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A. EINLEITUNG 1

A. EINLEITUNG

Nach dem 11. September 2001 und der seitdem stindig wachsenden Bedrohung durch den in-
ternationalen Terrorismus ist auch der Pesterreger, Yersinia pestis, als potentieller biologischer
Kampfstoff in den Fokus der Diskussionen geriickt. Y. pestis war in der neueren Geschichte der
Menschheit verantwortlich fiir drei Pandemien, fiir die Justitianische Pest im 6. Jahrhundert, den
Schwarzen Tod im 14. Jahrhundert und die dritte Pandemie mit Beginn im Jahr 1894. Der
Schwarze Tod allein soll bis zu einem Drittel der europdischen Bevolkerung das Leben gekostet
haben und hat damit die Entwicklung der modernen Zivilisation entscheidend mit beeinflusst
(Gottfried, 1983; Ziegler, 1991). Auch heute ist der Pesterreger in verschiedenen Nagetierreser-
voiren in Amerika, Asien und Afrika verbreitet (Perry & Fetherston, 1997). Laut WHO wurden
1999 in 14 Landern 2 603 Pestfdlle mit 212 Todesfallen registriert. Im letzten Jahrzehnt wurden
76,2 % der Infektionen und 81,8 % der Todesfille aus Afrika gemeldet. Besonders betroffen
sind Uganda, Madagaskar, Mosambik, Namibia und Tansania. Aulerdem wurde iiber Pestfélle
aus den USA, China, Kasachstan, der Mongolei, Vietnam und lateinamerikanischen Staaten wie
Ecuador, Brasilien und Peru berichtet (WHO, 2002). Die Identifizierung multiresistenter
Y. pestis-Stimme (Galimand et al., 1997) macht die Bedeutung der Bedrohung durch die Pest
vor dem Hintergrund des Bioterrorismus deutlich und unterstreicht die Wichtigkeit der Erfor-

schung molekularer Wirkmechanismen und der Entwicklung von Impfstoffen.

A.1 DIE GATTUNG YERSINIA

Die Gattung Yersinia erhielt ihren Namen 1964 zu Ehren des Schweizers Alexandre Yersin, des
Entdeckers des Pesterregers. Zur Gattung Yersinia gehoren insgesamt elf Arten, von denen drei
in der Humanmedizin von Bedeutung sind. Dies sind neben dem Erreger der Pest, Y. pestis, die
Arten Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica. Sowohl Y. pseudotuberculosis als auch
Y. enterocolitica unterscheiden sich im Krankheitsbild deutlich von Y. pestis und sind beide
enteropathogen (Knapp, 1988). Allen humanpathogenen Yersinia-Spezies ist ein Typ III-Sek-
retionssystem gemein, das von einem 70 kb groflen Virulenzplasmid kodiert wird. Yersinien
sind gramnegative psychrotolerante Stibchen, die der Familie der Enterobacteriaceae zugeord-
net werden (Frederiksen, 1964). Das Wachstumsoptimum der Yersinien liegt bei 27 °C, auf-
grund ihrer Psychrotoleranz konnen sie sich jedoch auch bei 4 °C vermehren. Wahrend Y. pestis
grundsitzlich unbeweglich ist, sind Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica bei 27 °C be-

weglich, nicht jedoch bei 37 °C.
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A.1.1 Der Erreger der Pest — Yersinia pestis

Die Pest ist eine typische Zoonose, die hauptséchlich Nagetiere in ihren natiirlichen Reservoirs
befillt. Der Mensch spielt wahrscheinlich keine Rolle im Langzeit-Uberlebenszyklus dieses
Bakteriums (Perry & Fetherston, 1997). Yersinia pestis wird jedoch von Ratten und anderen
Nagetieren iiber einen Flohbiss auf den Menschen iibertragen. Das Bakterium sichert die Uber-
tragung durch den Floh durch die Aggregation der Blutmahlzeit im Vormagen des Flohs. Bei
einem erneuten Biss injiziert der Floh den Blutklumpen zusammen mit den Bakterien in die
Bisswunde des Wirts (Bacot & Martin, 1914; Cavanaugh, 1971). Von der Bisswunde aus drin-
gen die Bakterien in das Gewebe ein und vermehren sich in den Lymphknoten. Diese schwellen
an, was die typische Symptomatik der Beulenpest ausmacht. Im Folgenden entwickelt der Pati-
ent eine Septikdmie, die zu einer Infektion der inneren Organe wie Leber und Milz fiihrt (Jawetz
& Meyer, 1944; Wayson et al., 1946). Ist auch die Lunge infiziert, entwickelt sich eine Lungen-
pest, so dass eine direkte Ubertragung der Pest durch Aerosole von Mensch zu Mensch mdglich

wird. Die Lungenpest ist hochst infektios und endet meist todlich (Wren, 2003).

A.1.2 Die enteropathogenen Yersinien — Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica

Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica sind in der Natur in aquatischen und tierischen Re-
servoirs weit verbreitet, wobei das Schwein als Hauptreservoir fiir humanpathogene Y. entero-
colitica-Stamme gilt (Bottone, 1997; Tauxe et al., 1987). Hier sind besonders die Rachenman-
deln des Schweins infiziert (Fredriksson-Ahomaa et al., 2001). Y. pseudotuberculosis ist primér
ein tierpathogener Keim und wird selten beim Menschen nachgewiesen, wéhrend Y. entero-
colitica ein hiufiger Krankheitserreger des Menschen ist. Eine Ubertragung erfolgt meist oral
iiber kontaminierte Lebensmittel (Wasser, Schweinefleisch, Milch) (Black et al., 1978). In sel-
tenen Fillen ist eine Infektion tiber Bluttransfusionen mit Y. enterocolitica beschrieben, die
vorwiegend letal verlauft (Tipple ef al., 1990). Bei einer enteralen Yersiniose treten nach einer
Inkubationszeit von 3 — 7 Tagen typische Symptome wie eine akute Gastroenteritis (Bauch-
schmerzen, Fieber, Durchfall und Erbrechen), eine mesenteriale Lymphadenitis (Pseudoappen-
dizitis) oder eine Enterokolitis auf (Cover & Aber, 1989; Bottone, 1997). Wissrige, selten bluti-
ge Stiihle sind typisch fiir Y. enterocolitica-Infektionen und werden nur ausnahmsweise bei
Y. pseudotuberculosis beobachtet (Bockemiihl & Roggentin, 2004). Die Yersiniose kann sich
auch in einer Septikdmie mit Abszessbildung in Leber und Milz manifestieren. Hiervon beson-

ders betroffen sind Patienten mit Immundefizienz, mit Eiseniiberladung nach Desferrioxamin-
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Behandlung oder hdmolytischen Anédmien. Die septische Verlaufsform einer Yersiniose endet
meist todlich (Rabson et al., 1975). Als Folgeerscheinungen einer intestinalen Yersiniose sind
eine reaktive Arthritis und das Erythema nodosum assoziiert mit dem Histokompatibilitdtsanti-
gen HLA-B27 beschrieben (Dequeker et al., 1980; Winblad, 1969). In den letzten Jahren wur-
den im Durchschnitt 7 000 Félle von Infektionen mit Y. enterocolitica pro Jahr in Deutschland
registriert. Yersiniosen treten hauptsichlich bei Kleinkindern zwischen 1 und 2 Jahren auf. Die
Haufigkeit der Erkrankung geht mit zunehmendem Alter zuriick und bleibt im Erwachsenenalter
auf niedrigem Niveau (Robert-Koch-Institut, 2004).

Die Gefahr einer Yersiniose wird besonders durch eine bakteriologische Untersuchung von
insgesamt 8 Metzgereien in der Gegend von Miinchen deutlich (Fredriksson-Ahomaa et al.,
2004). In verschiedenen Betrieben wurden Oberflichenproben von Tierkadavern, Innereien und
rohen Schweinefleischprodukten genommen, die auf Y. enterocolitica getestet wurden. In allen
Metzgereien konnten Yersinien nachgewiesen werden, wobei in 6 von 8 Metzgereien human-
pathogene Y. enterocolitica-Stimme identifiziert wurden. Die Ergebnisse lassen auf eine hohe
Keimzahl in den Metzgereien schlielen, die auf deren oft iiberfiillten Kiihlrdume zuriickzufiih-
ren sind. Die Tatsache, dass Yersinien psychrotolerant sind und sich auch bei 4 °C vermehren,
verstirkt dieses Problem.

Auch in privaten Haushalten stellen psychrotolerante Bakterien in gekiihlten Lebensmitteln ein
Problem dar. Es gibt Studien, die das Auftreten von Morbus Crohn mit der durch die Einfiih-
rung des Kiihlschranks verbundenen unbemerkten Vermehrung von psychrotoleranten Bakteri-
en (z. B. L. monocytogenes, Y. enterocolitica, C. botulinum, B. cereus) in gekiihlten Lebensmit-
teln korrelieren (Hugot et al., 2003). Morbus Crohn ist als Zivilisationskrankheit mit guten hy-
gienischen Bedingungen assoziiert (Gent ef al., 1994; McCormick et al., 2001). Dass eine Mu-
tation in einem Gen, das an der angeborenen Immunantwort beteiligt ist, Patienten fiir Morbus
Crohn pradisponiert (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001), deutet tatsdchlich auf eine bakteri-
elle Infektion als Ausldser dieser Krankheit hin. Dazu kommt, dass sich das Auftreten von Mor-
bus Crohn im 20. Jahrhundert zeitlich und rdumlich mit der Einfiihrung von Kiihlschrinken in

privaten Haushalten korrelieren ldsst (Hugot et al., 2003).

A.1.3 Die Differenzierung der Yersinia-Arten nach Biovarietiten und Serotypen

Y. pestis wird in drei so genannte Biovare unterteilt: Antiqua, Mediaevalis und Orientalis. Sie
werden durch die Fahigkeit unterschieden, Glycerolvergérung, Nitratreduktion und Ammoniak-

oxidation durchfiihren zu konnen, wobei diese Eigenschaften auf die Virulenz keinen Einfluss
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haben (Brubaker, 1972). Die Biovare werden jeweils mit einer der drei Pandemien assoziiert.
Biovar Antiqua kommt hauptséchlich in Afrika vor und gilt als Ausloser der Justitianischen
Pest, Mediaevalis ist in Zentralasien zu finden und gilt als Erreger des Schwarzen Todes im
14. Jahrhundert, die moderne Pest wird dem Biovar Orientalis zugeschrieben, der weit verbreitet
ist (Devignat, 1951). Erst kiirzlich wurde ein vierter Biovar, der Biovar Microtus, eingefiihrt,
der sich aufgrund von biochemischen und molekularen Merkmalen sowie der fehlenden Patho-
genitdt fiir den Menschen klar von den drei humanpathogenen Biovaren abgrenzen ldsst. (Zhou
et al., 2004). Da Y. pestis kein O-Antigen-haltiges LPS produziert, gibt es auch keine Serotypi-
sierung.

Y. enterocolitica wird aufgrund von biochemischen Eigenschaften in sechs Biogruppen unter-
teilt (Wauters et al., 1987). Diese werden in pathogene (Biogruppen 1B-5) und nicht-pathogene
Biogruppen (Biogruppe 1A) unterschieden. Daneben werden bei Y. enterocolitica verschiedene
Serotypen unterschieden. In den USA treten hauptsichlich die Serotypen O:4, O:8, 0:13, O:18,
0:20 und O:21 (,,amerikanische* Serotypen) auf, die zur Biogruppe 1B gehoren. Die pathoge-
nen ,,europdischen Serotypen O:3, 0:5,27 und O:9 werden den Biogruppen 2-5 zugeordnet.

Y. pseudotuberculosis wird serologisch in 21 Untergruppen eingeteilt, die wie bei Y. entero-

colitica auf der Kettenldnge der O-Antigene der Lipopolysaccharide basieren.

A.1.4 Die Evolution der pathogenen Yersinien

Obwohl Y. pestis und Y. pseudotuberculosis vollig verschiedene Krankheitsbilder verursachen,
sind beide Erreger eng miteinander verwandt (Bercovier et al., 1980; Trebesius et al., 1998;
Achtman et al., 1999). Die Genome der beiden Spezies sind nahezu identisch. Y. pestis stammt
von Y. pseudotuberculosis Serotyp O:1b ab (Skurnik et al., 2000) und ist wahrscheinlich erst
wiéhrend der letzten 1 500 — 20 000 Jahre aus Y. pseudotuberculosis hervorgegangen (Achtman
et al., 1999; Radnedge et al., 2002). Y. pestis besitzt lediglich 32 chromosomale Gene und 2
zusidtzliche Plasmide, tliber die Y. pseudotuberculosis nicht verfiigt. Dagegen wurden in Y. pestis
149 Pseudogene gefunden, die in Y. pseudotuberculosis noch aktiv sind. 317 Gene von
Y. pseudotuberculosis sind in Y. pestis nicht mehr vorhanden (Chain ef al., 2004). Die Ver-
wandtschaftsverhéltnisse zwischen Y. enterocolitica einerseits und Y. pestis sowie Y. pseudo-
tuberculosis andererseits sind dagegen eher mit denen zwischen E. coli und Salmonella-Spezies
vergleichbar (Sharp, 1991; Achtman et al., 1999). Die Entwicklung zwischen Y. pseudotuber-
culosis und Y. enterocolitica ging vor 41 — 186 Millionen Jahren auseinander (Achtman et al.,

1999).
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A.1.5 Pathogenese enteraler Yersiniosen

Eine enterale Infektion mit Yersinien ldsst sich in verschiedene Stadien einteilen. Nach oraler
Aufnahme der Yersinien mit kontaminierten Lebensmitteln (Bottone, 1997) erfolgt im ersten
Schritt eine Kolonisierung des Darms, gefolgt vom Eintritt der Bakterien iiber die M-Zellen in
die Peyer’schen Plaques (Hanski et al., 1989). Von dort aus erfolgt die Disseminierung in die
mesenterialen Lymphknoten und iiber das Lymphsystem in Organe wie Leber und Milz. Die

Yersinien nutzen dabei eine Vielzahl an Virulenzfaktoren.

A.1.5.1 Das Enterotoxin Yst

Der fiir eine Infektion mit Y. enterocolitica typische wissrige Durchfall wird durch das hitzesta-
bile Enterotoxin Yst ausgeldst, das zu einer Aktivierung der Guanylat-Cyclase im Darm fiihrt.
Y. pseudotuberculosis verfiigt nicht liber dieses Enterotoxin, weshalb bei Infektionen mit diesem

Keim kein wéssriger Durchfall beobachtet wird (Delor ef al., 1990; Delor & Cornelis, 1992).

A.1.5.2 Adhisine und Invasine

Bei der Kolonisierung des Darms und der Invasion in die Peyer'schen Plaques spielen beson-
ders Adhésine bzw. Invasine eine grole Rolle. Bisher sind drei Virulenzfaktoren bekannt, die
fiir die Adhision an die Wirtszellen verantwortlich sind: Inv (Invasin), Ail (Attachment invasion
locus) und YadA (Yersinia Adhésin). Das dullere Membranprotein Inv interagiert spezifisch mit
B1-Integrinen (Isberg & Leong, 1990; Miller & Falkow, 1988) auf der Oberfliche von M-Zellen
(spezialisierte Zellen des follikelassoziierten Epithels der Peyer’schen Plaques) und vermittelt
so die Transzytose der Yersinien in die darunter liegenden Peyer’schen Plaques (Marra & Is-
berg, 1997; Pepe & Miller, 1993; Schulte et al., 2000). Die hochste Expressionsrate von Inv
wird in vitro bei einer Temperatur von 23 — 27 °C erreicht (Isberg ef al., 1988) oder Inv wird bei
hoher Osmolaritit im Darm bei 37 °C exprimiert (Pepe ef al., 1994). In Y. pestis ist das inv-Gen
durch eine Insertionssequenz inaktiviert (Simonet et al., 1996). Das wie Inv chromosomal ko-
dierte Membran-assoziierte Protein Ail ist ebenfalls an der Adhésion an die M-Zellen und der
anschlieBenden Invasion beteiligt (Miller & Falkow, 1988; Miller et al., 1989). Ail wird maxi-
mal bei 37 °C exprimiert (Pierson & Falkow, 1993). Sowohl Inv als auch Ail sind nicht essen-
tiell fiir die Pathogenitét von Y. enterocolitica (Pepe et al., 1995). Wahrscheinlich spielt Inv bei

der Initiierung der Infektion eine Rolle, wéhrend Ail spéter an der extrazelluldren Dissemierung



6 A. EINLEITUNG

beteiligt ist (Isberg, 1990). Das dritte Adhisin, YadA, wird von dem 70 kb grofen Viru-
lenzplasmid pYV (Yersinia virulence) kodiert (Balligand et al., 1985; Bolin & Wolf-Watz,
1984). Das dullere Membranprotein YadA verfligt liber eine Vielzahl von Zielstrukturen. Es
bindet an Zelloberflichen und an extrazelluldre Matrixproteine wie Kollagen, Laminin und
Fibronektin (Fliigel et al., 1994; Heesemann & Griiter, 1987; Schulze-Koops et al., 1992;
Schulze-Koops et al., 1993, Skurnik et al., 1994). AuBerdem wurde eine indirekte Bindung an
B1-Integrine beschrieben (Eitel & Dersch, 2002). Die Wechselwirkung mit 31-Integrinen ist fiir
die Internalisierung von Y. enterocolitica von grofler Bedeutung. Im Gegensatz zu Inv und Ail
ist YadA essentiell fiir die Pathogenitét von Y. enterocolitica (Pepe et al., 1995; Roggenkamp et
al., 1995). So zeigen Y. enterocolitica yadA-Mutanten einen attenuierten Phanotyp im Mausin-
fektionsversuch (Roggenkamp et al., 1996).

YadA und Ail vermitteln beide aulerdem die Serumresistenz von Y. enterocolitica, die darin
besteht, dass die Bakterien nicht von dem Membranangriffskomplex (MAC) bei Komplement-
aktivierung lysiert werden (Bliska & Falkow, 1992; Pilz et al., 1992).

A.1.5.3 Eisenaufnahme

Einen weiteren wichtigen Virulenzfaktor stellt das Eisenaufnahmesystem der Yersinien dar.
Eisen ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir Bakterien, da es fiir zahlreiche Redoxprozesse in
der Zelle benoétigt wird. Deshalb ist eine effektive Eisenaufnahme fiir die Pathogenitdt von gro-
er Bedeutung (Bullen, 1981). Im menschlichen Organismus ist die Konzentration an freiem
Eisen sehr gering. Eisen ist hauptsdchlich extrazellulir an die Transportproteine Transferrin
(Serum) und Laktoferrin (Schleimhéute) oder intrazelluldr an das Speicherprotein Ferritin ge-
bunden (Ratledge & Dover, 2000). In infiziertem Gewebe sezernieren eingewanderte Leukozy-
ten zusétzlich Laktoferrin und halten die Eisenkonzentration so gering (Leffell & Spitznagel,
1975; Mietzner & Morse, 1994). Unter Eisenmangelbedingungen produzieren und sezernieren
pathogene Yersinia-Spezies hochaffine Eisenchelatoren, so genannte Siderophore. Diese binden
Eisen und transportieren es iiber Oberflichenrezeptoren in das Zellinnere des Bakteriums (Car-
niel et al., 1987; Heesemann, 1987; Heesemann et al., 1993). Yersinien konnen auch von ande-

ren bakteriellen Organismen produzierte Siderophore aufnehmen (Baumler et al., 1993).



A. EINLEITUNG 7

A.1.5.4 Das Typ I1I-SeKkretionssystem

Ein essentieller Virulenzfaktor der Yersinien ist das plasmidkodierte Typ IlI-Sekretionssystem
(type three secretion system: TTSS) (Cornelis et al., 1989; Straley et al., 1993). Pathogene Yer-
sinia-Spezies synthetisieren verschiedene Effektorproteine, so genannte Yops (Yersinia outer
proteins), die sie bei Kontakt mit der Wirtszelle in die eukaryontische Zelle translozieren
(Rosqvist et al., 1994). Sie entgehen so der angeborenen Immunantwort des Wirts und verhin-
dern die Phagozytose durch polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNs) und durch
Makrophagen (Rosqvist et al., 1988; Rosqvist et al., 1990; Forsberg et al., 1994; China et
al., 1994; Fallmann et al., 1995; Ruckdeschel et al., 1996; Cornelis, 1998; Hueck, 1998).

A.2 DAS TYP III-SEKRETIONSSYSTEM BEI YERSINIA

Das Typ II-Sekretionssystem ist ein duBlerst komplexes Proteintransportsystem, das von vielen
gramnegativen Bakterien genutzt wird, um Effektorproteine ins Zytosol der Wirtszelle zu trans-
portieren und so der angeborenen Immunantwort des Wirts zu entgehen. Zu den human- bzw.
tierpathogenen Keimen, die ein TTSS nutzen, gehdren neben den Yersinien die Gattungen Sal-
monella, Shigella und Bortedella aulerdem enteropathogene und enterohdmorrhagische E. coli,
Pseudomonas aeruginosa und Chlamydia psittaci. Typ IlI-Sekretionssysteme sind auch in
pflanzenpathogenen Bakterien wie Xanthomonas campestris, Erwinia amylovora, Pseudomonas
syringae und Ralstonia solanacearum zu finden. Viele Komponenten des Typ III-Sek-
retionsapparats sind in den verschiedenen Gattungen konserviert, wiahrend grofle Unterschiede
zwischen den Effektorproteinen bestehen, da diese auf die verschiedenen Wirte abgestimmt sind
(Hueck, 1998; Tampakaki ef al., 2004). TTSS-Proteine weisen eine groBe Ahnlichkeit mit Pro-
teinen des Flagellenapparates auf (Aizawa, 2001). Bei bakteriellen Flagellen handelt es sich um
komplex aufgebaute Gebilde, die fiir die Motilitit der Bakterien verantwortlich sind. Da viele
Komponenten des TTSS zu denen des Exportsystems, das fiir die Ausbildung der Flagellen
zustandig ist, paralog sind, wurde oft postuliert, dass die TTSS-Gene aus Genen der Flagellen
hervorgegangen sind (Macnab, 1999; Nguyen et al., 2000). Dies wurde von Gophna et al.
(2003) widerlegt, die von einer parallelen Entwicklung von TTSS und Flagellen aus einem ge-
meinsamen Vorginger ausgehen.

Das TTSS der Yersinien ist auf dem 70 kb groBen Virulenzplasmid (Abb. A.2.1.B) kodiert und
besteht aus ungefahr 45 Genen. Der Transportapparat ist aus ca. 25 Proteinen einschlieBlich der

Regulatorproteine aufgebaut. Des Weiteren existieren 6 Chaperone und ungefdhr 15 Proteine,
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die von dem Sekretionsapparat transportiert werden, davon sind 6 als Effektorproteine charakte-

risiert. In Abbildung A.2.1.A ist der Aufbau des Typ IlI-Sekretionssystems schematisch darge-

stellt.
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Abb. A.2.1 A. Schematische Darstellung des Typ III-Sekretionssystems (abgewandelt nach Tampakaki et al., 2004). Der
basale Teil des Sekretionsapparats ist im Bereich der inneren Bakterienmembran aus den Proteinen YscR, S, T, U, V
aufgebaut, in der duBeren Bakterienmembran bildet YscC eine Pore. Durch Polymerisierung von YscF entsteht die 600 —
800 A lange Nadel, durch die die Proteine von der Bakterienzelle in die eukaryontische Wirtszelle transportiert werden.
YopB, D und LecrV bilden eine Pore in der eukaryontischen Membran. B. Plasmidkarte des pYV-Plasmids aus
Y. enterocolitica 8081 (Snellings et al., 2001). Die Transkription der Gene im inneren Kreis erfolgt im Uhrzeigersinn, die
der Gene im dufleren Ring gegen den Uhrzeigersinn. In griin sind die Gene des yop-Regulons dargestellt, yadA in lila und
Gene, die an der Replikation beteiligt sind, in gelb.

A.2.1 Der Typ I1I-Sekretionsapparat

Der Typ IlI-Sekretionsapparat wird oft als ,,molekulare Spritze* bezeichnet und ist dulerst
komplex aufgebaut. Der Sekretionsapparat wird in Y. enterocolitica von den vier aneinander
grenzenden Operons vird, virB, virG und virC auf dem Virulenzplasmid pYV kodiert (Abb.
A.2.1.B). Eine Kultivierung der Yersinien bei 37 °C fiihrt zur Expression der TTSS-Gene und
an der Oberfliche der Bakterien bilden sich ca. 400 — 800 Mikroinjektionsnadeln aus (Michiels
et al., 1991; Hoiczyk & Blobel, 2001). Der Sekretionsapparat (Abb. A.2.1.A) besteht aus einem
basalen Teil, der die Peptidoglykanwand sowie die dullere und innere Membran durchdringt,
und einer Nadel-dhnlichen Struktur, die an der Bakterienoberfliche hervortritt (Hoiczyk & Blo-
bel, 2001). Der basale Teil des Sekretionsapparats dhnelt einem Zylinder und bildet einen Kanal

durch die innere und dullere Bakterienmembran aus. Der Bereich des Zylinders, der die innere
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Bakterienmembran durchdringt, wird wahrscheinlich von den Proteinen YscD (Plano & Straley,
1995), YscR (Fields et al., 1994), YscS, YscT, YscU (Allaoui ef al., 1994) und YscV (Plano &
Straley, 1993) gebildet (Ysc: Yop secretion). Als moglicher Energielieferant fiir die Yop-
Sekretion fungiert YscN, eine ATPase (Woestyn et al., 1994). Der obere Bereich des basalen
Teils, der die duBlere Bakterienmembran durchdringt, wird durch Oligomerisierung des Proteins
YscC gebildet, das zur Familie der Sekretine gehort (Koster et al., 1997; Plano & Straley,
1995). YscC liegt als sehr stabiler Komplex von ungefdhr 1 MDa vor, der aus 13 Untereinheiten
besteht und eine Ringstruktur ausbildet, deren duBerer Durchmesser ungefihr 200 A betrigt und
eine Pore mit einem Innendurchmesser von 50 A besitzt (Koster et al., 1997; Burghout et al.,
2004b). Die Oligomerisierung von YscC wird durch das duBlere Membranlipoprotein YscW
unterstiitzt, das fiir die Lokalisation von YscC in der duBleren Membran und dessen Stabilitét
verantwortlich ist (Burghout et al., 2004a). Die Nadel, die den Abschluss des Ysc-Sekretions-
apparats bildet und durch Polymerisierung aus dem 6 kDa groBen Monomer YscF entsteht, ist
ungefihr 600 — 800 A lang und 60 — 70 A breit. Der innere Durchmesser der Nadel betrigt ca.
20 A (Hoiczyk & Blobel, 2001). Die Linge der Nadel wird durch die GroBe des Proteins YscP
bestimmt, das als molekulares MaB3band fungiert (Journet et al., 2003). Mutanten, die kein YscF
synthetisieren konnen, sezernieren keine Yops (Allaoui ef al., 1995). Moglicherweise hilt die
Nadel die YscC-Pore offen. Der Sekretionsapparat allein ist zwar fiir den Transport der Yops in
den Kulturiiberstand (Sekretion) ausreichend, nicht aber fiir die Translokation der Yops in die

eukaryontische Zelle.

A.2.2 Yop-Sekretion und -Translokation

Yop-Sekretion erfolgt bei 37 °C in einem Ca*'-freien Nahrmedium, das als Minimalvorausset-
zung eine Kohlenstoffquelle, Albumin und die Aminosiure Glutamat enthélt (Lee et al., 2001).
Man geht davon aus, dass der Yop-Sekretionsapparat bei Anwesenheit von Ca*" durch YopN,
LcrG und TyeA geschlossen gehalten wird (Forsberg et al., 1991; Sarker et al., 1998; Skrzypek
& Straley, 1993; Iriarte et al., 1998). Durch Ca**-Chelatierung wird YopN freigesetzt, dadurch
wird der Sekretionskanal gedffnet und die Sekretion der Effektorproteine ermoglicht.

Bei 37 °C und Kontakt mit eukaryontischen Zellen translozieren Yersinien Yops (Yersinia outer
proteins) in die Wirtszellen. Der Kontakt mit den Wirtszellen ist essentiell fiir die Translokation
(Rosqvist et al., 1994; Petterson et al., 1996). AuBerdem sind YopB, YopD und LcrV notwen-
dig fiir die Translokation der Yops in die Wirtszelle (Hakansson et al., 1996; Petterson et al.,
1999; Fields et al., 1999; Tardy et al., 1999; Holmstrom et al., 2001). Bei Uberexpression in
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E. coli bilden YopB, YopD und LcrV einen Komplex aus (Sarker et al., 1998). Es wird vermu-
tet, dass diese Proteine eine Pore bilden, durch die die Effektoren in die eukaryontische Zelle
wandern. YopB und YopD verfiigen beide iiber hydrophobe Doménen, die wahrscheinlich mit
der Zellmembran der Wirtszelle interagieren (Hakansson et al., 1993). Vermutlich ist LerV
dabei die Komponente, die fiir GroBe der Poren verantwortlich ist (Holmstrém et al., 2001). Die
Stochiometrie und die Anordnung der Proteine sind allerdings unbekannt. YopB, YopD und
LerV werden sowohl in eukaryontische Zellen transloziert als auch in das extrazelluldre Medi-
um sezerniert (Lee & Schneewind, 1999; Lee et al., 2000).

Uber seine Beteiligung an der Porenbildung hinaus besitzt LerV eine immunsuppressive Wir-
kung. Es unterdriickt den Tumornekrosefaktor oo (TNFa), was durch Induktion der Interleu-

kin(IL)-10-Produktion ausgelost wird (Nakajima et al., 1995; Sing et al., 2002a/b).

A.2.3 Chaperone

Fiir die verschiedenen Proteintransportsysteme (Typ II, Typ III, GSP) sind spezifische Chapero-
ne bekannt. Dazu gehort das Chaperon SecB, das am Proteintransport (GSP) iiber die Sec-
Translokase beteiligt ist (Driessen, 2001), Mitglieder der PapD-Familie, die an dem Pilusaufbau
(Typ II) mitwirken (Hung & Hultgren, 1998) und die Chaperone verschiedener Typ III-Sek-
retionssysteme (Page & Parsot, 2002).

Im Allgemeinen sind Chaperone der TTSS saure Proteine mit geringer Molekularmasse (~ 15
kDa). Ublicherweise binden sie am N-Terminus des zugehdrigen Effektorproteins. Eine Aus-
nahme hiervon bilden die Chaperone der Proteine des Flagellenapparats, die am C-Terminus
binden (Evdokimov et al., 2003) und das Chaperon SycD, das an mehreren Positionen der
Translokator-Proteine YopD und YopB bindet (Neyt & Cornelis, 1999). Chaperone besitzen
untereinander geringe Homologien was die Aminosduresequenz betrifft und die Chaperon-
Bindungsstellen der Substrate zeigen liberhaupt keine Homologie. Bisher sind die Strukturen
von 6 Chaperonen bekannt: SycE von Y. pseudotuberculosis (Birtalan & Ghosh, 2001; Evdoki-
mov et al., 2002), CesT von E. coli (Luo ef al., 2001), SicP (Stebbins & Galan, 2001) und SicE
(Luo et al., 2001) von Salmonella enterica, Spal5 von Shigella flexneri (Van Eerde ef al., 2004)
und SycH von Y. pestis (Phan et al., 2004). Obwohl die Aminosiuresequenzen nicht konserviert
sind, liegen die Proteine alle in einer dhnlichen Sekundérstruktur vor. Alle sind Homodimere,
wobei die Monomere aus 3 oa-Helices und 5 antiparallel angeordneten P-Faltblattstrukturen
bestehen. Dies gilt mit Ausnahme der Flagellen-Chaperone, die nicht als Dimere vorliegen und

iiber eine andere Faltung verfligen (Evdokimov et al., 2003). Die Chaperone des Typ III-Sek-
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retionssystems werden in drei Klassen eingeteilt. Chaperone der Klasse I sind mit einem (Klasse
IA) oder mehreren (Klasse IB) Effektorproteinen assoziiert, Klasse II-Chaperone binden an die
so genannten Translokator-Yops YopB und YopD, wihrend die Klasse III von den Chaperonen
des Flagellensystems gebildet wird (Parsot ef al., 2003).

Fiir einige Effektorproteine des TTSS von Yersinia konnte bisher kein Chaperon nachgewiesen
werden. Die Proteine YopE, YopH, LcrQ/YscM1, YscM2, YopT, YopN, YopD und YopB ver-
fiigen iiber ein spezifisches Chaperon (Syc: Specific yop chaperone), welches verschiedenste
Funktionen erfiillt.

In einigen Féllen stabilisieren Chaperone die Effektorproteine. Wird beispielsweise YopE ohne
sein Chaperon SycE exprimiert, sind die Proteinmengen an YopE im Zytosol deutlich verrin-
gert, was auf den Abbau von YopE zuriickzufiihren ist und nur Spuren von YopE werden sezer-
niert (Frithz-Lindsten ef al., 1995; Cheng & Schneewind, 1999, Woestyn et al., 1996).
Chaperone fungieren zudem als Anti-Aggregationsfaktoren. So wird moglicherweise die Anla-
gerung von LerV an den YopB/D-Komplex durch Bindung des Chaperons SycD verhindert
(Holmstrom et al., 2001).

Chaperone haben auch einen Einfluss auf die Sekretion der TTSS-Proteine. Ohne ihr Chaperon
wird die Sekretion der meisten Effektoren stark reduziert, aber nicht vollig unterbunden (Watti-
au et al., 1994). Moglicherweise ist das Chaperon als ein ,,Lotse wichtig, der den Effektor zum
Yop-Sekretionsapparat steuert (Wattiau & Cornelis, 1993; Feldman & Cornelis, 2003). Birtalan
et al. (2002) postulieren ein dreidimensionales Sekretionssignal, das gleichzeitig eine bestimmte
Reihenfolge in der Sekretion festlegt. Die Tatsache, dass alle antiphagozytotisch wirkenden
Yops, die schnell in die Wirtszelle transportiert werden miissen, mit einem Chaperon assoziiert
sind, unterstiitzt diese These.

Zudem scheinen Chaperone an der Regulation der Transkription beteiligt zu sein. Ein Beispiel
hierfiir ist das Chaperon LcrH (SycD in Y. enterocolitica). Eine lcrH-Deletionsmutante expri-
miert konstitutiv Yops. Das bedeutet, dass LcrH an einem negativen Feedback-Mechanismus
zur Regulation der Yop-Synthese beteiligt ist (Francis et al., 2001). SycH scheint ebenfalls an
der Regulation des TTSS mitzuwirken. Eine sycH-Mutante synthetisiert und sezerniert deutlich
weniger Yops als der Kontrollstamm, wihrend eine Uberexpression von sycH in Y. enteroco-
litica einen allgemeinen Anstieg der produzierten und sezernierten Yop-Menge bewirkt (Cam-

bronne et al., 2000).
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A.2.4 Erkennungssignale fiir den Proteintransport

Um vom Typ IlI-Sekretionsapparat transportiert zu werden, muss das Substrat des TTSS spezi-
fisch von dem Transportsystem erkannt werden. Der Mechanismus fiir die Erkennung der Typ
IT1-Substrate durch das TTSS konnte bisher nicht vollstindig gekldrt werden. Im Vergleich zu
anderen Protein-Transportsystemen ist innerhalb der Aminosduresequenz der TTSS-Substrate
bisher keine Konsensus-Sequenz oder ein strukturelles Motiv bekannt, das als Erkennungs-
sequenz dienen konnte. Bei Proteinen, die {iber Sec-abhingige Sekretionssysteme (Typ II, GSP)
transportiert werden, befindet sich beispielsweise am N-Terminus dieser Proteine eine hydro-
phobe Signalsequenz mit einigen basischen Aminosduren, die vor dem Transport von einer
Signalpeptidase, die in der Membran verankert ist, abgespalten wird. Fiir den Typ III-Transport
ist die Existenz eines solchen Signals bisher nicht geklért. Es gibt widerspriichliche Ergebnisse
dazu, ob das Transportsignal auf Aminosaure- oder mRNA-Ebene lokalisiert ist. Eine Verschie-
bung des Leserasters (-1 und +2) eines YopE,.;s-Fusionsproteins, die zu einer verdnderten Ami-
nosduresequenz fiihrt, verhindert die Sekretion von YopE nicht. Dies deutet auf ein mRNA-
Signal zur Erkennung des Sekretionsapparates hin. Ahnliche Ergebnisse existieren auch fiir
YopQ, YopN und AvrPto, ein Protein, das von dem pflanzenpathogenen Stamm P. syringae
sezerniert wird (Anderson & Schneewind, 1997,1999; Anderson et al., 1999, Ramamurthi &
Schneewind, 2002a; Goss et al., 2004). Andere Ergebnisse deuten allerdings auf ein Signal auf
Aminosdureebene hin. Es konnte gezeigt werden, dass eine Verschiebung des Leserasters (-1)
bei einer YopE,_;,-Fusion die Sekretion verhindern kann. Auflerdem verhindert ein Austausch
von Nukleotiden, der zu einer Verdnderung der mRNA-Sequenz fiihrt, die Aminosduresequenz
aber beibehilt, die Sekretion des Proteins nicht (Lloyd et al., 2001). Offensichtlich ist das Typ
[I-Erkennungssignal fiir den Transport der Proteine wesentlich komplexer als bisher bekannte

Transportsignale.

A.2.5 Effektorproteine

Bisher wurden sechs Effektorproteine identifiziert, die die starke Resistenz der Yersinien ge-
geniiber der Phagozytose durch Makrophagen und PMNs vermitteln (Grosdent et al., 2002;
Visser et al., 1995).

Bei YopH handelt es sich um eine Protein-Tyrosinphosphatase (PTPase) (Guan & Dixon,
1990). YopH ist die bei weitem aktivste bekannte PTPase (Zhang et al., 1992). Der C-Terminus
des Proteins (AS 206 — 408) dhnelt eukaryontischen Tyrosinphosphatasen und beinhaltet einen
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Phosphat-bindenden Loop. Das Sekretionssignal und die Bindungsstelle fiir das Chaperon SycH
sind am N-Terminus lokalisiert (Wattiau et al., 1994). YopH dephosphoryliert Proteine des fok-
alen Adhisionskomplexes (z.B. FAK, p130“*) und beeintrichtigt so einen adhisionsregulierten
Signaltransduktionsweg (Persson et al., 1997; Black et al., 1998). YopH verhindert auch den
»oxidative burst” in Makrophagen (Bliska & Black, 1995). Der Effekt von YopH ist nach
Translokation in die Wirtzelle innerhalb weniger Sekunden nachweisbar (Anderson et al.,
1999).

Die drei anderen Yops, die Phagozytose verhindern — YopE, YopT und YopO — interagieren mit
kleinen GTPasen der Rho-Familie. Die Proteine der Rho-Familie sind an der Innenseite der
Plasmamembran der Zelle mit einem Prenylrest am C-Terminus verankert. Zu den Mitgliedern
der Rho-Familie, die an der Dynamik des Zytoskeletts beteiligt sind, gehéren Rho, Rac und
Cdc42. YopE wirkt als GTPase aktivierendes Protein (GAP), das GTP-bindendes Rho, Rac und
Cdc42 durch Hydrolyse in ihre GDP-bindende inaktive Form konvertiert (Black & Bliska,
2000; Andor et al., 2001; Von Pawel-Rammingen et al., 2000).

YopT zeigt einen starken depolymerisierenden Effekt auf das Zytoskelett (Iriarte & Cornelis,
1998). Es modifiziert die Proteine der Rho-Familie und 16st sie so von der Plasmamembran ab
(Zumbihl et al., 1999; Sorg et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei YopT um
eine Cysteinprotease handelt, die von Rho, Rac und Cdc42 den C-terminalen Geranyl-Geranyl-
Cysteinrest abspaltet und so die GTPasen von der Membran 16st (Shao et al., 2002). Aepfelba-
cher et al. (2003) konnten zeigen, dass in vivo nur RhoA von der Membran abgeldst wird, Rac
und Cdc42 aber mit GDI assoziiert bleiben.

YopO (YpkA in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis) moduliert ebenfalls die Dynamik des Zy-
toskeletts. YopO ist eine autophosphorylierende Serin/Threonin-Kinase und wird durch Interak-
tion mit Aktin aktiviert (Galyov et al., 1993; Juris et al., 2000). YopO bindet an die GTPasen
Rho und Racl und interferiert vermutlich mit der fiir die Phagozytose ndtigen Signaltransdukti-
onsmaschinerie (Barz et al., 2000; Dukuzumuremyi et al., 2000).

Das Effektorprotein YopP 16st Apoptose in Makrophagen aus (Mills ef al., 1997; Monack et al.,
1997) und blockiert die pro-inflammatorische Reaktion der infizierten Zellen. Es inhibiert die
Aktivierung von NF-kB und damit die Freisetzung von TNFa aus Makrophagen und von IL-8
aus epithelialen und endothelialen Zellen (Ruckdeschel et al., 1998; Boland & Cornelis, 1998;
Schesser et al., 1998).

YopM ist ein stark saures Protein, das 13 — 20 Leucin-reiche Wiederholungssequenzen enthilt.
Vier YopM-Monomere bilden einen Zylinder mit einem inneren Durchmesser von 35 A (Evdo-
kimov et al., 2001). YopM wird in die Wirtszellen transloziert und wandert in den Nukleus
(Skrzypek et al., 1995). Das Effektorprotein ist in der Lage, die Thrombozytenaggregation zu

hemmen und ist fiir die Mausvirulenz von Yersinien essentiell (Leung et al., 1990). Die genaue
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Funktion ist allerdings noch nicht gekldrt. McDonald et al. (2003) konnten eine Wechselwir-
kung von YopM mit zwei zelluldren Kinasen zeigen, deren Aktivitit durch YopM gesteigert
wird. YopM beeinflusst aulerdem die angeborene Immunantwort und fiihrt zu einer Depletion

von NK-Zellen (Kerschen et al., 2004).

A.2.6 Regulation des Typ III-Sekretionssystems

A.2.6.1 ,,Low calcium response“

Sehr frithe Arbeiten zur Physiologie der Yersinien beschreiben erstmals den Phénotyp der ,,Low
calcium response® (Lcr). Wird die Wachstumstemperatur von virulenten Yersinia-Stammen von
27 °C auf 37 °C erhoht, verlangsamen die Bakterien ihr Wachstum oder horen ganz auf zu
wachsen. Dieses Phdnomen ist bei Y. pestis am stirksten ausgeprigt und nimmt iiber Y. pseudo-
tuberculosis nach Y. enterocolitica ab (Carter et al., 1980). Nach einigen Stunden Wachstum bei
37 °C werden die virulenten Stimme von avirulenten iiberwachsen (Higuchi et al., 1959). Mit
der Wachstumsinhibition einher geht die Synthese und Sekretion von Yops (Straley et al.,
1993). Die Wachstumsinhibition und der Virulenzverlust wie auch die Sekretion der Yops kon-
nen durch Supplementierung der Kultur mit Ionen wie Ca**, Sr*" oder Zn*" (Higuchi et al.,
1959; Kupferberg & Higuchi, 1958) oder mit Glutamat, Aspartat und Natriumhydrogencarbonat
(Delwiche et al., 1959; Surgalla et al., 1964) verhindert werden. Bei pH 7,8 kann auch die Zu-
gabe von Nukleotiden wie ATP oder AMP die Wachstumsinhibition verhindern (Zahorchak &
Brubaker, 1982). Durch Zugabe von Mg”" werden die Wachstumsinhibition und die Sekretion
der Yops verstarkt (Higuchi ef al., 1959). Wahrscheinlich geht die Wachstumsinhibition auf die
massive Produktion von Effektorproteinen zuriick (Zahorchak et al., 1979; Ramamurthi &
Schneewind, 2002b). Der Ler-Phénotyp ist spezifisch fiir virulente Stimme und mit der Anwe-
senheit eines intakten Virulenzplasmids assoziiert (Ferber & Brubaker, 1981; Gemski et al.,
1980; Portnoy et al., 1984). Auch Stamme, die durch Mutationen in plasmid-kodierten Viru-
lenzgenen avirulent wurden, zeigen den Phianotyp der Lcr nicht mehr (Goguen et al., 1984). Der
Mechanismus, der die Yop-Sekretion mit der Wachstumskontrolle in pathogenen Yersinia-
Spezies verbindet, konnte bisher nicht identifiziert werden. Wie erwédhnt kann die Wachstum-
sinhibition durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat aufgehoben werden, weshalb eine Be-
teiligung der CO,-Fixierung im Bakterium am Lcr-Phénotyp in Erwédgung gezogen wurde. Yer-
sinien katalysieren die CO,-Fixierung in Oxalacetat {iber die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

(PEPCK) oder Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC). Ein Vergleich der CO,-Fixierung in
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virulenten und avirulenten Stdmmen durch Untersuchung der beiden genannten Enzyme zeigte
allerdings keine Unterschiede (Baugh et al., 1964). Fowler und Brubaker (1994) betonen jedoch
die Wichtigkeit dieser Enzymreaktionen vor dem Hintergrund, dass Y. pestis nicht iiber das
Enzym Aspartase verfiigt (Dreyfus & Brubaker, 1978). Aspartase ist fiir die Desaminierung von
Aspartat zu Fumarat, einem Zwischenprodukt des Citratzyklus, verantwortlich. Da der Citrat-
zyklus tiber diese Reaktion bei Y. pestis nicht aufgefiillt werden kann, spielen die Auffiillreakti-
onen iiber die CO,-Fixierung und Bildung von Oxalacetat eine grof3e Rolle, um die Energiege-

winnung sicherzustellen.

A.2.6.2 Temperatur

Die Expression der Gene auf dem Virulenzplasmid pYV wird temperaturabhingig reguliert.
Durch eine Erhohung der Wachstumstemperatur von 27 °C auf 37 °C erfolgt eine Aktivierung
des TTSS. Die Transkription des yop-Regulons wird dabei durch den Transkriptionsfaktor VirF
gesteuert. VirF gehort zur Familie der AraC-Transkriptionsregulatoren, die in vielen gramnega-
tiven Bakterien zu finden sind (Gallegos et al., 1993). Das virF-Gen in Y. enterocolitica wird
spezifisch bei 37 °C exprimiert (Michiels et al., 1991) und aktiviert die Expression der Gene des
Sekretionsapparats und der Effektorproteine. Die Aktivitit von VirF wird durch das Histon-
dhnliche Protein YmoA (Yersinia modulator) beeinflusst (Cornelis et al., 1991; Rohde et al.,
1994). Allein die Aktivitdt von VirF ist fiir eine Transkription der yop-Gene allerdings nicht
ausreichend. Gleichzeitig muss bei 37 °C eine Konformationsdanderung der DNA im Bereich der
yop-Promotoren erfolgen, damit die Transkription moglich ist (Lambert de Rouvroit et al.,

1992; Rohde et al., 1999). Eine Beteiligung von YmoA an diesem Vorgang wird angenommen.

A.2.6.3 Die negativen Regulatoren LerQ/YscM1 und YscM2

Die Yop-Sekretion wird wie erwédhnt bei Wachstum in Ca*-haltigem Medium bei 37 °C ver-
hindert. Des Weiteren findet bei dieser Temperatur nur in geringem Mal} yop-Expression statt,
wihrend die Expression der Komponenten des Sekretionsapparats nicht beeinflusst wird. Lange
schon wurde ein negativer Riickkopplungsmechanismus postuliert, der die yop-Expression bei
geschlossenem oder nicht funktionsfahigem Sekretionsapparat kontrolliert (Cornelis et al.,

1987). Mit der Charakterisierung von LcrQ in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis (Petterson et



16 A. EINLEITUNG

al., 1996) und den homologen Proteinen YscM1 und YscM2 in Y. enterocolitica (Stainier et al.,
1997) konnte eine Erkldrung fiir diesen Mechanismus gefunden werden. LcrQ bzw. YscM1 sind
Proteine mit einer Grofe von ungefidhr 12 kDa. Beide Proteine sind zu 99 % identisch und un-
terscheiden sich bei einer Lénge von 115 Aminosduren nur in einer Aminoséure an Position 48.
In anderen bekannten Typ III-Sekretionssystemen existieren keine homologen Proteine zu
LerQ/YsecM1 und YscM2. Eine Deletion von IcrQ fiihrt zu einer Uberproduktion von Yops bei
37 °C in Gegenwart von Ca*" (Rimpildinen et al., 1992). Im Gegensatz dazu zeigt eine Inserti-
onsmutante von yscMI keine Deregulation der Yop-Synthese. Diese Unstimmigkeit fiihrte
durch weitere Experimente zu der Identifizierung von YscM?2 in Y. enterocolitica. Das Protein
besitzt eine Identitdt von 57 % zu LcrQ/YscMI1. Die Molekiilmasse entspricht mit 12 kDa in
etwa der von YscM1 und LcrQ, der isoelektrische Punkt (pI) von YscM2 mit 9,79 unterscheidet
sich jedoch deutlich von dem von YscM1 mit 6,05. Deletiert man yscM?2 zusétzlich zu yscM1,
kann man denselben deregulierten Phinotyp wie in der lcrQ-Mutante beobachten (Stainier et
al., 1997). Des Weiteren fiihrt eine Uberproduktion von LcrQ, YscM1 oder YscM2 zu einer
Repression der Transkription der yop-Gene (Rimpildinen et al., 1992; Stainier et al., 1997).
Man geht davon aus, dass YscM1 und YscM2 funktionell gleichwertig sind (Stainier et al.,
1997). LerQ, YscM1 und YscM2 wirken konzentrationsabhéngig. Alle drei Proteine werden
iiber das TTSS sezerniert und auch in die Wirtszelle transloziert (Rimpildinen et al., 1992; Stai-
nier et al., 1997; Cambronne et al., 2000; Cambronne et al., 2004). Deshalb liegt die Vermutung
nahe, dass sobald der Sekretionsapparat funktionsfahig ist, LcrQ bzw. YscM1 und YscM2 durch
Sekretion aus dem Zytoplasma der Yersinie entfernt werden und somit die Inhibition der yop-
Expression entfillt, was eine vollstindige Aktivierung der Yop-Synthese erlaubt. Die aktive
Doméne fiir die negativ-regulatorische Funktion von LcrQ/YscM1 und YscM2 ist am C-
Terminus der Proteine lokalisiert. Essentiell fiir die Regulation der Yop-Synthese sind die letz-
ten 35 bzw. 36 Aminosduren (Cambronne et al., 2004). LerQ/YscM1 und YscM?2 zeigen eine
hohe Homologie zu den ersten 128 Aminosduren von YopH (Rimpildinen ef al., 1992; Stainier
et al., 1997). Diese homologe Region beinhaltet das Sekretionssignal von YopH und die Bin-
dungsstelle fiir das Chaperon SycH (Cambronne et al., 2000; Cambronne et al., 2004). Das
Chaperon SycH bindet vermutlich deshalb auch an LcrQ, YscM1 und YscM2. Diese werden so
wie YopH durch einen Chaperon-abhéngigen Mechanismus in die Wirtszelle transloziert. Dabei
verhindert die Bindung von LcrQ/YscM1 und YscM2 an das Chaperon SycH die Repression der
Yop-Synthese. Eine Uberexpression von SycH zeigt denselben Phinotyp wie eine lcrQ- bzw.
yscM1/yscM2-Mutante (Cambronne & Schneewind, 2002). Stainier et al. (1997) haben aufler-
dem festgestellt, dass LcrQ/YscM1 und YscM2 eine weitere auf dem Virulenzplasmid kodierte
Komponente bendtigen, um diesen negativen Riickkopplungsmechanismus auszuiiben. Als es-

sentielle Wechselwirkungspartner fiir die Regulation des TTSS durch LerQ/YscM1 und YscM2
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wurden YopD und sein Chaperon LcrH (SycD in Y. enterocolitica) identifiziert (Williams &
Straley, 1998; Wulft-Strobel et al., 2002; Cambronne & Schneewind, 2002). Der genaue Regu-
lationsmechanismus ist bisher allerdings nicht bekannt. Urspriinglich wurde eine Regulation auf
Transkriptionsebene angenommen (Rimpildinen et al., 1992; Allaoui et al., 1995; Petterson et
al., 1996). Eine direkte Bindung von LcrQ/YscM1 und YscM2 an Nukleinsiduren konnte aller-
dings nicht gezeigt werden. Cambronne und Schneewind (2002) postulieren als Modell fiir die
negative Regulation die Bildung eines Komplexes aus YopD, SycD, YscM1 und YscM2 und
dessen Bindung an yop-mRNA. Dieser Komplex konnte die Translation der mRNA verhindern
oder sogar zu deren Degradation fiihren (Anderson et al., 2002). Dagegen stellen Wulff-Strobel
et al. (2002) die These auf, dass LcrQ zusammen mit seinem Chaperon SycH das Eintreten der
Yops in den Sekretionskanal durch Bindung an das innere Sekretionskanalprotein LerG kontrol-
liert. Dies wiirde die Theorie von Boyd et al. (2000) bestétigen, die eine geordnete Sekretion der
Yops postulieren, die von den Syc-Chaperonen bestimmt wird. Moglicherweise stellt der Cha-
peron-Substrat-Komplex ein dreidimensionales Sekretionssignal dar, das vom Typ III-
Sekretionsapparat erkannt wird und so die Sekretionsreihenfolge beeinflusst (Birtalan et al.,
2002). Dass der Mechanismus moglicherweise komplizierter ist, zeigt ein kiirzlich publizierter
Artikel (Swietnicki et al., 2004). Diese Arbeit legt Protein/Protein-Wechselwirkungen nicht nur
zwischen YscM1/YscM2 und SycH, sondern auch zwischen YscM1/YscM2 und dem YopE-
Chaperon SycE nahe. Die Sekretionsreihenfolge konnte teilweise auch durch die unterschiedli-
che Stabilitit der Chaperon-Effektor-Komplexe zustande kommen. Obwohl inzwischen viel
iber die Funktionen von LcrQ/YscM1 und YscM2 bekannt ist, bleibt der genaue Mechanismus
der Regulation des TTSS jedoch weiterhin unbekannt.

A.3 ZIELSETZUNG

Diese Arbeit sollte an bisher Bekanntes zu YscM1 und YscM?2 in Y. enterocolitica ankniipfen
und die wenig verstandene Funktionsweise der beiden Proteine niher charakterisieren. Hierfiir
wurden Proteinreinigungen von YscM1 und YscM2 sowie von deren Chaperon SycH ange-
strebt, auch um eine Kristallisation der Proteine zu ermoglichen. Mithilfe von Wechselwir-
kungsstudien sollten potentielle Interaktionspartner der beiden Typ III-Proteine in Y. entero-
colitica identifiziert werden. Zwar gelten YscM1 und YscM2 mit einer Identitdt von 57 % als
funktionell gleichwertig (Stainier et al., 1997), allerdings weisen die isoelektrischen Punkte
(YscM1: pl von 6,05 / YscM2: pl von 9,79) der beiden Proteine darauf hin, dass sich die ortho-

logen Proteine in ihrer Funktion unterschiedlich weiterentwickelt haben.
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B.1 MATERIAL

B.1.1 Geriite

Gerite

Modell

Firma

Analysenwaage

Blot-Apparatur
Elektrophoresekammer fiir PAGE
Elektroporationsgerét

Agarose-Gelelektrophorese-
kammern

French Press
Filmentwickler
Gel-Dokumentation
PCR-Cycler

pH-Meter

Photometer

Ultraschallbad
Proteinreinigungssystem

Transilluminator
Waage
Zentrifugen

R160P, Pt 1200

Trans-Blot SD, Mini-Transblot
Mini-PROTEAN 3
GenePulser 11

Pulse Controller 1T

French Pressure Cell 40K
FPM-100A

E.A.S.Y. ( Enhanced Analysis System )
GeneAmp, PCR System 2400
pH 211

Ultraspec 3000

Sonorex RK 100H
SMART™ System

AKTA Explorer
UVT-20M/W

Kern KB

3K30, 1K15, 112

Sorvall RC5C

Sartorius, Gottingen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Keutz

SLM Aminco

Fujifilm

Herolab, Wiesloch

Perkin Elmer

Hanna Instruments, Kehl
Amersham Biosciences
Bandelin, Berlin

Amersham Pharmacia Biotech

Herolab, Wiesloch

Kern & Sohn, Balingen
Sigma, Osterode am Harz
Kendro, Langenselbold

Tab. B.1.1 Verwendete Geriite

B.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Antibiotika wurden tber die Firmen Amersham, Bio-Rad,

Biomol, Invitrogen, Macherey & Nagel, MBI Fermentas, Merck, Qiagen, Roche, Roth, Sigma

und Santa Cruz bezogen.

B.1.3 Andere Materialien

Enzyme wurden bei Invitrogen und bei MBI Fermentas gekauft. Verwendete Nidhrmedien

stammen von der Firma Difco und Standard-Antikérper von den Firmen Amersham, Becton

Dickinson und Sigma.Nitrocellulose-Membran wurde von Schleicher & Schiill bezogen und

Plastikverbrauchsmaterial bei den Firmen Eppendorf, Brand, Falcon / Becton Dickinson und

Nunc.
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B.2 BAKTERIEN, PLASMIDE, PRIMER

B.2.1 Bakterienstimme

Stimme Eigenschaften Referenz
E. coli
DH5a supE44 AlacU169 ( ¢ 80lacZAM15 ) hsdR17 recA1 ~ Hanahan (1983)
endAl gyrA96 thi-1 relAl
BL21 F ompT hsdS(rg” mg’) gal dem Studier & Moffatt (1986)
BL21 (DE3) F ompT hsdS(rg” mg") gal dem (DE3) Stratagene
BL21 (DE3) pLysS F ompT hsdS(rg” mg’) gal dem (DE3) pLysS Cm" Stratagene

Y. enterocolitica

WA-314
WA-314Cm
WA-C

WA-314 AyscM1
WA-314 AyscM?2
WA-314 Appc

Y. pseudotuberculosis

1P32955

Serotyp 0:8, Biogruppe 1B mit pY V-Plasmid, Nal’
Cm-resistentes Derivat von WA-314

plasmidloses Derivat von WA-314, Nal*
yscMI-Mutante von WA-314, Nal’, Km"
yscM2-Mutante von WA-314, Nal’, Km"
ppc-Mutante von WA-314, Nal®, Km'

klinisches Isolat, Serotyp 0:1

Heesemann et al. (1984)
Triilzsch et al. (2004)
Heesemann et al. (1984)
Konrad Triilzsch
Konrad Triilzsch
Konrad Triilzsch

E. Carniel

Tab. B.2.1 Verwendete Bakterienstimme.
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B.2.2 Plasmide

Plasmide Eigenschaften Referenz

pGEX-4T-3 Expressionsvektor, Amp', gst Amersham
pGEX-yscM1 pGEX-4T-3 mit yscM1BamHI-Notl PCR-Fragment, Amp" Wilharm et al. (2003)
pGEX-yscM2 pGEX-4T-3 mit yscM2BamHI-NotI PCR-Fragment, Amp" Wilharm et al. (2003)
pGEX-ppc pGEX-4T-3 mit ppcEcoRI-Notl PCR-Fragment, Amp" diese Arbeit
pGEX-sycH pGEX-4T-3 mit sycHBamHI-Notl PCR-Fragment, Amp" Neumayer et al. (2004)
pGEX-6P-3 Expressionsvektor, Amp', gst Amersham

pGEX-6-yscM1
pGEX-6-yscM2

pGEM-T
pET-21b
pET-sycH
pET-3c
pETU
pETU-sycH
pACYC184

pACYC-ppc
pACYC-yscM2

pWS151

pWS-yscM1
pWS-yscM2
pWS-yseMlagi.115
pWS-yscM2xg4.116
pWS-yseMlaz 10
pWS-yseM23 19

pGEX-6P-3 mit yscM1EcoRI-Notl PCR-Fragment, Amp"
pGEX-6P-3 mit yscM2EcoRI-Notl PCR-Fragment, Amp"

Klonierungsvektor , Amp"

Expressionsvektor, Amp"

pET-21b mit sycHNdel-BamHI PCR-Fragment, Amp"
Expressionsvektor, Amp"

bla aus pET-3c¢ wurde iiber die PsfI-Schnittstelle durch eine
Kanamycinkassette ausgetauscht, Km"
pETU mit sycHBamHI-Ndel PCR-Fragment , Km"

Klonierungsvektor, Cm’, Tet"

pACYC184 mit ppcXbal-Sall PCR-Fragment, Cm"
pACYC184 mit yscM2Clal-BamHI PCR-Fragment, Cm"

Derivat von pMS470A8; iber die Schnittstellen Ndel und
HindIll wurde ein Linker eingefiigt, der durch Hybridisierung
der Oligonukleotide pWS-Linker-5"-P und pWS-Linkerkompl-
5’-P entstanden ist, Amp"

pWS151 mit yscMINdel-Sall PCR-Fragment, Amp"
pWS151 mit yscM2Ndel-Sall PCR-Fragment, Amp"
pWS151 mit yscM1 45;_;1;sNdel-Sall PCR-Fragment, Amp"
pWS151 mit yscM2 45,.1;sNdel-Sall PCR-Fragment, Amp"
pWS151 mit yscM1 45.,)Ndel-Sall PCR-Fragment, Amp"
pWS151 mit yscM2 4,.;,)Ndel-Sall PCR-Fragment, Amp"

Wilharm et al. (2003)
Wilharm et al. (2003)

Promega

Novagen

Neumayer et al. (2004)
Stratagene

Neumayer et al. (2004)
Neumayer et al. (2004)
Chang & Cohen (1978)

diese Arbeit
diese Arbeit

Balzer et al. (1992)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Tab. B.2.2 Verwendete Plasmide
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B.2.3 Primer

Verwendet wurden Primer der Firmen Metabion (entsalzt und lyophilisiert), Thermohybaid

(entsalzt, lyophilisiert und HPLC-gereinigt) und biomers.net (PAGE-gereinigt). Diese wurden

in HyOpigest. gelost. Die Konzentration der Primer-Stammldsung betrug 100 pmol/ul.

Primer Sequenz (5" 3°)
opeKm for CTAACAACCCTGCGGCGTCAAGGGCGAAGGGGATATGGGTCAGGGGTCATT
CACTGACACCCTCATCAGTG
opeKim rev ACGGGCGCCTGGCCCGTTTTGTCTTTTATTCACGATAATTCTACTGGCAACG
TCAAGTCAGCGTAATGCTC
ysoMIKm for AATAAATAACTTAGAATATCGTAGAGATAATTATAGCGACAGGAGACTCGT
CACTGACACCCTCATCAGTG
MK rev ATCAACCTGGGGGTATTATCGCCTCAATATACAGTAATATATTATCGCGTCA
y AGTCAGCGTAATGCTC
MK TGGTGGTTTAGTTTGTGTTTATTTTAAAATATACATGACATATCGACGTTTCA
yschizhm for CTGACACTGACACCCTCATCAGTG
TGAAAAATTGAATTTTTAGTTTTAAGGTAACTTATCATTAAGTTGTGATACG
ysem2Km rev TCAAGTTGTGATACGTCAAGTCAGCGTAATGCTC
VeeM L-His-Kim GTCAAGTTATTGCTGGAAGCCATGCGCCAGGATACGGCGGCTGACGGCAGA

YscM2-Flag-Km

ppc 5'-EcoRI

ppc 3’-Notl

yscM1 5'-BamHI
yscM1 3’-Notl

yscM2 5’-BamHI
yscM2 3’-Notl

sycH 5’-BamHI

sycH 3’-Notl

yscM2 5°-Clal

yscM2 3’-BamHI

ppc 3’-Sall

ppc 5'-Xbal

yscM1 5'-Ndel

yscM1 3’-Sall

yscM2 5°-Ndel

yscM2 3°-Sall

sycH 5’-Ndel

sycH 3’-BamHI

yscM1 A81-115 3"-Sall
yscM2 A84.116 3°-Sall
yscM1 A2-10 5’-Ndel
yscM2 A2-10 5°-Ndel
pWS-Linker-5"-P
pWS-Linkercompl-5°-P

GGATCGCATCACCATCACTGATCACTGACACCCTCATCAGTG
GAGGATGCAAAATTATTGCTAGATGCAGTGACACGGAAAATGCAAAAGCTT
GACTATAAGGATGACGATGACAAATCACTGACACCCTCATCAGTG
GAATTCAATGAACGAACAATATTCCGCAATGC
GCGGCCGCTTAGCCGGTATTACGCATACCTG
GGATCCATGAAAATCAATACTCTTCAATCG
GCGGCCGCTCAGCCGTCAGCCGCCGTATCC
GGATCCATGGGGAGCATTATGAAAATAAACG
GCGGCCGCTTAAAGCTTTTGCATTTTCCGTGTC
GGATCCATGCGCACTTACAGTTCATTAC
GCGGCCGCTTAAACCAGTAAATGAGATGATG
CCATCGATTCTCTGGATCGGGAACGTCAGCTGG
CGGGATCCAACGCCACCCTAAACCCTAAGAAC
GTCGACCTAACCGGTATTACGCATCCCTG
TCTAGAGTCAATTAGTCGATCATTTCTGCC
CATATGAAAATCAATACTCTTCAATCG
GTCGACTCAGCCGTCAGCCG
CATATGGGGAGCATTATGAAAAATAAACG
GTCGACTTAAAGCTTTTGCATTTTCCGTGTC
CATATGCGCACTTACAGTTCATTAC
GGATCCTTAAACCAGTAAATGAGATG
GTCGACTCACTTGCCCTGCTTTAGTTCCAAATTAG
GTCGACTTATTTTCCTTGACTTAACTCAAAATTAG
CATATGAATCAACAAATTACCCAAGTGGGAC
CATATGAGCATGCAAATTGCAGAGTTTGGG
TATGAAGCTTAGATCTGTCGACGGATC
AGCTGATCCGTCGACAGATCTAAGCTTCA

Tab. B.2.3 Verwendete Primer
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B.3 NAHRMEDIEN, KULTIVIERUNG UND STAMMHALTUNG
B.3.1 Nihrmedien
Die Sterilitdt der Ndhrmedien wurde durch Autoklavieren bei 121 °C, 1 bar, 20 min erreicht.

Zur Herstellung von festen Nahrmedien wurden dem Medium 15 g Agar pro Liter zugesetzt.

Der Agar wurde durch Erhitzen aufgeschmolzen und in Petrischalen gegossen.

CIN-Agar Selektivagar fiir Yersinia enterocolitica
(Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin) (Becton Dickinson)
Luria-Bertani-(LB)-Medium 10 g Trypton

5 g Hefe

5 g NaCl

ad 11 H,Oqeq
mit NaOH den pH auf 7,4 — 7,6 einstellen

Brain-Heart-Infusion (BHI) 37 g BHI
ad 1 1 HyOgest

M9-Medium 100 ml M9 Salze (autoklaviert)
1 ml MgSO, (1 M)
1 ml CaCl, (0,1 M)
50 ml Glukose (20 %)
ad 1 1 HyOgext
Glukose, MgSQO,, CaCl, wurden steril filtriert

M9-Salze (10x) 75 g Na,HPO,
30 g KH,PO,
10 g NH,Cl
5 g NaCl
ad 1 1H20dest

SOC-Medium 10 g Trypton
5 g Hefe
0,3 g NaCl
0,09 g KC1
1,02 g MgCl,x 6 H,O
1,23 g MgS0O4x 7 HO
ad 500 ml HyOgest
nach dem Autoklavieren wird dem Medium
20 mM Glukose (steril filtriert) zugesetzt
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B.3.2 Kaultivierung

Die Kultivierung von E. coli und Yersinia erfolgte aerob bei 37 °C bzw. 27 °C auf Agarplatten
oder im Fliissigmedium in einem Schiittelinkubator (100-200 rpm), um eine ausreichende Be-

liftung der Kultur sicherzustellen.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber Antibiotika und andere Zusitze, die bei der
Kultivierung verwendet wurden und deren eingesetzte Konzentrationen. Alle Zusédtze wurden

vor der Zugabe zur Bakterienkultur steril filtriert.

Zusitze Losungsmittel Stammlosung Endkonzentration
Antibiotika

Ampicillin (Amp) H,0 gest. 10 mg / ml 100 pg / ml
Carbenicillin (Cb) 50 % Ethanol 50 mg / ml 250 pg / ml
Chloramphenicol (Cm) 70 % Ethanol 2 mg/ml 20 pg/ ml
Kanamycin (Km) HyO04est. 5 mg/ml 50 pg/ml
Nalidixinsdure (Nal) 0,5 N NaOH 6 mg / ml 60 pg/ ml
Spectinomycin (Sp) H,0est. Smg/ml 50 pg / ml
Streptomycin (Sm) H,0gest. 100 mg / ml 100 pg / ml
Tetracyclin (Tet) 70 % Ethanol 2 mg/ml 20 ug/ ml
Casamino Acids H0 gest. 1% 0,005 %
EGTA HyO4est. 500 mM 5mM
Glukose HO4est. 20 % 0,2 %
IPTG H,O4est. M 1 mM
MgCl, H,O4est. M 10 mM
Thiamin H,0 gest. 1 mg/ ml 10 pg / ml

Tab. B.3.1 Verwendete Antibiotika und andere Zusitze

B.3.3 Stammbhaltung

Bakterienstimme konnen in der Regel auf Agarplatten bis zu sechs Wochen bei 4 °C unter ent-
sprechendem Selektionsdruck gelagert werden. Die Langzeitlagerung der Stimme erfolgte in

15 % Glycerol bei —80 °C.
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B.4 MOLEKULARGENETISCHE METHODEN
B.4.1 Isolierung, Reinigung und Konzentrationsbestimmung von DNA

B.4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA mit alkalischer Lyse (Birnboim & Doly, 1979)

Die Bakterien-Lyse erfolgte mit einer alkalischen Losung von SDS und NaOH. Anschlie3end
wurden Zellreste, chromosomale DNA und Proteine mit Kaliumacetat prazipitiert. Die Plasmid-

DNA blieb dabei in Lésung und konnte im Folgenden aus der Losung gewonnen werden.

Losung 1: 50 mM Glukose
25 mM Tris
10 mM EDTA
pH auf 8,0 einstellen

Losung 2: 200 mM NaOH
1 % SDS

Losung 3: 3 M Kaliumacetat
11,5 % Essigsdure
pH 5,2

e 2 ml einer Ubernachtkultur bei 6000 g fiir 5 min abzentrifugieren

e Pellet in 300 pl Losung 1 resuspendieren

e Lyse durch Zugabe von 300 pl Losung 2, mischen und max. 5 min bei RT inkubieren

e Neutralisation durch Zugabe von 300 pl Losung 3, mischen, 5 min auf Eis inkubieren

e 20 min bei 20 000 g bei 4 °C zentrifugieren, Uberstand enthilt Plasmid-DNA

e Uberstand bei 4 °C mit 10 ul Silika-Suspension (Konzentration: 100 mg/ml) (Boyle & Lew,
1995) inkubieren (1 mg Silika-Suspension bindet ungeféhr 3 pg Plasmid-DNA)

e Das Silika-Pellet mit der gebundenen DNA 2 mal mit 500 pl DNA-Waschpuffer (50 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 2,5 mM EDTA, 50 % EtOH) waschen

e Elution der Plasmid-DNA bei 50 °C mit einem Pelletvolumen H;Op;gest.
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B.4.1.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA mit QIAprep Spin Miniprep Kit

Bis zu 20 pg qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA koénnen mit diesem Kit der Firma Qiagen
gereinigt werden. Das Prinzip dieses Kits basiert auf der alkalischen Lyse und anschlieBender

Anionenaustauschchromatographie. Die Isolierung erfolgte nach Anweisung des Herstellers.

B.4.1.3 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA mit Nucleobond AX 100

GroBere Mengen Plasmid-DNA (bis zu 100 pg) wurden iiber AX 100-Sdulen der Firma Mache-
rey & Nagel gereinigt. Das Prinzip dieses Kits basiert ebenfalls auf der alkalischen Lyse und
anschliefender Anionenaustauschchromatographie. Die Isolierung erfolgte nach Anweisung des

Herstellers.

B.4.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte bei 260 nm. Hierfiir wurde die DNA 1:100 in HyOpjigest.
verdiinnt und die Absorption in einer Quarzkiivette (d=1 cm) gegen H,Op;qes. bestimmt. Dabei
entspricht 1 ODygg nm €twa 50 pg/ml.

Die Verunreinigung der DNA mit Proteinen wurde durch eine parallele Messung bei 280 nm
abgeschitzt. Ein Quotient ODyg nn/ODago nm tiber 1,8 gilt als Kriterium fiir eine ausreichende
Qualitdt der DNA fiir anschlieBende Manipulationen wie Sequenzierung, Ligation oder Restrik-

tionsverdau.

B.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki ef al., 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro-Methode zur spezifischen Vervielféltigung und
Anreicherung definierter DNA-Abschnitte. Die Amplifizierung wird durch eine Reihe von
Temperatur-Zeit-Zyklen ermdglicht. Dabei wird zuerst die DNA denaturiert, dann erfolgt die
Hybridisierung der Primer, die den Bereich der Amplifizierung festlegen, und im letzten Schritt
verldngert eine thermostabile DNA-Polymerase die Primer entlang der DNA-Matrize.

Als DNA-Polymerasen wurden eine 7ag-Polymerase und die Herculase (Stratagene; Mischung

aus Pfu- und Tag-DNA-Polymerase), die iiber eine Korrekturleseaktivitit verfiigt, verwendet.
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Die Dauer der Elongation war jeweils abhéngig von der Lange des zu vervielféltigenden Be-
reichs. Bei der Festlegung der Temperatur zur Hybridisierung der Primer wurde deren Schmelz-
temperatur beriicksichtigt.

Als Template wurde entweder ein aufgekochtes Gesamtzell-Lysat von Bakterien oder isolierte

DNA verwendet:

Gesamtzell-Lysat: eine Bakterienkolonie von Platte wurde mit 50 pl HyOpiges, fiir 10 min
aufgekocht und dann bei 20 000 g fiir 5 min abzentrifugiert
isolierte DNA: 1:20 bis 1:50 verdiinnen, Endkonzentration: 5 — 10 ng/pl

Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte mit dem Qiagen PCR Purification Kit.

B.4.3 Enzymatische Modifikationen von DNA

B.4.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen schneiden doppelstrangige DNA an spezifischen Nukleotidsequen-
zen. Dadurch entstehen spezifische Fragmente mit definierten Enden.

In einem Restriktionsansatz wurden ca. 2 — 5 Units der entsprechenden Enzyme pro ug DNA
eingesetzt. Die Pufferung des Reaktionsansatzes erfolgte mit einem 10 x Puffer nach Empfeh-
lung des Herstellers. Da die Restriktionsenzyme in 50 % Glycerol aufbewahrt werden, muss
beachtet werden, dass die Glycerol-Konzentration im Restriktionsansatz 5 % nicht {ibersteigt, da

es sonst zu einer Hemmung der Enzymaktivitdt kommen kann.

B.4.3.2 Dephosphorylierung von DNA

Um eine Religation von linearisierter Vektor-DNA zu verhindern, wurde das 5'-Phosphat mit-
hilfe von Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP, Roche Diagnostics, Mannheim) nach Anwei-
sung des Herstellers dephosphoryliert. Nach Abschluss der Reaktion wurde die SAP durch Er-

hitzen des Reaktionsansatzes auf 65 °C fiir 15 min inaktiviert.
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B.4.3.3 Ligation linearer DNA-Molekiile

Mithilfe einer T4-DNA-Ligase lassen sich Nukleinsédure-Molekiile mit kompatiblen iiberhén-
genden oder glatten Enden miteinander verbinden (z.B. Vektor und Fragment). Das Enzym
kniipft dabei eine Phosphodiester-Bindung zwischen 5’-phosphorylierten Enden und 3'-OH-
Enden unter gleichzeitiger Spaltung von ATP. Bei der Ligation ist zu beachten, dass die Reakti-
on in einem mdglichst kleinen Volumen stattfindet. Vektor und Insert wurden in einem molaren
Verhiltnis von 1:3 eingesetzt und mit 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-Ligase bei 16 °C fiir 12
bis 16 h inkubiert.

Eine Besonderheit stellt die Ligation von PCR-Fragmenten mit dem Klonierungsvektor pGEM-
T dar. Die Tag-DNA-Polymerasen haben die Eigenschaft, unabhéngig vom Template an die 3'-
Enden je ein Desoxyadenosin anzuhingen. Der von Promega gelieferte Vektor pGEM-T ist mit
der Restriktionsendonuklease EcoRV im Bereich der ,,multiple cloning site* (MCS) geschnitten
und an die beiden entstandenen 3'-Enden wurde je ein Thymidin-Rest angehéngt. So ist einer-
seits die Gefahr der Religation des Vektors gering und zum anderen stellt er kompatible Uber-
hiange fiir die PCR-Produkte zur Verfiigung. PCR-Produkte konnen also ohne vorherigen

Schnitt mit einer Restriktionsendonuklease in die MCS kloniert werden.

B.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Molekiilen entsprechend ihrer
GroBe und zur GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten in einem elektrischen Feld. Wegen
der negativ geladenen Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA wan-
dern die DNA-Fragmente in der Agarosematrix zur Anode. Lineare, doppelstringige DNA-
Fragmente bewegen sich im Agarose-Gel umgekehrt proportional zum dekadischen Logarith-
mus ihres Molekulargewichts. Die bei der Agarose-Gelelektrophorese eingesetzte Agarosekon-
zentration ist abhéngig von dem DNA-Molekulargewichtsbereich, in dem eine effektive Auf-
trennung der Fragmente erfolgen soll. In dieser Arbeit wurden Konzentrationen von 0,5 — 1,5 %
Agarose verwendet. Als Groflenstandard zur GréfSenbestimmung eines linearen DNA-Molekiils

wurde der 1 kb plus DNA Ladder von Invitrogen verwendet.
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Elektrophoresepuffer (1 x TAE): 40 mM Tris-HCI pH 8,2
20 mM Essigsdure
2 mM EDTA

10 x DNA-Auftragspuffer. 0,25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol
in1x TAE

Ethidiumbromid-Firbelosung: 1 pg Ethidiumbromid pro ml HyOge.

B.4.4.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

e Agarose in TAE-Puffer aufschmelzen, in vorbereitete Gelschlitten gieBen und Kamm mit
entsprechend vielen Taschen einsetzen

e das verfestigte Gel in eine Elektrophoresekammer einsetzen, mit TAE-Puffer liberschichten
und Kamm ziehen

e die DNA-Proben 1:10 mit Auftragspuffer mischen und in die Geltaschen pipettieren

e die Elektrophorese wurde bei 80 — 100 V durchgefiihrt

e anschlieBend Gel 10 — 30 min in Ethidiumbromid-Lésung farben, mit HyOgeg. liberschiissi-
ges Ethidiumbromid entfernen

e das Ethidiumbromid wird in die DNA eingelagert und kann durch Fluoreszenz bei UV-
Bestrahlung (A= 302 nm) detektiert werden; Bandenmuster mit einer Videophotoanlage do-

kumentieren

B.4.4.2 Priparative Agarose-Gelelektrophorese

Die priparative Agarose-Gelelektrophorese erfolgte im Prinzip wie zuvor beschrieben. Aller-
dings wurde zusédtzlich 1 mM Guanosin in das Gel eingegossen und dem Laufpuffer zugefiigt,
um die DNA vor Quervernetzung und Strangbriichen durch UV-Licht zu schiitzen (Griinde-
mann & Schomig, 1996). Das Gel wurde dann nur kurz gefarbt und unter UV-Licht wurden die
gewiinschten Banden ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus Agarose erfolgte mit dem

Qiagen Gel Purification Kit nach Anweisung des Herstellers.
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B.4.5 Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde wie beschrieben gereinigt (siche B.4.1.3). Die Sequenzierung wurde bei
der Firma GATC Biotech AG durchgefiihrt. 30 pl Plasmid-DNA mit einer Konzentration von
50 ng/ul wurden an die Firma geschickt.

B.4.6 Transformation von DNA

B.4.6.1 Elektrokompetente Zellen

Aus einer Ubernachtkultur wurden 200 ml LB-Medium 1:50 beimpft. Unter Schiitteln wurde die
Kultur inkubiert, bis sie eine optische Dichte ODgg oy Von 0,5 — 0,7 erreicht hatte. Die Bakteri-
enkultur wurde dann sofort auf Eis gestellt. Alle folgenden Schritte miissen bei 4 °C durchge-
fiihrt werden, weshalb benotigte Losungen oder Geréte vorgekiihlt wurden. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (alle Zentrifugationsschritte bei 4 000 g fiir 10 min) und zweimal mit 50 ml
H,O4es:. gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte in 5 ml 10 % Glycerol. Das Zellpellet wur-
de in ca. 900 pl 10 % Glycerol resuspendiert und in Aliquots von 100 ul bei — 80 °C eingefro-

ren.

B.4.6.2 Elektroporation

Zur Transformation von DNA in elektrokompetente Zellen wurde die entsprechende DNA mit
den Zellen gemischt und in eine Elektroporationskiivette pipettiert. Die Elektroporation erfolgte
mit einem Bio-Rad Gene Pulser entsprechend der Betriebsanleitung des Herstellers bei einer
Spannung von 2 500 V, einem Widerstand von 200 Q und einer Kapazitdt von 25 pF. Danach
wurden sofort 900 ul SOC-Medium zugegeben. Die Bakterien wurden dann 30 Minuten bei
optimaler Temperatur (37 °C fiir E. coli, 27 °C fiir Yersinia) inkubiert und auf Agarplatten unter
Selektionsdruck ausplattiert.
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B.5S PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

B.5.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

B.5.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Lacmmli, 1970)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der elektrophoretischen Tren-
nung von Proteingemischen. Das anionische Detergenz SDS lagert sich an die Proteine an. So
entsteht ein negativ geladener Komplex. Die Proteine werden dabei denaturiert. Durch Zugabe
von DTT werden auBerdem Disulfidbriicken in den Proteinen gespalten. Die grole Menge an
gebundenem SDS iiberwiegt die Eigenladung des Proteins deutlich, so dass die Ladung des
Proteins ndherungsweise proportional zu seiner Masse ist. Die elektrophoretische Auftrennung
der nun stark negativ geladenen Proteine erfolgt so aufgrund der Molekularmasse. Als GroB3en-

standard wurde der Benchmark Prestained Protein Ladder (Invitrogen) verwendet.

Zur Herstellung der Gele wurden die Glasplatten mit 70 % Ethanol gereinigt und in den Giel3-
stand eingesetzt. Zuerst wurde das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen (ca. 2 cm unter
die Oberkante der kleinen Glasplatte) und mit 2-Butanol iiberschichtet. Nach der Polymerisie-
rung der Gelmatrix wurde der Alkohol entfernt, das Sammelgel aufgegossen und der saubere
Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach etwa 30 Minuten war die Polymerisierung abgeschlossen

und die Gele konnten verwendet werden.

Trenngel Sammelgel

11 —16 % Acrylamid (Protogel 30 %%*) 6 % Acrylamid (Protogel 30 %*)
370 mM Tris pH 8,8 100 mM Tris pH 6,8

0,2 % SDS 0,2 % SDS

0,2 % TEMED 0,4 % TEMED

0,04 % APS 0,08 % APS

* Protogel 30 %: Acrylamid / Bisacrylamid (30 / 0,8)

Tab. B.5.1 Verwendetes SDS-System
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Laufpuffer:

Auftragspuffer:
(nach Tréek et al., 2002)

Elektrophoresebedingungen:

3,02 g Tris
14,24 g Glycin
0,1 % SDS

ad 1 1H20dest,

100 mM Tris pH 8,8

10 % Glycerol

10 % SDS

100 mM MgCl,

5 % B-Mercaptoethanol
0,005 % Bromphenolblau

150 -200 V

B.5.1.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist es moglich, Proteine und deren Komplexe

unter nicht denaturierenden Bedingungen aufzutrennen. Die Vorgehensweise zum Gieflen sol-

cher Nativgele entspricht der unter B.5.1.1. beschriebenen, wobei kein Sammelgel gegossen

wird.

Nativgel:

Laufpuffer:

Auftragspuffer:

Elektrophoresebedingungen:

6 % Acrylamid (Protogel 30 %%*)

25 mM HEPES

5 mM NaCl

0,2 % TEMED

0,04 % APS

* Protogel 30 %: Acrylamid / Bisacrylamid (30/0,8)

25 mM HEPES
5 mM NacCl

25 mM HEPES

5 mM NaCl

10 % Glycerol

0,005 % Bromphenolblau

Gel bei 100 V 30 min vorlaufen lassen, die
eigentliche Gelelektrophorese erfolgt bei 80 V fiir 2,5 h
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B.5.2 Detektion von Proteinen

B.5.2.1 Proteinfirbung mit Coomassie Brilliant Blue (abgew. nach Sambrook et al., 1989)

Das Polyacrylamid-Gel wurde nach der Elektrophorese ca. 30 Minuten auf einem Blotinkubator
in einer Coomassie Brilliant Blue-Féarbelosung inkubiert. Die anschlieBende Entfarbung des
unspezifischen Hintergrunds erfolgte mit H,04e; oder mit Entfarbelosung bei RT. Eine Be-
schleunigung sowohl des Farbeprozesses als auch der Entfirbung kann durch Erwarmung der

Losungen erzielt werden. Anschlieend kann das Gel zwischen Cellophan-Folien getrocknet

werden.
Coomassie Brilliant Blue-Farbelosung: 25 % Isopropanol

10 % Essigsdure

0,05 % Coomassie Brilliant Blue R250
Entfirbelosung: 10 % Ethanol

7 % Essigsédure

B.5.2.2 Silberfiarbung (Blum et al., 1987)

Die Silberfarbung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine ist mit einer Nachweisgrenze von 5
bis 30 ng Protein wesentlich empfindlicher als die Coomassie-Féarbung mit 50 bis 100 ng. Das
Prinzip der Silberfirbung ist die Reduktion von Silberionen durch die Seitenketten der Amino-
sduren Glutamat, Aspartat und Cystein. Das entstandene metallische Silber dient in einer nach-
geschalteten Entwicklerreaktion als Kristallisationskeim fiir die Reduktion weiterer Silberionen,

so dass an der Stelle, an der sich Proteine im Gel befinden, braune bis schwarze Banden sichtbar

werden.
Fixierer: 50 % Methanol

12 % Essigsdure

500 pl Formaldehyd 37 %
Thiosulfatlosung: 0,2 g Na,S,05; x 5 H,O
Silbernitratlosung: 2 g AgNO;

750 ul Formaldehyd 37 %
Entwickler: 60 g Na,CO;

4 mg NaZSZO3 x5 H20
500 pl Formaldehyd 37 %
Alle Mengenangaben beziehen sich auf einen Liter Losung
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Durchfiihrung:

e  Gel nach der Elektrophorese mindestens 1 h unter Schiitteln in Fixierer inkubieren
e 3 xje 20 min mit 50 % Ethanol waschen

¢ 1 min in Thiosulfatlésung inkubieren

e 3 xje 20 s mit HyO waschen

e 20 min in Silbernitratlosung inkubieren

e 3 xje 20 s mit HyO waschen

e Entwicklung mit Entwicklerlosung bis die Banden sichtbar sind

e Abstoppen der Reaktion mit HyO-Waschschritt

e Gel 10 min in 50 % Methanol und 12 % Essigsdure inkubieren

e Gel anschlieend mindestens 20 min in 50 % Methanol inkubieren

o gefirbtes Gel in H,O quellen lassen, das Gel kann dann getrocknet werden

B.5.2.3 Immunoblot (Western Blot) (Towbin et al., 1979)

Die Detektion der Proteine beruht hier auf einer spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktion. Die
Methode des Immunoblots ist in Abhédngigkeit von den verwendeten Antikorpern sehr sensitiv.
Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden mithilfe einer Semi-Dry- oder Tank-Blotting-
Apparatur auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Freie Bindungsstellen auf der Memb-
ran wurden mit einer Blockierlosung abgesittigt. Dann erfolgte eine Inkubation der Membran
mit einem Antikorper (Ak) gegen das entsprechende Antigen. Nach einem Waschschritt wurde
ein Sekundidrantikdrper zugegeben, der gegen den ersten Ak gerichtet und mit Alkalischer
Phosphatase oder Meerrettichperoxidase gekoppelt war. Alle Inkubationsschritte erfolgten in
Blockierlosung. Die Detektion erfolgte dann je nach Sekundérantikorper mit BCIP/NPT-Blue
(kolorimetrisch, Sigma) bzw. mit DAB Metal (kolorimetrisch, Pierce) oder ECL (Chemilumi-
neszenz, Amersham) jeweils nach Anweisung der Hersteller. Zur Detektion der Chemilumines-

zenz wurde der FujiMedical X-RayFilm SuperRX verwendet.

Blockierlosung: 0,5 % Tween 20
1 % Milchpulver
1 % BSA
in PBS

Waschpuffer: 0,5 % Tween 20 in PBS
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B.6 PROTEINREININGUNG

B.6.1 Gewinnung von rekombinantem YscM1 und YscM2

B.6.1.1 Klonierung und Expression

yseM1 und yscM?2 aus Y. enterocolitica WA-314 wurden in pGEX-6P-3 kloniert. Beide wurden
per PCR mit den Primern yscM1/2 5’-BamHI und yscM1/2 3’-Notl amplifiziert, wobei BamHI-
und Notl-Schnittstellen eingefiihrt wurden. Als Template fiir die PCR diente Gesamtzell-Lysat
von WA-314. Die resultierenden Plasmide pGEX-6-yscM1 und pGEX-6-yscM2 wurden durch
Sequenzierung bestitigt und zu Expressionszwecken in E. coli BL21 transformiert. In beiden
Fillen wurden Ubernachtkulturen 1:20 in LB-Medium verdiinnt, mit Ampicillin supplementiert
und bei 37 °C fiir ungefihr 3-4 h kultiviert (ODgog nm ~ 0,8). Die Expression wurde mit 1 mM
IPTG induziert und die Bakterien iiber Nacht weiter kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentri-

fugation fiir 20 min bei 6 000 g geerntet und sofort eingefroren.

B.6.1.2 Affinititsreinigung

Die aufgetauten Pellets wurden in PBS mit 1 mM PMSF, 1 mM DTT und 100 pg/ml Lysozym
resuspendiert und durch 3 French Press-Zyklen (1000 psi) aufgeschlossen. Durch Zentrifugation
fiir 30 min bei 17 000 g wurde der Uberstand geklért und 1-2 h lang mit Glutathion(GSH)-
Sepharose 4 FF (Amersham) bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde die GSH-Matrix 3 mal mit
PBS gewaschen und das gebundene GST-Fusionsprotein mit GSH-Elutionspuffer (10 mM
GSH, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl) eluiert. Der GST-Affinitdtsmarker wurde an-
schlieBend durch PreScission Protease nach Anweisung des Herstellers entfernt. Das Eluat wur-
de zuvor auf ungefdhr 100 pl konzentriert, um die Effizienz der Proteasebehandlung zu erh6hen
und da nur ein begrenztes Volumen auf die in der anschlieBenden Gelfiltration verwendeten
Saulen aufgetragen werden konnte. Entsprechend der Molekularmasse der Proteine und der
vermuteten Dimerbildung zwischen den GST-Affinitdtsmarkern wurde ein Centricon-30-
Konzentrator (Amicon) mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa verwendet. Bei der Konzentra-

tormembran handelt es sich um regenerierte Zellulose.
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B.6.1.3 Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde mit dem SMART System (Amersham) durchgefiihrt. In Abhéngigkeit
von den Proteinmengen wurden die Sdulen Superdex 75 PC 3.2/30 und HR 10/30 verwendet,
die mit PBS equilibriert worden waren. Das Eluat wurde fraktioniert und mit SDS-PAGE analy-

siert. Die entsprechenden Fraktionen wurden gepoolt und bei -20 °C eingefroren.

B.6.2 Gewinnung von rekombinanter Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC)

B.6.2.1 Klonierung und Expression

PEPC wurde als GST-Fusion in pGEX-4T-3 (Amersham Biosciences) exprimiert. Dafiir wurde
das PEPC-Gen ppc aus Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern ppc 5'-EcoRI und ppc 3'-
Notl amplifiziert und in pGEM-T subkloniert. Mithilfe der Primer wurden die Restriktions-
schnittstellen EcoRI und Notl eingefiihrt. Als Template diente Gesamtzell-Lysat von WA-314.
Nach Restriktionsverdau mit den genannten Enzymen und nachfolgender Reinigung aus dem
Agarose-Gel wurde das resultierende Fragment mit pGEX-4T-3 ligiert. Die Expression von ppc
erfolgte in E. coli BL21 (DE3) pLysS bei 27 °C. LB-Medium wurde mit einer Ubernachtkultur
1:20 beimpft. Nach dem Erreichen einer ODggg nm von ~ 0,8 erfolgte Induktion der Expression
mit 0,2 mM IPTG und Wachstum der Kultur iiber Nacht. AnschlieBend wurden die Zellen durch

Zentrifugation fiir 20 min bei 6 000 g geerntet und sofort eingefroren.

B.6.2.2 Affinititsreinigung

Das Pellet wurde in 50 mM Tris-HCI pH 7,5, supplementiert mit 100 mM NaCl und 5 mM
DTT, resuspendiert und die Bakterien wurden durch 3 French Press-Zyklen (1000 psi) aufge-
schlossen. Der geklirte Uberstand (Zentrifugation fiir 30 min bei 17 000 g) wurde 1 h bei 4 °C
mit Glutathion-Sepharose 4 FF inkubiert. Die GSH-Matrix wurde dann mit dem oben erwéhnten
Puffer gewaschen, in PBS aufgenommen und der GST-Rest wurde durch Thrombin {iber Nacht
abgespalten. PEPC wurde durch Waschen von der Matrix entfernt und die Proteinldsung in
Vorbereitung auf die anschlieBende Gelfiltration aufkonzentriert. Verwendet wurden Kon-

zentratoren der Firma Amicon mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa.
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B.6.2.3 Gelfiltration

Die Gelfiltration wurden mit einem SMART System oder mit einem AKTA Explorer (beide
Amersham) durchgefiihrt. Verwendet wurden die Séulen Superdex 200 PC 3.2/30 und Superdex
200 (26/60). Die Saulen wurden mit PBS oder 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl und
1 mM DTT equilibriert. Das Eluat wurde fraktioniert und mit SDS-PAGE analysiert. Die ent-

sprechenden Fraktionen wurden gepoolt und bei -20 °C eingefroren.

B.6.3 Reinigung und Kristallisation von SycH

B.6.3.1 Expression

sycH aus Yersinia enterocolitica wurde mit den Primern sycH 5°-Ndel und sycH 3’-BamHI
amplifiziert, wobei die Restriktionsschnittstellen BamHI und Ndel eingefiigt wurden. Als
Template diente Gesamtzell-Lysat von WA-314. Das resultierende Fragment wurde in pET-21b
kloniert. Das mit dem Fragment eingefiihrte Stoppcodon verhinderte die Expression des durch
pET-21b codierten His-Affinitdtsmarkers. SycH wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS expri-
miert. Eine Ubernachtkultur wurde 1:20 in LB-Medium verdiinnt. Die Induktion der Expression
erfolgte mit 1 mM IPTG bei einer ODggp o von ~ 0,8 und die Zellen wurden bei 27 °C iiber
Nacht kultiviert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation fiir 20 min bei 6 000 g geerntet und

sofort bei -20 °C eingefroren.

B.6.3.2 Ammoniumsulfat-Fillung

Das Pellet wurde in 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM PMSF und 10 mM DTT resuspendiert und
die Bakterien wurden durch 3 French Press-Zyklen (1000 psi) aufgeschlossen. Das Lysat wurde
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 17 000 g geklart und mit einer gesittigten (NH4),SO4-
Losung auf 30 % (NH4),SO4 eingestellt. Die Prézipitation der Proteine erfolgte bei 4 °C fiir eine
Stunde unter stindiger Rotation. Das Prézipitat wurde durch Zentrifugation fiir 30 min bei
17 000 g gewonnen, 3 mal mit 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30 % (NH4),SO,4 und 10 mM DTT
gewaschen, in 50 mM Tris-HCI pH 8,0 und 10 mM DTT resuspendiert und iiber Nacht gegen
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl und 1 mM DTT dialysiert.
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B.6.3.3 Ionenaustauschchromatographie

Nach Dialyse wurde das klare Lysat auf eine MonoQ-Séule gegeben, die vorher mit 50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl und 1 mM DTT equilibriert worden war. Die Saule wurde mit
2 Séulenvolumen Equilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte mit einem
0-100 % Gradienten des Elutionspuffers (50 mM Tris-HC1 pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT).
SycH eluierte bei ungefahr 300 mM NaCl. Die SycH-Fraktionen wurden gepoolt und fiir die
anschlieende Gelfiltration aufkonzentriert. Aufgrund der Oligomerisierung von SycH konnten

Konzentratoren mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa verwendet werden.

B.6.3.4 Gelfiltration

Das Konzentrat wurde auf eine Superdex 75 PC 3.2/30 oder auf eine Superdex 75 (26/60) gela-
den, die vorher mit 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl und 1 mM DTT equilibriert worden
war. Das Eluat wurde fraktioniert und die entsprechenden SycH-Fraktionen gepoolt und analy-

siert.

B.6.3.5 Kristallisation

Die Kiristallisation von SycH wurde am Adolf-Butenandt-Institut, Miinchen, von Michael Groll
durchgefiihrt. SycH-Kristalle wurden in einem héngenden Tropfen unter Dampfdiffusions-
bedingungen bei 298 K geziichtet. Es wurden SycH-Konzentrationen von 40 mg/ml verwendet.
Dabei wurde 1,5 pl Protein mit 1 ul Reservoirlésung (0,1 M HEPES pH 7,2, 10 % PEG200)
gemischt und Kristalle wuchsen innerhalb von 5 Tagen in einem héngenden Tropfen, der gegen
300 pl Reservoirlosung equilibriert wurde. Die Kristalle wurden mit Kryopuffer (25 % PEG200,
0,1 M HEPES pH 7,2) getrankt und fiir 30 s in einem Strom von fliissigem Stickstoff bei 100 K
gefroren und am DESY-Center in Hamburg vermessen. Die Daten wurden mit verschiedenen
Programmen ausgewertet. (Otwinowski & Minor,1997; Otwinowski & Minor,1998; French &
Wilson, 1978)
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B.6.4 Gewinnung und Reinigung eines polyklonalen PEPC-Antiserums

B.6.4.1 Immunisierung

Rekombinant gereinigtes Protein wurde in 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM Na,HPO, und
4 M Harnstoff denaturierend geldst und zur Immunisierung eines Kaninchens an die Firma
Dr. Pineda in Berlin geschickt. Die Immunisierung des Kaninchens erfolgte initial mit 150 pg
Protein, im Abstand von ca. 3 Wochen wurden jeweils weitere 100 ug Protein subkutan ge-
spritzt. 10 Tage nach jeder Immunisierung wurden Serumproben auf ihren Antikorpertiter un-

tersucht. Das Antikorper-Serum wird bei -20 °C gelagert.

B.6.4.2 Aufreinigung von polyklonalen PEPC-Antikorpern

Da die Spezifitit der PEPC-Antikorper nicht ausreichend war, erfolgte die Aufreinigung von
polyklonalem PEPC-Antiserum mit CNBr-aktivierter Sepharose (Amersham). Die CN-Br-
aktivierte Sepharose wurde nach Anweisung des Herstellers gewaschen und mit PEPC beladen.
Freie Bindungsstellen der Sepharose wurden mit 100 mM Tris pH 8,0 abgesittigt. AnschlieBend
wurde das PEPC-Antiserum mit der PEPC-beladenen Sepharose bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Sepharose mit Waschpuffer (siche B.5.2.3) gewaschen. Die
gebundenen PEPC-Antikérper wurde mit 100 mM Glycin pH 2,5 eluiert und sofort mit 3 M
Tris-HCI pH 8,8 neutralisiert.

B.6.5 Quantitative Proteinbestimmung (abgewandelt nach Bradford, 1976)

Die Quantifizierung von Proteinen in Losung erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay nach
Anweisung des Herstellers. Der Assay basiert darauf, dass sich das Absorptionsmaximum einer
sauren Coomassie Brilliant Blue G-250-Lésung von 465 nm zu 595 nm verschiebt, wenn eine

Bindung an Proteine stattfindet. Als Standard wurde BSA verwendet.
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B.6.6 Trichloressigsdure-Fillung (TCA-Fillung)

Um eine Analyse von Proteinen aus dem Uberstand von Bakterienkulturen mit SDS-PAGE
durchzufiihren, wurde die TCA-Fillung verwendet, um diese Proteine aus dem Kulturiiberstand
zu fallen. Dies erfolgte, indem 9 Teile Kulturiiberstand mit 1 Teil Trichloressigsdure (TCA)
gemischt wurden. Die vollstindige Féllung der Proteine erfolgte bei 4 °C fiir mindestens eine
Stunde. AnschlieBend wurde der Uberstand nach Zentrifugation bei 21 000 g verworfen und das
Proteinpellet wurde 2 mal mit 4 °C kaltem Aceton gewaschen. Ein dritter Waschschritt erfolgte
mit HyOges.. Das resultierende Pellet wurde dann in SDS-Auftragspuffer aufgenommen und mit

SDS-PAGE analysiert.

B.6.7 Konzentration von Proteinen

Proteinlosungen wurden mit Konzentratoren fiir die Zentrifuge der Firmen Vivascience und
Amicon aufkonzentriert. Die beiden Konzentratoren unterscheiden sich in der verwendeten
Membran. Die Membran der Amicon-Konzentratoren besteht aus regenerierter Zellulose, die
der Vivascience-Konzentratoren aus Polyethoxysulfon. Je nach GroBe des zu konzentrierenden

Proteins wurden Konzentratoren mit einer Ausschlussgrenze von 3, 10 oder 30 kDa verwendet.

B.7 GST-AFFINITATSBINDUNGSVERSUCH

Dieses Experiment diente der Identifizierung potentieller Protein-Protein-Wechselwirkungen.
GST, GST-YscM1 und GST-YscM2 wurden exprimiert (siche B.6.1) und ungeféhr 200 pg der
Proteine wurden jeweils an Glutathion-Sepharose gebunden. 50 ml BHI-Medium wurden 1:20
aus einer Ubernachtkultur von WA-314 oder WA-C beimpft und entweder bei 27 °C oder bei
37 °C fiir einige Stunden kultiviert. Die Kulturen bei einer Wachstumstemperatur von 37 °C
wurden mit 5 mM EGTA und 10 mM MgCl, supplementiert, um das Typ III-Sekretionssystem
und damit die Yop-Sekretion zu stimulieren. Die Zellen wurden dann abzentrifugiert und in
PBS mit verschiedenen Protease-Inhibitoren resuspendiert. Lyse erfolgte durch 3 French Press-
Zyklen bei 1000 psi. An die GSH-Matrix gebundenes GST, GST-YscM1 und GST-YscM2
wurden mit diesen Zell-Lysaten 30 min bei 4 °C inkubiert und mit PBS gewaschen. Die gebun-

denen Proteine wurden anschlieBend mit SDS-PAGE (siehe B.5.1.1) analysiert.
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B.8 MASSENSPEKTROMETRIE

Die Massenspektrometrie wurde von Guido Sauer' durchgefiihrt. Die Vorbereitung der Proben
erfolgte durch Trypsinverdau direkt im Gel. Die resultierende Mischung aus Peptiden wurde mit
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionisation kombiniert mit time of flight-Detek-
tor) auf einem Bruker Daltonics (Bremen) ReflexIll, ausgestattet mit einer Scout348™-Quelle,
bei einer lonisierungsspannung von 20 V analysiert. (Tsarbopoulos ef al., 1994). Peptidmassen

wurden mit Mascot (http://www.mascotscience.com/) analysiert.

B.9 CO-IMMUNOPRAZIPITATION

Ziel dieser Methode ist der Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkung aus zytosolischen

Lysaten. Das Verfahren beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion.

Durchfiihrung:

e die beiden potentiellen Interaktionspartner wurden in Yersinia enterocolitica WA-314 bei
37 °C in BHI, supplementiert mit 1 mM CaCl,, exprimiert

e bei der Verwendung von Expressionsvektoren erfolgte die Kultivierung bei 27 °C in BHI +
1 mM CaCl,, induzierbare Systeme wurden mit 1 mM IPTG induziert

e Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 10 000 g fiir 30 min bei 4 °C gewonnen

e die Pellets wurden in PBS, 1 mM PMSF, 10 mM DTT, 100 pg/ml Lysozym resuspendiert
(200 ml Kultur in 5 ml Puffer)

e Zur Lyse der Bakterien wurden diese mehrmals eingefroren und aufgetaut bis die Bakteri-
ensuspension eine schleimige Konsistenz aufwies; die Gewinnung des Uberstands erfolgte
durch Zentrifugation bei 20 000 g fiir 30 min bei 4 °C

e AnschlieBend wurde eine Gesamtproteinbestimmung des Uberstands durchgefiihrt und die
unterschiedlichen Proben wurden auf eine einheitliche Proteinmenge geeicht

e zum Lysat wurde ein polyklonaler Antikorper gegeben, der gegen einen der beiden Wech-
selwirkungspartner gerichtet war; es wurden 20 — 50 ul Antikdrper eingesetzt

e die Inkubation erfolgte bei 4 °C fiir 1 h unter Rotation

' GSF, Marchioninistrafie 25, 81377 Miinchen, derzeit am Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Am Klop-
ferspitz 18, 82152 Martinsried
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e im nachsten Schritt wurden 20 pl Protein A/G-Agarose (Santa Cruz) zugegeben, um den
Antigen-Antikorper-Komplex zu binden und zu immobilisieren

e s folgten 4 Waschschritte (Waschpuffer: PBS, 1 mM PMSF, 10 mM DTT), Zentrifugation
fiir 5 min bei 1000 g

e abschlieBend wurde die Agarose-Matrix in 25 ul SDS-Auftragspuffer (sieche B.5.1.1) sus-
pendiert und mit SDS-PAGE und Immunoblot analysiert

B.10 PEPC-AKTIVITATSASSAY (Smith, 1968)

Die Enzymaktivitit von PEPC wurde photospektrometrisch bestimmt. Im ersten Schritt wurde
Phosphoenolpyruvat (PEP) durch PEPC zu Oxalacetat carboxyliert. In einer nachgeschalteten
Reaktion wurde das entstandene Oxalacetat durch Malatdehydrogenase (MDH) zu L-Malat
umgesetzt, wobei NADH zu NAD+ oxidiert wurde. So war eine Messung der Enzymaktivitit
von PEPC iiber die Bestimmung der Abnahme von NADH im Reaktionsansatz bei 340 nm
moglich. Die Messungen erfolgten bei 37 °C. Es wurden jeweils 3 unabhéingige Messungen

durchgefiihrt und die Werte der Steigungen gemittelt.

Reaktionsansatz: 100 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM NaHCO;
10 mM MgSO,
0,2 mM NADH
1 U MDH

Dem Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 100 ul wurden PEPC und mdgliche Effekto-
ren zugesetzt. Das Gemisch wurde 5 min bei 37 °C vorinkubiert. Zu dem Ansatz wurde dann
das Substrat PEP in einer Konzentration von 5 mM gegeben, um die enzymatische Reaktion zu
starten. Gereinigte PEPC wurde dabei so eingesetzt, dass die Abnahme der Absorption bei 340
nm ungefdhr 0,1/min entsprach. Gereinigtes YscM1 bzw. YscM2 wurden als Effektoren in Kon-
zentrationen von 100 nM eingesetzt, die von ihnen abgeleiteten Peptide mit einer Endkonzentra-

tion von ca. 100 pM.
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B.11 WACHSTUMSVERSUCHE

Um den Einfluss von PEPC auf das Wachstum der Yersinien unter verschiedenen Bedingungen

zu testen, wurden die Bakterien in unterschiedlichen Ndhrmedien kultiviert.

B.11.1 Wachstumsversuche in BHI

Yersinien wurden iiber Nacht in BHI bei 27 °C angezogen. Die Kulturen wurden so verdiinnt,
dass die Start-ODggg o ungefdahr 0,1 betrug. Das Medium wurde mit I mM Ca’" bzw. mit 5 mM
EGTA/10 mM MgCl, supplementiert. Bei der Uberexpression von YscM1 oder YscM2 mit
pWS-yscM1 und pWS-yscM2 wurde dem Medium aullerdem 1 mM IPTG hinzugefiigt. Wachs-
tum der Kulturen erfolgte bei 27 °C oder 37 °C. Die ODgpp ny Wurde in regelméifligen Abstdnden

bestimmt. Fiir jede Messung wurden 3 Ansitze aus unabhingigen Ubernachtkulturen angeimpft.

B.11.2 Wachstumsversuche in M9-Medium

Das M9-Medium (Sigma) wurde aus 10 x M9-Salzen hergestellt und mit MgSQ,, CaCl, und
Glukose supplementiert (siche B.3.1).

Durchfiihrung:

e Bakterien tiber Nacht in BHI mit Antibiotika bei 27 °C kultivieren

e 2 ml UN-Kultur mit 2 ml M9-Medium waschen und in 2 ml M9-Medium aufnehmen

o  ODgponm bestimmen, die Zellen dafiir 1:10 verdiinnen

e 20 ml M9-Medium supplementiert mit Casamino Acids, Thiamin und IPTG mit den gewa-
schenen Zellen beimpfen, so dass die resultierende ODggo nm ~ 0,1 betragt

e die Start-ODgpg oy messen, Kultivierung der Zellen bei 27 °C

e jede Stunde 1 ml Kultur entnehmen und ODygg n, bestimmen
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B.11.3 Wachstumsversuche in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Das hier verwendete Dulbecco’s Modified Eagle Medium wurde iiber die Firma Gibco bezogen
(Art.-Nr. 21068-028). Das Zellkulturmedium ist aus verschiedenen Aminosduren, Vitaminen

und anorganischen Salzen zusammengesetzt, die in Tabelle B.11.1 aufgefiihrt sind.

Komponente Konzentration (mg/1)
Glycin 30
L-Arginin 84
L-Cystein 63
L-Histidin 42
L-Isoleucin 105
L-Leucin 105
L-Lysin 146
L-Methionin 30
L-Phenylalanin 66
L-Serin 42
L-Threonin 95
L-Tryptophan 16
L-Tyrosin 104
L-Valin 94
Cholinchlorid 4
D-Calciumpantothenat 4
Folséure 4
Inositol 7,2
Niacinamid 4
Pyridoxal 4
Riboflavin 0,4
Thiamin 4
Eisennitrat 0,1
Magnesiumsulfat 97,67
Kaliumchlorid 400
Natriumhydrogencarbonat 3700
Natriumchlorid 6400
Natriumdihydrogenphosphat 125
D-Glukose 4500
Phenolrot 15

Tab. B.11.1 Zusammensetzung des verwendeten DMEM

Fiir die folgenden Experimente wurde das Medium standardméBig mit 0,2 % FCS supple-
mentiert (Lee ef al., 2001).
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B.11.3.1 Wachstumsversuche in Zellkulturflaschen (Lee ef al., 2001)

Durchfiihrung:

e Yersinien UN in LB mit Antibiotika anziehen

e 30 ml LB-Medium 1:20 aus der UN-Kultur beimpfen und mit Antibiotika supplementieren;
Kultivierung der Bakterien bei 27 °C fiir 2 h

e  ODgponm bestimmen; Zellen 2 mal mit 0,9 % NaCl waschen und in DMEM aufnehmen

e 10 ml DMEM in Zellkulturflaschen (75 c¢m?) supplementiert mit 0,2 % FCS und mit bzw.
ohne 1,8 mM CaCl, mit 2,5 x 10® Keimen (entspricht ODggp nm ~ 1,0) beimpfen

e Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, fiir 3 h

e  ODggo nm erneut bestimmen, den Kulturiiberstand durch Zentrifugation fiir 30 min bei 10 000
g gewinnen

e 4,5 ml Uberstand mit 0,5 ml TCA fillen

e YopE-Sekretion mit SDS-PAGE und Immunoblot analysieren

B.11.3.2 Wachstum in Erlenmeyer-Kolben

Durchfiihrung:

e Yersinien UN in LB mit den entsprechenden Antibiotika anziehen

¢ 2 ml UN-Kultur 2 mal mit 0,9 % NaCl waschen und in 2 ml DMEM aufnehmen

e  Wachstum in DMEM erfolgte in 20 ml supplementiert mit 0,2 % FCS und mit bzw. ohne
1,8 mM CaCl, bei 37 °C im Schiittelinkubator; den Proben ohne CaCl, wurden zuséitzlich
5 mM EGTA zugesetzt

e Kulturen wurden so beimpfen, dass die Start-ODgg ,my ungeféhr 0,1 betrug

e ODggonm zu Beginn des Experiments und jede weitere Stunde bestimmen

e zu Ende des Experiments nach ca. 6 — 8 h Uberstinde durch Zentrifugation fiir 30 min bei
10 000 g gewinnen

e 4,5 ml Uberstand mit 0,5 ml TCA fillen

e YopE-Sekretion mit SDS-PAGE und Immunoblot analysieren
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B.12 INFEKTION VON HELA-ZELLEN MIT YERSINIA ENTEROCOLITICA

Konfluente HeLa-Zellen wurden mit Y. enterocolitica WA-314, WA-314Appc, WA-314AyscM 1
und WA-314AyscM?2 infiziert.

Durchfiihrung:

e Bakterien UN bei 27 °C in BHI unter entsprechendem Selektionsdruck anziehen

e aus der UN-Kultur 10 ml BHI (supplementiert mit den entsprechenden Antibiotika) 1:10
beimpfen und fiir 2 h bei 37 °C inkubieren

e Bakterienkultur bei 6 000 g fiir 10 min abzentrifugieren und in 200 pl PBS resuspendieren

o ODggonm-Bestimmung, dazu Zellen 1:10 verdiinnen

e  ODggo nm zum Infizieren auf 0,36 einstellen, Zugabe von x pl, um eine ODggp oy, von 0,36 zu
erreichen: (ODggo n/0,36)x100-100=x pl

e HeLa-Zellen mit PBS waschen, in DMEM aufnehmen und Bakteriensuspension zugeben

e HeLa-Zellen 1 h bei 37 °C mit den Bakterien inkubieren

e Bakterien dann mit 50 mg/ml Gentamycin abtoten: 30 min bei 37 °C

e 1 x mit PBS Bakterien abwaschen

e 15 ml DMEM zur HeLa-Zellkultur geben, dazu Proteinase K 1:1000 (30 mg/ml) bei 37 °C
fiir 15 min, um die Zellen von der Zellkulturflasche (175 cm?) abzuldsen

e HeLa-Zellen bei 4 °C und 2 000 g 5 min lang abzentrifugieren

e Pelletin 1 ml PBS supplementiert mit I mM PMSF resuspendieren

e Lyse der Zellen mit 75 pl NP-40-Lysispuffer

e 10 min auf Eis, Probe bei 20 000 g und 4 °C abzentrifugieren

e Gesamtproteinbestimmung des Uberstands mit dem Bio-Rad Proteinassay (siche B.6.5)

e Pellets und Uberstand bei —20 °C einfrieren

e Proben mit SDS-PAGE und Immunoblot analysieren
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B.13 MAUSVERSUCHE

Die Mausversuche wurden wie beschrieben durchgefiihrt (Roggenkamp et al., 1995).

B.13.1 Mauspassage

Erfahrungsgemél ergeben Mausinfektionsversuche reproduzierbarerer Ergebnisse, wenn der
betreffende Stamm vorher Maus-passagiert wurde. Deshalb wurden 10 der zu untersuchenden
Bakterien intraperitoneal in eine C57BL/6-Maus gespritzt. Die Maus wurde nach 24 h getotet
und der Bauchraum mit PBS ausgespiilt. Die Lavage wurde auf antibiotikahaltigem LB-Agar
ausplattiert. Die gewachsenen Yersinien wurden 1:20 aus einer UN-Kultur in LB-Medium ange-
impft, Wachstum erfolgte bei 27 °C bis zur spéten exponentiellen Phase. Die Kultur wurde dann
abzentrifugiert (4 000 g, 5 min, 4 °C) und in der gleichen Menge LB-Medium mit 10 % Glyce-

rol resuspendiert. Aliquots von 1 ml wurden bei -80 °C eingefroren.

B.13.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlen wurden vor und nach dem Einfrieren der Zellen bestimmt. Dazu wurde 1 ml
Kultur 2 mal mit PBS gewaschen, verschiedene Verdiinnungen der Zellsuspension ausplattiert

und die gewachsenen Kolonien ausgezéhlt.

B.13.3 Infektion

Die Infektion erfolgte oral. Je fiinf 6-8 Wochen alte C57BL/6-Miuse wurden mit 10° Bakterien
des jeweiligen Stammes infiziert. Bei kompetitiven Infektionsversuchen wurden je 10° Bakteri-
en der konkurrierenden Stimme gemischt. Die Bakteriensuspension wurde mit einer Pipette an
die Méuse verfiittert. Vier Tage nach der Infektion wurden die Miuse getdtet. Leber, Milz und
Peyer’sche Plaques wurden aseptisch entnommen. Das Darmlumen wurde mit 5 ml PBS ge-
spiilt. Die Organe wurden in PBS (Milz, Peyer’sche Plaques: 1 ml / Leber: 5 ml) homogenisiert,
verdiinnt und auf CIN-Agar ausplattiert. Die Darmlavage wurde ebenfalls verdiinnt und ausplat-
tiert. Bei kompetitiver Infektion wurde ein Cm-resistenter WA-314-Stamm als Vergleichs-
stamm verwendet (Triilzsch et al., 2004). Den Agar-Platten wurde deshalb zusétzlich entweder
Chloramphenicol fiir den Vergleichsstamm oder Kanamycin fiir die Mutante zugesetzt. Nach
Inkubation bei 27 °C wurden die Kolonien ausgezihlt und daraus die Gesamtkeimzahl in den

Organen errechnet.
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C. ERGEBNISSE

Das Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der Funktionen von YscM1 und YscM2 in Yersi-
nia enterocolitica. Bisher ging man davon aus, dass beide Proteine funktionell gleichwertige
negative Regulatoren des Typ IlI-Sekretionssystems (TTSS) sind. Es fiel jedoch auf, dass sich
die isoelektrischen Punkte (pl) der beiden Proteine deutlich von einander unterscheiden
(YscM1: pl von 6,05 / YscM2: pl von 9,79). Aufgrund dessen kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass sich YscM1 und YscM2 trotz ihrer Identitidt von ungefihr 57 % funktionell unter-
schiedlich entwickelt haben. Um YscM1 und YscM2 ndher zu charakterisieren, sollten Inter-

aktionspartner der beiden Proteine identifiziert werden.

C.1 REINIGUNG VON GST-YSCM1 UND GST-YSCM2

Wechselwirkungsstudien sollten eine Identifizierung potentieller Wechselwirkungspartner in
Yersinia enterocolitica moglich machen. Hierzu wurde die Immobilisierung von YscM1 und
YscM2 als GST-Fusionsproteine an eine Glutathion-Matrix angestrebt. Die immobilisierten
Fusionsproteine sollten dann mit verschiedenen Yersinien-Lysaten inkubiert werden. Um dieses
Experiment durchzufiihren, war im ersten Schritt die Klonierung, Expression und Reinigung

von GST-YscM1 und GST-YscM2 notwendig.

C.1.1 Klonierung von yscM1 und yscM?2 in den Expressionsvektor pGEX-4T-3

Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl wurden yscM1 und yscM2 nach Amplifizie-
rung aus Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern yscM1/2 5’-BamHI und yscM1/2 3’-Notl
und Subklonierung in pGEM-T in den Expressionsvektor pGEX-4T-3 ligiert. Der Vektor ent-
hilt das Gen fir die Glutathion-S-Transferase (gs?) unter der Kontrolle eines IPTG-in-
duzierbaren fac-Promotors. Der Vektor kodiert auerdem fiir den /ac-Repressor (lacl?) und eine
Ampicillinresistenz (bla). Zur Abspaltung des GST-Affinitdtsmarkers kodiert er fiir eine
Thrombinschnittstelle. Die korrekte Sequenz der beiden resultierenden Plasmide pGEX-yscM 1
und pGEX-yscM2 wurde durch Sequenzierung bestétigt. Die Konstruktion der beiden Plasmide
ist in Abbildung C.1.1 schematisch dargestellt.
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yscM1 5°-BamHI yscM1 3’-Notl
yseM2 5°-BamHI yscM2 3’-Notl

4
A

BamHI
yscM1 GGA TCC ATG AAA ATC AAT ACT CTT CA.

yscM2 GGA TCC ATG GGG AGC ATT ATG AAA AT,

pGEX-4T-3

Thrombinschnittstelle

Abb. C.1.1 Konstruktion von pGEX-yscM1 und pGEX-yscM2. Die schwarzen Pfeile geben die Lage der Primer
an. Mit den dargestellten Primern wurden yscM1 und yscM?2 aus Y. enterocolitica WA-314 amplifiziert, in pGEM-T
subkloniert und iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und No#l stromabwérts von gst in pGEX-4T-3 kloniert.
Die Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. Start- und Stoppcodon sind farblich hervorgehoben.

C.1.2 Expression und Reinigung von GST-YscM1 und GST-YscM2

Die Fusionsproteine von YscM1 und YscM2 wurden in E. coli BL21 bei 37 °C exprimiert. Die
Bakterienzellen wurden mit der French Press aufgeschlossen und das Lysat mit Glutathion-
Sepharose inkubiert. Nach der spezifischen Bindung der GST-Fusionsproteine von YscM1 und
YscM2 an die GSH-Matrix wurden Verunreinigungen durch Waschen entfernt. Mit den immo-
bilisierten Proteinen wurde dann eine Affinitdtsreinigung zur Identifizierung potentieller Inter-

aktionspartner durchgefiihrt.

C.2 INTERAKTIONSPARTNER VON YSCM1 UND YSCM2 IN YERSINIA ENTEROCOLITICA

Die immobilisierten GST-Fusionsproteine von YscM1 und YscM2 und gebundenes GST als
Negativkontrolle wurden mit verschiedenen Y. enterocolitica-Lysaten des pathogenen Stammes
Y. enterocolitica WA-314 und seines Derivats WA-C, der kein Virulenzplasmid besitzt, inku-
biert. Die Kultivierung der Yersinien erfolgte parallel unter Bedingungen, die die Aktivierung
des pYV-kodierten TTSS bewirkten oder diese verhinderten. Eine Expression der Gene des
TTSS erfolgt durch Kultivierung bei 37 °C und Zugabe von Ca*"-chelatierendem EGTA sowie
MgCl,. Dagegen wird diese durch Kultivierung bei 27 °C unterdriickt. Die Yersinien-Lysate
wurden durch Aufschluss der Bakterien mit der French Press gewonnen. Nach Inkubation der

GSH-Sepharose mit den unterschiedlichen Lysaten wurden die immobilisierten Proteine gewa-
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schen und mit SDS-PAGE auf mdgliche Interaktionspartner von YscM1 und YscM2 untersucht.
Das Prinzip der Affinitétsreinigung ist schematisch in Abbildung C.2.1 dargestellt.

(Sepharose

I Immobilisierung von » Waschschritt und GS
Sepharose « \’:: nachfolgende (epharose YseM
Pepharose Sepharose Inkubation mit

Yersinien-Lysat

GS
@ ﬁ ‘3 ﬁ i
: €
3ST-YscM1/2 an GSH-

Abb. C.2.1 Wechselwirkungspartner von YscM1/2 in Y. enterocolitica. GST-Fusionsproteine von YscM1 und
YscM2 wurden an GSH-Sepharose immobilisiert, gewaschen und dann mit Yersinien-Lysat inkubiert, das durch Auf-
schluss der Zellen mit der French Press gewonnen wurde. Mogliche Interaktionspartner von YscM1 und YscM2 binden
an die immobilisierten Fusionsproteine und konnen mittels SDS-PAGE analysiert werden.

In Abbildung C.2.2 ist das mit Coomassie gefirbte SDS-Gel gezeigt, das einen ersten Hinweis
auf das Vorhandensein eines potentiellen Wechselwirkungspartners liefert. Eine Bande im Gel
bei ungefahr 90 kDa ist nur sichtbar, wenn YscM1 und YscM2 mit den Yersinien-Lysaten inku-
biert wurden. Die GST-Kontrolle und nicht mit Lysat inkubiertes YscM1 und YscM2 weisen
diese Wechselwirkung nicht auf. Aus der Abbildung wird aulerdem ersichtlich, dass die fragli-
che Bande bei 27 °C deutlich prominenter auftritt. Des Weiteren zeigt die Tatsache, dass die
Interaktion auch nach Inkubation mit dem WA-C-Lysat nachweisbar ist, dass es sich bei dem

Wechselwirkungspartner um ein chromosomal kodiertes Protein handelt.
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Abb. C.2.2 Affinititsreinigung. GST-YscM1, GST-YscM2 und GST als Kontrolle wurden an GSH-Sepharose
immobilisiert und mit Lysaten von Y. enterocolitica WA-314 und WA-C inkubiert. Die GST-Fusionsproteine in
den ersten beiden Spuren wurden nicht mit Yersinien-Lysaten inkubiert. Die immobilisierten Proteine wurden nach
Waschen mittels SDS-PAGE auf potentielle Wechselwirkungspartner untersucht. Das SDS-Gel wurde mit Coomas-
sie gefarbt. Die Pfeile markieren die fragliche Bande bei ca. 90 kDa.
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C.3 IDENTIFIZIERUNG DES POTENTIELLEN INTERAKTIONSPARTNERS

C.3.1 Massenspektrometrie

Eine Identifizierung des mdglichen Interaktionspartners erfolgte durch Massenspektrometrie.
Die fragliche Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten, das Protein im Gel mit Trypsin verdaut
und das resultierende Peptidgemisch mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert’. Die
massenspektrometrisch identifizierten Peptidfragmente wurden in die Mascot-Suchmaschine

(http://www.matrixscience.com/) eingespeist und dort mit bekannten Proteinsequenzen vergli-

chen. Die Suchergebnisse sind in Abbildung C.3.1 dargestellt. Die Ergebnisse der Auswertung
wurden mit -10*Log(P) berechnet. P ist die Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Treffer
zufillig ist. Auswertungsergebnisse grofer als 72 sind signifikant (p<0,05). Abbildung C.3.1
zeigt, dass es sich bei dem potentiellen Wechselwirkungspartner um Phosphoenolpyruvatcarbo-
xylase (PEPC) handelt.

In Abbildung C.3.2 ist die Proteinsequenz von PEPC aus Y. pestis CO92 dargestellt. Zum Zeit-
punkt der Analyse war die Sequenz von PEPC aus Y. enterocolitica noch nicht verfiigbar. Die
massenspektrometrisch identifizierten Peptidfragmente, die mit der Sequenz von PEPC iiberein-
stimmen, sind in rot dargestellt. Sie decken dabei ungefahr 26 % der gesamten Aminoséurese-

quenz des Proteins ab.

* Die Massenspektrometrie wurde von Guido Sauer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Abteilung Zell-

biologie, Am Klopferspitz 18a, 82152 Martinsried durchgefiihrt.
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Zugangsnummer Masse Score Beschreibung

1. AE0478 98889 l46 phosphoenolpyruvate carboxylase

(EC 4.1.1.31) [imported] - Yersinia pestis (strain CO092)

2. QYEC 99456 101 phosphoenolpyruvate carboxylase

(EC 4.1.1.31) - Escherichia coli (strain K-12)

3. 1FIYA 98330 93 phosphoenolpyruvate carboxylase

(EC 4.1.1.31), chain A - Escherichia coli (fragments)

4. E91239 99500 92 phosphoenolpyruvate carboxylase [im-
ported] - Escherichia coli (strain 0157:H7, substrain RIMD 05099

5. B86087 99498 92 phosphoenolpyruvate carboxylase [im-
ported] - Escherichia coli (strain 0157:H7, substrain EDL933)

6. ADO0936 99391 91 phosphoenolpyruvate carboxylase [im-
ported] - Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (str

7. Q961M1 103957 81 GH16431p.- Drosophila
melanogaster (Fruit fly).
8. Q9VB71 104413 81 CG6059 protein.- Drosophila
melanogaster (Fruit fly).
9. Q8ZKMO 99396 74 Phosphoenolpyruvate carboxylase
(EC 4.1.1.31).- Salmonella typhimurium.
10. Q978T9 41705 71 ATP-dependent RNA helicase.- Thermo-

plasma volcanium.

Abb. C.3.1 Ergebnisse der Mascot-Suchmaschine. Massenspektrometrisch identifizierte Peptidfragmente wurden
in die Mascot-Suchmaschine eingespeist und dort mit Sequenzen bekannter Proteine verglichen. Die Ergebnisse der
Auswertung wurden mit -10*Log(P) berechnet, wobei P die Wahrscheinlichkeit dafiir angibt, dass der Treffer zufil-
lig ist. Auswertungsergebnisse grofer als 72 sind signifikant (p<0,05). Die ersten 10 Treffer sind mit ihrer Zugangs-

nummer und Masse aufgefiihrt.
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Abb. C.3.2 Die Proteinsequenz von PEPC aus Yersinia pestis CO92 ist hier dargestellt. Massenspektrometrisch
identifizierte Peptide, die mit dieser Sequenz von PEPC iibereinstimmen, sind fett markiert.
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C.3.2 Die Phosphoenolpyruvatcarboxylase: ein anaplerotisches Stoffwechselenzym

Bei der Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) handelt es sich um ein Stoffwechselenzym. Es
katalysiert die Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Oxalacetat (Abb. C.3.3, in rot
dargestellt) und erfiillt eine so genannte anaplerotische Funktion. Die PEPC-Reaktion dient in
vielen Bakterien der Auffiillung des Citrat-Zyklus mit Oxalacetat, da dem Citrat-Zyklus stindig
Oxalacetat oder andere Vorstufen (in Abb. C.3.3 unterstrichen) fiir Biosynthesezwecke entzo-
gen werden. Wird der Citrat-Zyklus nicht wieder mit Oxalacetat aufgefiillt, fehlt der Akzeptor
fiir Acetyl-CoA und es besteht die Gefahr, dass der Citrat-Zyklus zum Erliegen kommt. Dies
wird durch die PEPC-Reaktion verhindert, die somit die Energiegewinnung iiber den Citrat-
Zyklus aufrechterhdlt. PEPC ist in tierischen und menschlichen Geweben nicht vorhanden.
Stattdessen erfolgt die Auffiillung des Citrat-Zyklus in diesen Féllen durch Carboxylierung von
Pyruvat zu Oxalacetat durch das Enzym Pyruvatcarboxylase. Bei Bakterien ist die PEPC-
Reaktion besonders bei Wachstum auf Glukose, Pyruvat (oder anderen C;-Verbindungen) und

Fettsduren als Kohlenstoffquelle von groBer Bedeutung (Morikawa et al., 1980).

Glukose
Glukose-6 P
Pyrimidin- PEP <
nukleotide
yruvat
PEPC
Acetyl-CoA < B _OXId%.t fon der
Fettsduren
L-Aspartat < Oxalacetat Cl trat
l Citrat-
Zyklus )~‘C02
Asp, Asn, Thr, Met, Ile, Lys o-Ketoglutarat

l Co,
PROTEIN e grr‘; <— L-Glutamat 4_|

Glu

Abb. C.3.3 Schematische Darstellung der Funktion von PEPC im Stoffwechselgefiige. Im rechten Teil der Ab-
bildung ist stark vereinfacht die Glykolyse dargestellt. Glukose wird iiber verschiedene Zwischenschritte zu Acetyl-
CoA abgebaut. Dieses wird durch Kondensation mit Oxalacetat in den Citrat-Zyklus eingeschleust. Im Zyklus erfolgt
die komplette Oxidation des Acetyl-Rests unter Regenerierung von Oxalacetat, das so wieder als Akzeptor fiir Ace-
tyl-CoA zur Verfiigung steht. Wird Oxalacetat oder auch a-Ketoglutarat (beide unterstrichen) fiir die Biosynthese
von Aminosduren aus dem Citrat-Zyklus entfernt, besteht die Gefahr, dass die Zelle an Oxalacetat verarmt. Hier
spielt die anaplerotische Funktion von PEPC eine grofle Rolle, um Oxalacetat wieder als Akzeptor fiir Acetyl-CoA
bereit zustellen. Phosphoenolpyruvat (PEP) wird durch PEPC zu Oxalacetat carboxyliert.
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C.4 PROTEINREINIGUNGEN

Um die Wechselwirkung zwischen YscM1 und YscM2 und PEPC néher zu charakterisieren,
wurde die Expression und Reinigung dieser Proteine angestrebt. Das Chaperon der beiden Typ
[II-Proteine, SycH, wurde ebenfalls gereinigt, um einen moglichen Einfluss von SycH auf die

Interaktion zu untersuchen.

C.4.1 Reinigung von PEPC

C.4.1.1 Klonierung von ppc in den Expressionsvektor pGEX-4T-3

Das 2,6 kb groBe PEPC-Gen ppc von Y. enterocolitica wurde mit einer DNA-Polymerase mit
Korrekturlese-Aktivitit aus Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern ppc 5'-EcoRI und ppc
3’-Notl amplifiziert, in pGEM-T subkloniert und anschlieBend stromabwiérts von gst iiber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Notl in den Expressionsvektor pGEX-4T-3 ligiert. Die
korrekte Sequenz des resultierenden Plasmids pGEX-ppc wurde durch Sequenzierung bestétigt.

Die Konstruktion von pGEX-ppc ist in Abbildung C.4.1 schematisch dargestellt.

ppc5’-EcoRI ppc3’-Notl

EcoRI Notl
G AAT TCA ATG AAC GAA CAA TAT TCC GCA AT G ittt ettt

Thrombinschnittstelle

Abb. C.4.1 Konstruktion des Expressionsvektors pGEX-ppc. Die schwarzen Pfeile geben die Lage der Primer an.
Mit den dargestellten Primern wurde ppc aus Y. enterocolitica WA-314 amplifiziert, in pGEM-T subkloniert und iiber
die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Nofl stromabwirts von gst in pGEX-4T-3 kloniert. Die Restriktionsschnitt-
stellen sind unterstrichen. Start- und Stoppcodon sind farblich hervorgehoben.
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C.4.1.2 Expression von ppc

Die Expression wurde anfangs in E. coli BL21 bei 37 °C durchgefiihrt. Durch die Optimierung
einiger Schritte konnte die Ausbeute von PEPC erhoht werden. Dies erfolgte zum einen durch
die Wahl von E. coli BL21 (DE3) pLysS als Expressionsstamm anstelle von E. coli BL21. Des
Weiteren konnte die Ausbeute durch die Expression bei niedrigerer Temperatur (27 statt 37 °C)
und durch Reduktion der Menge an IPTG von 1 mM auf 0,2 mM erhoht werden, weil dadurch
eine bessere intrazelluldre Loslichkeit des Proteins erreicht wurde. Eine zusitzliche Steigerung
der Ausbeute konnte durch Kultivierung der Bakterien in einem 5 I-Fermenter bei konstantem
pH und gleichmiBiger Sauerstoffzufuhr {iber Nacht erreicht werden. Die Ausbeute an gereinig-
tem Protein betrug schlieBlich in etwa 60 mg Protein pro Liter Bakterienkultur. Versuche zur

Kristallisation des Proteins werden derzeit in einer Kooperation” unternommen.

C.4.1.3 Reinigung von PEPC

Die Reinigung des GST-PEPC-Fusionsproteins (Abb. C.4.2) erfolgte durch spezifische Bindung
an Glutathion(GSH)-Sepharose. Verunreinigungen wurden durch Waschen entfernt und GST
durch Thrombin von PEPC abgespalten. Das abgespaltene PEPC wurde von der GSH-Matrix
eluiert, wihrend GST daran gebunden blieb. Das Eluat lag nach diesem Schritt bereits zu mehr
als 95 % homogen vor. Es wurde konzentriert und im letzten Schritt durch eine Gelfiltration
weiter aufgereinigt. Abbildung C.4.2 veranschaulicht die verschiedenen aufeinander folgenden

Reinigungsschritte.

? Kristallisierung von PEPC in Kooperation mit Hartmut Niemann, Abteilung Strukturbiologie, GBF,
Mascheroder Weg 1, 38124 Braunschweig
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Abb. C.4.2 Zusammenfassung der Reinigung von PEPC. PEPC wurde in pGEX-4T-3 als GST-Fusion exprimiert
und die Zellen mit der French Press aufgeschlossen. Spur 1 zeigt das Gesamtzell-Lysat nach French Press. Durch
Zentrifugation wurde der 16sliche Uberstand von der unloslichen Fraktion abgetrennt. Spur 2 zeigt die 16sliche Frak-
tion, Spur 3 die unldsliche Fraktion nach Zentrifugation. Der 16sliche Uberstand wurde mit GSH-Sepharose inkubiert,
GST-PEPC daran gebunden und Verunreinigungen durch Waschen entfernt (Spur 4). Mit Thrombin wurde PEPC von
dem an die GSH-Sepharose gebundenen GST abgespalten (Spur 5). Abgespaltenes PEPC wurde von der GSH-
Sepharose eluiert (Spur 6). Spur 7 zeigt PEPC nach der anschlieenden Gelfiltration. Das SDS-Gel wurde mit Coo-
massie gefarbt.

C.4.2 Reinigung von YscM1 und YscM2 durch Expression in pGEX-6P-3

Im Folgenden wurde die Reinigung von YscM1 und YscM2 ohne Affinitdtsmarker angestrebt.
Beide Proteine verfiigen iiber eine interne Thrombinschnittstelle (siche C.4.3). Deshalb war eine
Reinigung der Proteine nach Expression in dem Vektor pGEX-4T-3 nicht moglich, da dieser
Vektor wie beschrieben fiir eine Thrombinschnittstelle zur Abspaltung des GST-Rests kodiert.
Somit war eine Umklonierung von yscMI und yscM?2 in den Expressionsvektor pGEX-6P-3
notwendig, der fiir eine PreScission Protease-Schnittstelle kodiert und deshalb eine Abspaltung

von GST aus den Fusionsproteinen von YscM1 und YscM?2 erlaubte.

C.4.2.1 Klonierung von yscM1 und yscM2 in pGEX-6P-3

Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl wurden yscM1 und yscM2 nach Amplifizie-
rung aus Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern yscM1/2 5’-BamHI und yscM1/2 3’-NotI
und Subklonierung in pGEM-T in den Expressionsvektor pGEX-6P-3 ligiert. Der Vektor ko-
diert wie pGEX-4T-3 fiir das Gen der Glutathion-S-Transferase (gst), das unter der Kontrolle
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des IPTG-induzierbaren fac-Promotors steht, auBerdem fiir den /ac-Repressor (lacl?) und eine
Ampicillinresistenz (bla), aber anstatt fiir eine Thrombinschnittstelle kodiert der Expressions-
vektor pGEX-6P-3 fiir eine PreScission Protease-Schnittstelle, um eine Abspaltung des GST-
Affinitdtsmarkers von YscM1 und YscM2 zu ermoglichen. Die Abbildung C.4.3 zeigt die Posi-
tion der beiden Gene stromabwdérts von gst im Vektor. Die korrekte Sequenz der resultierenden

Plasmide pGEX-6-yscM1 und pGEX-6-yscM2 wurde durch Sequenzierung bestatigt.

yscM1 5’-BamHI yscM1 3’-Notl
yscM2 5°-BamHI yscM2 3’-Notl

v
A

BamHI Notl
YSCM1 GGA TCC ATG AAA ATC AAT ACT CTT CA ittt e oo oo e e e e e e e et e et e e ettt b bbbttt eeeenenees

PreScission Protease-
Schnittstelle

Abb. C.4.3 Konstruktion von pGEX-6-yscM1 und pGEX-6-yscM2. Die schwarzen Pfeile markieren die Lage der
Primer. Mit den dargestellten Primern wurden yscMI und yscM?2 aus Y. enterocolitica WA-314 amplifiziert, in
pGEM-T subkloniert und iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und No#l stromabwérts von gst in pGEX-6P-3
kloniert. Die Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. Start- und Stoppcodon sind farblich hervorgehoben.

C.4.2.2 Expression und Reinigung von YscM1 und YscM2 aus pGEX-6P-3

Die Fusionsproteine wurden in E. coli BL21 exprimiert. Die Loslichkeit von YscM1 und
YscM2 war zuerst gering, konnte aber durch Expression iiber Nacht erhoht werden. Die Zugabe
von Triton X-100 (0,1-— 0,5 %) zum Aufschlusspuffer zeigte hingegen keinen Einfluss auf die
Loslichkeit. Sowohl bei YscM1 als auch bei YscM2 waren nach Aufschluss der Zellen und
anschlieBender Zentrifugation ungefihr 50 % des zu reinigenden Proteins im 1dslichen Uber-
stand. Nach Affinitdtsreinigung tiber GSH-Sepharose wurde der GST-Rest mit PreScission Pro-
tease abgespalten und eine weitere Aufreinigung mittels Gelfiltration angeschlossen. Verwendet
wurde eine Superdex 75-Séule. Tabelle C.4.1 gibt einen Uberblick iiber die gereinigten Protein-
mengen und die Ausbeute von YscM1 und YscM2 bezogen auf 1,8 1 Bakterienkultur. Berechnet

wurden diese Daten mithilfe der Gel-Densitometrie. Die mit Coomassie gefarbten Gele wurden
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mit einer Kodak Image Station 440 aufgenommen. Die Analyse erfolgte mit dem Programm

Kodak ID Image Analysis.

YscM1 YscM2
Reinigungs- Gesamtprotein YscM1 Ausbeute | Gesamtprotein YscM2 Ausbeute
schritt (mg) (mg) % (mg) (mg) %
Gesamtzell-Lysat 657 11,52 100 600 5,94 100
16sliche Fraktion 590 5,76 50 535 3 50,5
GSH-Matrix 9 2,45 21,3 4,8 1,35 22,7
Gelfiltration 1,34 1,3 11,3 0,63 0,6 10,1

Tab. C.4.1 Zusammenfassung der Reinigung von YscM1 und YscM2. Die angegebenen Proteinmengen und
Ausbeuten beziehen sich auf 1,8 1 Bakterienkultur. Die Werte wurden mithilfe der Gel-Densitometrie gewonnen.
Gele wurden mit Coomassie gefiarbt und die Banden mit einer Kodak Image Station 440 aufgenommen. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm Kodak ID Image Analysis. Definierte Mengen an GST-YscM1/2 (be-
stimmt mit dem Bio-Rad Proteinassay) wurden auf ein Gel aufgetragen und zur Quantifizierung von GST-
YscM1/2 im Gesamtzell-Lysat verwendet. Der Hintergrund wurde hier durch nicht-induzierte Kulturen be-
stimmt.

Eine deutliche Verbesserung der Ausbeuten konnte durch Expression in E. coli BL21 (DE3)
pLysS in einem 5 I-Fermenter unter konstanten pH-Bedingungen und kontrollierter Sauerstoff-
zufuhr erreicht werden. Maximal konnten fiir YscM1 34 mg und fiir YscM2 26 mg bezogen auf
2,5 1 Kultur gewonnen werden. Mit diesen Ausbeuten stehen auch YscM1 und YscM2 fiir eine
Kristallisation in ausreichender Menge zur Verfiigung. Die Abbildung C.4.4 soll die Reinigung
von YscM1 veranschaulichen. Der erste Teil der Abbildung fasst die aufeinander folgenden
Reinigungsschritte vom Aufschluss der Zellen bis zur Gelfiltration zusammen. Im zweiten Teil
der Abbildung wird die Gelfiltration von YscM1 gezeigt. Die Elution von YscM1 erfolgte in
den Fraktionen 8 — 11. GST und verschiedene andere Verunreinigungen konnten abgetrennt

werden. Die Reinigung von YscM2 verlief analog (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C.4.4 Reinigung von YscM1. A. GST-YscM1 wurde in E. coli BL21 exprimiert und die Zellen mit der
French Press aufgeschlossen (1). Das Lysat wurde mit GSH-Sepharose inkubiert, Verunreinigungen durch Wa-
schen entfernt und das Fusionsprotein mit GSH-Elutionspuffer von der GSH-Matrix eluiert (2). Mit PreScission
Protease wurde der GST-Rest abgespalten (3) und YscM1 durch eine Gelfiltration weiter aufgereinigt (4). B.
Gelfiltration von YscM1. Die angegebenen Molekularmassen wurden bei der Kalibrierung der Séule mit Stan-
dard-Eichproteinen ermittelt. In Spur S wurde eine Probe des auf die Sdule applizierten Proteingemischs aufge-
tragen. Das Eluat wurde fraktioniert und die aufeinander folgenden Fraktionen mit SDS-PAGE analysiert. Beide
Gele wurden mit Coomassie gefarbt.

C.4.3 YscM1 und YscM2 werden von Thrombin geschnitten

Nach Expression in pGEX-4T-3 sollte der GST-Affinitdtsmarker mit Thrombin abgespalten
werden. Es zeigte sich allerdings, dass Thrombin neben der Abspaltung des GST-Rests auch
YscM1 und YscM2 effizient schneidet. Abbildung C.4.5 verdeutlicht dies. Hier wurden GST-
YscM1 und GST-YscM2 wie unter C.4.2 beschrieben in pGEX-6P-3 exprimiert. pGEX-6P-3
kodiert fiir eine PreScission Protease-Schnittstelle anstatt einer Thrombinschnittstelle. Gereinig-
tes GST-YscM1 und GST-YscM2 wurden mit PreScission Protease (Spuren 2 und 5) oder mit
Thrombin (Spuren 3 und 6) geschnitten. Zum Vergleich sind GST-YscM1 und GST-YscM2
ohne Proteasebehandlung aufgetragen (Spuren 1 und 4). Die PreScission Protease spaltet den
GST-Rest von YscM1 und YscM2 ab (Spuren 2 und 5) wihrend Thrombin offensichtlich
YscM1 und YscM2 ndherungsweise im Zentrum der Proteine schneidet (Spuren 3 und 6). Dar-
authin wurden die Sequenzen von YscM1/LerQ und YscM2 auf potentielle Throm-
binschnittstellen untersucht. Laut Chang (1985) besitzt die optimale Thrombinschnittstelle fol-
gende Struktur: a) X; — X, — Pro — Arg™ — X5 — X4, wihrend X, und X, hydrophobe Aminosiu-
ren und X3 und X, keine sauren Aminosduren sind oder b) X5 — Arg “— Xg, wobei X5 oder Xg
fiir die Aminosdure Glycin stehen. In YscM1 (Snellings et al., 2001)/LcrQ (Rimpilainen et al.,
1992; Perry et al., 1998) und in YscM2 (Snellings et al., 2001) konnten mogliche Throm-
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binschnittstellen identifiziert werden. Bei YscM1 und LerQ ist die potentielle Schnittstelle nach
Aminosiure 70 ("LLPR~VS’®) und in YscM2 nach Aminoséure 73 (""LLPR~ AS”) lokalisiert.
Dieses Ergebnis stimmt mit den ungefdhr 5 kDa groflen C-terminalen Fragmenten iiberein, die

bei der Thrombinbehandlung von YscM1 und YscM2 entstehen (Abb. C.4.5, Spuren 3 und 6).
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Abb. C.4.5 YscM1 und YscM2 werden von Thrombin geschnitten. GST-YscM1 und GST-YscM2 wurden in
E. coli BL21 mit pGEX-6P-3 exprimiert. Der Vektor kodiert fiir eine PreScission Protease-Schnittstelle. GST-
YscM1 und GST-YscM2 wurden gereinigt und je 5 pg wurden mit 1 U PreScission Protease (Spuren 2 und 5) oder
mit 1 U Thrombin (Spuren 3 und 6) bei 20 °C fiir 2 h inkubiert. Die Proben in den Spuren 1 und 4 sind unbehandelt.
Das 16 %ige SDS-Gel wurde mit Coomassie gefarbt.

C.4.4 YscM1 und YscM2 bilden Homodimere

Wie aus Abbildung C.4.4.B hervorgeht, wurde YscM1 (gleiches gilt auch fiir YscM2) bei der
Reinigung mittels Gelfiltration unmittelbar in den Fraktionen nach GST eluiert (GST: Fraktio-
nen 4 — 7, YscM1/2 Fraktionen 8 — 11), obwohl GST als Homodimer mit einer Gréf3e von unge-
fahr 52 kDa vorliegt (McTigue et al., 1995). Man wiirde erwarten, dass YscM1 und YscM2 sich
mit einer Molekularmasse von ungefdhr 12 kDa ohne Probleme von GST abtrennen lassen
miissten. Deshalb wurde eine analytische Gelfiltration zur Bestimmung der apparenten Moleku-
larmassen von YscM1 und YscM2 durchgefiihrt. Hierfiir wurden beide Proteine mit monomeren
Markerproteinen (29 und 12 kDa) gemischt und auf einer Superdex 75-Saule aufgetrennt. Ver-
schiedene Gelfiltrationen wurden mit PBS unter physiologischen sowie Hochsalzbedingungen
(150 mM bzw. 2 M NaCl) durchgefiihrt. Abbildung C.4.6 zeigt, dass die Elution von YscM1 bei
hoherer Ionenstirke in einer spateren Fraktion erfolgte als bei niedriger Salzkonzentration, wih-
rend sich das Elutionsverhalten der Markerproteine wie erwartet nicht dnderte. Die Elution unter

Niedrigsalzbedingungen zwischen dem 12 kDa- und dem 29 kDa-Markerprotein ldsst auf eine
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Dimerisierung von YscM1 schlieBen. Die dargestellten Daten stehen stellvertretend auch fiir

YscM2, das sich analog verhélt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C.4.6 Dimerisierung von YscM1. Um die apparente Molekularmasse von YscM1 zu bestimmen, wurde das
Protein zusammen mit 2 verschiedenen Markerproteinen (Carboanhydrase: 29 kDa, Cytochrom C: 12 kDa) auf eine
Superdex 75 PC 3.2/30 appliziert. Die Séule wurde mit PBS und 150 mM NaCl oder 2 M NaCl equilibriert. Aufein-
ander folgende Fraktionen wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silber gefarbt. Im oberen Teil der Abbildung
ist die Gelfiltration unter Niedrigsalzbedingungen, im unteren Teil die unter Hochsalzbedingungen dargestellt. Die
Hauptfraktionen von YscM1 sind mit Pfeilen markiert. In Spur S wurde eine Probe des applizierten Proteinmixes
aufgetragen, in M ein Marker.

C.4.5 Reinigung von SycH

C.4.5.1 Reinigung von SycH als GST-Fusionsprotein

C.4.5.1.1 Klonierung von sycH in pGEX-4T3

Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl wurde sycH nach Amplifizierung aus
Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern sycH 5'-BamHI und sycH 3’-Notl und Subklonie-

rung in pGEM-T in den bereits beschriebenen Expressionsvektor pGEX-4T-3 ligiert. Die kor-

rekte Sequenz des resultierenden Plasmids pGEX-sycH wurde durch Sequenzierung bestitigt.
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C.4.5.1.2 Expression und Reinigung von SycH aus pGEX-4T-3

SycH wurde als GST-Fusion in E. coli BL21 bei 27 °C synthetisiert. Die Rohausbeute des Fusi-
onsproteins betrug ungefdhr 50 mg/l Bakterienkultur. GST-SycH war gut 10slich. Trotzdem
konnten nur wenige Mikrogramm des funktionellen Proteins aufgereinigt werden. Die Bindung
an Glutathion-Sepharose verlief effizient und auch die anschlieBende Abspaltung des GST-
Rests mit Thrombin erfolgte quantitativ. SycH konnte jedoch nur zu einem geringen Teil von
der GSH-Matrix eluiert werden. Auch die Elution des Fusionsproteins mit 50 mM Glutathion,
500 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI1 pH 8,0 und anschlieBendem Thrombinschnitt war nicht er-
folgreich. Elution von der Matrix und Abspaltung von GST verliefen zwar effizient. Es war
jedoch weder durch Gelfiltration noch durch Ionenaustausch- oder Hydrophobizitdtschroma-

tographie moglich, SycH von GST zu trennen.

C.4.5.2 Expression und Reinigung von SycH ohne Affinititsmarker

C.4.5.2.1 Klonierung von sycH in pET-21b

Um SycH ohne Affinitdtsmarker zu reinigen, wurde sycH nach Amplifizierung aus
Y. enterocolitica WA-314 mit den Primern sycH 5'Ndel und sycH 3'BamHI iiber die Restrikti-
onsschnittstellen Ndel und BamHI in den Expressionsvektor pET-21b kloniert. Die Transkripti-
on von sycH stand unter der Kontrolle des T7 RNA-Polymerase-Promotors, weshalb die Ex-
pression in einem Stamm durchgefiihrt werden muss, der die T7 RNA-Polymerase synthetisie-
ren kann. In diesem Fall erfolgte die Expression in E. coli BL21 (DE3) pLysS. pET-21b kodiert
des Weiteren fiir das lacl’-Repressorgen. Der Lac-Repressor unterbindet die Expression des T7
RNA-Polymerase-Gens sowie die Expression von sycH unter Kontrolle des T7 Promotors im
nicht induzierten Zustand. Die Expression des T7 RNA-Polymerase-Gens und die Derepression
des T7 Promotors werden durch IPTG induziert. Um die basale Aktivitit der T7 RNA-
Polymerase im nicht induzierten Zustand weiter zu verringern, enthilt der Expressionsstamm
BL21 (DE3) das Plasmid pLysS, das fiir das T7 Lysozym-Gen kodiert. T7 Lysozym bindet an
die T7 RNA-Polymerase und verhindert so die Transkription von sycH. Aulerdem erleichtert es
die Zell-Lyse, da es Peptidoglykan-Ketten in der d&uBleren Membran spaltet. Solange das Bakte-

rium intakt ist, kann das Lysozym die innere Membran nicht durchdringen.



62 C. ERGEBNISSE

C.4.5.2.2 Expression und Reinigung von SycH

SycH wurde tliber Nacht bei 27 °C in E. coli BL21 (DE3) pLysS synthetisiert. Die Rohausbeute
betrug ungefahr 60 mg/l (Tabelle C.4.2). Nach French Press-Aufschluss war SycH praktisch
komplett 16slich (Abb. 4.7.A. Spur 2 und 3). Da die Reinigung von SycH ohne Affinitdtsmarker
erfolgte, wurde im ersten Schritt eine Ammoniumsulfat-Féllung durchgefiihrt. Aufgrund der
hydrophoben Eigenschaften von SycH konnte durch Fillung mit 30 % (NH,4),SO,4 ein GroBteil
anderer Proteine abgetrennt werden (Tab. C.4.2 und Abb. C.4.7.A. Spur 4 und 5). Nach Wa-
schen und Solubilisierung des Prazipitats erfolgte die Dialyse der Proteinldsung. Vor allem
(NH4),SO,, aber auch andere Salze wurden so in Vorbereitung auf die Ionenaustauschchroma-
tographie entfernt. Der niedrige pl von 5,12 von SycH bewirkte eine stabile Bindung an den
Anionenaustauscher MonoQ bei pH 8,0. Durch die Erhéhung der lonenstérke iiber einen Gra-
dienten von 100 mM bis 1 M NaCl wurden schwécher gebundene Proteine vor SycH eluiert, so
dass das Protein nach der lonenaustauschchromatographie (MonoQ-Siule) bereits zu 90 % rein
vorlag (Tab. C.4.2 und Abb. 4.7.A. Spur 6). Nach einer anschlieBenden Gelfiltration konnte
SycH mit einer Reinheit von > 95 % und einer Ausbeute von etwa 20 mg pro Liter Bakterien-

kultur gewonnen werden.

Reinigungsschritt Gesamtprotein (mg) SycH (mg)  Reinheit % Ausbeute %
Gesamtzell-Lysat 2978 150 5 100
Lésliche Fraktion 2549 145 6 97
Solubilisiertes und dialysiertes

(NH,),SO,-Priizipitat 449 12 2 »
Ionenaustauschchromatographie 78 70 90 47
Gelfiltration 53 51 96 34

Tab. C.4.2 Reinigung von SycH. Die angegebenen Proteinmengen und Ausbeuten beziehen sich auf 2,5 1 Bakte-
rienkultur. Die Werte wurden mithilfe der Gel-Densitometrie gewonnen. Die SDS-Gele wurden mit Coomassie
gefirbt und die Banden mit einer Kodak Image Station 440 aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm Kodak ID Image Analysis. Definierte Mengen an SycH wurden auf ein Gel aufgetragen und zur Quan-
tifizierung von SycH im Gesamtzell-Lysat verwendet. Der Hintergrund wurde hier durch nicht-induzierte Kultu-
ren bestimmt.



C. ERGEBNISSE 63

A. kDa M 1 2
179

3
120 = - 2
80—
66 —
50 —
39 — —
27 — 4
]
' '

4 6 7

i

5
-
=
-
20 —
16 — "\ @ e s <« SycH

=
2

345 6 7 8 9 10 11

30— - e

e gl <<+ SycH

C. KD MS 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13

e DD e e < SycH

Abb. C.4.7 Reinigung von SycH. A. Das mit Coomassie gefirbte SDS-Gel gibt eine Ubersicht iiber die Reini-
gung von SycH. Spur 1: Gesamtzell-Lysat; 2: unldsliche Fraktion nach French Press und Zentrifugation; 3: 16sli-
che Fraktion nach French Press und Zentrifugation; 4: Uberstand nach (NH,),SO,4-Féllung; 5: (NH4),SO,-
Prézipitat nach Solubilisierung und Dialyse; 6: Eluat nach MonoQ-Anionenaustauschchromatographie; 7: SycH
nach Gelfiltration. B. MonoQ-Anionenaustauschchromatographie. In Spur S wurde eine Probe des auf die Sdule
applizierten Proteingemisches aufgetragen. 1-11 markieren die aufeinander folgend eluierten Fraktionen. C. Gel-
filtration von SycH. Die SDS-Gele wurden mit Coomassie gefarbt.
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C.4.5.3 Oligomerisierung von SycH

SycH wird den Klasse I-Chaperonen der Typ III-Sekretionssysteme zugeordnet (Parsot et al.,
2003). Bisher bekannte Chaperone dieser Klasse liegen als Homodimere vor. Bei der Reinigung
von SycH konnte jedoch beobachtet werden, dass das Protein wesentlich frither von der Gel-
filtrationssdule eluiert wurde, als bei einer Molekularmasse von 15,8 kDa zu erwarten wire.
Deshalb wurde eine analytische Gelfiltration durchgefiihrt, um die apparente Molekularmasse
von SycH zu bestimmen. SycH wurde mit monomeren Markerproteinen (66 kDa und 29 kDa)
gemischt und auf eine Superdex-Saule 75 PC 3.2/30 aufgetragen. Lige SycH als Dimer vor, so
wiirde man eine Ko-Elution mit dem 29 kDa gro3en Markerprotein erwarten. Abbildung C.4.8
zeigt jedoch, dass SycH kurz nach dem 66 kDa groflen Markerprotein eluiert wird. Eine Tri-
oder Tetramerisierung von SycH ist also wahrscheinlicher als eine Dimerisierung, wie sie fiir

Klasse I-Chaperone typisch ist.

M S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Abb. C.4.8 Analytische Gelfiltration von SycH. Um die apparente Molekularmasse von SycH zu bestimmen,
wurde das Protein mit Markerproteinen (BSA: 66 kDa, Carboanhydrase: 29 kDa) gemischt und auf eine Superdex
75 PC 3.2/30-Séule appliziert. Aufeinanderfolgende Fraktionen wurden mit SDS-PAGE analysiert. In Spur S
wurde das auf die Sdule applizierte Proteingemisch aufgetragen. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt.
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C.4.5.4 Kiristallisation von SycH

Eine Kristallisation von SycH war interessant, weil SycH offenbar in seinen Oligomerisierungs-
eigenschaften von den typischen bisher bekannten Klasse I-Chaperonen des TTSS abweicht.
Dies lie auch auf eine Abweichung von den typischen Proteinstrukturen der TTSS-Chaperone
schlieBen. SycH wurde in Kooperation mit Michael Groll* unter Dampfdiffusionsbedingungen
in einem hdngenden Tropfen kristallisiert. Fiir die Kristallisation wurde SycH in einer Konzent-
ration von 40 mg/ml eingesetzt. 1,5 pl Proteinlésung wurden mit 1 pl Reservoirpuffer (0,1 M
HEPES pH 7,2, 10 % PEG200) gemischt. Innerhalb von fiinf Tagen wuchsen Kristalle bis zu
einer endgiiltigen Gréfle von 0,08 x 0,08 x 2mm (Abb. C.4.9.A.). Die Kristalle zeigten eine

Beugung bei einer Aufldsung von bis zu 2,94 A.

Abb. C.4.9 Kristallisation und Beugung von SycH. A. Kristalle von SycH; B. Beugungsmuster der SycH-Kristalle.
Die Daten wurden am DESY-Zentrum in Hamburg aufgenommen. Der Detektorrand entspricht einer Aufldsung von
2,8 A.

Die Berechnung der k=180° und x=60° Bereiche zeigt 2-fache und 6-fache Symmetrieachsen,
wihrend der k=30° Bereich eine 12-fach Symmetrie zeigt, die durch die Kombination von loka-
ler und kristallographischer Symmetrien zustande kommt. SycH-Kristalle zeigen eine hexago-
nale Kristallstruktur, wihrend sich je 2 Molekiile in der asymmetrischen Einheitszelle befinden.
Das Homotetramer im Kristallgitter entsteht durch die Kombination von lokaler und kristal-
lographischer Zweifachsymmetrie. Es war jedoch nicht mdglich, die Schraubenachse entlang

der 6-fach Symmetrieachse aufzuklaren. Aufgrund der lokalen 4-fach Symmetrie konnen die

* Kooperation mit Michael Groll, Adolf-Butenandt-Institut, Lehrstuhl fiir Physiologische Chemie der

Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, Butenandtstraf3e 5, 81377 Miinchen
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Raumgruppen P6,22, P6;22 und P6522 auller Acht gelassen werden. Einiges deutet darauf hin,
dass es sich um die Raumgruppen P6,22 oder P6,22 handelt. Obwohl die Struktur bislang nicht
vollstindig aufgekldrt werden konnte, zeigen die Daten doch, dass es sich bei SycH um eine

Homotetramer handelt, was die Daten aus der Gelfiltration unterstiitzt.

k=30°

k=90°

Abb. C.4.10 A. Stereografische Projektion B. Schematische Darstellung der Anordnung von SycH im Kristallgitter
P6,. Die Untereinheiten des SycH-Tetramers sind in unterschiedlichen Farben gezeichnet. Die asymmetrische Ein-
heitszelle ist durch den schwarzen Rahmen markiert.

C.4.5.5 Gemeinsame Expression von YscM1 und SycH und Reinigung von YscM1/SycH-

Komplexen

Zusitzlich wurde die Reinigung von YscM1/SycH-Komplexen fiir Kristallisationszwecke ange-
strebt. Da die bisher fiir die Synthese von GST-YscM1 und SycH verwendeten Plasmide auf-
grund der Antibiotikaresistenz nicht kompatibel waren, wurde das Plasmid pETU-sycH kon-
struiert. Bei pETU handelt es sich um ein Derivat des Expressionsvektors pET-3c, bei dem das
Ampicillin-Resistenzgen bla iiber die Restriktionsschnittstelle Psfl gegen die Kanamycinre-
sistenzkassette aus pUC4K ausgetauscht wurde (Neumayer et al., 2004). Mit den Primern sycH
5’-Ndel und sycH 3’-BamHI wurde sycH aus Y. enterocolitica WA-314 amplifiziert und iiber
die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI in pETU eingefiigt. Die korrekte Sequenz des
resultierenden Plasmids pETU-sycH wurde durch Sequenzierung bestitigt. Die Expression von
sycH erfolgte unter der Kontrolle des T7 RNA-Polymerase-Promotors ohne Affinitdtsmarker.
Die Plasmide pGEX-6-yscM1 und pETU-sycH wurden in E. coli BL21 (DE3) pLysS ko-
transformiert und GST-YscM1 und SycH bei 27 °C gleichzeitig exprimiert (Abb. C.4.11,
Spur 1). Die GST-YscM1/SycH-Komplexe wurden durch Bindung an Glutathion-Sepharose
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gereinigt. Mit PreScission Protease wurde der GST-Rest abgespalten und der Komplex von der
GSH-Matrix eluiert, wihrend GST gebunden blieb (Abb.4.11 Spur 5). In einer anschlieBenden
Gelfiltration auf einer Superdex 200-S&aule wurde der YscM1/SycH-Komplex weiter aufgerei-
nigt. GST-Verunreinigungen und unkomplexiertes YscM1 wurden vom YscM1/SycH-Komplex
abgetrennt (Spur 6). Die Abbildung C.4.11 liefert zudem einen Hinweis auf das stochiometri-
sche Verhiltnis zwischen YscM1 und SycH. Eine 1:4 Stochiometrie fiir YscM1 und SycH wére
denkbar. Die Endausbeute an gereinigtem SycH/YscMI1-Komplex bei Kultivierung in einem
5 I-Fermenter bei 27 °C iiber Nacht betrug ungefdahr 20 mg pro Liter Bakterienkultur. Eine gute
Voraussetzung fiir die Kristallisation ist die hohe Loslichkeit des Komplexes von etwa 60

mg/ml.
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Abb. 4.11 Ko-Expression und Reinigung von YscM1 und SycH. GST-YscM1 und SycH wurden in E. coli BL21
(DE3) pLysS ko-exprimiert und die Zellen wurden mit French Press aufgeschlossen. Spur 1: Gesamtzell-Lysat; 2:
unlésliche Fraktion nach Zentrifugation; 3: 16sliche Fraktion nach Zentrifugation; 4: an GSH-Sepharose gebundenen
Proteine; 5: GSH-Matrix nach PreScission Protease-Behandlung und Waschen; 6: Eluat nach PreScission Protease-
Behandlung. Das SDS-Gel wurde mit Coomassie gefarbt.
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C.5 NATIVGELE BESTATIGEN DIE WECHSELWIRKUNG VON YSCM1 UND YSCM2 MIT
PEPC

Die Reinigung rekombinanter Proteine machte es moglich, die im Affinititsbindungsexperiment
(sieche C.1) beobachtete Wechselwirkung von PEPC mit YscM1 und YscM2 ndher zu untersu-
chen. Die nicht-denaturierende (native) Gelelektrophorese ermoglicht die Darstellung von Pro-
tein/Protein-Wechselwirkungen. Durch eine Interaktion von Proteinen dndern sich in der Regel
die elektrophoretischen Mobilitdtseigenschaften der Komplexe gegeniiber denen der einzelnen

Wechselwirkungspartner im Nativgel.

C.5.1 Wechselwirkung von GST-YscM1 und GST-YscM2 mit PEPC

Erste Nativgel-Experimente wurden mit GST-Fusionen von YscM1 und YscM2 durchgefiihrt.
Wie bereits erwédhnt, wurden zuerst GST-Fusionen aus pGEX-4T-3, spiter aus pGEX-6P-3
gereinigt. Die Vektoren unterscheiden sich nur in wenigen Basenpaaren stromabwirts von gsz,
bedingt durch eine Thrombin- bzw. eine PreScission Protease-Schnittstelle, fiir die die Vektoren
kodieren. Das Dimer GST-YscM1, das in pGEX-4T-3 exprimiert wurde, wurde in 2-fachem
Uberschuss mit dem Tetramer PEPC gemischt und auf ein Nativgel aufgetragen. Die Abbildung
C.5.1 zeigt eine deutliche Mobilititsdnderung des GST-YscM1/PEPC-Komplexes im Vergleich
zu den einzelnen Proteinen. Als Kontrolle wurde GST im Uberschuss mit PEPC gemischt. Hier
konnte keine Verdnderung der Mobilitdtseigenschaften der Proteine beobachtet werden (Abb.

C.5.1).
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Abb. C.5.1 Bindung von GST-YscM1 an PEPC. GST-YscM1 und PEPC wurden jeweils einzeln und als Ge-
misch auf ein 6 %iges Nativgel aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde GST allein und im Uberschuss mit PEPC
aufgetragen. Der Pfeil markiert den GST-YscM1/PEPC-Komplex. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt.
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Interessanterweise zeigte ein Nativgel mit den GST-Fusionen aus pGEX-6P-3 nicht das Ergeb-
nis, das man nach dem ersten Experiment erwarten wiirde. Diese GST-Fusionsproteine wiesen
keine Bindungsaktivitit an PEPC auf, obwohl wie erwahnt nur der N-Terminus von YscM1 und
YscM2 durch die unterschiedliche Protease-Schnittstelle leicht verdndert war. Dies deutet dar-
auf hin, dass der N-Terminus der beiden Proteine eine wichtige Rolle bei der Bindung an PEPC

zu spielen scheint.

Im Folgenden sollten die Nativgel-Experimente mit YscM1 und YscM2 auch ohne den GST-
Affinitdtsmarker durchgefiihrt werden. Da eine Abspaltung des GST-Affinitdtsmarkers mit
Thrombin bedingt durch die interne Thrombinschnittstelle von YscM1 und YscM2 (siehe C.4.3)
auch zu einer Spaltung dieser Proteine fiihrt, wurden YscM1 und YscM2 deshalb wie erwéhnt
in pGEX-6P-3 exprimiert, einem Vektor, der statt fiir eine Thrombinschnittstelle eine PreScissi-
on Protease-Schnittstelle kodiert und der GST-Rest mit PreScission Protease entfernt. Die Pro-
teine unterscheiden sich deshalb am C-Terminus des GST-Affinititsmarkers bedingt durch die

unterschiedlichen Schnittstellen in wenigen Aminoséuren.

Die Abbildung C.5.2 zeigt PEPC im Nativgel inkubiert mit absteigenden Konzentrationen an
YscM1. In Spur 1 wurden die beiden Proteine in einem Massenverhéltnis von 1:1 gemischt
(dies entspricht einem molaren Verhéltnis von ca. 1:7,5). Gut erkennbar ist, dass sich die e-
lektrophoretische Mobilitit von PEPC im Vergleich zur PEPC-Kontrollspur verdndert hat.
PEPC ist offensichtlich komplett mit YscM1 abgesittigt. Auch in Spur 2, wo PEPC und YscM1
im Massenverhiltnis von 1:5 gemischt wurden, zeigt PEPC eine Verdnderung der elektrophore-
tischen Mobilitdt und scheint mit YscM1 abgesittigt zu sein. In Spur 3 bei einem PEPC:YscM 1-
Masseverhiltnis von 1:10 scheint PEPC nicht mehr komplett an YscM1 gebunden zu sein, da
PEPC teilweise ihre Mobilitdt nicht verdndert hat. Die in den Spuren 4 und 5 aufgetragenen
Masseverhiltnisse von 1:20 und 1:50 machen deutlich, dass die vorhandene Menge an YscM1
nicht mehr ausreicht, um die Mobilitdit von PEPC zu verdndern. Aufgrund dieser groben Ab-
schitzung kann man davon ausgehen, dass die tetramere PEPC von 2 Molekiilen YscM1 ge-

bunden wird.
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Abb. C.5.2 PEPC im Nativgel mit unterschiedlichen Konzentrationen an YscM1. In den ersten beiden Spuren
wurden PEPC und YscM1 zur Kontrolle allein aufgetragen. Es wurden je 4 pg Protein eingesetzt. In den Spuren 1-5
wurde PEPC mit absteigenden Konzentrationen an YscM1 inkubiert und auf das Nativgel aufgetragen. In Spur 1
betragt das Massenverhéltnis zwischen PEPC und YscM1 1:1, in Spur 2 1:5, in Spur 3 1:10, in Spur 4 1:20 und in
Spur 5 1:50. Das Nativgel wurde mit Coomassie gefarbt.

C.5.2 Wechselwirkung von YscM1 und YscM2 mit PEPC unter dem Einfluss von SycH

SycH wurde ebenfalls in die Studie einbezogen, um den Einfluss des Chaperons auf die Bin-
dung an PEPC zu untersuchen. Ein Komplex aus SycH und YscM1 wurde in 3-fachem Uber-
schuss zu dem tetrameren PEPC eingesetzt. Abbildung C.5.3.A. zeigt eine deutliche Anderung
der Mobilitdtseigenschaft von PEPC in Anwesenheit von YscM1. Das Chaperon, das an YscM1
bindet, hat dabei offensichtlich keinen Einfluss auf die PEPC/YscM1-Bindung. Die Wechsel-
wirkung von YscM1 und PEPC konnte in diesem Versuch ohne GST-Rest und unter Anwesen-

heit des Chaperons SycH gezeigt werden.

Die Bindung von YscM2 an PEPC wurde ebenfalls im Nativgel untersucht. YscM2 wurde wie
fiir YscM1 beschrieben im 3-fachen Uberschuss zu PEPC auf das Nativgel geladen und mithilfe
eines Western Blots analysiert. Der Blot wurde dabei nacheinander mit Antikdrpern gegen
PEPC und gegen YscM2 entwickelt. Abbildung C.5.3.B. zeigt zwar nur eine geringe Anderung
der Mobilitdt von PEPC bei Zugabe von YscM2, aber die Ko-Migration von YscM2 und PEPC
ist offensichtlich. Die Detektion von YscM2 im Gel kann nur durch die Bindung an PEPC zu-
stande kommen, da YscM2 allein mit seinem isoelektrischen Punkt von 9,79 unter den gewahl-
ten Nativgel-Bedingungen (pH 7,4) nicht ins Gel einwandert. Abb. 5.3.B. bestitigt also auch die
Bindung von YscM2 an PEPC.
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Abb. C.5.3 Bindung von YscM1 und YscM2 an PEPC im Nativgel. A. YscM1, SycH und der Komplex aus
beiden Proteinen wurden in einem dreifachen Uberschuss zu PEPC eingesetzt, wobei bei YscM1 und SycH von
einer 1:4 Stochiometrie ausgegangen wurde. PEPC wurde entweder allein oder im Gemisch mit YscM1, SycH
oder dem Komplex aus beiden auf das Nativgel aufgetragen. Die YscM1/PEPC-Komplexe sind mit Pfeilen mar-
kiert. Das Nativgel wurde mit Coomassie gefirbt. B. YscM2 wurde ebenfalls im dreifachen Uberschuss zu PEPC
auf ein Nativgel aufgetragen und dann im Western Blot analysiert. Die Abbildung zeigt denselben Blot, der zuerst
mit Antikdrpern gegen PEPC und nach dem Entfernen dieser mit Antikérpern gegen YscM2 entwickelt wurde.

C.6 KO-IMMUNOPRAZIPITATION

Die Nativgel-Experimente konnten die Wechselwirkung zwischen rekombinantem YscM1 bzw.
YscM2 und PEPC bestitigen. Mittels Ko-Immunoprézipitation sollte die Wechselwirkung di-
rekt aus dem Yersinien-Lysat nachgewiesen werden. Um Protein/Protein-Interaktionen aus Ly-
saten nachzuweisen, stellt die Ko-Immunoprézipitation eine gute Methode dar. Das Verfahren
beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Abbildung C.6.1 soll das Prinzip der Ko-Im-

munoprézipitation veranschaulichen.
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Abb. C.6.1 Prinzip der Ko-Immunoprizipitation. Um die Protein/Protein-Wechselwirkung zu detektieren, wird
dem Lysat ein Antikorper (Ak) zugesetzt, der gegen Protein 1 gerichtet ist. Der gebildete Antigen-Antikérper-
Komplex wird durch Bindung an Protein A/G-Agarose immobilisiert und so aus dem Lysat entfernt. Der an die
Agarose gebundene Komplex wird mit SDS-PAGE analysiert. Interagieren Protein 1 und 2 miteinander, l4sst sich
Protein 2 durch einen spezifischen Ak im Immunoblot nachweisen.

Y. enterocolitica WA-314 wurde in BHI bei 37 °C kultiviert, wobei der Kultur 1 mM Ca®" zuge-
setzt wurde. Der Zusatz von Ca*" ermoglichte zwar die Synthese von Typ III-Proteinen und
somit auch die von YscM1 und YscM2, verhinderte aber ihre Sekretion. Auch PEPC wurde
unter diesen Bedingungen synthetisiert und war im Zytosol nachweisbar. Des Weiteren wurden
YscM1, YscM2 und PEPC in WA-314 mit Expressionsvektoren iiberexprimiert. Mit den Pri-
mern yscM1/2 5'-Ndel und yscM1/2 3’-Sall wurden yscM1 und yscM?2 aus Y. enterocolitica
WA-314 amplifiziert und in den Expressionsvektor pWS kloniert. Bei diesem Vektor handelt es
sich um ein Derivat des Vektors pMS470A8 (Balzer et al., 1992), der mit Ndel und Hindlll
geschnitten und mit einem Verbindungsstiick ligiert wurde, dass durch Hybridisierung der Oli-
gonukleotide pWS-Linker-5'-P und pWS-Linkercompl-5'-P entstanden ist. Die Expression
stand unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tac-Promotors. Das PEPC-Gen ppc wurde
mit seinem nativen Promotor mit den Primern ppc 5'-Xbal und ppc 3’-Sall aus Y. enterocolitica
WA-314 amplifiziert und in pACYC184 kloniert, um die Expression von ppc etwas zu erhdhen.
Die Uberexpression von YscM1 und YscM2 erfolgte bei 27 °C mit 1 mM IPTG. Mit einem
Antikorper gegen PEPC sollte PEPC mit dem daran gebundenen YscM1 oder YscM2 aus dem
Lysat von WA-314 prézipitiert und an Protein A/G-Agarose immobilisiert werden, so dass
YscM1 bzw. YscM2 im anschlieBenden Western Blot detektiert werden konnen. Es war jedoch
nicht moglich, mit dieser Methode die Wechselwirkung zwischen PEPC und YscM1 und
YscM2 nachzuweisen. YscM1 und YscM2 allein zeigten schon Affinitdt zu Protein A/G-
Agarose und konnten somit in der Kontrolle ohne Zugabe des Antikorpers gegen PEPC detek-
tiert werden. Eine Reduktion der unspezifischen Wechselwirkung zwischen YscM1/2 und Pro-
tein A/G konnte auch nicht durch Zugabe von Detergenzien wie Triton X-100 oder SDS erzielt
werden. Die Methode der Ko-Immunoprézipitation erwies sich also als ungeeignet, die Wech-

selwirkung von PEPC und YscM1/YscM?2 darzustellen.
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C.7 YSCMI1 UND YSCM2 MODULIEREN DIE ENZYMAKTIVITAT VON PEPC

Nach Untersuchung der Bindung von YscM1 und YscM2 an PEPC stellte sich die Frage, ob
beide Proteine auch die Enzymaktivitit von PEPC beeinflussen. Durch experimentelle Bestim-
mung der Enzymaktivitdt von PEPC in Gegenwart von YscM1 oder YscM2 sollte ihr Einfluss
auf die PEPC-Aktivitit festgestellt werden. In Anlehnung an eine Methode von Smith (1968)
wurde die Enzymaktivitdt von PEPC bestimmt, in dem die PEPC-Reaktion mit einer zweiten
enzymatischen Reaktion gekoppelt wurde. Oxalacetat als Produkt der PEPC-Reaktion wurde
dabei durch Malatdehydrogenase (MDH) zu L-Malat umgesetzt (Abb. C.7.1). Gemessen wurde

die gleichzeitige Oxidation von NADH im Reaktionsansatz bei 340 nm.

NAD"
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Abb. C.7.1 Bestimmung der Enzymaktivitit von PEPC. Phosphoenolpyruvat (PEP) wird im ersten Schritt durch
Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) zu Oxalacetat carboxyliert. Oxalacetat wird dann unter Oxidation von
NADH durch Malatdehydrogenase (MDH) zu L-Malat umgesetzt. Die Enzymaktivitdt wird durch Messung der Oxi-
dation von NADH bei 340 nm bestimmt.

C.7.1 Einfluss von YscM1 und YscM2 auf die Enzymaktivitit von PEPC

Zur Messung der Enzymaktivitdt von PEPC wurden YscM1 und YscM?2 in einer Konzentration
von ungefdhr 100 nM eingesetzt. Die beiden Proteine wurden dem Reaktionsansatz hinzugefiigt
und bei 37 °C fiir 5 min vorinkubiert, bevor die Reaktion durch Zugabe des Substrats Phospho-
enolpyruvat (PEP) gestartet wurde. Die Messung der Oxidation von NADH erfolgte fiir 200 s
bei 340 nm. Abbildung C.7.2 zeigt, dass beide TTSS-Komponenten einen deutlichen Einfluss
auf die Enzymaktivitdt von PEPC besitzen. YscM1 und YscM2 zeigten dabei gegenséitzliche
Effekte. YscM1 reduzierte die Enzymaktivitit auf etwa 58 % der Ausgangsaktivitit, wihrend
YscM2 die Enzymaktivitdt um ungeféhr 25 % erhohte. Ein Einfluss von YscM1 und YscM2 auf
die Aktivitdt der MDH konnte ausgeschlossen werden. Durch Zugabe von YscM1 und YscM2
zur Malatdehydrogenase-Reaktion verdnderte sich die Umsetzungsgeschwindigkeit von Oxala-

cetat bzw. die Enzymaktivitit der MDH nicht.
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Abb. C.7.2 Einfluss von YscM1 und YscM2 auf die Enzymaktivitit von PEPC. YscM1 und YscM2 wurden in
Konzentrationen von 100 nM eingesetzt, PEPC in einer Konzentration von ca. 50 nM. Die beiden Proteine wurden
dem Reaktionsansatz hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 37 °C wurde die Enzymreaktion durch
die Zugabe von PEP gestartet. Die Oxidation von NADH wurde bei 340 nm iiber einen Zeitraum von 200 s gemes-
sen. Hier wurde die Abnahme von NADH iiber die Zeit aufgetragen. Jeweils 3 unabhingige Messungen wurden
durchgefiihrt und die resultierenden Steigungen gemittelt. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

Die Abbildung C.7.3 zeigt, dass interessanterweise auch SycH als Chaperon von YscM1 und
YscM2 einen Einfluss auf die Enzymaktivitdt von PEPC aufweist. SycH zeigte ebenfalls einen
inhibitorischen Effekt, der etwas schwécher ausgeprigt war als der Effekt von YscM1 (Abb.
C.7.3). SycH/YscM1- oder SycH/YscM2-Komplexe zeigten jeweils dieselben Effekte wie
YscMI1 und YscM?2 allein. Das bedeutet, dass eine Bindung an das Chaperon SycH die Wech-
selwirkung von YscM1 und YscM2 mit PEPC nicht verhinderte.
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Abb. C.7.3 Einfluss von SycH auf die Enzymaktivitit von PEPC. SycH, YscM1 und YscM2 wurden in Konzent-
rationen von 100 nM eingesetzt, PEPC in einer Konzentration von ca. 50 nM. Die Proteine wurden dem Reaktionsan-
satz hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 37 °C wurde die Enzymreaktion durch die Zugabe von
PEP gestartet. Die Oxidation von NADH wurde bei 340 nm iiber einen Zeitraum von 180 s gemessen. Hier wurde die
Abnahme von NADH iiber die Zeit aufgetragen. Jeweils 3 unabhidngige Messungen wurden durchgefiihrt und die
resultierenden Steigungen gemittelt. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

C.7.2 Der N-Terminus von YscM1 und YscM2 moduliert die Enzymaktivitit von PEPC

Wie erwihnt, gab es bereits erste Hinweise auf den fiir die Bindung an PEPC verantwortlichen
Bereich von YscM1 bzw. YscM2 (sieche C.5.1). Es wurde vermutet, dass der Molekiilbereich,
der die Bindung an PEPC vermittelt, am N-Terminus der beiden Proteine lokalisiert ist. Um
diesen Molekiilbereich von YscM1 und YscM2 ndher zu bestimmen und einzugrenzen, wurden
Peptide synthetisiert, die den N-Terminus reprisentieren. Abbildung C.7.5 gibt einen Uberblick
iiber die synthetisierten Peptide. Bei der Wahl der Peptide wurden die Vorhersagen zu Sekun-
darstrukturelementen und Homologien der beiden Proteine zueinander bzw. zu YopH bertick-

sichtigt (Abb. C.7.4).
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Abb. C.7.4 Sequenzvergleich von YscM1, YscM2 und YopH. Die Proteinsequenzen von YscM1, YscM2 und
dem N-Terminus von YopH aus Y. enterocolitica O:8 wurden miteinander verglichen. Aminoséuren, die in allen
drei Proteinen konserviert sind, sind fett markiert, Aminosduren die nur in YscM1 und YscM2 konserviert sind, sind
in grau hervorgehoben. In YscM1 ist die Aminoséure 48 unterstrichen. Diese ist in LcrQ gegen Asparagin ausge-
tauscht.

YscM1/LerQ
AS 48

T .
1 SIN 115
N e
1 36 SIN 58
D

YscM2
#6
1 40

5 20 25 38

Abb. C.7.5 Peptide abgeleitet von YscM1/LerQ und YsecM2. Ausgehend von den Proteinen wurden unter Beriick-
sichtigung von Sekundérstrukturvorhersagen und der Homologien der Proteine zueinander und zu YopH Peptide
abgeleitet, die den N-Terminus représentieren. Die erste Generation an Peptiden umfasste fiir YscM1/LerQ die ersten
36 Aminosduren bzw. die Aminosduren 36-58, fiir YscM2 die ersten 40 Aminosduren. Eine zweite Generation an
Peptiden umfasste die Aminoséuren 1-16 und 21-34 fiir YscM1/LcrQ und die Aminosduren 5-20 und 25-38 fiir
YscM2. In LerQ ist gegeniiber YscM1 an Position 48 die Aminosdure Serin (S) gegen die Aminoséure Asparagin (N)
ausgetauscht.
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Eine erste Generation an Peptiden umfasste die ersten 36 (YscM1) bzw. 40 (YscM2) Aminoséu-
ren der Proteine’. Die Peptide wurden so gewihlt, da nach Aminoséure 40 der Bereich hochster
Homologie zu YopH beginnt und deshalb hier der Beginn der Bindungsdoméne des Chaperons
SycH vermutet wurde. Da der Molekiilbereich nach Aminoséure 40 durch das Chaperon abge-
deckt sein diirfte, ist eine Wechselwirkung in diesem Bereich eher unwahrscheinlich. Um die
Frage zu klaren, ob LcrQ sich im Vergleich zu seinem Homologen YscM1 in Bezug auf die
Bindung an PEPC unterscheidet, wurde trotzdem zusétzlich der Bereich der Aminoséduren 36-58
fiir YscM1 und LcrQ in die Studie miteinbezogen. Die beiden Proteine, die ansonsten identisch
sind, unterscheiden sich in diesem Bereich in einer Aminosdure. An Position 48 ist in LcrQ die

Aminosdure Serin gegen Asparagin ausgetauscht (Abb. C.7.5).

Im Enzymassay zeigten die beiden Peptide YscM1 1-36 und YscM2 1-40 dieselbe Tendenz wie
die beiden rekombinanten Proteine YscM1 und YscM2 (Abb. C.7.6 und Tab. C.7.1). YscMI 1-
36 erniedrigte die Enzymaktivitit von PEPC wihrend YscM2 1-40 diese erhohte. Der relativ
geringe Einfluss von YscM1 1-36 auf die Enzymaktivitdt von PEPC ldsst sich zumindest teil-
weise mit der geringen Loslichkeit des Peptids erkldren. Die Peptide YscM1 36-58 und LcrQ
36-58 beeinflussten die Enzymaktivitdt von PEPC nicht (Tab.C.7.1). Die in Abbildung C.7.6
dargestellten Daten bestitigen die Vermutung, dass der Bindungsbereich fiir die Modulation der
Enzymaktivitit von PEPC bei YscM1/LcrQ und YscM2 innerhalb der ersten 40 Aminoséduren

lokalisiert ist.

> Die DNA-Sequenz von yscM2 kodiert fiir zwei mogliche Start-Codons. Hier wurde von einem Transla-
tionsstart am ersten Start-Codon ausgegangen, weshalb der N-Terminus von YscM2 gegeniiber YscM1

um 4 Aminosduren lédnger ist.
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C.7.6.A. Einfluss der Peptide auf die Enzymaktivitit von PEPC. Einfluss von YscM1 1-36 auf die Enzymaktivitét
von PEPC. YscM1 1-36 wurde in 50 mM Tris pH 7,5 und 150 mM NaCl unter Zusatz von 2 M Harnstoff geldst und
in Konzentrationen von 100 pM im Reaktionsansatz eingesetzt. Der Kontrolle wurde dieselbe Menge an Harnstoff
zugesetzt. Jeweils 3 unabhéngige Messungen wurden durchgefiihrt und der Mittelwert der Steigungen aufgetragen.
Fehlerbalken: + Standardabweichung.
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Abb. C.7.6.B Einfluss der Peptide auf die Enzymaktivitit von PEPC. Einfluss von YscM2 1-40 auf die Enzymak-
tivitdt von PEPC. YscM2 1-40 wurde in 50 mM Tris pH 7,5 und 150 mM NacCl geldst und in einer Konzentration von
100 uM im Reaktionsgemisch eingesetzt. Jeweils 3 unabhéngige Messungen wurden durchgefiihrt und der Mittelwert
der Steigungen aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.
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Eine zweite Generation von Peptiden sollte die Bindungsdoméne von YscM1 und YscM2 an
PEPC weiter eingrenzen. Fiir YscM1 wurden Peptide mit den Aminoséuren 1-16 und 21-34
synthetisiert, fiir YscM2 Peptide, die die Aminoséduren 5-20 und 25-38 (Abb. C.7.5) umfassten.
Bei der Wahl der Peptide wurden die Sekundérstrukturelemente beriicksichtigt. Tabelle C.7.1
gibt einen Uberblick iiber den Einfluss der Peptide auf die Enzymaktivitit von PEPC. Hieraus
wird ersichtlich, wie im Fall von YscM1 1-36 bereits erwihnt, dass die schlechte Loslichkeit
mancher Peptide deren Einsatz in dem gewihlten Enzymassay einschriankte. Die Verwendung
von 2 M Harnstoff als Losungsmittel sollte die Loslichkeit der schlecht 18slichen Peptide erho-
hen. Im Fall von YscM1 1-36 war dies moglich, und das Peptid konnte im Enzymassay einge-
setzt werden. Dagegen konnte das Peptid YscM1 1-16 auch bei hoheren Harnstoffkonzentratio-

nen nicht in Losung gebracht werden.

Peptid Loslichkeit Effekt
YscM1 1-36 in 2 M Harnstoff 2
YscM1 36-58 gut —
YscM1 1-16 nicht 16slich nicht nachweisbar
YscM1 21-34 gut —
YscM2 1-40 gut ™
YseM2 5-20 miBig ™
YscM2 25-38 gut 0

Tab. C.7.1 Peptide und ihr Effekt auf die Enzymaktivitit von PEPC. Die Peptide wurden von den Firmen Ther-
mohybaid und Metabion synthetisiert und standardméBig in 50 mM Tris pH 7,5 mit 150 mM NaCl gelost. YscM1 1-
36 wurde im Standardpuffer unter Zusatz von 2 M Harnstoff geldst. YscM1 1-16 lie8 sich auch mit héheren Harn-
stoftkonzentrationen nicht in Losung bringen. Die Peptide wurden zur Bestimmung ihres Einflusses auf die Enzym-
aktivitit von PEPC in Konzentrationen von 100 uM eingesetzt. {: Erniedrigung der Enzmaktivitit; T: Erhéhung der
Enzymaktivitdt; —: es konnte kein Einfluss auf die Enzymaktivitdt von PEPC nachgewiesen werden.

C.8 MODULATION DER AKTIVITAT VON PEPC DURCH YSCM1 UND YSCM2 IN VIVO

Nach Bestitigung der Bindung von YscM1 und YscM2 an PEPC im Nativgel und dem Nach-
weis der Modulation der Enzymaktivitit von PEPC durch die beiden TTSS-Komponenten sollte
in Wachstumsversuchen der Einfluss von YscM1 und YscM?2 auf die Enzymaktivitidt von PEPC
untersucht werden. Als Kulturmedium wurde fiir diese Wachstumsversuche M9-Minimal-
medium mit 1 % Glukose als Kohlenstoffquelle gewahlt. Das Medium wurde zusitzlich mit
1 mM Thiamin und 0,005 % Casaminoséuren supplementiert. Die PEPC war fiir das Wachstum
der Bakterien unter den gewéhlten Bedingungen essentiell. In Abb. C.8.1 ist das Wachstum der
PEPC-Deletionsmutante WA-314Appc in dem beschriebenen M9-Medium dargestellt, zum
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Vergleich sind Konzentrationen von 0,05 % und 0,005 % Casaminoséduren dargestellt. Die Ab-
bildung zeigt, dass WA-314Appc bei der in den folgenden Versuchen verwendeten Konzentrati-
on von 0,005 % an Casaminosiduren kein Wachstum aufweist. Damit sollte das Medium ideal

sein, um den Einfluss von YscM1 und YscM?2 auf die Enzymaktivitdt von PEPC zu untersu-

chen.
0,3
0,25 I
]
: o2 b= | |- WA-314Appc 0,005 %
E 5 WA-314Appc 0,05 %
o II
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Abb. C.8.1 Die PEPC-Deletionsmutante WA-314Appc in M9-Medium. Wachstum von WA-314Appc erfolgte in
M9-Minimalmedium mit 1 % Glukose supplementiert mit 1 mM Thiamin und entweder 0,05 oder 0,005 % Casami-
nosduren bei 27 °C. Die ODgy oy Wurde in regelmifBligen Abstdnden bestimmt. Drei Datenreihen von unabhéingigen
Kulturen wurden gemittelt aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

C.8.1 Uberexpression von YscM1 und YscM2 in Yersinia enterocolitica

YscM1 und YscM2 wurden in Yersinia enterocolitica WA-314 iiberexprimiert. Hierfiir wurden
die Expressionskonstrukte pWS-yscM1 und pWS-yscM2 verwendet (siche C.6). yscMI und
yscM?2 standen beide unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tac-Promotors. Yersinia
enterocolitica WA-314[pWS-yscM1], WA-314[pWS-yscM2] und WA-314[pWS] wurden iiber
Nacht in LB-Medium bei 27 °C unter Zusatz von 0,2 % Glukose angezogen. Die Bakterien
wurden dann mit M9-Medium gewaschen und auf eine Start-ODggg o von ungefahr 0,1 einge-
stellt. Dem M9-Medium wurde 1 % Glukose, 1 mM Thiamin und 0,005 % Casaminosduren
zugesetzt. Das Wachstum erfolgte bei 27 °C fiir 6 — 8 Stunden. Die Expression von yscM1 und
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yscM2 wurde mit 1 mM IPTG induziert. Die Abbildung C.8.2. zeigt, dass die Uberproduktion
von YscM1 in WA-314 zu einer Wachstumsinhibition fiihrte, wiihrend die Uberproduktion von
YscM2 ein schnelleres Wachstum der Bakterien im Vergleich zum Kontrollstamm bewirkte.
Dieser Wachstumsversuch bestitigt somit das Modell, nach dem YscM1 als Inhibitor von PEPC
fungiert, wihrend YscM2 die Enzymaktivitit von PEPC erhoht. Damit unterstiitzt dieser Ver-
such die bisherigen Ergebnisse, die eine Modulation der Enzymaktivitdit von PEPC durch
YscM1 und YscM2 gezeigt haben (siehe C.7.1). Eine Uberproduktion von YscM1 und YscM2
in E. coli zeigte dieselben Ergebnisse, weshalb ein potentieller Einfluss des pYV-Plasmids auf

die Vermehrung der Yersinien ausgeschlossen werden kann.
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Abb. C.8.2 Uberproduktion von YscM1 und YscM2 in Y. enterocolitica WA-314. Wachstum von WA-314[pWS-
yseM1], WA-314[pWS-yscM2] und WA-314[pWS] erfolgte in M9-Minimalmedium supplementiert mit 1 % Gluko-
se, 1 mM Thiamin und 0,005 % Casaminosduren bei 27 °C. Die Synthese von YscM1 und YscM2 wurde mit 1 mM
IPTG induziert. Die ODggp nn Wurde in regelmiBigen Abstidnden bestimmt. Drei Datenreihen von unabhéngigen
Kulturen wurden gemittelt aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

C.8.2 Uberexpression von YscM1g;.115 und YscM24g4.116

Vor kurzem wurde eine wichtige Doméne fiir die negativ regulatorische Funktion von YscM1
und YscM2 auf das TTSS im C-Terminus der beiden Proteine lokalisiert. Dazu wurden in

YscM1 und YscM2 die Aminosduren ab Position 81 bzw. Position 84 deletiert, wodurch die
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Proteine ihre regulatorische Wirkung auf das TTSS verloren (Cambronne et al., 2004). Um den
Einfluss des C-Terminus von YscM1 und YscM2 auf die Modulation der Enzymaktivitit von
PEPC zu untersuchen, wurden YscM1 und YscM2 ebenfalls C-terminal verkiirzt. Bei den im
folgenden Versuch verwendeten verkiirzten Proteinen YscM1agi 115 und YscM2454.116 wurden
C-terminal dieselben Aminoséduren deletiert wie in der Arbeit von Cambronne et al. (2004). Der
N-Terminus von YscM24g4.116 unterscheidet sich jedoch aufgrund eines moglichen zweiten
Startcodons in der Sequenz von yscM?2. Bei YscM24g4.116 Wurde eine Transkription ausgehend
vom ersten Start-Codon vorausgesetzt. yscM1 45,516 und yscM?2 454.5;5 wurden mit den Primern
yscM1/2 5°-Ndel und yscM1 A81-115 bzw. yscM2 A84-116 3°-Sall amplifiziert und iiber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Sall in den Expressionsvektor pWS kloniert. Die resultie-
renden Plasmide pWS-yscM1ag1.115 und pWS-yscMygs.116 wurden durch Sequenzierung bestétigt
und in Yersinia enterocolitica WA-314 iiberexprimiert. Die intrazelluldre Loslichkeit der beiden
verkiirzten Proteine war jedoch sehr schlecht, weshalb eine Expression zusammen mit dem
Chaperon SycH erfolgte, was die Loslichkeit von YscM1 ;115 und YscM2434.116 deutlich erhoh-
te. Fiir die Ko-Expression von sycH wurde der Vektor pETU-sycH (siehe C.4.3.5) verwendet.
Die Uberproduktion von YscM1g,.115 und YscM24g4.116 konnte bei gleichzeitiger Synthese von
SycH nicht in Y. enterocolitica WA-314 erfolgen, da die Expression von sycH von der Anwe-
senheit der T7 RNA-Polymerase abhéangig ist. Aus diesem Grund wurde das Wachstumsexpe-
riment in E. coli BL21 (DE3) pLysS durchgefiihrt. Das Wachstum erfolgte wie zuvor beschrie-
ben in M9-Medium mit 1% Glukose unter Zugabe von 1 mM Thiamin und 0,005 % Casamino-
sduren bei 27 °C. In regelmiBigen Abstidnden wurde die ODggg o bestimmt. Die Expression von
yscM1 as;.115, yScM2 454116 und sycH wurde durch 1 mM IPTG induziert. Die Abbildung C.8.3
zeigt, dass die verbleibenden 80 bzw. 83 Aminosduren ausreichend sind, um sowohl die Wachs-
tumsinhibition als auch die Wachstumssteigerung zu bewirken. Man kann also davon ausgehen,
dass der C-Terminus von YscM1 und YscM2 fiir eine Modulation der Enzymaktivitidt von
PEPC keine Rolle spielt. Auch die Bindung des Chaperons SycH an die beiden Proteine beein-
flusst die Wechselwirkung mit PEPC offenbar nicht. Zudem scheinen die Bindungsstellen fiir
YscM1/2 in der PEPC von E. coli konserviert zu sein. Da der Einfluss auf die Enzymaktivitit
von PEPC von den C-terminalen Deletionen unberiihrt blieb, handelt es sich bei Modulation der
Enzymaktivitit von PEPC oftfensichtlich um eine vollig neue Funktion von YscM1 und YscM2,

die unabhéngig von der beschriebenen negativ regulatorischen Funktion auf das TTSS ist.
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Abb. C.8.3 I"Jberexpression von YscM1 g.11s und YSCM2pg4.116- YSCM 1 p51_115 und YScM2g4.116 Wurden zusammen
mit threm Chaperon SycH in E. coli BL21 (DE3) pLysS iiberexprimiert. Als Kontrolle diente der Leervektor pWS.
Das Wachstum erfolgte in M9-Minimalmedium supplementiert mit 1 % Glukose, | mM Thiamin und 0,005 % Casa-
minosduren bei 27 °C. Die Expression von YscM1gi.115 und YscM2xg4.116 wurde mit 1 mM IPTG induziert. In re-
gelmidBigen Abstinden wurde die OD bei 600 nm bestimmt. Drei Datenreihen von unabhéngigen Kulturen wurden
gemittelt aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

C.8.3 I"Jberexpression von YscM1as.10 und YscM24,.10in Yersinia enterocolitica

Die Experimente in C.5.1 und C.7.2 lieferten bereits erste Hinweise darauf, dass der N-
Terminus von YscM1 und YscM2 eine wichtige Rolle bei der Bindung an PEPC spielt. Die
Bedeutung des N-Terminus von YscM1 und YscM2 fiir die Modulation der Enzymaktivitit von
PEPC wurde deshalb auch bei Wachstum im Minimalmedium untersucht. Die Aminoséuren 2-
10 in YscM1 und YscM2 wurden deletiert. yscM1 4510 und yscM?2 4.9 wurden mit den Primern
yscM1/2 A2-10 5'-Ndel und yscM1/2 3’-Sall amplifiziert und tiber die Schnittstellen Ndel und
Sall in den Expressionsvektor pWS kloniert. Die resultierenden Plasmide pWS-yscM1,,.10 und
pWS-yscM24,.10 wurden durch Sequenzierung bestitigt und in Y. enferocolitica WA-314 iiber-
exprimiert. Das Wachstum erfolgte in M9-Medium mit 1 % Glukose supplementiert mit 1 mM
Thiamin und 0,005 % Casaminosduren bei 27 °C. Die Induktion der Expression von yscM1 4519
und yscM2 4.5y erfolgte mit 1 mM IPTG. Die ODgp o Wurde in regelmifBigen Abstinden be-
stimmt. Die Abbildung C.8.4 zeigt, dass der hemmende Effekt von YscM1 durch die Deletion
der Aminosduren 2-10 reduziert wird, wahrend der aktivierende Effekt von YscM2 komplett

aufgehoben wird. Wie erwartet spielt also der N-Terminus von YscM1 und YscM?2 fiir die In-
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teraktion mit PEPC eine grof3e Rolle. Zumindest im Fall von YscM1 kann man davon ausgehen,
dass der Molekiilbereich fiir die Bindung an PEPC iiber die ersten 10 Aminoséuren hinaus-
reicht, da der Einfluss auf PEPC durch die Deletion der Aminosduren 2-10 nicht komplett un-
terbunden werden konnte. Moglicherweise wird die Bindung von YscM2 an PEPC aufgrund der

fehlenden Aminosduren nur abgeschwicht.
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Abb. C.8.4 Uberproduktion von YscM1,,.y und YseM24,.1g. yscM1 4, ;9 und yscM2.4;.,, wurden in Y. enterocolitica
WA-314 iiberexprimiert. Als Kontrolle diente der Leervektor pWS. Das Wachstum erfolgte in M9-Medium mit 1 %
Glukose supplementiert mit 1 mM Thiamin und 0,005 % Casaminoséduren bei 27 °C. Die Expression wurde mit 1 mM
IPTG induziert. In regelméBigen Abstinden wurde die ODggg ny bestimmt. Drei Datenreihen von unabhéngigen Kulturen
wurden gemittelt aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.

C.8.4 Deletion von yscM1 und yscM?2 in Yersinia enterocolitica

Bisher wurde der Einfluss von YscM1 und YscM2 auf die Enzymaktivitit von PEPC durch
Uberproduktion der Proteine in Y. enterocolitica WA-314 untersucht. Im Folgenden sollte dies
indirekt durch Deletion von yscM1 oder yscM2 erfolgen. Es wurden die Deletionsmutanten
Y. enterocolitica WA-314AyscM1 und WA-314AyscM?2, verwendet, um den Effekt von YscM1
und YscM2 auf PEPC unabhéngig voneinander darzustellen und so eine Addition der Effekte

von YscM1 und YscM2 auszuschlieBen. Dazu erfolgte das Wachstum der Yersinien in M9-
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Minimalmedium supplementiert mit 1 %Glukose, 0,005 % Casaminoséduren und 1mM Thiamin
wie zuvor beschrieben. Eine Induktion der Expression von yscM1 oder yscM?2 wurde durch Ak-
tivierung des TTSS bei 37 °C angestrebt. Weder der Kontrollstamm WA-314 noch die Mutan-
ten zeigten jedoch bei 37 °C Wachstum, das iiber eine ODgg ,n von 0,2 hinausging. Auch der
Stamm WA-C, der nicht iiber das Virulenzplasmid verfiigt, konnte nicht bei 37 °C kultiviert
werden, was einen Effekt des TTSS ausschliefit. Warum kein Wachstum bei 37 °C beobachtet
werden konnte, ist nicht geklart. Da das TTSS nicht erst bei exakt 37 °C aktiviert wird, sondern
die Aktivierung beim Ubergang von 27 °C auf 37 °C flieBend verlduft, wurde der Versuch bei
einer Temperatur von 33 °C durchgefiihrt. Die Yersinien wuchsen bei dieser Temperatur deut-
lich besser, die Aktivierung des TTSS war allerdings nur schwach. Es konnten allerdings keine
eindeutigen und reproduzierbaren Wachstumsunterschiede zwischen den Mutanten und dem
Kontrollstamm beobachtet werden, was moglicherweise durch die zu schwache Aktivierung des

TTSS bedingt war.

C.9 WACHSTUMSVERSUCHE IN BHI

C.9.1 Einfluss von YscM1 und YscM2 auf PEPC in Y. enterocolitica

Da sich das M9-Medium fiir die Kultivierung der verwendeten Y. enterocolitica-Stimme bei
37 °C als ungeeignet erwiesen hatte, wurde BHI als Kulturmedium gew4hlt. In diesem Medium
ist sowohl Wachstum von Yersinien bei 37 °C und Induktion des TTSS als auch Yop-Sekretion
beschrieben. Im Gegensatz zum M9-Minimalmedium handelt es sich bei BHI um ein sehr
reichhaltiges Medium. Die in C.8.4 beschriebenen Deletionsmutanten Y. enterocolitica WA-
314AyscM1 und WA-314AyscM?2 wurden im Vergleich zu den Kontrollstimmen WA-314 und
WA-314Appc bei 37 °C in BHI kultiviert, um das TTSS zu aktivieren. Im Kontrollstamm WA-
314Appc wurde das PEPC-Gen ppc durch Austausch gegen eine Kanamycinkassette deletiert.
Dem Kulturmedium BHI wurde entweder | mM Ca®" hinzugefiigt, um die Yop-Sekretion zu
unterbinden, oder die Yop-Sekretion wurde durch Chelatierung von Ca** mit 5 mM EGTA und
Zugabe von 10 mM MgCl, induziert. Die Deletionsmutanten Y. enterocolitica WA-314AyscM1
und WA-314AyscM?2 zeigten im Vergleich zu den Kontrollstimmen WA-314, WA-314Appc bei
37 °C mit und ohne Ca*" keine unterschiedlichen Wachstumseigenschaften. Auch eine Uberex-
pression von YscM1 oder YscM2 in BHI wie in C.8.1 beschrieben, zeigte keinen Einfluss auf

das Wachstum. Die Tatsache, dass auch der Stamm WA-314Appc nicht im Wachstum gegen-
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iiber WA-314 zuriick blieb, macht deutlich, dass die Funktion der PEPC in BHI eine unterge-
ordnete Rolle spielt. Offenbar kann Yersinia enterocolitica wichtige Néhrstoffe aus dem Medi-
um aufnehmen und muss sie nicht selbst synthetisieren, oder das Bakterium kann aufgrund der
Vielzahl an Nihrstoffen in BHI auf andere Stoffwechselwege ausweichen. Das erkléart auch,
warum weder die Deletion noch die Uberexpression von yscMI und yscM2 einen Einfluss auf

das Wachstum von Y. enterocolitica in BHI besitzen.

C.9.2 Die durch Ca**-Mangel bedingte Wachstumsinhibition bei Y. pseudotuberculosis
wird durch YscM2 aufgehoben

Der Versuch in C.9.1 hat gezeigt, dass die Funktion von PEPC bei Wachstum in BHI fiir
Y. enterocolitica keine Rolle spielt. Von den anderen beiden humanpathogenen Yersinia-
Spezies Y. pseudotuberculosis und Y. pestis aber ist bekannt, dass sie im Vergleich zu
Y. enterocolitica ein deutlich langsameres Wachstum in BHI (auch im Ca®’-supplementierten
Medium) zeigen. Der Grund hierfiir wird in dem fortschreitenden Verlust an Stoffwechselfunk-
tionen vermutet, den man von Y. enterocolitica tiber Y. pseudotuberculosis nach Y. pestis beo-
bachten kann. Fiir Y. pestis sind diese Stoffwechseldefekte als besonders ausgeprigt beschrieben
(Mortlock & Brubaker, 1962; Dreyfus & Brubaker, 1978). Es war also nicht auszuschlieBen,
dass Y. pseudotuberculosis und Y. pestis im Gegensatz zu Y. enterocolitica auf die Funktion der
PEPC in BHI angewiesen sind, da den Bakterien moglicherweise alternative Stoffwechselwege
fehlen. Y. pseudotuberculosis 1P32955 wurde deshalb im Vergleich zu Y. enterocolitica WA-
314 in BHI bei 37 °C mit 5 mM EGTA und 10 mM MgCl, kultiviert. yscM1 und yscM?2 wurden
mit den Expressionskonstrukten pWS-yscM1 und pWS-yscM2 parallel in IP32955 und in WA-
314 {iberexprimiert. Als Kontrolle diente der Leervektor pWS. Die Abbildung C.9.1 zeigt, dass
das Wachstum von Y. pseudotuberculosis 1P329555[pWS] gegeniiber Y. enterocolitica WA-
314[pWS] deutlich zuriick blieb. Nach knapp 3 Stunden stoppt im Fall von IP32955[pWS] das
Wachstum, wihrend WA-314[pWS] bestenfalls eine schwache Verlangsamung des Wachstums
aufweist. Diese Beobachtung korreliert mit veréffentlichen Daten (Carter ef al., 1980). Bei einer
Uberproduktion von YscM2 in Y. pseudotuberculosis 1P32955 wird die charakteristische
Wachstumsinhibition, die normalerweise bei 37 °C in Ca’’-armen Medium auftritt, abge-
schwiicht (Abb. C.9.1). In Y. enterocolitica WA-314 zeigte eine Uberproduktion von YscM2
keinen Effekt (Abb.C.9.1). Auch im Falle der Uberproduktion von YscM1 konnte weder in
IP32955 noch in WA-314 ein Einfluss auf das Wachstum der Bakterien nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Dass YscM2, das in vorhergehenden Versuchen als Aktivator der En-
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zymaktivitidt von PEPC identifiziert wurde, die Wachstumsinhibition bei Y. pseudotuberculosis
aufheben kann, deutet auf eine Beteiligung von PEPC an der Wachstumsinhibition hin. Mdgli-
cherweise ist der Phinotyp der ,low calcium response* auf die Hemmung von PEPC durch
YscM1 bzw. LerQ zuriickzufiihren. Dass Y. enterocolitica in BHI keine Wachstumsinhibition
zeigt, korreliert mit den Daten aus C.9.1, wo gezeigt werden konnte, dass das Fehlen von PEPC
aufgrund der Vielzahl an alternativen Stoffwechselwegen kompensiert werden kann und sich
nicht auf das Wachstum von Y. enterocolitica in BHI auswirkt. Y. pseudotuberculosis und
Y. pestis allerdings scheinen auf die Funktion von PEPC aufgrund verschiedener Stoffwechsel-
defekte angewiesen zu sein. Da ihnen aulerdem im Gegensatz zu Y. enterocolitica der PEPC-
Aktivator YscM2 fehlt, bleiben sie im Wachstum zuriick. Es wire also moglich, dass YscM2 in
Abbildung C.9.1 als Gegenspieler von LcrQ die PEPC-Reaktion fiir das Bakterium wieder ver-
fiigbar machen kann und so das Wachstum fordert. Dass die Uberexpression von YscM1 in
Y. pseudotuberculosis keinen Effekt zeigte, konnte dafiir sprechen, dass die Bindungsstellen an
PEPC bereits von endogenem LcrQ abgesittigt waren und so schon eine maximale Hemmung

der PEPC bewirkt wurde.
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Abb. C.9.1 YscM2 schwicht die Wachstumsinhibition in Y. pseudotuberculosis ab. YscM2 wurde in
Y. pseudotuberculosis 1P32955 und Y. enterocolitica WA-314 {iiberproduziert. Das Wachstum erfolgte in BHI
supplementiert mit 5 mM EGTA/10 mM MgCl,. Zur Kontrolle wurden die beiden Yersinia-Spezies mit dem Leer-
vektor pWS transformiert. In regelméBigen Abstinden wurde die ODgq bestimmt. Drei Datenreihen von unabhingi-
gen Kulturen wurden gemittelt aufgetragen. Fehlerbalken: + Standardabweichung.
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C.10 EINFLUSS DER MODULATION VON PEPC AUF DAS TYP III-SEKRETIONSSYSTEM

Die Tatsache, dass YscM1 und YscM?2 als Regulatoren des TTSS und damit der Yop-Synthese
und Sekretion mit einem Stoffwechselenzym des Bakteriums interagieren und dessen Aktivitét
modulieren, gibt Anlass zu der Annahme, dass PEPC durch diese Modulation indirekt einen
Einfluss auf die Pathogenitdt des Bakteriums oder gar auf die Yop-Synthese und Sekretion hat.
Moglicherweise werden so optimale Stoffwechselbedingungen fiir das TTSS geschaffen und
eine Art Feinabstimmung bewirkt. Deshalb wurde ein moglicher Einfluss von PEPC auf die

Yop-Synthese und Sekretion bzw. auf die Pathogenitit untersucht.

C.10.1 Einfluss der Modulation von PEPC auf die Yop-Sekretion

In der Literatur wurde ein Zellkulturmedium beschrieben, in dem Yop-Sekretion ohne Wirts-
zellkontakt moglich ist (Lee et al., 2001). Da die PEPC-Deletionsmutante WA-314Appc in die-
sem Medium wie in M9-Medium kein Wachstum zeigte, scheint die PEPC fiir das Wachstum
der Yersinien in diesem Medium essentiell zu sein. Damit bietet dieses Medium gute Voraus-
setzungen, um den Einfluss von YscM1 und YscM2 auf PEPC in einen Zusammenhang mit der
Yop-Sekretion zu bringen. Die Deletionsmutanten von yscMI, yscM2 und ppc, WA-
314AysecM1, WA-314AyscM?2 und WA-314Appc, wurden nach Lee et al. (2001) bei 37 °C und
5% CO, in DMEM supplementiert mit 0,2 % FCS kultiviert und Yop-Sekretion wurde durch
Zugabe von 5 mM EGTA induziert. Entgegen der von Lee et al. (2001) publizierten Daten,
stellte sich heraus, dass die Yop-Sekretion in diesem Medium minimal war. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede im Yop-Sekretionsmuster der Mutanten im Vergleich zu WA-314
festgestellt werden. Eine Interpretation der Ergebnisse ist durch die Tatsache erschwert, dass
auch die nicht induzierten Kontrollen Yop-Sekretion und andere unspezifische Banden zeigten,
was auf eine teilweise Lyse der Zellen wihrend des Experiments hindeutet. Eine Aussage {iber

einen moglichen Einfluss von PEPC auf die Yop-Sekretion konnte nicht getroffen werden.

C.10.2 Einfluss der Modulation von PEPC bei der Infektion von HeLa-Zellen

Um den Einfluss von PEPC auf die Pathogenitit von Y. enterocolitica WA-314 zu ermitteln,
wurden konfluente HeLa-Zellen jeweils mit WA-314, WA-314Appc, WA-314AyscM1 und WA-
314AyscM?2 im Vergleich zu dem Stamm WA-C ohne Virulenzplasmid infiziert. Translozierte

Yops wurden im Zell-Zytosol spezifisch im Western Blot detektiert. Auch hier zeigten sich
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keine signifikanten Unterschiede im Yop-Sekretionsmuster bei WA-314 und den Mutanten. Ein

Einfluss von PEPC auf die Yop-Translokation konnte nicht nachgewiesen werden.

C.11 EINFLUSS VON PEPC AUF DIE PATHOGENITAT VON Y. ENTEROCOLITICA

Um die Bedeutung der PEPC fiir die Pathogenitit von Y. enterocolitica abzuschitzen, wurden
ppc-, yseM1- und yscM2-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp WA-314 im Mausinfek-
tionsmodell getestet. Dazu wurden je fiinf 6 — 8 Wochen alte C57BL/6-Miuse mit 10® Bakterien
der Mutanten oder von WA-314 infiziert. Vier Tage nach der Infektion wurden die Miuse geto-
tet. Leber, Milz und Peyer’sche Plaques wurden entnommen, sowie eine Darmspiilung durchge-
fiihrt. Nach Homogenisierung wurden verschiedene Verdiinnungen auf CIN-Agar ausplattiert
und die Keimzahlen in den Organen bestimmt. Bei CIN-Agar handelt es sich um ein Selektiv-
medium fiir Yersinia enterocolitica. Abbildung C.11.1 zeigt das Ergebnis der Infektion mit WA-
314Appc im Vergleich zu WA-314. WA-314Appc ist dabei ebenso wie der Vergleichsstamm
WA-314 in der Lage Darm und Peyer’sche Plaques zu besiedeln. Bei der Disseminierung in die
Maus, also der Besiedlung von Leber und Milz, scheint das Fehlen von PEPC ein Nachteil zu
sein, da die Keimzahlen in Leber und Milz im Vergleich zu WA-314 wesentlich geringer sind

(Abb. C.11.1). WA-314Appc ist also gegeniiber WA-314 attenuiert.

BWA-314Appc
BWA-314

log cfu

: I [

Darm PP Milz Leber

Abb. C.11.1 Einfluss von PEPC auf die Pathogenitit von Y. enterocolitica. Jeweils finf C57BL/6-Méuse wurden
mit 10® Bakterien von WA-314Appc und WA-314 infiziert. Nach 4 Tagen wurden die Miuse getotet, Peyer’sche
Plaques, Milz und Leber wurden entnommen und eine Darmspiilung durchgefiihrt. Die Organe wurden homogenisiert
und auf CIN-Agar ausplattiert. Durch Auszéhlen der Platten wurden die Keimzahlen in den Organen berechnet.
PP=Peyer’sche Plaques; cfu=Kolonie-bildende Einheiten.
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Im Folgenden wurden kompetitive Infektionsversuche (Mischinfektionen) durchgefiihrt. Eine
Maus wurde gleichzeitig mit der Mutante und dem Kontrollstamm infiziert. Als Kontrollstamm
wurde ein Cm-resistentes Derivat von WA-314 verwendet. Der Cm-resistente Stamm ist in der
Virulenz mit dem WA-314 vergleichbar (Triilzsch et al., 2004). Bei kompetitiven Infektionsver-
suchen wurden jeweils 10° Bakterien des Kontrollstamms (Cm") und der Mutante (Km") ge-
mischt und mit einer Pipette an je finf Mause verfiittert. Vier Tage nach der Infektion wurden
die Mause getotet. Die Organe wurden wie unter C.11.1 beschrieben entnommen und homoge-
nisiert. Verschiedene Verdiinnungen der Organe wurden auf CIN-Agar ausplattiert, dem zuvor
ein entsprechendes Antibiotikum (Cm oder Km) zugesetzt wurde, und die Keimzahlen in den

Organen wurden bestimmt.

Die Ergebnisse der kompetitiven Mausinfektionsversuche sind in Tabelle C.11.1 als gepaarte
mittlere Differenzen der log-Werte der Kolonie-bildenden Einheiten in den Organen angegeben.
Im Fall von WA-314Appc kann man erkennen, dass die Mutante im Vergleich zum Kontroll-
stamms wie unter C.11.1 beschrieben in Milz und Leber attenuiert ist. WA-314AyscM1 scheint
in der Milz aufgrund der Mutation gegeniiber dem Kontrollstamm benachteiligt zu sein, wéh-
rend WA-314AyscM?2 in seiner Virulenz nicht von Kontrollstamm zu unterscheiden ist. Die
fettgedruckten Werte in Tabelle C.11.1 sind signifikant mit p<0,05. Diese Ergebnisse unterstiit-
zen die Vermutung, dass YscM1 und YscM?2 nicht wie in der Literatur beschrieben (Stainier et

al., 1997) funktionell gleichwertig sind.

Appc AyseM1 AyseM?2
Darm 1,03 £ 0,65 0.37+£0.34 0,33 £0,37
Peyer’sche Plaques 0,77 £0,88 0.25t£1.16 0,35 +0,57
Leber 2,15+ 0,64 0.09£0.10 0,25+ 1,22
Milz 1,75£0,83 3.15+2.62 0,23 £ 0,35

Tab. C.11.1 Mausinfektionsversuche. Die mittlere logarithmische Differenz (= log Kolonie-bildende Einheiten
Wildtyp pro Organ — log Kolonie-bildende Einheiten Mutante pro Organ) + Standardabweichung ist hier darge-
stellt. Die fettgedruckten Werte sind signifikant mit p<0,05. P-Werte wurden mit einem gepaarten einseitigen
t-Test bestimmt.
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D. DISKUSSION

Das Typ IlI-Sekretionssystem (TTSS) bei Yersinia ist ein essentieller Faktor fiir die Virulenz
und ist duBlerst komplex aufgebaut und reguliert. Als negative Regulatoren des TTSS wurden
LerQ in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis bzw.YscM1 und YscM2 in Y. enterocolitica be-
schrieben (Rimpilédinen et al., 1992; Stainier et al., 1997). Der Mechanismus der Regulation des
TTSS durch YscM1 und YscM2 ist aber bisher nicht verstanden. An der Regulation durch
YscM1 und YscM2 sind verschiedene andere Komponenten beteiligt, wie z. B. das Chaperon
SycH, YopD und sein Chaperon LerH (Williams & Straley, 1998; Cambronne et al., 2000;
Wulff-Strobel et al., 2002; Cambronne & Schneewind, 2002; Cambronne et al., 2004). Die Ab-
bildung D.1.1 zeigt ein Modell fiir das Zusammenspiel der verschiedenen Proteine wihrend der
Regulation der TTSS. Aufbauend auf diesen Kenntnissen sollten die Funktionen der Proteine
YscM1 und YscM2 weiter charakterisiert werden und mdgliche Interaktionspartner in

Y. enterocolitica identifiziert werden.

+Ca?.37°C

Makrophage

Y. enterocolitica Y. enterocolitica

&

¥ J yop mRNA UTR YopD

yop mRNA UTR

Abb. D.1.1 Modell der regulatorischen Wirkung von YscM1 und YsecM2. A. Bei 37 °C im Ca®'-haltigen
Medium verhindern YopD, LerH, YscM1 und YscM2 die Translation der yop mRNA durch Bindung an die 5’
UTR. B. Durch Kontakt mit eukaryontischen Zellen und erniedrigter Ca>*-Konzentration wird die Sekretion bzw.
die Translokation YscM1/YscM2 initiiert und YopD lagert sich in die eukaryontische Membran ein. Dadurch
wird die Inhibierung der yop mRNA-Translation aufgehoben. YopB und LcrV, die ebenfalls an der Porenbildung
in der Membran beteiligt sind, wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit in dieser Zeichnung nicht beriicksich-
tigt. (abgewandelt nach Cambronne & Schneewind, 2002)
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D.1 PROTEINREINIGUNG VON YSCM1 UND YSCM?2

Um YscMI1 und YscM2 ndher zu charakterisieren und mithilfe von Wechselwirkungsstudien
Interaktionspartner in Y. enterocolitica zu identifizieren, wurden fiir die beiden Proteine Reini-
gungsprotokolle erarbeitet, die eine Reinigung im Milligramm-MalBstab ermdglichen.

Wahrend der Proteinreinigungen zeigte sich, dass YscM1 und YscM2 als Dimere vorliegen.
Beide Proteine weisen eine hohe Homologie zum N-Terminus des Typ I1I-Effektors YopH auf.
YopH wird spezifisch von seinem Chaperon SycH gebunden. Die spezifische Bindung des Cha-
peron SycH an YscM1 und YscM2 (Cambronne et al., 2000; Cambronne et al., 2004; Swietni-
cki et al., 2004) ist wahrscheinlich durch die hohe Homologie zu YopH im Bereich der Chape-
ronbindungsstelle (Rimpildinen et al., 1992; Stainier et al., 1997) bedingt. Fiir YopH wurde
ebenfalls ein Dimer bei neutralem pH nachgewiesen (Smith ef al., 2001), weshalb die Dimerbil-
dung von YscM1 und YscM2 auf die hohe Homologie zu YopH zuriickzufiihren sein konnte.
Die Dimerisierung von Proteinen ist ein Phdnomen, das in biologischen Systemen sehr haufig
beobachtet werden kann (Alm & Arkin, 2003). Sie bringt dabei fiir das Protein verschiedene
Vorteile mit sich. Beispielsweise kann die Stabilitdt der Proteine erhoht werden. Durch die Zu-
sammenlagerung zweier Proteine konnen auch neue Bindungsdoménen entstehen bzw. beste-
hende Doméinen ausgeweitet werden, was zu einer Erhohung der Substratspezifitit fiihrt (Mari-
anayagam et al., 2004). Dies spielt bei vielen DNA-bindenden Proteinen eine Rolle. Im Fall der
Typ II-Restriktionsenzyme erhoht die Dimerbildung die Bindungsaffinitit an die DNA iiber
eine Ausweitung der Bindungsdoméne (Pingoud & Jeltsch, 2001). Eine Dimerisierung kann
auch die Aktivierung bzw. Inaktivierung eines Proteins steuern, indem Bindungsstellen in einem
Dimer exponiert oder verdeckt werden (Jiang et al., 2000; Giraldo et al., 2003; Marianayagam
et al.,2004). Im Fall von YscM1 und YscM2 bleibt zu kldren, ob die beobachtete Dimerisierung
der Proteine fiir den regulatorischen Effekt auf die Yop-Sekretion und die Modulation der En-
zymaktivitdt von PEPC von Bedeutung ist. Bekannt ist, dass eine Bindung an das Chaperon
SycH den negativ-regulatorischen Effekt auf die Yop-Sekretion aufhebt (Cambronne et al.,
2000; Cambronne & Schneewind, 2002). Moglicherweise fiihrt die Bindung an SycH zu einer
Aufspaltung des Dimers in das inaktive Monomer. Da die Bindung von SycH an YscM1 und
YscM2 den Einfluss auf die Enzymaktivitdt von PEPC nicht beeinflusst, konnte die Dimerisie-

rung der Proteine hier eine untergeordnete Rolle spielen.

Wihrend der Proteinreinigung von YscM1 und YscM2 zeigte sich auBBerdem, dass beide Protei-
ne effektiv von Thrombin geschnitten werden (Wilharm et al., 2003). In der Aminoséurese-
quenz von YscM1 und YscM2 konnten jeweils potentielle Thrombinschnittstellen identifiziert

werden. Die biologische Relevanz der Thrombinschnittstelle bleibt dabei allerdings vorerst un-
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bekannt. Da YscM1 und YscM2 beide sowohl in die eukaryontische Zelle transloziert als auch
in den Kulturiiberstand sezerniert werden, wire eine Spaltung durch Thrombin von YscM1 und
YscM2 in der Wirtszelle oder im extrazelluliren Medium und eine damit verbundene Aktivie-
rung der Proteine vorstellbar. Eine Bindung von Prothrombin an YscM1 und YscM2 konnte

allerdings bereits ausgeschlossen werden.

Aufgrund der Basizitdt von YscM2 mit einem pl von 9,79 ist auch eine DNA-Bindungsaktivitét
des Proteins nicht auszuschlieBen, obwohl kein typisches Helix-Turn-Helix-Motiv vorhanden
ist. Eine solche Aktivitdt konnte aber experimentell nicht gezeigt werden. Die in dieser Arbeit
etablierten Reinigungsprotokolle fiir YscM1 und YscM2 erlauben jetzt aber weitere detaillierte
biochemische Charakterisierungen der beiden Proteine. Eine Kristallisation von YscM1 und

YscM2 wird in einer Kooperation® derzeit versucht.

D.2 DIE WECHSELWIRKUNG VON YSCM1 UND YSCM2 MIT PEPC

Mittels immobilisiertem GST-YscM1 und GST-YscM2 konnte spezifisch ein Protein aus dem
Lysat von Y. enterocolitica gereinigt werden, welches durch anschlieBende Massenspektro-
metrie als Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) identifiziert wurde. Die Interaktion wurde
durch Nativgelexperimente bestétigt und mithilfe von Enzymaktivititsmessungen und Wachs-
tumsversuchen charakterisiert. YscM1 erwies sich als Inhibitor von PEPC, wihrend YscM?2 die
Enzymaktivitit von PEPC steigern konnte. Die Modulation der Enzymaktivitit von PEPC stellt
dabei eine vollig neue Funktion von YscM1 und YscM2 zusitzlich zu der negativ-
regulatorischen Wirkung auf das TTSS dar. Wie und wo YscM1 und YscM2 genau an PEPC
binden und die Enzymaktivitdt modulieren, ist bisher nicht bekannt. Um dies zu untersuchen,
konnte man einen Verdau des PEPC-YscM1/2-Komplexes mit einer Protease durchfiihren. Eine
Analyse der entstandenen Proteinfragmente mit Massenspektrometrie konnte Aufschluss iiber
die Bindungsstelle an PEPC geben.

Interessant ist die Tatsache, dass YscM2 mit einer Identitdt von 57 % zu YscMI1 einen entge-
gengesetzten Effekt auf die Enzymaktivitdt von PEPC ausiibt. Mit diesen Ergebnissen wurde die
bisher bestehende Meinung revidiert, YscM1 und YscM2 wiren funktionell gleichwertige Pro-
teine (Stainier et al., 1997). Aufgrund der hohen Homologie der beiden Proteine binden YscM1

und YscM2 wahrscheinlich in &hnlicher Weise an PEPC. Vorstellbar ist, dass nur wenige Ami-

% Hartmut Niemann, Abteilung Strukturbiologie, GBF, Mascheroder Weg 1, 38124 Braunschweig
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nosduren iiber eine inhibitorische oder stimulatorische Wirkung der Proteine entscheiden. Da
bekannt ist, dass die Bindungsdoméne fiir die Wechselwirkung mit PEPC am N-Terminus der
beiden Proteine lokalisiert ist, wire ein systematischer Austausch der fraglichen Aminoséuren
gegen Alanin in diesem Bereich denkbar, um die Aminosiuren zu identifizieren, die fiir die

Modulation der Enzymaktivitdt von PEPC verantwortlich sind.

Da YscM1 und YscM?2 nicht nur fiir die bisher bekannte negative Regulation des TTSS verant-
wortlich sind, sondern durch die Modulation der Enzymaktivitit von PEPC in den Stoffwechsel
des Bakteriums eingreifen, sind diese Proteine gute Beispiele fiir so genannte ,,moonlighting
proteins®. Die Vorstellung, dass ein Gen flir ein Protein mit nur einer bestimmten Funktion ko-
diert, ist iiberholt. Proteine haben hiufig unterschiedliche Funktionen. Die Funktion des Prote-
ins kann sich z. B. je nach Lokalisation in der Zelle oder dem Zelltyp, von dem das Protein pro-
duziert wird, unterscheiden. Auch die Oligomerisierung eines Proteins und Konzentrationen an
Liganden, Substraten, Produkten oder Kofaktoren konnen eine andere Funktion des Proteins
induzieren (Jeffery, 1999). Im Fall von YscM1 und YscM2 werden die unterschiedlichen Funk-
tionen durch verschiedene Bindungsstellen im Protein vermittelt. So wird der regulatorische
Effekt auf das TTSS durch den C-Terminus der Proteine vermittelt (Cambronne et al., 2004),
wihrend der Einfluss auf die Enzymaktivitit von PEPC durch Bindung des N-Terminus von
YscM1 und YscM2 an PEPC bedingt ist. Die Tatsache, dass YscM1 und YscM2 aullerdem bei-
de in die eukaryontische Zelle transloziert werden (Cambronne ef al., 2000; Cambronne et al.,
2004), legt die Vermutung nahe, dass beide Proteine zudem als Effektoren in der Wirtszelle
fungieren. Durch Mikroinjektion konnten YscM1 oder YscM?2 in die eukaryontische Zelle ein-
gebracht werden und ein moglicher Effekt auf das Zytoskelett studiert werden. Auch Affinitéts-
bindungsexperimente, um Interaktionspartner und Zielstrukturen in der Wirtszelle zu identifi-

zieren, konnten erfolgreich sein.

In der Basensequenz von yscM?2 fillt ein zweites Startcodon wenige Codons nach dem ersten
auf. Bisher konnte nicht geklart werden, an welchem der beiden Startcodons der Translati-
onsstart erfolgt. Die resultierenden Proteine sind je nach Translationsstart 112 bzw. 116 Amino-
sauren lang. In dieser Arbeit wurde von einem Translationsstart am ersten Startcodon ausgegan-
gen. Interessant wére sicher, herauszufinden, welches Startcodon tatsdchlich den Translati-
onsstart von yscM?2 darstellt, ob moglicherweise beide Startcodons genutzt werden und eine
Verkiirzung des Proteins vielleicht biologisch relevant ist. Da der modulatorische Effekt auf die
Enzymaktivitdt von PEPC am N-Terminus von YscM?2 lokalisiert ist, wére durchaus denkbar,
dass sich eine Verkiirzung des Proteins um vier Aminosiuren durch einen Translationsstart am

zweiten Startcodon auf die stimulatorische Wirkung von YscM2 auswirkt. Uberpriift werden
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konnte dies durch die Synthese eines N-terminal um vier Aminoséuren verkiirzten Peptids und
die Bestimmung des Einflusses auf die Enzymaktivitit von PEPC im Enzymassay. Die Uberex-
pression des verkiirzten YscM2-Proteins in Y. enterocolitica wihrend Wachstums im Minimal-
medium wie unter C.8 konnte ebenfalls zeigen, ob derselbe stimulatorische Effekt auf die En-
zymaktivitidt von PEPC vorhanden ist wie in dem 116 Aminoséduren gro3en Protein. Interessant
wire auflerdem, zu iiberpriifen, wie YscM2 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen in den
Yersinien vorliegt. Eine Expression von yscM2 unter Kontrolle des nativen Promotors und eine
gleichzeitige Markierung mit einem His-Affinitdtsmarker kdnnte eine Reinigung von YscM2
aus der Zelle moglich machen und eine N-terminale Sequenzierung oder ein Trypsinverdau mit
anschlieBender massenspektrometrischer Analyse konnten Auskunft dariiber geben, ob tatsdch-
lich auch das verkiirzte YscM2-Protein synthetisiert wird. Mdglicherweise nutzt das Bakterium
die Besonderheit des zweiten Startcodons, um je nach Bedarf die stimulatorische Wirkung auf
die Enzymaktivitit von PEPC abzuschalten, ohne die regulatorische Funktion zu beeinflussen,
die durch den C-Terminus vermittelt wird (Cambronne et al., 2004). Seit kurzem sind so ge-
nannte ,,riboswitches bekannt. Das sind mRNA-Molekiile, die kleine Metabolite (z. B. Flavin-
mononukleotid, Vitamin B12, Lysin) binden, und damit die Transkription oder die Translation
des entsprechenden Gens beeinflussen (Brantl, 2004). Denkbar wére, dass beispielsweise PEP
oder Oxalacetat als Metabolite an die mRNA von yscM?2 binden und so die Translation am ers-

ten oder zweiten Startcodon steuern.

Interessant ist auBBerdem, dass nur Y. enterocolitica tiber YscM2 verfiigt (Stainier et al., 1997).
Die beiden anderen humanpathogenen Yersinia-Spezies Y. pestis und Y. pseudotuberculosis
aber weisen kein Homologes zu YscM?2 auf. Beide verfiigen mit LerQ lediglich iiber ein Homo-
loges zu YscM1. Warum Y. enterocolitica mit YscM2 eine Kopie von YscM1 erworben hat,
bleibt Spekulation. Vielleicht war eine bessere Adaption an den Lebensraum durch eine Feinre-
gulierung des Stoffwechsels durch die stimulierende Wirkung von YscM2 auf PEPC der Selek-
tionsdruck. Ob YscM1 und YscM?2 zeitgleich wirken, ist bisher nicht bekannt. Die Gene fiir
YscM1 und YscM2 werden von unterschiedlichen Promotoren kontrolliert, beide liegen jedoch
gleichzeitig im Zytosol der Yersinien vor (Cambronne et al., 2004). Moglicherweise wird eine
Wirkung zu verschiedenen Zeitpunkten durch eine unterschiedliche Affinitdt von YscM1 und
YscM2 zu Interaktionspartner in Yersinia, wie z. B. zu dem Chaperon SycH oder dem Komplex
aus YopD/SycD, gesteuert, und die Proteine so aktiviert oder deaktiviert. Fiir die Bindung an
SycH wurden bereits unterschiedliche Bindungsaffinititen gezeigt (Cambronne et al., 2004;

Swietnicki et al., 2004).
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D.2.1 Modulation des Stoffwechsels bei Yersinia durch einen Virulenzfaktor

In dieser Arbeit konnte mit der Entdeckung der Modulation der Enzymaktivitét von PEPC durch
LerQ/YscM1 und YscM2 das erste Mal iiberhaupt auf molekularer Ebene die Einflussnahme
eines Virulenzfaktors auf den Stoffwechsel eines Bakteriums aufgezeigt werden. Bislang ist nur
der umgekehrte Fall bekannt, indem der Stoffwechsel auf die Pathogenitdt eines Bakteriums
einwirkt. Ein pathogener Organismus muss sich rasch auf die Bedingungen in seinem Wirt ein-
stellen und seinen Metabolismus an die neuen Bediirfnisse anpassen. Diese Anpassung erfolgt
zum Beispiel iiber den Kontrollmechanismus der ,stringent response” (Wagner, 2000). Die
,stringent response* wird ausgeldst durch eine Limitierung der Nahrstoffe und wird {iber das
Signalmolekiil ppGpp vermittelt (Godfrey et al., 2002). Sie sichert beispielsweise die Persistenz
von M. tuberculosis im Wirt (Primm et al., 2000). In P. aeruginosa konnten Dacheux et al.
(2002) zeigen, dass eine intakte Pyruvatdehydrogenase fiir die Sekretion der Effektoren des Typ
III-Sekretionssystems notwendig ist. Des Weiteren konnte fiir P. aeruginosa und Y. enteroco-
litica die Notwendigkeit des Signalmolekiils cAMP fiir die normale Expression des TTSS und
damit fiir die Virulenz gezeigt werden (Wolfgang et al., 2003; Smith et al., 2004; Petersen &
Young, 2002). All diese Beispiele zeigen eine Beeinflussung der Virulenz durch den Stoffwech-
sel und verdeutlichen die Bedeutung der wechselseitigen Einflussnahme von Stoffwechsel und
Virulenz. Wihrend der Infektion des Wirts muss in der Yersinie vor allem die Synthese von
Effektorproteinen sichergestellt werden, die die Phagozytose durch die angeborene Immunant-
wort des Wirts verhindern sollen. Dafiir konnte ein Riickkopplungsmechanismus wie die Modu-
lation der Enzymaktivitdt von PEPC durch YscM1 und YscM2 fiir die Yersinien von grof3er
Bedeutung sein. Diese Schnittstelle zwischen Virulenz und Stoffwechsel konnte eine Anpas-
sung des Stoffwechsels an die verdnderten Bedingungen wihrend einer Infektion gewédhrleisten
und somit das Uberleben im Wirt sichern. Die Abbildung D.2.1 gibt einen Uberblick iiber die
PEPC-Reaktion im Stoffwechselgefiige des Bakteriums und zeigt gleichzeitig wie komplex die
Regulation der Enzymaktivitit der PEPC ist.
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Abb. D.2.1 Ubersicht iiber die Regulation der PEPC-Aktivitit. Die Enzymaktivitit von PEPC wird je nach
Stoffwechsellage von allosterischen Effektoren reguliert. Inhibitoren von PEPC sind unterstrichen, Aktivatoren
kursiv gekennzeichnet.

Bereits vor fast 50 Jahren wurde das erste Mal die Virulenz von Y. pestis mit einem Einfluss auf
den Stoffwechsel der Yersinien verkniipft (Higuchi & Carlin, 1958). Beschrieben wurde damals
das Phidnomen der ,,low calcium response (Lcr) (Kupferberg & Higuchi, 1958; Higuchi et al.,
1959). Der Eingriff in den Stoffwechsel des Bakteriums wurde dadurch deutlich, dass virulente
Yersinia pestis-Stimme, die bei 37 °C kultiviert wurden, eine Inhibition des Wachstums erfuh-
ren und die virulenten Stimme nach einigen Stunden von avirulenten iiberwachsen wurden (Hi-
guchi et al., 1959). Der Virulenzfaktor, der die Modulation des Stoffwechsels bewirkte, war
damals noch nicht bekannt, konnte aber spéter als das plasmidkodierte Typ III-Sekretionssystem
identifiziert werden, da die Lcr assoziiert mit der Anwesenheit des Virulenzplasmids ist, das fiir
das Typ IlI-Sekretionssystem kodiert (Gemski ef al., 1980; Portnoy et al., 1984). Der molekula-
re Mechanismus der Lecr und damit die TTSS-Komponenten, die fiir die Modulation des Stoft-
wechsels verantwortlich sind, konnten jedoch nicht identifiziert werden. Allerdings konnte ge-
zeigt werden, dass die Wachstumsinhibition durch Zugabe von Ca*'-Ionen (Higuchi et al.,

1959), Glutamat, Aspartat oder Hydrogencarbonat (Delwiche et al., 1959) aufgehoben werden
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konnte und so der Verlust des Virulenzplasmids unterbunden werden konnte, der die beobachte-
te Avirulenz der Bakterien (Selektion von plasmidfreien Mutanten bei 37 °C und Ca**-Mangel

aufgrund schnellerer Vermehrung) bedingte.

Mit den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei
der Modulation der Enzymaktivitit von PEPC durch YscM1 und YscM2 um eine Erklarung fiir
die mit der ,Jlow calcium response” verbundenen Wachstumsinhibition in Y. pestis handelt.
Schon Baugh et al. (1964) hatten aufgrund der Aufhebung der Wachstumsinhibition durch
Hydrogencarbonat eine Verbindung zwischen der Lcr und der CO,-Fixierung in den Yersinien
vermutet. Sie hatten die Enzymaktivititen der an der CO,-Fixierung im Bakterium beteiligten
Enzyme Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) und der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
(PEPCK) in virulenten und avirulenten Y. pestis-Stammen verglichen. Allerdings konnte damals
kein Unterschied zwischen den Enzymaktivititen in virulenten und avirulenten Stimmen ge-
zeigt werden, was moglicherweise dadurch zu erkldren ist, dass PEPC und PEPCK fiir die
Durchfiihrung der Experimente aus Zellextrakten von Y. pestis gereinigt werden mussten. Unter
den gewdhlten Reinigungsbedingungen dissoziierten LcrQ und PEPC wahrscheinlich, so dass
keine Unterschiede in den Enzymaktivitdten zwischen virulenten und avirulenten Stdmmen
beobachtet werden konnten und die Wechselwirkung von PEPC mit LerQ bzw. die Beteiligung
der PEPC an der Lcr nicht identifiziert werden konnte. Aullerdem war die Virulenz damals
schlecht definiert, weil das Virulenzplasmid noch unbekannt war. Dass die Hemmung von
PEPC durch LerQ allerdings fiir die Wachstumsinhibition in Yersinia pestis verantwortlich sein
konnte, unterstreicht auch die Aussage von Fowler und Brubaker (1994), die die Bedeutung der
CO,-Fixierung in Oxalacetat durch PEPC vor dem Hintergrund der fehlenden Aspartase-
Aktivitét in Yersinia pestis (Dreyfus & Brubaker, 1978) hervorheben.

Interessanterweise ist die Wachstumsinhibition in den humanpathogenen Yersinia-Spezies un-
terschiedlich ausgeprigt. Wihrend die Vermehrung von Y. pestis in Abwesenheit von Ca*" bei
37 °C wie beschrieben sehr stark inhibiert ist, erfolgt die Inhibition des Wachstums in Y. pseu-
dotuberculosis mit Verzdgerung nach einer weiteren Verdoppelung der Bakterien. Im Fall von
Y. enterocolitica verlangsamt sich die Bakterienvermehrung lediglich (Carter ef al., 1980). Auch
diese Differenzen unterstiitzen die These, dass der Einfluss auf die Vermehrung der Yersinien
auf eine Hemmung der Enzymaktivitdt von PEPC durch LcrQ/YscM1 zuriickzufiihren ist. Die
unterschiedlich ausgeprdgte Wachstumsinhibition kann durch die unterschiedliche Stoffwech-
selenzymausstattung der Yersinia-Spezies und die damit variierende Bedeutung der PEPC-
Reaktion fiir den Stoffwechsel erkliart werden. Dass Y. pestis einige wichtige Stoffwechselen-

zyme wie z. B die Aspartase oder die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase fehlen, war schon
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langer bekannt (Dreyfus & Brubaker, 1978; Mortlock & Brubaker, 1962). Ein erst kiirzlich ver-
offentlichter Vergleich der Genome von Y. pseudotuberculosis und Y. pestis liefert neue Be-
griindungen fiir die physiologischen Unterschiede zwischen den beiden Spezies (Chain et al.,
2004). So sind neben den oben genannten Stoffwechselenzymen in Y. pestis im Gegensatz zu
Y. pseudotuberculosis auflerdem eine Cystein-Synthase und Enzyme, die fiir den Methionin-
Stoffwechsel wichtig sind, inaktiviert oder verloren gegangen, was fiir Y. pestis die Bedeutung
der PEPC unterstreicht. Auch im Vergleich von Y. pseudotuberculosis zu Y. enterocolitica wer-
den physiologische Unterschiede bei Wachstum in BHI-Medium deutlich. Y. pseudotuberculo-
sis bleibt im Wachstum gegeniiber Y. enterocolitica zuriick. Die Erklarung fiir die unterschied-
lich ausgepriagte Wachstumsinhibition von Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica
liegt wahrscheinlich tatséchlich in der physiologischen Bedeutung von PEPC fiir die jeweilige
Spezies. Im Fall von Y. enterocolitica kommt noch die stimulierende Wirkung von YscM2 auf
die Enzymaktivitdt von PEPC dazu, die dem inhibitorischen Effekt von YscM1 entgegen ge-
wirkt und so die Wachstumsinhibition einschriankt bzw. aufhebt, solange man von einer zeit-
gleichen Wirkung von YscM1 und YscM2 ausgeht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass auch in Y. pseudotuberculosis wie in Y. enterocolitica die Uberexpression von YscM2 die

Wachstumsinhibition in Folge von Ca**-Mangel abmildert.

D.2.2 Modell fiir den Mechanismus der ,,Jow calcium response*

Bei einer Infektion mit Yersinien kommt es durch die Korpertemperatur des Wirts von 37 °C zu
einer Expression der Typ III-Gene und zu einer Synthese von LcrQ und YscML1. In vitro kann
diese Situation durch eine Erhohung der Wachstumstemperatur von 27 °C auf 37 °C simuliert
werden. LerQ und YscM1 binden dann an PEPC und hemmen die Enzymaktivitét, was zu der
beschriebenen Wachstumsinhibition fithrt. Im Widerspruch zu dieser Theorie steht allerdings
die Tatsache, dass LcrQ und YscM1 diesen Effekt erst verursachen, wenn man dem Kulturme-
dium Ca®" entzieht, obwohl die Proteine schon in Anwesenheit von Ca®" synthetisiert werden.
Dies konnte allerdings damit erklart werden, dass LerQ/YscM1 intrazelluldr mit SycH und Y-
opD assoziiert sind bevor sie sezerniert werden (Williams & Straley, 1998; Wulftf-Strobel et al.,
2002). Durch eine Bindung des LcrQ/YscM1-SycH-Komplexes an YopD verlieren die Proteine
wahrscheinlich ihre Bindungsaktivitdt an PEPC und eine Hemmung der Enzymaktivitdt ist des-
halb nicht moglich. Wie hier gezeigt wurde, ist eine Bindung an SycH allein nicht ausreichend,
um die Modulation der Enzymaktivitit durch LerQ/YscM1 und YscM2 zu verhindern. Paradox

ist weiterhin, dass die Wachstumsinhibition, also die Hemmung der Enzymaktivitidt von PEPC
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erst auftritt, wenn es zu einer Sekretion an Typ III-Proteinen und damit auch zu einer Sekretion
bzw. Translokation von LcrQ/YscM1 kommt. Durch Sekretion bzw. Translokation sinkt die
intrazellulare Konzentration an LcrQ/YscM1 und YscM2 in der Yersinie eigentlich ab (Petter-
son et al., 1996; Cambronne et al., 2000; Cambronne et al., 2004). Gelfiltrationen, die von
Cambronne et al. (2004) durchgefiihrt wurden, zeigen allerdings, dass auch unter Sekretionsbe-
dingungen YscM1 und YscM2 noch in der Bakterienzelle vorhanden sind. Die Wachstumsinhi-
bition konnte also mit der noch in der Bakterienzelle vorhandenen Menge an LcerQ/YscM1 er-
klart werden, zumal es auch zu einer Sekretion bzw. Translokation von YopD kommt. So ent-
fallt die Bindung von YopD an LcrQ/YscM1, die damit nicht mehr im Komplex mit YopD vor-
liegen und deshalb ihre inhibitorische Wirkung auf die Enzymaktivitit von PEPC entfalten kon-

nen.

D.2.3 Die biologische Bedeutung der Modulation der Enzymaktivitit von PEPC

Die biologische Bedeutung der Modulation der Enzymaktivitdt von PEPC durch YscM1 und
YscM2 sollte durch Yop-Sekretionsversuche in einem Medium, in dem PEPC fiir das Wachs-
tum der Bakterien essentiell war, und durch Infektion von HeLa-Zellen mit Y. enterocolitica
yscMI- und yscM2-Mutanten untersucht werden. Es sollte die Frage beantwortet werden, ob
PEPC bei der Synthese der Yops eine Rolle spielt und so die unterschiedliche Enzymaktivitét
von PEPC in den Mutanten sich mdglicherweise auf das Sekretionsmuster der Yops auswirkt.
Leider konnte die Frage der biologischen Bedeutung der Wechselwirkung von YscM1 und
YscM2 mit PEPC in dieser Arbeit nicht geklart werden, da es bisher nicht gelungen ist, Typ I1I-
Sekretion in Y. enterocolitica unter PEPC-restriktiven Wachstumsbedingungen zu analysieren
und damit moglicherweise einen Zusammenhang zwischen den sezernierten Yops und der
PEPC herzustellen. Die Konstruktion einer lcrQ-Mutante in Y. pseudotuberculosis konnte eine
Losung fiir dieses Problem darstellen, da bei Y. pseudotuberculosis im Gegensatz zu Y. entero-
colitica die PEPC-Reaktion auch im komplexen BHI-Medium wichtig fiir das Bakterium ist, da
wahrscheinlich Stoffwechselenzyme, die in Y. enterocolitica genutzt werden, in Y. pseudotuber-
culosis nicht vorhanden sind, und so der Einfluss der Mutation von IcrQ auf PEPC und mégli-
cherweise auf die Yop-Sekretion in einem bekannten Medium untersucht werden kann. Trotz-
dem bleibt die Frage nach der biologischen Relevanz besonders in Y. enterocolitica vor dem
Hintergrund der durch YscM2 wesentlich komplexeren Regulierung der Enzymaktivitit von
PEPC interessant. Falls ein Medium gefunden wird, in dem PEPC essentiell ist und Yop-

Sekretion moglich ist, konnte eine Analyse des metabolischen Fluxes von CO,, das durch PEPC
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in Oxalacetat eingebaut wird, wihrend der Sekretion mithilfe von BCO;H™ hier moglicherweise
weitere Kliarung bringen. Zudem ist bisher wenig iiber die Erndhrungssituation der Yersinien im
Wirt bekannt. Moglicherweise ist diese fiir die verschiedenen Yersinia-Spezies unterschiedlich.
Fiir Yersinia pestis wurde beispielsweise gezeigt, dass sie konstitutiv Fettsduren aufnehmen und
diese durch B-Oxidation verwerten konnen (Moncla et al., 1983). Interessanterweise funktio-
niert dies nur in Anwesenheit des Virulenzplasmids pCD, das fiir das Typ III-Sekretionssystem
kodiert. Dies zeigt, dass auch hier eine Verkniipfung zwischen Stoffwechsel und Virulenzfaktor
besteht. Bemerkenswert ist, dass zwischen Fettsdureabbau und PEPC ebenfalls ein Zusammen-
hang besteht. Die Abbildung D.2.1 verdeutlicht dies und unterstreicht gleichzeitig die Komple-
xitdt der Regulation der Enzymaktivitit von PEPC. Je nach Erndhrungssituation des Bakteriums
wird iiber Riickkopplungsmechanismen die Aktivitdt von PEPC reguliert. Fettsduren fungieren
dabei als allosterische Aktivatoren der PEPC (Morikawa et al., 1980). All dies liefert Hinweise
auf eine ausgeprégte regulative Vernetzung zwischen den Yersinia-Virulenzfaktoren und dem
Stoftwechsel. Eine Feinregulierung des Stoffwechsels der Yersinien und damit eine Anpassung
an die metabolischen Bediirfnisse des Bakteriums wéhrend der Infektion ist wahrscheinlich.
Alternativ ist auch eine Ausnutzung von speziellen Metaboliten der Wirtszellen durch das Bak-
terium wéhrend der Infektion denkbar. Um dieses Phdnomen genauer zu analysieren miissen in
der Zukunft sowohl die Physiologie der Yersinien als auch die Molekularbiologie verkniipft

werden.

D.3 DAS CHAPERON SYCH

SycH dient als Chaperon fiir die Protein-Tyrosinphosphatase YopH und die Regulatorproteine
LcerQ/YsecM1 und YscM2 (Cambronne et al., 2000; Cambronne et al., 2004; Swietnicki et al.,
2004), die im Chaperonbindungsbereich eine hohe Homologie zu YopH aufweisen (Rimpilai-
nen et al., 1992; Stainier et al., 1997). SycH wird ebenso wie YscM1 und YscM2 eine Beteili-
gung an der Regulation des TTSS zugeschrieben (Cambronne et al., 2000). Um die regulatori-
sche Wirkung des Chaperons SycH im Zusammenhang mit YscM1 und YscM2 nédher zu unter-
suchen, wurde ein Proteinreinigungsprotokoll fiir SycH etabliert. SycH konnte in grolen Men-
gen (20 mg Protein pro Liter Bakterienkultur) und in hoher Reinheit (> 95 %) gewonnen wer-
den, was eine Kristallisation des Proteins mdglich machte. Die Expression von SycH erfolgte
ohne Affinitdtsmarker, was Storungen bei der Kristallisation verhindern sollte. SycH-Kristalle
die unter Dampfdiffusionsbedingungen im hdngenden Tropfen gewachsen waren, zeigten eine

Beugung im Réntgenstrahl bis zu einer Auflosung von 2,94 A. Aufgrund der gewonnenen Da-
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ten ist ein Homotetramer von SycH im Kristallgitter wahrscheinlich. Die Kristallstruktur von
SycH konnte allerdings nicht vollstéindig gelost werden, da es mit den gewonnenen Daten nicht
moglich war, die Schraubenachse entlang der 6-fach Symmetrieachse aufzukléren. Erst kiirzlich
wurde die komplette Kristallstruktur von SycH aus Y. pestis von Phan et al. (2004) veroftent-
licht. SycH wurde zusammen mit YscM2(AS 33 — 81)-His¢ kristallisiert. Bei der Auswahl des
Bereichs der AS 33 — 81 von YscM2 wurde die Homologie von YscM2 zu YopH und eine dhn-
liche Bindung beider Proteine an das Chaperon SycH zugrunde gelegt. SycH liegt im Kristall
nach Phan et al. Als Dimer vor und besitzt eine fiir bisher kristallisierte Chaperone typische
Struktur. Die Autoren gehen davon aus, dass YscM2 mit SycH dhnlich wie YopE mit seinem
Chaperon SycE interagiert. Wahrscheinlich ist YscM2 um das Chaperon gewickelt und wird so
gebunden. Die publizierten Daten konnen dies jedoch nicht auflésen, da die AS 51 — 81 von
YscM2 ungeordnet im Kristall vorliegen. Die kristallographischen Daten, die in der vorliegen-
den Arbeit gezeigt wurden, deuten auf eine andere Struktur von SycH hin, die von der typischen
Struktur fiir Chaperone abweicht. Neben den kristallographischen Daten weisen auch die der
Reinigung des Komplexes von SycH und YscM1 und die Gelfiltration von SycH eher auf eine
Tetramerbildung hin. Ein Dimer ist aufgrund der Datenlage nicht wahrscheinlich. Im Gegensatz
dazu verhilt sich das kristallisierte Chaperon SycT (bisher unpublizierte Daten), das sich bei der
Kristallisation als Dimer erwies, auch in der Gelfiltration wie ein Dimer. Auch in anderen Expe-
rimenten konnten Oligomerisierungstendenzen von SycH beobachtet werden. Deshalb konnte
eine vollstindige Aufkliarung der hier ermittelten SycH-Struktur ohne Substrat durchaus interes-
sant sein. Durch eine Einlagerung von Schwermetallatomen in die Kristalle konnte die Struktur
allerdings nicht berechnet werden. Eine Aufkldrung der Proteinstruktur von SycH unter Einbe-
ziehung der Daten von Phan er al. (2004) wire aber denkbar. SycH wurde den Klasse I-
Chaperonen zugeordnet. Liegt SycH im Gegensatz zu den bisher bekannten Chaperonen der
Klasse I, die als Homodimere vorkommen, tatsdchlich als Tetramer vor, stellt es moglicherwei-
se einen Vertreter einer neuen Klasse an Chaperonen dar. Die Kristallstruktur von SycH ist
moglicherweise auch fiir die Aufklarung des regulatorischen Effekts von SycH auf das TTSS
und den Einfluss auf PEPC im Enzymassay hilfreich. SycH allein zeigte dhnliche Effekte wie
YscM1 auf die Enzymaktivitdt von PEPC, wihrend es im Komplex mit YscM1 oder YscM2
keinen additiven oder synergistischen Effekt aufwies. Ob die Wirkung auf die Enzymaktivitit
von PEPC von biologischer Relevanz ist, ist unbekannt. In Yersinien liegt SycH hauptsichlich
gebunden an seine Substrate vor und ist wahrscheinlich kaum frei verfiigbar. Moglicherweise
erfiillt SycH mit seiner Affinitdt zu PEPC fiir YscM1 und YscM2 eine Art Lotsenfunktion und

steuert die Proteine an deren Wirkungsort.
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D.4 PEPC ALS ZIELSTRUKTUR FUR EINE ANTIBIOTIKATHERAPIE

Durch eine Affinitétsreinigung konnte PEPC als Wechselwirkungspartner von YscM1 und
YscM2 identifiziert werden. YscM1 und YscM2 zeigten beide Einfluss auf die Enzymaktivitét
von PEPC, dabei erwies sich YscM1 als Inhibitor wihrend YscM2 eine stimulierende Wirkung
entfaltete. Dies konnte sowohl in einem Enzymassay als auch in Wachstumsversuchen im Mi-
nimalmedium gezeigt werden. Fiir PEPC wurde ein Proteinreinigungsprotokoll etabliert, das es
moglich machte, PEPC in grolen Mengen und in hoher Reinheit zu gewinnen (60 mg gereinig-
tes Protein pro Liter Bakterienkultur). Mausinfektionsversuche zeigten, dass PEPC an der Viru-
lenz von Y. enterocolitica beteiligt ist, da eine ppc-Deletionsmutante im Mausversuch gegen-
iiber dem Kontrollstamm attenuiert war. Dies macht die PEPC zu einer interessanten Zielstruk-
tur fiir antimikrobielle Therapeutika. Bisher greifen gingige Antibiotika entweder in die Zell-
wandsynthese ein, verdndern die Permeabilitdt der Zellmembran, hemmen die Proteinbiosynthe-
se des Bakteriums oder interferieren mit dessen Nukleinsduresynthese. Antibiotika wurden lan-
ge als Allzweckwaffe betrachtet, obwohl kurz nach ihrer Einfiihrung erste Resistenzentwicklun-
gen beobachtet wurden. Diese wurden bisher durch die stindige Neu- und Weiterentwicklung
der Antibiotika kompensiert. Seit den achtziger Jahren jedoch wurden praktisch keine neuen
antibiotischen Substanzklassen auf den Markt gebracht. Schon heute stellen multiresistente
Keime in Krankenhdusern ein Problem dar, weshalb die Entwicklung neuer Antibiotika bzw.
der Erforschung neuer Zielstrukturen fiir Antibiotika eine grole Bedeutung hat. Dass PEPC im
menschlichen Organismus nicht vorhanden ist, macht sie grundsétzlich zu einem idealen An-
griffspunkt fiir Antibiotika. Dies trifft zumindest im Fall von Y. pestis zu, da Y. pestis auf die
Funktion der PEPC aufgrund verschiedener Stoffwechseldefekte angewiesen ist (Fowler &
Brubaker, 1994). Viele weitere fiir den Menschen pathogene Keime nutzen PEPC, um ihren
Citrat-Zyklus mit Oxalacetat aufzufiillen. Auch hier wire eine antibiotische Therapie durch
Inhibtion von PEPC mdglich, sofern PEPC eine Rolle in der Virulenz des Bakteriums spielt. Zu
den pathogenen Keimen, die die PEPC zur Auffiillung des Citrat-Zyklus nutzen, gehoren bei-
spielsweise Shigella flexneri, Salmonella enterica und Salmonella typhimurium, E. coli, Vibrio
cholerae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium leprae, Neisseria
meningitidis, Bortedella pertussis, Streptococcus mutans, S. pneumoniae, S. pyogenes und Heli-
cobacter pylori. Die PEPC der genannten Bakterien weist eine Identitit von ungefahr 80 — 25 %
zur PEPC von Y. pestis CO92 auf. Fiir die PEPC aus E. coli mit einer Identitit von ungeféahr 80
% konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass ihre Enzymaktivitdt von YscM1 und
YscM2 ebenso beeinflusst wird wie die der PEPC in Y. enterocolitica, was eine breitere An-
wendung eines PEPC-Inhibitors prinzipiell unterstiitzen wiirde. Sicherlich steht die Entwicklung

eines therapeutisch einsetzbaren PEPC-Inhibitors mit dieser Arbeit erst am Anfang, aber die
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hier geleisteten Vorarbeiten bieten eine gute Ausgangsposition. Eine Kristallisation von PEPC
ist durch das etablierte Reinigungsprotokoll prinzipiell moglich und wird zurzeit in einer Ko-
operation angestrebt. Eine Kristallisation zusammen mit YscM1 oder Peptiden, die vom N-
Terminus von YscM1 abgeleitet sind, konnte den Bereich von PEPC, in dem die Wechselwir-
kung mit YscM1 stattfindet, néher charakterisieren. Die Kristallstruktur kdnnte aulerdem zum
besseren Verstdndnis des Mechanismus der Inhibition beitragen. Des Weiteren ermoglicht die
Verfiigbarkeit des rekombinanten PEPC-Proteins die Durchfiihrung von Peptid-Scans, um den
fiir die Bindung an PEPC wichtigen Bereich von YscM1 und YscM2, der in dieser Arbeit be-
reits am N-Terminus lokalisiert werden konnte, weiter einzugrenzen. Auch ein Hochdurchsatz-
Screening mit rekombinant hergestelltem PEPC in einem Enzymassay, um synthetisch herge-

stellte Inhibitoren zu testen, wére denkbar.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Humanpathogene Yersinien nutzen ein Typ III-Sekretionssystem (TTSS), um Virulenzproteine
in die Wirtzelle zu injizieren und so der angeborenen Immunantwort des Wirts zu entkommen.
Die homologen Proteine YscM1 und YscM2 in Yersinia enterocolitica gelten als funktionell
austauschbare negative Regulatoren des TTSS. Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisie-
rung der Funktion von YscM1 und YscM2. Mithilfe von Wechselwirkungsstudien wurde in
Y. enterocolitica ein Interaktionspartner der beiden Proteine gefunden, der durch Mas-
senspektrometrie als Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) identifiziert wurde. Bei der PEPC
handelt es sich um ein Stoffwechselenzym, das die Synthese von Oxalacetat aus Phosphoenol-
pyruvat und CO, katalysiert und somit der Aufrechterhaltung des Citratzyklus dient, da dieser
neben der Energiegewinnung auch Bausteine fiir Aminosduresynthesen liefert.

YscM1 und YscM2 sowie deren Chaperon SycH und PEPC wurden rekombinant hergestellt
und gereinigt. Mit den gereinigten Proteinen konnte die Bindung von PEPC an YscM1 und
YscM2 bestitigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass beide Proteine antagonistisch wirken.
YscM1 drosselt die Enzymaktivitit von PEPC, wihrend YscM2 die Aktivitit erhoht. Um einen
Effekt von YscM1 und YscM2 auf die Enzymaktivitdt von PEPC in vivo zu untersuchen, wur-
den beide Proteine in Y. enterocolitica liberexprimiert. Die Wachstumsbedingungen wurden
dabei so gewihlt, dass die Yersinien auf die PEPC-Reaktion angewiesen waren. Bei Uberpro-
duktion von YscMI1 kam das Wachstum der Yersinien dabei vollig zum Erliegen, wéhrend
YscM2 das Wachstum stimulierte. Die hier beschriebene Funktion von YscM1 und YscM2 lief3
sich als vollig neue Funktion gegeniiber der bekannten regulatorischen Funktion abgrenzen.
Mausinfektionsversuche zeigten fiir eine ppc- und eine yscM1-Mutante einen attenuierten Phé-
notyp, wihrend die yscM2-Mutante keine Unterschiede in der Pathogenitét im Vergleich zum
Wildtyp aufwies.

Fiir pathogene Bakterien ist vielfach beschrieben, dass sich deren Stoffwechsel auf die Expres-
sion von Virulenzfaktoren auswirkt. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass ein Virulenzfaktor den Stoffwechsel eines bakteriellen Erregers moduliert. Vermutlich ist
durch die Modulation der Enzymaktivitit eine optimale Anpassung an die Erndhrungssituation
im Wirt mdglich, da eine Balance zwischen Energiestoffwechsel und der Synthese von Viru-
lenzfaktoren sichergestellt wird.

Da die PEPC im Menschen nicht vorkommt, aber fiir viele pathogene Bakterien von grofer
Bedeutung sein diirfte, konnte die PEPC ein interessantes Angriffsziel fiir Antibiotika und die
Wechselwirkung zwischen YscM1 und PEPC die Grundlage fiir deren Entwicklung darstellen.
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