaskaden-Netzwerk, sondern die GTPase selbst den Angriffspunkt darstellt.

Kontrolle (uninfiziert)

WA-314

WA-C(pYVOSDT)

WA-C(pYVOS8DT/+T)

.

|EF

€

el

\J

Abb. 16: M odifikation von RhoA durch YopT
Western-Blot-Nachweis von in zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrenntem RhoA
aus Lysaten infizierter Zellen. Der senkrechte Pfeil symbolisiert die Auftrennung der Proteine

nach ihrem Molekulargewicht, der waagerechte Pfeil

Auftrennung nach
M olekular gewicht

entspricht der isoelektrischen

Fokussierung (IEF) im pH-Gradienten (+ = saurer, - = akalischer pH). Wie man erkennen
kann, fuhrt sowohl die Infektion mit dem Wildtypstamm WA-314 as auch mit der
rekomplementierten Mutante WA-C(pYVO8DT/+T)
isoelektrischen Punktes von zelluldarem RhoA in einen saureren Bereich (linke ,, Spots®).
(Abbildung aus Zumbihl et al., 1999).

zu einer Verschiebung des
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7. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beeinflussung Aktinzytoskelett-regulierender

M echanismen durch die Yersinia enterocolitica-Moduline Y opE und Y opT untersucht.

Zu Beginn dieser Studien waren die Fahigkeiten von Y opE (Rosgvist et al., 1991) und YopT
(Iriarte and Cornelis, 1998) bekannt, das Aktinzytoskelett eukaryotischer Zellen zu
beeinflussen. Ebenso wusste man von der zentralen Rolle, welche Rho-GTPasen in der
Aktinregulation und Ausbildung charakteristischer zytoskelettaler Strukturen spielen (Tapon
and Hall, 1997). In den vergangenen Jahren erkannte man, dass sich viele pathogene Erreger
diese Regul ationsprinzipien zunutze machen und in die Rho-GTPase-Signalwege eingreifen.

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde der Wirkung bakterieller Toxine auf Rho-GTPasen
nachgegangen (Aepfelbacher et al., 1997; Essler et al., 1998a+b). Die genaue Funktionsweise
der Yersinia-Moduline war jedoch noch weitgehend unklar, ebenso wie exakte Kenntnisse
Uber die Effekte der Yersinia-Moduline auf natirliche Zielzellen von Yersinia. Als en
maoglicher Angriffspunkt von Y ersinien und ihren Effektoren wurde von Cornelis et al. (1998)
das Gefaliendothel vermutet. In dieser Arbeit wurden die Wirkungen von Y opE und Y opT auf
Rho-GTPase-abhangige Veranderungen des Aktinzytoskeletts im Endothelzellmodell
untersucht. Dazu bediente man sich der Tatsache, dass das gesamte Typlll-Sekretionssystem
zusammen mit dem Yersinia-Adhasin YadA und allen bekannten Effektor-Y ops von Yersinia
auf einem 70 kb Virulenzplasmid kodiert ist und konstruierte eigens fur die Untersuchung des
Y opE-Effektes einen Stamm, welcher lediglich YopE als Effektor in die infizierten Zellen

transloziert.

Die gewonnenen Daten zeigen, dass Y.enterocolitica-YopE, in , physiologischen” Mengen in

endotheliale Zielzellen injiziert, selektiv Rac-, aber nicht Rho- oder CDC42Hs-vermittelte
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Aktin(-um-)organisation moduliert. Dieser Befund erweitert vorhergehende Studien, die in
vitro zeigten, dass sich die GAP-Aktivitéa von YopE gleichermal3en effektiv auf Rho, Rac
oder CDC42Hs auswirkt (von Pawel-Rammingen et al., 2000). Uber Unterschiede in der
Aktivitét von GAPs fur Rho-GTPasen im Vergleich zwischen in vitro und in vivo wurde
bereits friher berichtet (Ridley et al., 1993). Weitere Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen, dass
YopE die Ruffle-Bildung, jedoch nicht die Entstehung von Microspikes in priméren
Makrophagen, stimuliert mit dem chemotaktisch wirksamen Agens fMLP, verhindern kann.
Dies lasst vermuten, dass die intrazelluldre Spezifitét von Y opE nicht nur auf Endothelzellen

beschrankt ist.

Gegenwartig kann man dariiber, wie die intrazelluldre Spezifitdt von Y opE aufrechterhalten
wird, lediglich Vermutungen anstellen. Auf Grund der Anwesenheit verschiedener lonen oder
organischer Molekile konnte YopE im intrazelluldren Milieu einfach eine hdhere Affinitéat
gegeniber Rac as zu CDC42Hs oder Rho aufweisen. Auf der anderen Seite kénnte Y opE
wegen Sequestrierung durch Regulatoren oder nachgeschaltete Effektoren oder aufgrund
seiner spezifischen Lokalisation in der Zelle keinen Zugang zu Rho und CDC42Hs erlangen.
Weiterhin kann man spekulieren, dass YopE zwar erfolgreich mit denjenigen GEFs
konkurrieren kann, welche fur die Aufrechterhaltung einer basalen Rac-Aktivité und zur
Aktivierung von Rac tber CDC42Hs verantwortlich sind, jedoch nicht mit den GEFs, die eine
Rac-Aktivierung nach Stimulation des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors  vermitteln.
Ubereinstimmend mit diesem Kraftemessen zwischen GEFs und Y opE ist gezeigt worden,
dass Uberexpression des Rhol-GEFs Rom2 den hemmenden Effekt von YopE auf Rhol-
vermitteltes Zellwachstum in Hefe umkehrte (von Pawel-Rammingen et al., 2000).

Die Menge an Informationen beztglich Identitét und Regulation Rac-spezifischer GEFs ist
relativ begrenzt. In hdmatopoetischen Zellen kann Rac durch die tyrosinphosphorylierte Form

von Vav aktiviert werden (Crespo et al., 1997). Im Falle der Aktivierung von Rac durch
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CDC42Hs wurde die Vermittlung durch PIX vorgeschlagen, einem Rac-GEF, welches an das
CDC42Hs-Zielmolekil PAK bindet (Manser et al., 1998). Auf3erdem nimmt man an, dass die
Aktivierung von Rho durch , seven transmembrane spanning receptors® (an heterotrimere G-
Proteine gekoppelte Rezeptoren) — zu denen Sphingosinrezeptoren gehdren (Moolenaar,
1999) — durch Regulatoren der G-Protein-Signaltransduktion (regulators of G-protein
signalling, RGS) fortgeleitet wird. Letztere stellen sowohl GAPs fir Ga-Untereinheiten

heterotrimerer G-Proteine als auch GEFs fir Rho-GTPasen dar (Kozasa et al., 1998).

Eine wichtige Frage ist, in welcher Form Yersinia von der spezifischen Inaktivierung von Rac
durch Y opE profitieren konnte. Fur das Salmonella-GAP SptP wurde vorgeschlagen, dass es
Rac abschaltet, welches zuvor durch das Salmonella-GEF SopE aktiviert wird (Fu and Galan,
1999). In gleicher Weise koénnte YopE von Yersinia wéhrend Fcg-Rezeptor-vermittelter
Phagozytose in Makrophagen stimuliertes Rac herunterregulieren (Caron and Hall, 1998;
Massol et al., 1998). Ubereinstimmend mit dieser Vorstellung wurde die Y opE-Translokation
als bedeutend fur die Phagozytoseresistenz virulenter Yersinia spp. gezeigt (Fallmann et al.,
1995; Mecsas et al., 1998; Rosgvist et al., 1988; Ruckdeschel et al., 1996). Zukinftige
Studien konnten untersuchen, ob YopE von Yersinia zusédtzlich andere Rac-abhangige
Zellfunktionen beeinflusst, die neben Phagozytose an der Immunabwehr beteiligt sind, wie

NADPH-Oxidaseaktivitét, Makrophagenchemotaxis oder Zytokinfreisetzung.

In der vorliegenden Arbeit wurde aul3erdem gezeigt, dass die Hemmung von Stressfasern in
Endothelzellen durch Y. enterocolitica YopT-abhangig ist. Vermutet wurde eine
Beeinflussung der kleinen GTPase Rho, welche bekanntermal3en die Bildung dieser
Aktinstrukturen reguliert (Hall, 1998). Tatsachlich fanden wir heraus, dass die Wirkung von
YopT eine biochemische Modifikation von RhoA zur Folge hat und zu einer intrazelluldren

Umverteilung des Rho-Proteins von der Membran ins Zytosol fuhrt (Zumbihl et al., 1999).
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Ob dieser Effekt noch weitere Yersinia-Faktoren bendtigt, blieb zunéachst unklar. Kirzlich
veroffentlichte eine Arbeitsgruppe am Max von Pettenkofer-Institut ein modulares Yersinia-
Sekretionssystem auf dem Plasmid pTTSS (Truelzsch et al., 2003) &hnlich dem in dieser
Arbeit beschriebenen pYLCR. Durch Klonierung von yopT/sycT auf jenen Vektor und
anschlieffende Transformation des resultierenden Konstruktes in eine virulenzplasmidfreie
Mutante entstand ein Y. enterocolitica-Stamm WA-C(pTTSS+pY opTSycT), welcher YopT
as einzigen Effektor trandoziert. Mit dessen Hilfe konnte man zeigen, dass die Modifikation
von RhoA alleine durch YopT verursacht wird und unabhéngig von anderen Effektor-Y ops
ablauft (Aepfelbacher et al., 2003b; Truelzsch et al., 2003).

Shao et al. (2002) konnten nachweisen, dass YopT eine Cysteinprotease darstellt, welche die
C-terminale Isoprenoidgruppe von Rho, Rac und CDCA42 proteolytisch abspaltet und somit
zur Abldsung der GTPasen von der Zellmembran fuhrt. Wie im Fall friherer Studien
beziiglich YopE handelte es sich auch hier um grofdtenteils in vitro beziehungsweise nach
Uberexpression der Substrate in Zellen gewonnene Daten. Weiterfilhrende Untersuchungen
im Zellkulturmodell unter physiologischeren Bedingungen zeigten, dass von Yersinien in
Zellen trandoziertes YopT an die Zytoplasmamembran der Wirtszelle assoziiert und
spezifisch dort gebundenes RhoA, jedoch nicht Rac oder CDC42 entfernt (Aepfelbacher et
al., 2003b).

Ein Erklérungsversuch in genannter Arbeit war, dass letztere beiden in vitro-Substrate und
YopT in verschiedenen Kompartimenten lokalisiert sein kénnten, da bekannt ist, dass sich
RhoA an der Plasmamembran befindet, wahrend Rac und CDC42 vor allem an anderen
intrazellularen Membrankompartimenten liegen. Es wurde ferner nachgewiesen, dass YopT
RhoA von dessen Regulator GDI-1 abtrennt, welcher unter anderem den
membrangebundenen Zustand von RhoA vermittelt. Es gibt folglich auch im Fall von YopT

eine deutliche Diskrepanz zwischen der Spezifitét in vitro und in vivo.
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Bemerkenswert sind auch die Unterschiede zwischen den zwel Yersinia-Effektoren Y opE und
YopT, welche durch vollkommen unterschiedliche Wirkungsweise auf Rho-GTPasen das
Aktinzytoskelett modulieren. Zukinftig ware es vorstellbar, sich diese Tatsache zunutze zu
machen und die beiden Toxine therapeutisch, zum Beispiel in der Prophylaxe oder
Behandlung entzindlicher oder proliferativer Erkrankungen einzusetzen. Die Rolle der Rho-
GTPasen und ihrer Signalwege in der Biomedizin und der Physiologie wird durch den
aktuellen Wissensstand immer bedeutender. Bereits heute bedient man sich der Kenntnisse
uber die Wirkungen bakterieller Toxine. Als Beispiel sei die sogenannte Botox-Therapie
genannt, welche in Form von Injektionen des Toxins A von Clostridium botulinum unter
anderem im neurologischen, ophthalmologischen, dermatologischen, kosmetischen oder

HNO-Bereich Anwendung findet (Bresser, 2003).

Im Laufe einer Infektion haben Y ersinien Kontakt mit verschiedenen Zelltypen wie M-Zellen,
professionellen Phagozyten oder den Zellen des Gefaliendothels. Mdglicherweise stehen je
nach Zelltyp pathophysiologisch verschiedene Yops im Vordergrund. Eine selektive oder
graduelle Translokation einzelner Yersinia-Effektoren ist bisher nicht beschrieben worden,
jedoch kénnten in bestimmten Arten von Wirtszellen entscheidende Zielmolekiile fehlen oder
fur Yops nicht zugéanglich sein. Gewisse Zellen kénnten zu Y op-Zielmolekilen redundante
Proteine exprimieren, wie zum Beispiel RhoC, welches die aktinregulierenden Eigenschaften
von RhoA besitzt, aber wahrscheinlich kein Substrat fur YopT darstellt. In zukinftigen
Studien kénnte man zum Beispiel auch nach in vivo-Infektion im Mausmodell Zellen aus dem
Bereich der Peyer schen Plaques mittels FACS-Analyse nach Zelltypen getrennt untersuchen
und Y opT-modifiziertes RhoA nachweisen.

Vorstellbar wéaren auch zelluldre Schutzmechanismen, die zum Abbau beziehungsweise zur
Modifikation von Y op-Proteinen fuhren konnten. Ebenso kénnten alein aus Grinden der

Kinetik einige Y op-Effekte in gewissen Zellen Gberwiegen. Spekuliert man weiter, wirden in
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einer zytotoxisch durch ein oder wenige Yersinia-Proteine stark geschédigten oder gar
abgettteten Zelle andere, langsamer wirkende Y ops eine nur untergeordnete Rolle spielen.

Dies wirde bedeuten, dass Y. enterocolitica Uber ein Arsenal an Toxinen und Modulinen
verflgt, von denen je nach Art der Wirtszelle ein oder wenige bestimmte von vordergrindiger

Bedeutung sind. Auch fur Effektoren mit &hnlichen Wirkungen konnte diese Annahme gelten.

Bradykinin Sphingosin-1-P Thrombin

CDC42 >

T Rac —I@
| I !

Filopodien Lamellipodien Stressfasern

Abb. 17: Effekte von YopE und YopT auf Rho-GTPasen in HUVEC.

Y opE hemmt die indirekte Aktivierung von Rac durch CDC42, jedoch nicht die direkte von
aulden stimulierte Aktivierung von Rac, CDC42Hs oder Rho. Y opT fuhrt zu einer chemischen
Modifizierung von Rho und dessen Inaktivierung.

Von vier der sechs bisher bekannten Yops weil3 man, dass diese das Aktinzytoskelett
eukaryotischer Zellen angreifen. Unter den in dieser Arbeit beschriebenen
Versuchsbedingungen zeigten sich im Endothelzellmodell die kombinierten Effekte von
YopE und YopT, jedoch keine eindeutigen Hinweise auf morphologische Verénderungen
durch YopH oder YopO, was auch in weiteren vorlaufigen Ergebnissen bestétigt werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Die Bindung von YopO an RhoA zum Beispiel konnte von

dessen GDP- oder GTP-gebundenem Zustand abhangen. Genauso vorstellbar wére auch, dass
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YopT-modifiziertes RhoA oder Y opE-gebundenes Rac fir Y opO keine geeigneten Substrate
mehr darstellen, so dass sich unter dieser Annahme die Wirkungen einzelner Y ops hemmen
wrden.

Dennoch wére es moglich, dass sich Yersinia-Moduline unter anderen Bedingungen im Sinne
eines Synergismus erganzen. In vivo konnten Yops Wirtszellfunktionen, die durch
verschiedene Rho-GTPasen kontrolliert werden, auf eine zusammenwirkende Art und Weise
beeinflussen. Beispielsweise konnte das Rac-GAP Y opE mit dem Rho-inaktivierenden Y opT
sowie dem RhoA- und Racl-bindenden Y opO zusammenarbeiten, um Komplementrezeptor-
und Fcg-Rezeptor-getriggerte  Phagozytose oder Chemotaxis von Makrophagen zu

beei nflussen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, insbesondere die gezeigte
intrazellulare Spezifitdt von YopE, konnten dazu beitragen, weitere Einsichten Uber die
Infektionsstrategien von Yersinia zu erlangen. Daneben konnte der hier beschriebene Y opE-
exprimierende Stamm zukinftig auch als hdéchstspezifisches Werkzeug dienen, um das
Zusammenspiel zwischen Rho-GTPasen in Signaltransduktionsnetzwerken zu untersuchen

und letztendlich besser zu verstehen.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

Pathogene Yersinien injizieren wahrend einer Infektion Uber ihr Typlll-Sekretionssystem
bakterielle Moduline, sogenannte Y ops, in Immunzellen, um das Immunsystem zu st6ren. Zu
Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die injizierten Yersinia enterocolitica-Moduline Y opE
und YopT das Aktinzytoskelett angreifen. Mit dem Ziel der ndheren Charakterisierung der
zugrunde liegenden Mechanismen wurde insbesondere der Effekt von Y. enterocolitica-Y opE
auf aktinregulierende Signaltransduktionswege in menschlichen Endothelzellen (HUVEC)
untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein Yersinia-Stamm hergestellt, welcher YopE als
einzigen Effektor transloziert.

Mit diesem Stamm infizierte ruhende HUVEC zeigten ene Verdnderung des
Aktinzytoskel etts dhnlich wie nach Mikroinjektion von dominant negativem N17Rac, was auf
eine Inaktivierung von Rac hindeutete. Zur weiteren Untersuchung wurden in infizierten
Endothelzellen durch extrazellulére Stimuli einzelne Rho-GTPasen aktiviert und die dabel
ausgebildeten Aktinstrukturen beobachtet. Dabei ergab sich keine Beeintr&chtigung der
Neubildung CDC42- und Rho-vermittelter Aktinstrukturen (Filopodien und Stressfasern)
durch Y opE, jedoch eine spezifische Hemmung Rac-induzierter Lamellipodien.

Fruhere Untersuchungen hatten demonstriert, dass es sich bei Y opE um ein sogenanntes GAP
(, GTPase activating protein“) handelt, welches in vitro die Proteine Rho, Rac und CDC42
hemmt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass in Endothelzellen
trandoziertes YopE hochst selektiv auf die Ras-&hnliche GTPase Rac wirkt, jedoch keinen
Effekt auf CDC42 oder Rho ausiibt. Diese Ergebnisse zeigen, dass Y opE von Yersinia Rho-
GTPase-abhangige Signaltransduktionswege mit einer bemerkenswerten Spezifitét in
primédren Zielzellen beeinflussen kann. Uberdies wurde die genannte Spezifitdt auch in
primaren Makrophagen nachgewiesen.

Weiterhin zeigte sich im HUVEC-Infektionsversuch, dass die Hemmung der typischerweise
Rho-vermittelten Aktin-Stressfasern Y opT-abhéngig ist. Morphologische Veranderungen von
Aktinstrukturen, wie sie typischerweise bei der Unterbrechung von CDC42- oder Rac-

vermittelten Signalen vorkommen, wurden nicht beobachtet. In Zusammenhang damit konnte
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gezeigt werden, dass genannter Effekt auf eine chemische Modifikation und folgliche
Inaktivierung von RhoA zuriickzufthren ist (Zumbihl et al., 1999).

Damit unterscheiden sich YopT und YopE in ihrem Wirkmechanismus und spezifischen
Zielmolekil, greifen andererseits jedoch beide direkt an Rho-GTPasen an. Sie kodnnten
deshalb synergistisch bei der Pathogenitét von Y. enterocolitica wirken. Dartiber hinaus
konnten YopE und YopT aufgrund ihrer Spezifitét zukinftig as wertvolle Hilfsmittel zur

Untersuchung zellulérer Regul ationsvorgange dienen.
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Abb. 18: Intrazellulare Wirkorte der Yersinia-Effektoren.

Dieins Zytosol der Wirtszelle translozierten Yersinia-Moduline Y opE, YopH, YopM, Y opO,
YopP und YopT greifen durch Beeinflussung verschiedener Regulationsvorgange in die
zellulére Signaltransduktion ein. (Abbildung aus Ruckdeschel et al., 2003).
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