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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Salmonella als Krankheitserreger

Salmonella spp. sind stabchenformige, Gram-negative Enterobakterien, die in Tieren
und Menschen haufig unterschiedliche Krankheiten auslésen kénnen. Die Krank-
heitsbilder reichen dabei von einer mild verlaufenden, selbstlimitierenden Diarrho bis
hin zu schweren systemischen Infektionen wie Typhus. Nach Schatzungen der WHO
treten jahrlich ca. 16,6 Millionen Falle von Typhus auf, 600 000 davon mit todlichem
Verlauf. Zusatzlich werden ca. 1,3 Milliarden Falle von Diarrhé durch nicht-typhdse
Salmonellosen verursacht, die im Jahr zu weiteren 3 Millionen Todesfallen fuhren
(Pang et al., 1995; Pang et al., 1998). Insbesondere in Entwicklungslandern Asiens
und Afrikas sind Salmonellosen stark verbreitet, jedoch auch in industrialisierten
Landern stellen Salmonella-Infektionen ein erhebliches Problem dar. Neben den
gesundheitlichen spielen auch die 6konomischen Gesichtspunkte eine wichtige
Rolle. So wurden die Kosten fur Nahrungsmittel-bedingte Bakterieninfektionen in den
USA 1989 von der WHO auf 6,8 Mrd. US-Dollar geschatzt.

Zusatzlich zur klinischen Bedeutung bietet sich Salmonella als Modellorganismus zur
Studie von Interaktionen zwischen Erreger und Wirt an. S. enterica Serovar Typhimu-
rium ist ein molekularbiologisch gut manipulierbarer Organismus, der beim Men-
schen gastrointestinale Infektionen bewirkt, im Mausmodell jedoch ein Typhus-
artiges Krankheitsbild hervorruft, was ihn zu einem gut nutzbaren Modellorganismus
fur Typhus macht.

Eine grofle Anzahl von Virulenzgenen, die fur die Pathogenese von Salmonella-
Infektionen erforderlich sind, wurden mittlerweile identifiziert (Groisman & Ochman,
1997). Hierzu gehodren zwei komplexe Virulenzmodule, durch deren Funktion
Salmonella mit der Wirtszelle interagiert und Wirtszell-Funktionen modifiziert. Die
Fahigkeit zur Invasion nicht-phagozytischer Zellen und das intrazelluldre Uberleben
und Replizieren sind zwei wichtige Kennzeichen der Salmonella-Pathogenese (Abb.
1). Sie werden durch die Funktion von Virulenzgenen vermittelt, die auf sogenannten
Pathogenitatsinseln (PAl) lokalisiert sind und als Salmonella-Pathogenitatsinseln
(SPI1 bis SPI5) bezeichnet werden.
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Abb. 1: Schema der Wechselwirkung zwischen Wirt und Erreger wahrend einer

Salmonella-Infektion.

Die von SPI1 kodierten Proteine sind fir die frithe Phase der Salmonellose notwendig, d.h. fir den
Eintritt von Salmonella in nicht-phagozytische Zellen durch Invasion des gastrointestinalen Epithels.
Des Weiteren sind SPI1-Proteine fur das Auslésen von Durchféllen wahrend einer lokal begrenzten
gastrointestinalen Infektion verantwortlich. SPI2-kodierte Proteine sind dagegen zu einem spéateren
Zeitpunkt der Infektion notwendig. Sie bewirken die systemische Verbreitung der Erreger und die
Kolonisierung von Wirtsorganen wie Milz und Leber. In dieser Phase der Pathogenese spielt SPI2 fir
das Uberleben und Replizieren der Bakterien in phagozytischen Wirtszellen eine bedeutende Rolle.

1.1.1 Die Pathogenese von Salmonella-Infektionen

Die durch Salmonella ausgelosten Krankheitsbilder lassen sich in typhose und
enteritische Salmonellosen unterscheiden. Es bedarf nur einer geringen oralen
Infektionsdosis von 100-1000 Bakterien, um typhdse Salmonellosen, die durch die
Erreger S. enterica Serovar Typhi und S. enterica Serovar Paratyphi A, B und C
verursacht werden, auszuldsen. Im Verlauf einer Typhus- oder Paratyphus-
Erkrankung kommt es zu einem Anstieg der Korpertemperatur auf 39-41°C, haufig
zusammen mit breiartigen Stuhlentleerungen. Diese Symptome werden von starken

Kopfschmerzen begleitet, der Patient befindet sich in einem umnebelten Zustand
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(griechisch ,typhos“ = Rauch, Nebel). Pneumonien, Myokarditiden und toxische
Kreislaufkollapse konnen zum Tode fuhren, ebenso wie immunbedingte
Nekrosenbildungen, die massive Darmblutungen sowie Perforationsperitonitiden zur
Folge haben. Dieses Krankheitsbild manifestiert sich fur ungefahr eine Woche. Bei
unbehandelten Fallen ist Typhus zu 15% letal, doch auch 1-2% der therapierten Falle
fuhren zum Tod des Patienten.

Die enteritische Salmonellose wird durch alle Salmonella-Stamme aul3er den zuvor
beschriebenen Typhuserregern ausgeldst. Die Infektionsdosis ist mit 10° Bakterien
deutlich hoher, da sich die Erreger vor Aufnahme in den Korper schon im
Lebensmittel vermehren kdnnen. Wenige Stunden bis einige Tage nach der Infektion
kommt es zu Brechdurchfallen, kolikartigen Bauchschmerzen oder auch Diarrho, die
haufig von hohem Fieber bis zu 40°C begleitet werden. Nach ungefahr einer Woche
ist der Patient wieder beschwerdefrei. In der Regel bleibt die Infektion lokal
beschrankt, kann sich jedoch bei abwehrgeschwachten Personen, alten Menschen
und Kleinkindern auch ausbreiten und durch Kreislaufversagen zum Tode flhren
(Hof et al., 2000).

Die bakteriellen Funktionen, die zu diesen unterschiedlichen Krankheitsverlaufen

fUhren, sind bisher nicht geklart.

1.1.2 Zellulare Grundlagen der Pathogenese von Salmonellosen

Als enteroinvasiver Erreger von Lebensmittelinfektionen wird Salmonella oral
aufgenommen und gelangt mit der Nahrung in den Magen-Darm-Trakt. Im Bereich
des Duinndarms werden die Bakterien primar Uber die Peyer'schen Plaques
(lymphatisches Gewebe auf der Dinndarm-Oberflache) aus dem Darmlumen in das
Gewebe eingeschleust. Bei systemischen Krankheitsverlaufen stellen die M-Zellen
der Peyer'schen Plaques, die sich vereinzelt im Epithel zwischen den Saumzellen
befinden, die Eintrittspforte flr die Erreger dar. Die Bakterien kdnnen bei Zellkontakt
die Expression spezifischer Gene induzieren, die eine Umlagerung des
eukaryontischen  Zytoskeletts  verursachen. Durch  Membranausstilpungen
(,membrane ruffles”) gelangen die Bakterien in die Zelle, stimulieren innerhalb der
Epithelzellen eine Reihe von Signaltransduktions-Kaskaden und induzieren die
zellulare Immunantwort in Form von Zytokin-Produktion. Die Bakterien werden von
der apikalen zur basolateralen Seite der Zelle transloziert, wo sie von Makrophagen,

polymorphkernigen Leukozyten (PMN’s) und dendritischen Zellen zur Antigenpra-
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sentation und Eliminierung aufgenommen werden (Siebers & Finlay, 1996, vgl. Abb.
1). Die Bakterien gelangen daraufhin in das Retikulo-endotheliale System und kon-
nen sich anschlielend systemisch in Organen wie Milz und Leber ausbreiten. Eine
alternative Aufnahme von Salmonella |lauft unabhangig von der Funktion der SPI1-
Gene und der Invasion durch die M-Zellen der Peyer'schen Plaques. In der Darm-
mucosa konnen CD18-exprimierende Phagozyten Salmonella aufnehmen, Uber die
Lamina propria ins Blut transportieren und so zu einer systemischen Ausbreitung der
Bakterien in Milz und Leber fuhren (Vazquez-Torres et al., 1999). Der genaue

Mechanismus dieser Dissemination ist jedoch noch nicht bekannt.

1.1.3 Uberleben und Replikation von Salmonella innerhalb von Wirtszellen

Pathogene Bakterien haben unterschiedliche Strategien entwickelt, um in eukaryon-
tischen Zellen zu Uberleben und sich zu replizieren (Garcia del Portillo & Finlay,
1995). Wahrend sich Shigella spp. und Listeria monocytogenes nur vorubergehend
in Vakuolen befinden, nach Lyse der Vakuolenmembran aus dem Phagosom aus-
treten und sich im Zytoplasma vermehren, verbleiben Mycobacterium tuberculosis
und Legionella pneumophila im Phagosom. Dort modifizieren sie die Phagosomen-
Reifung dahingehend, dass sie entweder die Ansauerung des Phagosoms oder
seine Fusion mit Lysosomen blockieren. Die intrazelluldre Uberlebensstrategie von
Salmonella ist dagegen bisher noch nicht vollstandig geklart. Der fakultativ intrazel-
lulare Erreger kann sich innerhalb von Wirtszellen replizieren und der Immunantwort
des Wirtes widerstehen. Er dringt dabei nicht in das Zytoplasma ein, sondern bleibt in
der phagosomalen Vakuole, die ein Umfeld mit niedrigem pH- Wert und limitierten
Nahrstoffen darstellt. Phagozytierte Bakterien, die keinen Verteidigungsmechanis-
mus haben, werden nach der Fusion der Phagosomen mit den Lysosomen in dem
daraus resultierenden Phagolysosom abgebaut. Sie kommen mit antimikrobiellen
Enzymen wie Proteasen und Lysozym ebenso in Kontakt wie mit kationischen Pepti-
den (Defensinen). Zusatzlich sind sie im Verlauf des ,oxidative burst* den reaktiven
Sauerstoff-Intermediaten (Superoxid-Radikale, Hydroxylradikale) und reaktiven
Stickstoff-Verbindungen (NO°®, NO, , NOj3 ) ausgesetzt. Zahlreiche Gene, die in
Salmonella bei der Verteidigung gegen die antimikrobiellen Aktivitaten der eukaryon-
tischen Wirtszelle eine Rolle spielen, sind mittlerweile identifiziert worden. Es
herrscht jedoch noch Uneinigkeit dariber, durch welche Mechanismen Salmonella

intrazellular Uberleben kann. Die Hypothesen reichen von (a) einer Inhibierung der
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Ansauerung des Phagosoms durch Salmonella und damit verbunden die Unterbin-
dung der optimalen Aktivitat saurer Hydrolasen (Alpuche Aranda et al., 1992) Uber
(b) die Inhibierung der Fusion von Salmonella-haltigen Vakuolen mit Lysosomen bis
hin zu (c) der Annahme, dass Salmonella-haltige Vakuolen eine andere Zusammen-
setzung haben als normale Phagosomen und die Bakterien so dem intrazellularen

, 1rafficking“ entgehen konnen (Rathman et al., 1997).

1.2 Salmonella besitzt funf Pathogenitatsinseln

Bei der Untersuchung der genetischen Anordnung vieler Virulenzgene kam es zu der
Beobachtung, dass diese haufig in dichten Gruppen von Virulenzmodulen lokalisiert
sind, den sogenannten Pathogenitatsinseln (PAIl). Pathogenitatsinseln wurden erst-
mals von Hacker et al. in pathogenen E. coli beschrieben (Hacker et al., 1990) und
zeichnen sich im allgemeinen durch folgende Charakteristika aus: Sie stellen
meistens relativ grof3e Insertionen von uber 30 kBp im Genom dar, die sich im G+C-
Gehalt vom ubrigen Genom unterscheiden. Auf PAI sind zumeist mehrere Virulenz-
Proteine kodiert, die in pathogenen Bakterien zu finden sind, nicht aber in einer
weniger pathogenen oder apathogenen verwandten Spezies. Als mobile genetische
Einheiten sind PAI haufig von direkten Wiederholungssequenzen (,direct repeats®)
flankiert und sehr oft an tRNA-Genen inseriert. Auffallend ist die Haufung von teil-
weise kryptischen Mobilitatselementen wie Integrasen, Transposasen und |S-Ele-
menten. In vielen Fallen haben sich PAI als relativ instabil erwiesen (Hacker et al.,
1997).

In Salmonella spp. sind bisher funf Pathogenitatsinseln beschrieben worden. Die
Salmonella Pathogenitatsinseln 1 und 5 (SPI1 und SPI5) spielen bei der Invasion der
Erreger in die Darmepithelzellen eine Rolle und ermdglichen damit den ersten Schritt
einer Infektion. Die Pathogenitatsinseln SPI2, SPI3 und SPI4 sind primar fur das
Uberleben und Replizieren der Bakterien innerhalb eukaryontischer Zellen und die
systemische Ausbreitung von Salmonella im Wirtsorganismus verantwortlich. Zusatz-
lich zu den auf den PAI kodierten Proteinen sind auch Proteine des Virulenzplasmi-
des fiir das Wachstum von Bakterien innerhalb von Makrophagen und das Uberleben
im murinen Infektionsmodell notwendig (Fields et al., 1986; Libby et al., 1997).
Interessanterweise sind auf SPI1 und SPI2 jeweils Gene lokalisiert, die unabhangig

voneinander zwei Typ llI-Sekretionssysteme kodieren. Durch die Translokation bak-
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terieller Proteine (Effektorproteine) in das Wirtszell-Zytosol werden die jeweiligen

Virulenz-Phanotypen vermittelt.

1.3 Typ llI-Sekretionssysteme in Salmonella

Typ llI-Sekretionssysteme (TTSS) sind komplexe molekulare Apparate in zahlreichen
Gram-negativen pathogenen Erregern von Menschen, Tieren und Pflanzen (Hueck,
1998). Sie sind strukturell und funktionell eng mit dem Flagellen-Apparat verwandt,
sind aus Uber 20 verschiedenen Proteinen aufgebaut und umspannen vom Zyto-
plasma Uber das Periplasma bis an die Bakterienoberflache beide Membranen
Gram-negativer Bakterien (Abb. 2). Es wird zwischen zwei Formen des
Proteintransports Uber das TTSS unterschieden: Als Sekretion wird die
Ausschleusung von Substratproteinen aus dem Zytoplasma Uber beide bakteriellen
Membranen in das umgebende Medium bezeichnet. Sie ist unter spezifischen
Umweltbedingungen auch in vitro induzierbar. Dagegen erfolgt der Transport von
Substratproteinen in vivo aus dem Bakterium in die eukaryontische Zielzelle

vermutlich kontaktabhangig und wird als Translokation bezeichnet (Hueck, 1998).
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Abb. 2: Modell eines Typ IlI-Sekretionssystems.

Der Sekretionsapparat besteht aus mehreren Proteinuntereinheiten, die sich Uber beide bakteriellen
Membranen und die Membran der Zielzelle verteilen. Die Substratproteine (orange) liegen im Bakte-
rien-Zytoplasma vor und werden unter induzierenden Bedingungen Uber beide Bakterienmembranen
auf die Bakterienoberflache sekretiert und mittels der Translokator-Struktur in die eukaryontische
Zielzelle transloziert. Dieser Prozess wird durch eine membranassoziierte ATPase energetisiert.

Die Prasenz von mehr als einem TTSS mit Virulenzfunktionen innerhalb eines Bakte-
riums wurde bisher nur fur Yersinia spp. und S. enterica beschrieben. Die drei hu-
manpathogenen Yersinia-Stamme Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis und Y.
pestis besitzen alle ein auf dem Virulenzplasmid kodiertes TTSS, das fur die Sekre-
tion der Yop-Effektorproteine verantwortlich ist (Hueck, 1998). In Y. enterocolitica
wurde zudem ein chromosomal kodiertes TTSS gefunden, das ebenfalls zur Virulenz
des Bakteriums beitragt (Haller et al., 2000). Auch die kirzlich publizierte Genomse-
quenz von Y. pestis gibt Hinweise auf die Existenz eines weiteren chromosomal
kodierten TTSS, das eine erstaunliche Ahnlichkeit mit dem TTSS der SPI2 in Salmo-

nella aufweist (Parkhill et al., 2001). Es liegen dazu bisher jedoch keine funktionelle
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Daten vor. Bei Y. enterocolitica wurde gezeigt, dass der in Enterobakterien weit
verbreitete Flagellen-Apparat in diesem Organismus auch zur Sekretion des hetero-
logen Proteins YplA befahigt ist. Diese Virulenz-assoziierte Phospholipase ist nicht
am Aufbau oder der Funktion des Flagellums beteiligt (Young et al., 1999; Young &
Young, 2002). Moéglicherweise stellt die Typ IllI-Sekretion Uber das Flagellen-System
einen generellen Mechanismus des Proteintransports auch in anderen bakteriellen
Spezies dar.

In S. enterica sind die beiden Typ IlI-Sekretionssysteme flur unterschiedliche Phasen
der Pathogenese von Salmonella-Infektionen verantwortlich, jedoch sind die mole-
kularen Mechanismen beider Virulenzfaktoren sehr ahnlich. Zahlreiche Proteine sind
den Komponenten der gut charakterisierten TTSS aus Yersinia spp. und Shigella
spp. sowohl funktionell als auch in der Sequenz sehr ahnlich (Hueck, 1998) und
lassen daher auf eine Beteiligung am Aufbau der Sekretionsapparate schlief3en (vgl.
Abb. 3).

63,0' 62,5
<J <0
mutS . . fhiIA
iacP  jagB sitDC B A
sipbB CD A sptP avrA
SiCA sicP hilA D sprA B
invH F G E A BCIlJspaOPQRS prgH 1JKorgABC

31 ,0' Virulenz-relevant 30,5'
<D< > =
DO o 0D
dhE ORF YA ORF\S ¥ % pykF
yohE R V™ RS #BCA Py
tRNA, sseGF EDC BA
sscB A ssrA B 5kBp
ssalU TSRQPON V MLK JIHG ED C B
Funktion:
H = Sekretiertes Protein 0 = Eisenaufnahmesystem

[ = Spezifisches Chaperon [ = Tetrathionatreduktase
B = Transkriptionsregulator ] = Proteine unbekannter Funktion
1 = Sekretionsapparat 2 = Homolog zu E. coli-Protein

Abb. 3: Die genetische Struktur von SPI1 und SPI2.
Die Funktion der SPI1- und SPI2-Gene ist durch unterschiedliche Farbgebung dargestellt.
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In elektronenmikroskopischen Analysen konnte die Struktur des SPI1-kodierten
TTSS als Membran-gebundener Komplex mit einer nach auf3en gerichteten Nadel-
struktur aufgedeckt werden (Kubori et al., 1998). Dies wurde nachfolgend auch fur
Shigella spp. (Tamano et al., 2000) und E. coli (Sekiya et al., 2001) gefunden. Wah-
rend die Strukturgene fur beide Salmonella-Sekretionsapparate sehr ahnlich sind, hat
eine Reihe der auf SPI1 und SPI2 kodierten Proteine keinerlei Homologe im anderen
System, so dass die Proteine vermutlich mit der spezifischen Funktion des jeweiligen

Systems im Zusammenhang stehen.

1.4 Die molekulare Struktur von SPI2

Der SPI2-Locus enthalt 44 Salmonella-spezifische ORFs, die funktionell in zwei
Bereiche aufgeteilt sind: Das 25 kBp grof3e Fragment bei Cs 31,0 kodiert fur die
Komponenten des TTSS sowie einige translozierte Effektorproteine und ist fur die
systemische Pathogenese relevant. Dagegen sind auf dem 15 kBp gro3en Fragment
bei Cs 30,5 Gene fur ein Tetrathionatreduktase-System lokalisiert (vgl. Abb. 3), die
fur die Virulenz von Salmonella unerheblich sind (Hensel et al., 1999b). Innerhalb
des 25 kBp-Fragments sind eine Reihe von Strukturgenen lokalisiert, deren Proteine
den Typ llI-Sekretionsapparat bilden (ssa-Gene) sowie diverse vermutliche Substrat-
und Effektorproteine des TTSS (sse-Gene) und ihre dazugehorigen Chaperone (ssc-
Gene) darstellen. Auch das Zwei-Komponenten-System SsrAB befindet sich inner-
halb dieses Locus. Das 15 kBp-Fragment umfasst Gene, welche die Strukturkompo-
nenten einer Tetrathionatreduktase (ttrABC) und ihres Zwei-Komponenten-Systems
(ttrRS) kodieren (Hensel et al., 1999a). Mit Hilfe dieses Genkomplexes ist Salmonella
in der Lage, Tetrathionat als Elektronenakzeptor in der anaeroben Atmung zu
nutzen. Mutationen innerhalb der ttr-Gene fluhren zu keiner Attenuierung der Virulenz
im Mausmodell (Hensel et al., 1999a). Den sieben weiteren ORFs innerhalb des 15
kBp-Fragments konnte bisher keine Funktion zugeschrieben werden. Die Organisa-
tion der SPI1-Gene gleicht der der spa/mxilipa-Gene auf dem Shigella-Virulenz-
plasmid, wahrend die Anordnung der SPI2-Gene eher eine Ahnlichkeit mit der der
TTSS-Gene von enteropathogenen E. coli (EPEC) und Virulenzplasmiden aus Yersi-
nia spp. zeigt (Hueck, 1998). Insbesondere Gene fur Substrat- und Regulatorproteine

sind jedoch sowohl fur SPI1 als auch fur SPI2 spezifisch und bestimmen die beson-



Einleitung

deren Charakteristika der einzelnen TTSS, wobei ihre Funktion zum Teil noch unbe-

kannt ist.

1.5 Funktion von SPI2 und SPI2-Substratproteinen

Neben der Invasion nicht-phagozytischer eukaryontischer Zellen stellt die Fahigkeit
zum intrazelluldren Uberleben und Replizieren ein weiteres Kennzeichen der Salmo-
nella-Pathogenese dar. Dieser Phanotyp wird der Funktion des auf SPI2 kodierten
Typ llI-Sekretionsapparates zugeschrieben (Shea et al., 1996; Shea et al., 1999).
SPI2-Mutanten sind im Mausmodell der systemischen Infektion stark attenuiert und
konnen nicht in Wirtsorganen wie Leber und Milz proliferieren. In vitro-Studien zeigen
eine reduzierte Uberlebensfahigkeit von SPI2-Mutanten in primaren Makrophagen
und einen Replikationsdefekt in monozytaren Zelllinien (Hensel et al., 1998; Ochman
et al., 1996). Aus diesen in vivo- und in vitro-Befunden resultiert, dass Salmonella
offensichtlich den intrazellularen Abtotungsmechanismen der Zellen entkommen
kann. Vazquez-Torres et al. (2000) zeigten, dass die Funktion von SPI2 nétig ist, um
eine Interaktion von Salmonella-haltigen Vesikeln mit NADPH-Oxidase zu vermeiden
und somit eine Abtétung durch oxidativen Stress zu unterbinden. Kurzlich wurde der
Einfluss von SPI2-Proteinen auf die Inaktivierung intrazellularer Bakterien durch
reaktive Stickstoff-Intermediate (RNI) gezeigt. In den eukaryontischen Zellen kann
die induzierbare Stickstoffoxid-Synthase (,inducible nitric oxide synthase®, INOS) RNI
synthetisieren und damit zum Schutz der Zelle gegen intrazellulare Erreger beitra-
gen. Durch die Funktion von SPI2 wird eine Interaktion von intrazellularen Salmo-
nella mit dem eukaryontischen iINOS inhibiert und der damit verbundene antimikro-
biellen Effekt unterbunden (Chakravortty et al., 2002).

Zahlreiche Substratproteine des SPI2-TTSS sind mittlerweile identifiziert worden. So
wird gezeigt, dass SseB unter sauren Medienbedingungen sekretiert wird (Beuzon et
al., 1999). Das zu SseB ahnliche EspA wird in enteropathogenen E. coli (EPEC)
ebenfalls sekretiert und bildet dort beim Aufbau des TTSS eine Art Umhullung des
Translokators (Sekiya et al., 2001; vgl. Abb. 2). Auch die Proteine SseC und SseD,
die Sequenzahnlichkeiten zu den Sekretionsapparats-Proteinen EspB und EspD aus
E. coli bzw. YopB und YopD aus Yersinia haben, werden in saurem Medium in vitro
sekretiert und bilden zusammen mit SseB eine komplexe Struktur auf der Bakterien-
oberflache (Klein & Jones, 2001; Nikolaus et al., 2001). Neben diesen sekretierten
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Translokatorproteinen befinden sich auf SPI2 noch zwei putative Effektorproteine,
SseF und SseG, die ebenfalls aus dem Bakterium Uber SPI2 ausgeschleust werden
(Hansen-Wester et al., 2002). lhnen wird eine Funktion bei der Ausbildung von
eukaryontischen Salmonella-induzierten Filamenten (SIF) in infizierten Epithelzellen
zugeschrieben (Guy et al., 2000). Zusatzlich zu den auf SPI2 befindlichen sekretier-
ten Proteinen ist eine Anzahl von sogenannten ,Salmonella-translozierten Effektoren®
(STE) identifiziert worden, die aulerhalb der SPI2 kodiert sind und ebenfalls Uber
das TTSS von SPI2 transloziert werden (Miao et al., 1999; Miao & Miller, 2000;
Hansen-Wester et al., 2002; Knodler et al., 2002). Aulder fur SifA, das ebenfalls bei
der Bildung von SIF-Strukturen in Epithelzellen eine Rolle spielt (Garcia del Portillo et
al.,, 1993), SIrP, das einen geringen Einfluss auf die Virulenz von Salmonella im
Maus-Infektionsmodell zeigt (Tsolis et al., 1999b), sowie fur SspH1 und SspH2, die
zusammen eine Attenuierung der Virulenz im Kalbermodell hervorrufen (Miao et al.,
1999), konnte bisher keinem der STE-Proteine ein Virulenz-Phanotyp zugeschrieben
werden. Die funktionelle Charakterisierung dieser und anderer SPI12-Effektoren bleibt

somit Gegenstand weiterer Untersuchungen.

1.6 TTSS als Paradigma der Evolution von Virulenzfaktoren in

Gram-negativen Bakterien

Aufgrund der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten wird angenommen, dass
sich TTSS aus dem Flagellen-Apparat Gram-negativer Bakterien entwickelt haben
konnten (Hueck, 1998). Wahrend der Evolution der bakteriellen Virulenz gab es eine
Aufspaltung der TTSS-Entwicklung. Es kam zum einen zur funktionellen Etablierung
des TTSS bei der Invasion nicht-phagozytischer Zellen (reprasentiert durch das
SPI1-System in Salmonella spp. und das Virulenz-Plasmid in Shigella spp.), zum
anderen zur Ausbildung eines TTSS-Komplexes, der zur Modifikation von Wirtszell-
Funktionen mit Ausnahme der Invasion in der Lage ist. Dazu gehoéren die Paralyse
von Phagozyten durch Yersinia spp., die Adhasion und der Verlust des Bursten-
saums von Enterozyten durch EPEC (,enterocyte effacement”) und die intrazellulare
Replikation durch die SPI2 von Salmonella. Wahrscheinlich ist die Prasenz beider
TTSS in Salmonella spp. auf einen horizontalen Transfer von DNA zuruckzuflhren.
Die Frage nach der Herkunft dieser DNA-Elemente bleibt jedoch ungeklart. SPI1 und

SPI2 zeigen einige fur PAI typische Charakteristika. Sie stellen grolRe chromosomale

11



Einleitung

Insertionen von jeweils ca. 40 kBp dar, die mehrere Virulenzgene tragen und in der
nahe verwandten Spezies E. coli nicht nachweisbar sind (Hensel, 2000). Auch ist die
Basenzusammensetzung beider PAIl anders als die des restlichen Genoms. SPI2 ist
zusatzlich direkt an einem tRNA-Gen inseriert, einem haufigen Ankerpunkt fur PAI
(Hacker et al., 1997; Hensel et al., 1997), SPI1 dagegen nicht. Im Gegensatz zu
anderen PAIl haben sich SPI1 und SPI2 als sehr stabile chromosomale Insertionen
erwiesen. Der Verlust einer der beiden Inseln ist bisher nicht beobachtet worden, und
nur wenige Umweltisolate von Salmonella spp. zeigten Deletionen in bestimmten
Regionen der SPI1 (Ginocchio et al., 1997). Die Analyse der Verteilung von SPI1 und
SPI2 innerhalb der Gattung Salmonella ergab, dass SPI1 sowohl in S. enterica als
auch in der phylogenetisch alteren Spezies S. bongori zu finden war. SPI12 dagegen
lie® sich nur in S. enterica-lsolaten nachweisen (Ochman & Groisman, 1996; Hensel
et al.,, 1997). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde postuliert, dass SPI1 weitaus friher
erworben wurde als SPI2. Eine genauere Analyse von SPI2 deckte auRerdem auf,
dass dieser Locus kein Resultat eines einzelnen Aufnahme-Ereignisses sein kann,
da dieser Locus eher eine mosaikartige Struktur hat. Die Gene des fur die Virulenz
irrelevanten Tetrathionatreduktase-Komplexes bei Cs 30,5 weisen einen G+C-Gehalt
von 55,5% auf, der damit hoher ist als der G+C-Gehalt des restlichen Genoms von
ca. 52%. Diese Region ist in allen Salmonella-Spezies einschlieRlich S. bongori
nachweisbar und reprasentiert damit eine phylogenetisch altere Insertion innerhalb
von SPI2. Dagegen hat das bei Cs 31,0 lokalisierte 25 kBp-Fragment, welches das
TTSS kodiert und damit fur die Virulenz eine Rolle spielt, einen G+C-Gehalt von
44%. Es ist nur in S. enterica, nicht aber in S. bongori zu finden und ist deshalb
vermutlich eine neuere Insertion innerhalb von S. enterica (Hensel et al., 1997,
Hensel et al., 1999b).

1.7 Mechanismen des horizontalen Gentransfers

Die Ubertragung komplexer Virulenzmodule von einem Organismus auf den anderen
kann die Evolution von Pathogenitat in einem erheblich schnelleren Male vorantrei-
ben als eine de novo-Entwicklung. Der horizontale Transfer von Pathogenitatsinseln
stellt solche sogenannten ,Quantenspringe der Evolution® dar (Groisman & Ochman,
1996). Experimentelle Beobachtungen unterstitzen die Hypothese, dass die entspre-

chenden DNA-Bereiche plasmidkodiert durch konjugativen Transfer, durch phagen-
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vermittelte Transduktion oder durch Transfer und Einbau freier DNA Ubertragen
werden. Insbesondere die DNA-Ubertragung von Virulenzdeterminanten durch
Bakteriophagen konnte mehrfach gezeigt werden (Cheetham & Katz, 1995; Waldor &
Mekalanos, 1996; Mirold et al., 1999; Ruzin et al., 2001). So konnten Waldor und
Mekalanos nachweisen, dass die Strukturgene des auf dem Phagen CTX® aus
Vibrio cholerae kodierten Cholera-Toxins CT innerhalb des Gastrointestinaltrakts von
Mausen auf andere V. cholerae-Stdmme Ubertragen werden. Diese Form des hori-
zontalen Gentransfers wird offenbar in vivo induziert (Waldor & Mekalanos, 1996).
Ein weiteres Beispiel fur den horizontalen Transfer von Virulenzgenen durch lyso-
gene Konversion stellt der Salmonella-Phage SopE® dar. Dieser Phage kodiert das
Virulenzprotein SopE, ein SPI1-Effektorprotein, das bei der Zellinvasion durch Sal-
monella an der Umlagerung des eukaryontischen Zytoskeletts beteiligt ist (Mirold et
al., 1999). Durch SopE® kann das sopE-Gen innerhalb verschiedener Salmonella-
Stamme transduziert und dadurch die Virulenzleistung von Salmonella-Isolaten durch
horizontalen Gentransfer verandert werden (Mirold et al., 1999). Auch in Gram-
positiven Organismen ist der phagenvermittelte Transfer von Virulenzfaktoren ge-
zeigt worden. So kann die 15 kBp grolke PAIl aus Staphylococcus aureus, SaPI1,
mittels Phagen auf andere Stamme Ubertragen werden (Lindsay et al., 1998).

Pathogenitatsinseln sind in ihrem evolutionaren Potential vergleichbar mit dem von
Lawrence beschriebenen ,Selfish Operon® (Lawrence, 1997). Danach setzt sich ein
Operon aus ko-transkribierten Genen zusammen, die flr eine bestimmte (metaboli-
sche) Funktion kodieren. Das Ziel dieses genetischen Zusammenschlusses in Ope-
rone ist jedoch nicht die geregelte Transkription der Gene, sondern die Ermoglichung
eines schnellen und wirksamen horizontalen Gentransfers innerhalb von Organis-
men. Wahrend eine auf Nukleotid-Austausch basierende Evolution in E. coli zu
langsam ware, um neue bakterielle Funktionen zu vermitteln, sind die meisten bisher
beschriebenen phanotypischen Unterschiede von Salmonella und E. coli (Laktose-
Verwertung, Citrat-Verwertung, Indol-Produktion) auf den Gewinn oder Verlust von
ganzen Genen oder Genkomplexen zurtickzufihren. So ermoglichen diese egoisti-
schen Operone eine rapide und effiziente Eroberung neuer dkologischer Nischen wie
beispielsweise die des menschlichen Darms durch die Fahigkeit der Laktose-Ver-
wertung (Lawrence, 1997; Ochman et al., 2000). SPI2 stellt ebenfalls ein Beispiel
eines solchen egoistischen Operons dar. Es wird davon ausgegangen, dass SPI2

durch Mechanismen des horizontalen Gentransfers in das Genom von S. enterica

13



Einleitung

gelangt ist, zusammen mit zahlreichen aulerhalb der PAI kodierten STE-Proteinen.
Ob jedoch das gesamte SPI2-Virulenz-Modul mit der darin kodierten Sekretionsma-
schine und allen Effektor-Genen ,en bloc” oder sukzessive im Laufe der Evolution in

das Genom von Salmonella gelangt ist, konnte bisher nicht geklart werden.

1.8 Wirtsspezifitat innerhalb der Gattung Salmonella

Die taxonomische Bezeichnung einzelner Salmonella-Stamme richtete sich friher
danach, aus welchem Wirt bzw. von welchem Ort der jeweilige Stamm isoliert wurde.
Mittlerweile sind sich die meisten Forscher daruber einig, dass es nur eine oder zwei
Spezies innerhalb der Gattung Salmonella gibt, da die einzelne Stamme sehr eng
verwandt sind. Die meisten Bakteriologen richten sich inzwischen nach dem von
Popoff und Le Minor vorgeschlagenen Schema (Le Minor & Popoff, 1987; Popoff et
al., 1992; Popoff et al., 1993), nach dem einzelne Subspezies weiter in Serovare
(Serotypen) differenziert werden. Diese spiegeln die Formel der Zellwand-Antigene
(,O“-Antigene) und der Flagella-Antigene (,H“-Antigene) wider, anhand derer ein-
zelne Stamme serotypisiert und eingeteilt werden.

Die aktuelle Salmonella-Nomenklatur unterscheidet zwischen den Spezies S. ente-
rica und S. bongori. Die Spezies S. enterica gliedert sich in die Subspezies |, Il, llla,
b, IV, VI und VII auf, wahrend Subspezies V die eigene Spezies S. bongori repra-
sentiert.

Die Subspezies | unterteilt sich wiederum in Serovare, denen die einzelnen Stamme
zugeordnet sind (Abb. 4). Die taxonomisch vollstandige Bezeichnung des Laborstam-
mes LT2 lautet daher ,Salmonella enterica Subspezies | Serovar Typhimurium LT2%,
jedoch wird in der vorliegenden Arbeit die gebrauchlichere Bezeichnung ,Salmonella

enterica Serovar Typhimurium LT2“ verwandt.
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Familie Enterobacteriaceae
/
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Abb. 4: Taxonomische Einteilung der Gattungen Salmonella und Escherichia.

Die Gattungen Salmonella und Escherichia werden unterschiedlich differenziert. Die Gattung Salmo-
nella teilt sich in die beiden Spezies S. bongori und S. enterica auf, wobei letztere in sieben weitere
Subspezies differenziert wird. Die Subspezies | umfasst dabei die primar humanpathogenen Stamme,
die aufgrund ihrer serologischen Eigenschaften in Serovare zusammengefasst werden. Dieser
Einteilung entspricht auch die Zusammensetzung der Stdmme aus den Salmonella-Referenzsamm-
lungen SARA, B und C. Die Salmonella-Referenzsammlung C (SARC-Sammlung) umfasst samtliche
Subspezies der Gattung Salmonella, i.e. |, 1l, llla, llib, IV, V, VI und VII, die durch jeweils 2 Isolate
vertreten sind (Boyd et al., 1996). Die SARB-Sammlung beinhaltet 72 Isolate aus der S. enterica
Subspezies |, die 37 verschiedene Serovare reprasentieren (Boyd et al., 1993). Die SARA-Sammlung
setzt sich aus 72 Stammen der S. enterica Subspezies I-Serovare Typhimurium, Saintpaul, Heidel-
berg, Paratyphi B und Miinchen zusammen (Beltran et al., 1991).

Es wird angenommen, dass die Differenzierung und Evolution der Virulenz innerhalb
der Gattung Salmonella in mehreren Phasen stattgefunden hat. Die erste Phase
nach der Trennung von E. coli wird dadurch gekennzeichnet, dass Salmonella zur
Invasion von Epithelzellen und damit zur Besiedelung des menschlichen Darms in
der Lage war (Baumler et al., 1998). In dieser Phase kam es vermutlich zur Auf-
nahme von Adhasin-kodierenden Genen wie beispielsweise dem fim-Operon (Typ |-
Fimbrien) und dem Ipf-Operon (lange polare Fimbrien Ipf, fur die Invasion von muri-
nen Peyer'schen Plaques notwendig) und auch zum Erwerb von SPI1 (vgl. Abb. 5).
In der zweiten Phase der Evolution kam es zur Trennung der beiden Salmonella-
Spezies S. enterica und S. bongori und dem Erwerb von SPI2, welche das intrazel-
luldre Uberleben und die systemische Ausbreitung von S. enterica im Wirtsorganis-
mus ermoglicht. Die Differenzierung der Spezies S. enterica in die Subspezies |, I,
llla, b, 1V, VI und VII durch die Aufnahme (Virulenzplasmid-Gene spv, unterschied-

liche Fimbrien-Gene wie pef und sef, Vi-Kapselantigen viaB) und auch den Verlust
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verschiedener Virulenz-Determinanten (/pf~-Fimbriengene) wird als die dritte Phase
der Salmonella-Evolution beschrieben. Diese Phase bedeutete eine erhebliche Er-
weiterung des Wirtsspektrums von Salmonella, das sich fur S. enterica Subspezies |
auch auf die warmblUtigen Wirbeltiere erstreckte, wahrend S. bongori und S. enterica
Subspezies I, llla, lllb, IV, VI und VII primar mit kaltblitigen Wirbeltieren assoziiert
sind (Baumler, 1997; Baumler et al., 1998).

Rezente Spezies Virulenz

Systemische

S. enterica AAA |nfektionen (SI)
gg;g;/;greﬂTyphl, Sl in Menschen
Subsp. |

Il

Sl in Warmblitern

\Y]

b

VI

i Sl in Kaltbliitern
S. bongori
E. coli
Shigella spp.

|
100 50 0

Abb. 5: Evolution der Pathogenitat innerhalb der Gattung Salmonella (nach Baumler,
1997).

Die Aufnahme von Virulenzgenen (fim, SPI1, Ipf, SPI2, spv, sef, pef und viaB) und deren partieller
Verlust (Alpf) beeinflussen die Entwicklung einzelner Salmonella-Spezies, die Anpassung der Salmo-
nella-Subspezies an unterschiedliche Wirtshabitate und verschiedene Krankheitsverlaufe.

Auch innerhalb der Salmonella Subspezies | variiert die Wirtsspezifitdt von hoch-
wirtsadaptierten Formen wie beispielsweise dem humanpathogenen S. enterica
Serovar Typhi bis zu Serovaren mit einem sehr breiten Wirtsspektrum wie S. enterica
Serovar Typhimurium. Der molekulare Hintergrund der Wirtsspezifitat von Salmonella
ist bislang nicht geklart, doch wird angenommen, dass die unterschiedliche Vertei-
lung von Virulenz-Determinanten innerhalb der Gattung zu diesem Phanomen bei-

tragt.
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1.9 Ziel dieser Arbeit

Durch die vorliegende Arbeit sollten die molekularen Mechanismen wahrend der
Evolution eines pathogenen Bakteriums charakterisiert werden. Zum einen sollten
anhand der Modellorganismen S. enterica Serovar Typhimurium und S. bongori
mogliche Vehikel fur den horizontalen Gentransfer untersucht werden. Zudem sollte
experimentell analysiert werden, ob und auf welche Weise neue Virulenzmodule in
ein regulatorisches Netzwerk einer Zelle integriert werden. Dazu wurde die Isolierung
des komplexen Virulenzfaktors SPI2 aus S. enterica Serovar Typhimurium und seine
Ubertragung in ein SPI12-negatives Bakterium angestrebt. Die Regulation des transfe-
rierten Genkomplexes und seine Funktion als neu erworbener Virulenzfaktor sollte im
neuen Wirt analysiert werden, um Aufschluss Uber die Effizienz des horizontalen
Gentransfers als funktioneller Quantensprung der bakteriellen Evolution zu gewin-
nen.

Als weiterer Aspekt sollte untersucht werden, ob die Aufnahme und der Verlust von
Virulenzmodulen im Zusammenhang mit der ungewdhnlichen Diversitat und der
Wirtsspezifitdt von Salmonella spp. steht. In diesem Kontext war die Identifizierung
und Charakterisierung weiterer putativer Virulenzmodule in Salmonella spp. von
Interesse. Dieses Ziel sollte durch die Charakterisierung der Umgebung von tRNA-
Genen, die als Ankerpunkte fur inserierte Pathogenitatsinseln bekannt sind, verfolgt
werden.

Die Identifizierung der Familie der STE-Proteine (Salmonella-translozierte Effektoren)
warf neue Fragen zu der Funktion von SPI2 auf. So sollte die Aufklarung der Vertei-
lung dieser Effektorproteine innerhalb der Gattung Salmonella zum Verstandnis des
SPI2-Virulons beitragen und Hinweise auf die Wirtsspezifitat von Salmonella spp.
geben. Durch die genetische Untersuchung der STE-Gen-Loci und ihre Distribution
wurden Hinweise auf die Entwicklung von S. enterica als pathogenem Mikroorganis-

mus erwartet.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstamme und Kulturbedingungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und Vektoren (Plasmide, Cos-
mide und Phagen) sind in Tab. 1 bzw. Tab. 2 aufgelistet. Zusatzlich wurden diverse
Patientenisolate aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut, LMU/MUnchen und aus dem
Institut fur Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der FAU/Erlangen analysiert.

Bakterielle Dauerkulturen wurden nach Zusatz von Glyzerin zum Nahrmedium (20%
v/v. Endkonzentration) bei -20°C bzw. mit DMSO (7% v/v Endkonzentration) bei
-70°C gelagert. Fur samtliche Versuche wurden die Bakterien aus der Dauerkultur
frisch angezogen und auf Nahrboden maximal eine Woche lang bei 4°C aufbewabhrt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Enterobakterien-Stamme in Luria Ber-
tani (LB)-Flussigmedium resp. auf LB-Platten kultiviert (Sambrook et al., 1989). Die

zur Selektion eingesetzten Antibiotika-Konzentrationen sind in Tab. 3 aufgelistet.

Tab. 1: Bezeichnung und Eigenschaften verwendeter Bakterienstamme und Phagen

Stamm Eigenschaften Referenz

Salmonella spp.:

S. enterica Serovar Wildtyp National Culture Type

Typhimurium NCTC12023 Collection, Colindale, UK

P2D6 S. Typhimurium 12023 (Shea et al., 1996)
ssaV::mTn5, KmR

P8G12 S. Typhimurium 12023 (Shea et al., 1996)
ssrB::mTn5, KmR

P3H6 S. Typhimurium 12023 (Beuzon et al., 2000)
sifA::mTn5, Km®

MvP 371 S. Typhimurium 12023 diese Arbeit
ASPI2; KmR

S. enterica Serovar rpoS Salmonella Genetics Stock

Typhimurium LT2 Centre (SGSC), Vancou-

ver, Kanada
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

SARB-Stamme

SARC-Stamme

S. bongori-Patienteniso-
late

E. coli:

DH5a
XL1-Blue
XL1-Blue MR

Yersinia spp.:

Yersinia enterocolitica
WA-C

Phagen:

P22 HTint

ES 18

Isolate von Salmonella
enterica Subspezies |

Isolate von Salmonella
enterica Subspezies |, Il,
[l1a, b, IV, VI und VIl sowie
S. bongori

humanpathogen

Nal®

pYV, Serotyp O:8, Nal®

P22-Phage mit hoher
Transduktionsfrequenz

P22-Derivat mit breiterem
Wirtsspektrum

SGSC, (Boyd et al., 1993)

SGSC, (Boyd et al., 1996)

(Pignato et al., 1998)

Gibco-BRL, Eggenstein
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg

(Heesemann, 1987)

J. Hinton, Oxford
(Schmieger, 1972)

(Schicklmaier & Schmie-
ger, 1995)
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Tab. 2: Verwendete Plasmide

Bezeichnung

Eigenschaften

Referenz

pKS, pSK
pACYC184

pBeloBac11

pSuperCos1

p6-E8
p1-H4
pB6
pFPV25.1
pWSK29
pT7 Blue
pKD3

pKD4

pKD46

pCP20

p2062

p2064

p2095

p2104

hohe Kopienzahl, Amp®

geringe Kopienzahl, Tet?,
CmR

1-2 Kopien pro Zelle,
Cosmid, Cm~

hohe Kopienzahl, Cosmid,
AmpR

SPI2-TTSS in pSuperCos1
SPI2-TTSS in pSuperCos1
SPI2-TTSS in pBeloBac11
GFP konstitutiv exprimiert
geringe Kopienzahl, AmpR
hohe Kopienzahl, Amp~®

cat-Kassette, AmpR, CmR
aph-Kassette, Amp~, Km®

Arabinose-induzierbare
Red-Rekombinase, Temp.-
sensitiv, Amp~

FLP-Rekombinase, Temp.
sensitiv, Amp~®, CmR

pBluescript Il mit M45-
Epitop, AmpR

Progsea in p2062
Progsea sscB ssefF::M45 in
pWSK29

Prosia SifA::M45 in
pWSK29

Stratagene, Heidelberg

NEB (Chang & Cohen,
1978)

(Kim et al., 1996)

Stratagene, Heidelberg

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Valdivia & Falkow, 1997)
(Wang & Kushner, 1991)
Novagen, Heidelberg

(Datsenko & Wanner,
2000)

(Datsenko & Wanner,
2000)

(Datsenko & Wanner,
2000)

(Datsenko & Wanner,
2000)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tab. 3: Antibiotika

Antibiotikum Abkiirzung Endkonzentration
Ampicillin Amp 50 pg/ml
Chloramphenicol Cm 10-34 ug/mli
Gentamicin Gm 10-100 pg/mli
Kanamycin Km 50 pg/ml
Nalidixinsaure Nal 100 pg/ml
Streptomycin Strep 50-1000 pg/ml
Tetracyclin Tet 50 pg/ml

2.1.1 Minimalmedien zur Bakterienanzucht

Zur Anzucht von Bakterien unter induktiven Bedingungen wurden folgende Minimal-

medien eingesetzt:

Medium F

KCI 5mM
(NH4)2SO4 7,5 mM
K>SO, 0,5 mM
KH2PO4 1 mM
Bis-Tris 100 mM
MgCl, 30 uM
Glyzerin 38 uM
Casaminosauren 0,1%

Das Medium wurde mit doppelt destilliertem ddH,O angesetzt und mit HCI auf pH 7,0

bzw. 5,0 eingestellt.

Medium G
Das Medium setzt sich aus den gleichen Komponenten zusammen wie Medium F,

jedoch werden 10 mM statt 30 uM MgCl, eingesetzt.
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PCN

NaCl

K2SO4
MOPS/MES-KOH,

pH 7,4 bzw. pH 5,8
Eisenstamml6sung*
KoHPO4/KH,PO4 pH 7,4
NH,CI

Glukose

MgSO4

CaCly

PCN-P

50 mM
276 uM
80 mM

1x

25 mM
15 mM
0,4%

1 mM
1 uM

* 100 x Eisenstammldsung

FeCls 1 mM
Tricin 40 mM
Spurenelementelosung** 100 x

**10 000 x Spurenelementeldosung

Na;MoO4 x 2 H,O 10 uM
Na,SeO; x 5 H,O 10 uM
H3BO3 4 mM
CoCl, x 6 H,0 0,3 mM
CuSO4 x 5 H0 0,1 mM
MnCl; x 4 H,0O 0,8 mM
ZnSO4 x 7 H,0O 0,1 mM
Na;MoO4 x 2 H,O 10 uM

Das Medium PCN-P setzt sich aus den gleichen Komponenten zusammen wie
Medium PCN, jedoch werden 340 pM statt 25 mM KoHPO4/KH,PO4 pH 7,4 bzw. 5,8

eingesetzt.
2.1.2 Phagen-Medien

EBU-Agar

Um Phagen nachweisen zu kénnen, wurde ein Medium aus folgenden Komponenten

zusammengestellt (Maloy, 1996):

Trypton

Hefeextrakt

NaCl

Glukose

KoHPO,4

Evans Blau

Uranin (Natriumfluoreszein)

1%

0,5%
0,5%
0,25%
0,25%
12,5 mgl/l
25 mgl/l
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P22-Lysat
Das P22-Lysat setzt sich aus LBEDO-Medium (LB; 2% 50 x E-Salze*; 10 mM

D-Glukose) mit ~10"" pfu/ml P22 HT int zusammen (Maloy, 1996).

* 50 x E-Salze

MgSO4 x 7 H,O 10g
Citrat x H,O 100 g
KzHPO,4 500 g
NaHNH4PO4 x 2 H,O 175 ¢

Die Salzlésung wurde mit ddH20 auf 1 | aufgefulit.

2.2 Genetische Methoden

2.2.1 DNA-Standardmethoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Isolierung, Modifizierung und Charakte-
risierung von DNA nach Standardmethoden durchgeflhrt (Sambrook et al, 1989).
Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende Enzyme wurden von MBI Fermentas
(Vilnius, Litauen), Gibco BRL/Life Technologies, New England Biolabs (Schwalbach,
Deutschland) und Roche (Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Die Aufreinigung von
DNA wurde zumeist mit Hilfe von Reagenzien der Firma Qiagen (Hilden, Deutsch-
land) durchgefuhrt: ,QlAamp Tissue Kit® zur Isolierung chromosomaler DNA,
,QIAgen Mini/Midi/Maxi Kit* zur Isolierung von Plasmid-DNA, ,QlAgen PCR purifica-
tion Kit“ zur Aufreinigung von PCR-Produkten und ,QlAquick gel extraction Kit“ zur
Aufreinigung von DNA-Fragmenten.

Die Aufreinigung groRer Mengen chromosomaler DNA erfolgte nach der CTAB-
Methode (Ausubel et al., 1997).

Der Transfer von Plasmid-DNA in unterschiedliche Stamme von E. coli und Salmo-
nella spp. erfolgte entweder Uber Elektroporation bei 2,5 kV, 200 Q und 25 pF oder
uber P22-Transduktion (s. 2.2.3).

2.2.2 Erzeugung einer Cosmidbank

Eine Cosmidbank der chromosomalen DNA von S. enterica Serovar Typhimurium

12023 wurde mit dem Cosmid pSuperCos1 (Stratagene, Heidelberg) hergestellt.
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Ausreichend hochmolekulare chromosomale DNA wurde mit SaulllA partiell verdaut
und Uber BamHI in das Cosmid pSuperCos1 kloniert. Die Verpackung der Cosmide
mit dem Phagen A erfolgte mit Hilfe des ,,Gigapack® Il Gold Packaging Kit* (Strata-
gene, Heidelberg). Als Wirtsstamm der Cosmidbank wurde E. coli XL1-Blue MR

eingesetzt.

2.2.3 P22-Transduktion

Mit dem P22 HT int-Phagen konnten Mutationen und Plasmide innerhalb von S.
enterica Serovar Typhimurium von einem Stamm auf einen anderen Ubertragen
werden. 0,5 ml des bis zur stationaren Phase (8 h bis Uber Nacht) gewachsenen
Donorstammes wurden zunachst mit 2 ml P22-Medium 6-8 h bei 37°C im Reagenz-
glasroller inkubiert. Bakterienreste wurden abzentrifugiert und der Uberstand abge-
nommen. Das P22-Lysat wurde dann mit einigen Tropfen Chloroform versetzt und
bei 4°C gelagert.

Zur Transduktion wurden 100 pl der Rezipienten-Ubernachtkultur mit 10 pl P22-Lysat
gemischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 900 ul LB + 10 mM EGTA
wurde das Gemisch 1 h bei 37°C schuttelnd inkubiert und dann auf LB-Agar mit
10 mM EGTA und entsprechender Antibiotika-Selektion ausplattiert. Gewachsene
Kolonien wurden anschlieBend noch dreimal durch Ausstreichen auf LB-EGTA-
Platten mit Antibiotika-Selektion gereinigt, um Kontaminationen mit lysogenen

Stammen zu eliminieren (Maloy et al., 1996).

2.2.4 Phagen-Isolierung

Die Isolierung von Phagen aus Salmonella-Isolaten erfolgte nach der Methode von
Schicklmaier und Schmieger (1995). 1,5 ml einer in LB-Fllissigmedium Uber Nacht
bei 37°C angezogenen Bakterienkultur wurden 5 min bei 14 000 x g abzentrifugiert.
1 ml des Uberstandes wurde abgenommen und mit 100 ul Chloroform versetzt. Top-
Agar-Platten wurden durch Mischen von 3 ml 0,7% Agarose in H,O mit 200 pl Gber
Nacht gewachsener Bakterienkultur und anschlieendem Aufgiel3en auf dinnschich-
tige LB-Platten hergestellt. 10 yl des hergestellten Phagen-Lysates wurden auf Top-
Agar-Platten aufgetropft. Nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht waren — sofern die
plattierten Bakterien flir den/die im Lysat enthaltenen Phagen empfindlich waren —
klare Lysehofe (Plaques) im gewachsenen Bakterienrasen zu sehen. Diese konnten

mit einer Pasteurpipette aus dem Agar ausgestanzt und weiter untersucht werden.
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2.2.5 Amplifikation von DNA durch PCR

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde sowohl zum Nachweis
von DNA-Fragmenten als auch zum Synthetisieren von DNA-Sonden und zu klonie-
renden DNA-Fragmenten eingesetzt. Als Matrize diente entweder gereinigte chromo-
somale oder Plasmid-DNA, oder es wurde eine Kolonie-PCR durchgefuhrt. Bei
letzterer wurde entweder eine Kolonie in 50 ul dH,O suspendiert oder aber 50 pl
einer bis zur stationdren Phase gewachsenen Kultur eingesetzt. Die Bakterien-
suspension wurde 5 min bei 100°C aufgekocht, abgekuhlt, kurz abzentrifugiert und
der Uberstand als Matrize eingesetzt.

Zum Nachweis bestimmter DNA-Fragmente und zur Herstellung von DNA-Sonden
wurde entweder das ,AmpliTag Gold™*“-System von Perkin Elmer/Roche oder die
rekombinante Taqg DNA Polymerase von Gibco BRL mit den jeweiligen Puffersyste-
men verwandt. DNA-Fragmente, die zur Klonierung in Expressionskonstrukte einge-
setzt werden sollten, wurden mit dem ,Expand High Fidelity PCR System® von
Roche, das eine Tag-Polymerase mit 3’-5’-Exonuclease-Korrekturleseaktivitat ent-
halt, amplifiziert. Die in dieser Arbeit verwandten Oligonukleotide sind in Tab. 4

aufgefuhrt.
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Tab. 4: In dieser Arbeit verwandte Oligonukleotide

Ziel/Zweck

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungs-Sonden (— 3.1):

pgtE (tRNANW)
nupC (tRNAAW)
apeE (tRNA"Y)
STMO0557
(tRNA*Y)
sspH2 (tRNAP™)
msgA (tRNAP™h)
vexA (tRNAP™H)
pilV (tRNAP"Y)

recA

gyrB

pgtE-for
pgtE-rev
nupC-for
nupC-rev
apeE-for
apeE-rev
STM0557-for
STM0557-rev
sspH2-for
SSpH2-rev
msgA-for
msgA-rev
vexE-for
vexE-rev
pilV-for
pilV-rev
recA-for
recA-rev
gyrB-for
gyrB-rev

Hybridisierungs-Sonden (— 3.2.2):

SifA

SifB

ssel

SifA-Rev-EcoRV
SifA-For-EcoRl
SifB-For-EcoRl
SifB-Rev-EcoRV
Ssel2-For
Ssel-Rev-EcoRV

5’-acttcatcacctctccag-3’
5’-ctagaagcggtactgcaac-3'
5'-atggaccgcgtccttcatt-3'
5'-cagacttacagtaccagc-3'
5’-gcaatatctctgtcggat-3’
5’-ttgccgactggcgaaatc-3’
5'-gtgcattgcgacttcttg-3'
5'-ggaataggtattcttgggg-3'
5’-cacgcggaaggggcatc-3’
5’-gctggtcagttgattacc-3’
5'-tttcgtcaggcttgcatc-3'
5'-tcatttacctgccactgc-3'
5'-ccaaatcccaccggaaag-3'
5'-caaccaccctactcaaac-3'
5’-acatgatggcggctttgtg-3’
5’-gccaggtaagttcaaacag-3’
5’-atggctatcgacgaaaac-3’
5’-cgttagtttctgctacgce-3’
5’-aaagtcctgaaagggctg-3’
5’-cgatattcgccgcttica-3’

5'-acggatatcaaaacaacataaacagccgc-3'
5'-ccggaattcatttttactccagtataag-3'
5'-ccggaattcatataatcacttgtggtc-3'
5'-acggatatcactctggtgatgagcctc-3'
5'-taaccatggcaacagaaccg-3'

5'-acggatatccattttacctattaagga-3'
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Tabelle 4 (Fortsetzunq)

ssed

Ssed-For-EcoRl
Ssed-Rev-EcoRV

Hybridisierungs-Sonden (— 3.3.2):

ydhE

ssaT

Del31-A
Del31-B
ssaT-for

ssaT-rev

Hybridisierungs-Sonden (—3.2.1.1)

fim

Vi-Antigen

Ipf

sipC

sopB

sseB

spv

mgtB

gin

Fim1-for
Fim1-rev
Vi-Antigen-for
Vi-Antigen-rev
Lpf-for
Lpf-rev
SPI1-1

SPI1-5
SopB-for
SopB-rev
SseB-for
sseB-rev
Spv-for
Spv-rev
MgtB-for
MgtB-rev
Gin-for

Gln-rev

Deletionen (— 3.1):

pgtE-Red-Del-for

pgtP-Red-Del-rev

5'-ccggaattcgtaaggaggacactatgcc-3'
5'-acggatatcttcagtggaataatgatgagc-3'

5'-cctggcacaagcaccag-3'
5'-cgattgcgctggcegct-3'
5'-ccggcagataatgttacg-3'

5'-gctcatacagatggaaac-3'

5'-gccgacaggatgccgaaacc-3'
5'-cgtgagaagaacaataaagc-3'
5'-tatgttgggcttcctctggeag-3'
5'-ataagttcggcgatctgtgcgg-3'
5'-gtttccacttctgctttcgetg-3'
5'-catgattctcttcctgagcectce-3'
5'-ctcggatcccgcecgcttattta-3'
5'-tgaaagcttaagcgcgaatattgcc-3'
5'-tgctctagacatgcaaatacagagcttctatca-3'
5'-aagcttggcataaagggacagcaca-3'
5'-attggatccggtggagataccgtc -3'
5'-tatggatcctgttgttagggtcggg -3'
5'-ccgacagttagcgattaccgttc-3'
5'-tgagcgtttgaaccagcacttc-3'
5'-tggagcatcatctggatgtgagc-3'
5'-cctctacgttattagccgcaaagac-3'
5'-ggatccaagcaacagatcggc-3'

5'-gtcgacttattccaaccattcggt-3'

5'-tcggccggttatgaccgatgacatcccgatgtggtcta-

gtgtaggctggagctgcttc-3'

5'-aatgtcggcgcttctgticcccaggaaggctaatcgtttca-

tatgaatatcctccttag-3'
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Tabelle 4 (Fortsetzunq)
ykgD-Red-Del-for

apeE-Red-Del-rev

SPI12-Red-Del-for

SPI12-Red-Del-rev

Ks-red-del
Ko-red-del
C1-red-del
C,-red-del
tRNA-Insertionspunkt-Analyse (— 3.1):

tRNAASY tRNA-ArgU-for
tRNA-ArgU-rev
tRNAAW tRNA-ArgW-for
tRNA-ArgW-rev
tRNAP™- tRNA-ProlL-for
tRNA-ProL-rev
tRNAP"eY tRNA-PheU-for
tRNA-PheU-rev

Sequenzierungen

T3
T7

5'-cgcctggtgtacaaccgaattcacggacaaaagctttg-
gtgtaggctggagctgcttc-3'

5'-gtcatcaaaatcgggcgctaaacccaacgttataacg-
ggcatatgaatatcctccttag-3'

5'-ccatacgtaacaaggctgcaacgggttcaaataacgtt-
tcagggtgtaggctggagctgcttc-3'

5'-gtagcttttcgctgatcccatgattggtatacccctegtcca-
tatgaatatcctccttag-3'

5'-cagtcatagccgaatagcct-3'
5'-cggtgccctgaatgaactgce-3'
5'-ttatacgcaaggcgacaagg-3'
5'-gatcttccgtcacaggtagg-3'

5'-gagtgactttgtctgctc-3'
5'-gatgtcccaaatatgtccc-3'
5'-ctggagcgactttctctg-3'
5'-cgtattttggtggcgatg-3'
5'-cgacaggtatggtaatc-3'
5'-gtaacaggctggttcttc-3'
5'-cataggctgggttttctg-3'

5'-ccactcgacacattacag-3'

5'-ttaattgggagtgatttcc-3'
5'-taatacgactcactataggg-3'

2.2.6 Deletionen mit dem ,One-Step Inactivation System* (Datsenko & Wanner,

2000)

Zur Erzeugung von chromosomalen Deletionen wurde das ,,One-Step Inactivation

System” von Datsenko und Wanner (2000) eingesetzt. Oligonukleotide, die zur PCR-

Amplifikation der Antibiotikaresistenz-Kassetten aus den Plasmiden pKD3 (cat-Kas-

sette) und pKD4 (aph-Kassette) eingesetzt wurden, hatten 20 komplementare Bp zu

eben diesen Plasmiden und ca. 38-40 komplementare Bp zu den Flanken der DNA-

Sequenz, die deletiert werden sollte. Diese Oligonukleotide wurden durch HPLC
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gereinigt (Metabion, Minchen). Mit pKD3 bzw. pKD4 als Matrize wurden die Re-
sistenzkassetten mit dem ,Expand High Fidelity PCR System® (Roche) uber
PCRamplifiziert (s. 2.2.5). Die PCR-Produkte wurden gereinigt (,PCR purification Kit®,
Qiagen), mit Dpnl verdaut und Uber ein Agarose-Gel erneut gereinigt (,Gel extraction
Kit, Qiagen).

Hierzu wurden 50 ml einer S. enterica Serovar Typhimurium-Kultur, die das Plasmid
pKD46 mit temperatursensitivem Replikationsursprung (ori) und dem Red-Rekombi-
nase-System unter Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors tragt, bei
30°C mit 0,2% Arabinose unter Antibiotika-Selektion im Schuttelwasserbad bis zu
einer ODggp von 0,6 angezogen. Die Zellen wurden durch dreimaliges Waschen in
eiskaltem 10%igem Glyzerin und 100-facher Konzentration elektrokompetent ge-
macht. 40 pl elektrokompetente Zellen wurden mit 1-3 pl (~ 1 ug DNA) Dpnl-verdau-
tem PCR-Produkt elektroporiert, mit 1 ml LB versetzt und nach 1 h Inkubation bei
37°C auf LB-Platten mit Antibiotika-Selektion plattiert. Klone wurden hinsichtlich der
Insertion der jeweiligen Antibiotika-Kassette und damit der Deletion des entspre-
chenden DNA-Fragmentes durch Sequenzierung Uberprift (s. 2.2.7). Die Mutanten
wurden mittels P22-Transduktion in einen frischen Stammbhintergrund tbertragen (s.
2.2.3), um eventuelle unspezifische Mutationen, die durch die Rekombinase

hervorgerufen worden sein konnten, zu umgehen.

2.2.7 DNA-Sequenzierungen

Zur Uberpriifung der chromosomalen Deletionen, die mit dem ,One-Step Inactivation
System” (Datsenko & Wanner, 2000) hergestellt wurden, wurden DNA-Bereiche, die
sowohl den angrenzenden chromosomalen Bereich als auch einen Teil der inserier-
ten Antibiotika-Kassetten umfassen, sequenziert. Hierzu wurde das ,Big Dye Termi-
nator Cycle Seq Kit“ und das Kapillarsequenziergerat ,ABI Prism 310 Genetic Analy-
zer‘ von Applied Biosystems verwendet. Die Auswertung der DNA-Sequenzen er-
folgte mit dem Computerprogramm ,SeqMan“ aus dem Software-Paket ,DNA-Star*
der Firma Lasergene und anschlieBend Uber das Programm ,Gene Construction

Kit 2“ der Firma Textco.

2.2.8 Southern-Blot-Hybridisierungen

Restringierte chromosomale DNA wurde durch Kapillar-Blot (Sambrook et al., 1989)

auf eine positiv geladene ,Hybond N*-Membran“ (Amersham) transferiert und mit
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UV-Licht fixiert. Die Hybdridisierungen wurden entweder mit einem Phosphatpuffer-
System (a) oder bei geringer Stringenz mit einem Citratpuffer-System (b) durchge-
fuhrt. In beiden Fallen wurde zur Markierung der Sonden und zur Detektion das ,DIG
Lumineszenz Detection Kit“ (Roche) verwendet. Bei (a) wurde die Hybridisierung
uber Nacht bei 42°C mit 50% Formamid in 1 x Hybridisierungspuffer (250 mM
Na;HPO4 pH 7,2; 1 mM EDTA; 7% SDS) bzw. bei 65°C in 1 x Hybridisierungspuffer
ohne Formamid durchgefuhrt. Die Membran wurde anschlieRend 2 x 20 min bei der
Hybridisierungstemperatur in Waschpuffer | (250 mM Na;HPO4 pH 7,2; 1 mM EDTA,
2% SDS) und 2 x 20 min bei der Hybridieriungstemperatur in Waschpuffer Il (40 mM
NaHPO4 pH 7,2; 1 mM EDTA; 1% SDS) gewaschen.

Bei (b) wurde die Membran in Hybridisierungspuffer (5 x SSC; 0,1% (w/v) N-Lauroyl-
sarcosin; 0,02% (w/v) SDS; 1% (w/v) DIG-Blockierungsreagenz) bei 50°C uber Nacht
hybridisiert und anschlielfend 2 x 5 min mit grolRen Volumina an 2 x SSC, 0,1% SDS
bei RT und 2 x 15 min mit groRen Volumina an 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 50°C
gewaschen.

Die Detektion erfolgte in (a) und (b) gemaf Anleitung des Herstellers (Roche).

2.2.9 Kolonie-Blot

Zur Analyse der Cosmidbank hinsichtlich des Vorhandenseins von Klonen mit der
gesamten SPI2 wurden samtliche Cosmidbank-Klone aus 10 Mikrotiterplatten mit je
96 Kavitaten auf 10 Nylon-Membranen (Zeta-Plus GT®, BioRad) iiberstempelt. Die
Membranen wurden auf LB-Platten mit Antibiotika-Selektion gelegt und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die auf der Membran gewachsenen Kolonien wurden jeweils 5
min mit Lésung 1 (10% SDS) und danach mit Lésung 2 (0,5 M NaOH; 1,5 M NacCl)
lysiert. Nach der Neutralisation durch Inkubation flr 5 min mit Lésung 3 (1,0 M Tris-
HCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl) und einer weiteren Inkubation fur 5 min mit 4 x SET
(200 MM NaCl; 4 mM EDTA; 80 mM Tris-HCI, pH 7,8) wurde die DNA durch 1 h
Lufttrocknung und 2 h Backen bei 80°C auf der Membran fixiert. Durch einstindige
Inkubation bei 37°C in einer Lésung aus 1 x SSC, 0,5% SDS und 0,5 mg/ml Protei-
nase K und anschlieRendem Uberfiihren der Membran ineine Ldsung aus 2 x SSC
und 0,1% SDS wurden die Bakterienreste durch zusatzliches mechanisches Abrei-
ben entfernt. Die Membran wurde kurz in 2 x SSC gewaschen und bei RT getrock-

net.
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Die anschlieliende Hybridisierung und Detektion erfolgte wie unter 2.2.8 beschrie-

ben.

2.3 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

2.3.1 Western-Blot-Analyse

2.3.1.1 SDS-PAGE

1 ml einer Uber Nacht gewachsenen Kultur wurde auf ODgpo = 1,0 eingestellt, sedi-
mentiert, in 100 pl Lysispuffer (12,5% Glyzerin; 4% SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 6,8;
2% B-Mercaptoethanol; 0,01% Bromphenolblau; auf pH 6,8 eingestellt) aufgenom-
men und 5 min bei 100°C aufgekocht. Nach Abzentrifugieren fir 30 min bei
20 000 x g wurde der Uberstand abgenommen und die Proteine - je nach Masse des
gesuchten Proteins - Uuber 10-12% SDS-Polyacrylamidgele nach Schagger und von
Jagow (1987) oder Laemmli (1970) aufgetrennt.

2.3.1.2 Protein-Transfer und Immunodetektion

Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran (Protran BA85, Schleicher &
Schuell, Dassel) mit einer Porengrof3e von 0,2-0,4 um transferiert (Towbin et al.,
1979), mit Ponceau S-red-Lésung (0,5% Ponceau S-red, 1% Essigsaure; Sigma)
reversibel gefarbt und anschlieend 1 h in TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 137 mM
NaCl; 0,1% Tween 20) + 5% BSA blockiert. Die Primar-Antikérper (2.4.3.1) wurden
fur jeweils 1 h in TBS-T + 0,5% BSA eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen fur
5 min in TBS-T wurden die mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundaranti-
korper (Dianova) ebenfalls fur jeweils 1 h in TBS-T + 0,5% BSA inkubiert. An-
schliellend wurden die Antikérper-gebundenen Proteine mit dem ,ECL-Chemilumi-

neszenz-Detektions-Kit* (Amersham) detektiert.

2.3.1.3 Entfernung von membrangebundenen AntikOrpern

Zum Entfernen der Antikdrper von Protein-Membranen wurden Nitrozellulose-Mem-
branen 30 min in TCA-Lésung (5% w/v in H,O) geschwenkt. AnschlieRend wurden
sie 3 x in PBS + 0,1% Tween 20 gewaschen und erneut zur Immuno-Detektion

eingesetzt.
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2.3.2 Abwasch und Fallung von Protein-Oberflachenstrukturen

Zur Analyse von potentiell auf die Bakterienoberflache sekretierten Proteinen wurden
diese von der Bakterienoberflache abgewaschen und aufgereinigt. Hierzu wurden
100-400 ml Kultur in induzierendem Medium (PCN-P, pH 5,8) uber Nacht in einem
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen bei 37°C mit einer Agitation von 200 upm ange-
zogen. Die Zellen wurden 20 min bei 6000 x g sedimentiert und in 20 ml PBS re-
suspendiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,2 um Filter filtriert und auf Eis
aufbewahrt (— Uberstandsproteine). Das Sediment wurde in einem Zentrifugenréhr-
chen mit 50 ml Fassungsvolumen in 5 ml PBS resuspendiert und 1 min bei maxima-
ler Geschwindigkeit mit einem ,Vortex-Genie 2“ (Scientific Industries) geschuttelt, um
adharierte Oberflachenstrukturen abzuscheren. AnschlieRend wurden die Bakterien
abzentrifugiert und der Uberstand (— Abwasch-Fraktion) durch einen 0,2 um Filter
filtriert, um restliche Bakterien (— Gesamtzelllysat) abzutrennen. Das Protein der
Uberstands- und der Abwaschfraktion wurde nach Zusatz von TCA (10% w/v End-
konzentration) durch eine Inkubation von 3 h auf Eis gefallt und anschlieend bei
12 000 x g fur 45 min sedimentiert. Das Sediment wurde 2 x mit je 15 ml Aceton
gewaschen, bei 10 000 x g fur 30 min zentrifugiert und dann luftgetrocknet. Um
restliche Salze zu entfernen, wurde eine Methanol-Chloroform-Prazipitation
durchgefuhrt. Hierzu wurde das Sediment in 0,1 ml ddH,O aufgenommen, mit 0,4 ml
Methanol versetzt und 10 s bei 9000 x g zentrifugiert. Nach Zugabe von 0,1 ml
Chloroform wurde die Suspension gemischt und erneut, wie oben beschrieben,
zentrifugiert. Zur Phasentrennung wurden 0,3 ml ddH,O zugegeben, die Probe gut
gemischt und 10 s bei 9000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. 0,3 ml Methanol wurden zu der verbleibenden
Chloroform-Phase und der proteinhaltigen Interphase zugegeben. Nach dem
Mischen erfolgte eine neuerliche Zentrifugation bei 9000 x g fir 2 min. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Sediment Vakuum-getrocknet. Danach wurde das
getrocknete Protein-Sediment in SDS-PAGE-Lysispuffer aufgenommen und die

Proteine elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.3.1).
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2.4 Zellkultur

2.4.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen und Infektionsversuche

Zur Analyse der Interaktion von Bakterien mit eukaryontischen Wirtszellen wurden
Zellkulturen der humanen Epithelzelllinie HeLa sowie die aus BALB/c-Mausen stam-
menden Monozyten-Zelllinien RAW264 und J774.A1 verwendet. Die Zellen wurden
in Kulturmedium (,Dulbeccos Modified Eagle Medium®, DMEM, mit 10% FCS und 1%
Glutamin, ohne Antibiotika-Zusatz) bei 10% CO,-Atmosphare kultiviert. Die Zellen
wurden mit oder ohne Deckglaschen in einer 24-Kavitaten-Schale mindestens 24 h
vor dem Infektionsversuch ausgesat, um eine optimale Adharenz zu ermdglichen.
Die ausgesate Zelldichte wurde so gewahlt, dass der Zellrasen zum Infektionszeit-
punkt semi-konfluent war.

Zur Infektion von Makrophagen wurden die Bakterien Uber Nacht in LB-FlUssigkultur
angezogen und mit PBS so verdinnt, dass ein gewtinschtes Mengenverhaltnis von
Bakterien zu Makrophagen (,multiplicity of infection®, MOI) erreicht wurde.

Zur Infektion von Epithelzellen (HelLa) wurden die Bakterien nach Inkubation Uber
Nacht 1:30 in LB verdunnt und fur weitere 3 h bei 37°C inkubiert, um die Bakterien
durch Wachstum in der logarithmischen Phase invasiv zu machen. Diese Bakterien
wurden dann mit entsprechender MOI zu den Epithelzellen gegeben.

Nach Zugabe des Inokulums wurden Bakterien und eukaryontische Zellen durch
Zentrifugieren bei 1200 x g fur 5 min bei RT in Kontakt gebracht, um eine synchroni-
sierte und effiziente Infektion zu erreichen. Nach Inkubation fur 30 min bei 37°C
wurde das Medium abgenommen und die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen. Im
Gentamicin-Schutz-Versuch wurden die Zellen anschlieend in Kulturmedium mit
Zusatz von Gentamicin (100 pg/ml) bei 37°C inkubiert. Nach 1 h wurde das Medium
abgenommen und durch Kulturmedium mit Zusatz von 10 yg/ml Gentamicin ersetzt.
Anschlie®end wurden die Zellen, je nach Versuchsanforderungen, fur einen Zeitraum
von 4-21 h bei 37°C und 5% CO,-Atmosphére inkubiert.

2.4.2 Evaluierung der intrazellularen Replikation

Um das intrazelluldre Uberleben und Replizieren von Bakterien zu untersuchen,
wurden eukaryontische Zellen mit Bakterien infiziert (s. 2.4.1). Nach gegebenen
Zeitpunkten (beispielsweise 0, 2, 8 und 21 h) wurden die eukaryontischen Zellen

dreimal mit PBS gewaschen und mit 1% Triton-X-100 in PBS lysiert. Das Lysat
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wurde in PBS verdinnt und auf LB-Agar ausplattiert, so dass die Anzahl intrazellula-
rer Bakterien zum jeweiligen Zeitpunkt nach Infektion durch Auszahlen der cfu be-

stimmt werden konnte.

2.4.3 Detektion von Protein-Translokation durch Immunfluoreszenz

Eukaryontische Zellen (Makrophagen oder HelLa-Zellen) wurden auf Deckglaschen
ausgesat und bis zur Semi-Konfluenz angezogen. Sie wurden mit einer MOI von
5-200 mit Bakterien infiziert (s. 2.4.1). Nach gegebenen Zeitpunkten (8-21 h) wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 15 min mit 3,7% PFA bei RT fixiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Behandlung mit den jeweiligen
Antikorpern. Diese wurden entsprechend in Blockierlosung (PBS; 10% Ziegenserum;
1% BSA; 0,1% Saponin) verdunnt und auf die Deckgléaschen pipettiert
(200 pl/Kavitat). Die verwendeten Primar-Antikorper sind in ihren jeweils eingesetz-
ten Verdunnungen im Abschnitt 2.4.3.1 aufgelistet.

Die jeweiligen Sekundar-Antikorper (Jackson Immuno Research) waren mit Fluores-
zenzfarbstoffen gekoppelt (FITC fir grin; Cy2 far grin; Cy3 fur rot; Cy5 fur blau) und
wurden in Verdinnungen von 1:100 bzw. 1:1000 eingesetzt. Samtliche Primar- und
Sekundar-Antikérper wurden 1 h bei RT inkubiert, mit Ausnahme von a-M45, der 3 h
inkubiert wurde. Zwischen jedem Antikorper-Wechsel wurde dreimal mit PBS gewa-
schen.

Nach der Immunfarbung wurden die Deckglaschen mit Fluoprep (BioMérieux, Marcy
I'Etoile/Frankreich) auf Objekttrager aufgebracht, mit Entellan (Merck, Darmstadt)
luftdicht verschlossen und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskop (Zeiss ,,Axiophot* mit
,Meta Imaging Series 4.6"“-Software®) oder eines konfokalen Laser-Mikroskops (Leica
,DMBR* mit ,Leica TCS-NT-Software®) analysiert.

2.4.3.1 In Western-Blot und Immunfluoreszenz eingesetzte Primarantikorper

Folgende Primarantikérper wurden sowohl in Western-Blot-Analysen (—2.3.1.2) als
auch in der Immunfluoereszenz (—2.4.3) eingesetzt:
e «-SseB: Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gegen rekombinantes
SseB gerichtet; in der Verdunnung 1:20 000 — 1:30 000 einge-
setzt
e o-SsaP: Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gegen rekombinantes

SsaP gerichtet; in der Verdunnung 1:10 000 eingesetzt
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e «o-HSP 60: Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gegen rekombinantes
HSP 60 gerichtet; in der Verdunnung 1:400 eingesetzt

e «-M45: Monoklonaler Antikdrper aus Maus-Hybridoma-Zelllinie, gegen
das M45-Epitop des Adenovirus-Proteins E4-6/7 gerichtet (Obert
et al., 1994); in der Verdunnung 1:1 bis 1:10 eingesetzt

e o-S. enterica Serovar Typhimurium: Polyklonales Antiserum aus Kanin-
chen, gegen O1, 4, 5, 12 aus S. enterica Serovar Typhimurium
gerichtet; in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt.

e «-S. bongori: Polyklonales Antiserum aus Maus, gegen O48 aus S. bon-
gori gerichtet; in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt (Sifin, Ber-
lin).

e o-LAMP-1: Monoklonaler Antikdrper aus Maus-Hybridoma-Zelllinie, ge-
gen humanes lysosomal-assoziiertes Membranprotein 1
(LAMP-1) gerichtet (Developmental Studies Hybridoma Bank,
University of lowa); in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt.

e o-F-Aktin: Texas-Red-konjugiertes Phalloidin; in der Verdinnung 1:200

eingesetzt (Molecular Probes).

2.5 Mausinfektionsmodell

Infektionsversuche wurden in den Salmonella-suszeptiblen Mausstammen BALB/c
und C57BL/6 durchgefuhrt. Die Infektion der Tiere erfolgte oral oder intraperitoneal
mit einer Uber Nacht gewachsenen Bakterienkultur. Zur oralen Infektion wurde den
Tieren 10 h vor Infektion keine Flussigkeit mehr gegeben und zur Neutralisation der
Magensaure etwa 30 pl 10% NaCO; in PBS verabreicht. Nach 30 min wurden die
Mause (ber eine Pipettenspitze mit dem Inokulum (200 pl mit 1 x 10° cfu/ml) oral
infiziert. Bei intraperitonealer Infektion wurde den Mausen 200 pl (1 x 10* Bakte-
rien/Inokulum) Bakteriensuspension in PBS in das Peritoneum (Bauchhohle) injiziert.
Nach der Infektion wurden die Tiere standig beobachtet und nach 2-3 Tagen getotet.
Teile von Milz und Leber wurden enthommen und in PBS homogenisiert. An-

schlielend wurden serielle Verdliinnungen auf LB-Agar plattiert.
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2.6 Bioinformatik

2.6.1 Datenbankrecherchen und Sequenzabgleiche

Informationen Uber DNA-und Proteinsequenzen wurden mit Hilfe der Datenbanken

des ,National Center for Biotechnology Information® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

und den dort zur Verfigung gestellten BLAST-Algorithmen eingezogen. Zur moleku-
larbiologischen Analyse der tRNA-assoziierten Insertionen wurden mehrere Daten-
banken herangezogen. Die Sequenziergruppe am ,Sanger Center” stellte die Daten
von S. enterica Serovar Typhi CT18 zur Verfugung (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/ patho-
gens/st/St.dna), die Universitat von Wisconsin/Madison und die Universitat Giessen
die Daten fur E. coli K-12 und EHEC 0157:H7 (http://www.genome.wisc.edu und

http://susi.bio.uni-giessen.de) und das ,Genome Sequencing Center® an der

Universitat Washington, St. Louis die Daten fur S. enterica Serovar Typhimurium LT2

(http://genome.wustl.edu/gsc/Projects/bacteria.shtml). Zur Auswertung der

Genomsequenzen wurde das Software-Paket Artemis, Version 3.0 und das DNA-
Berarbeitungsprogramm GCK, Version 2.0 angewandt. Die Analyse der Basenpaar-
zusammensetzung verschiedener chromosomaler Regionen erfolgte mit Hilfe des

Programms MacVector, Version 6.0.
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Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung Salmonella-spezifischer chromosomaler Regio-

nen

Wahrend der Evolution hat S. enterica eine grol3e Anzahl an Virulenzgenen erwor-
ben, deren Produkte zu verschiedenen Zeitpunkten der Pathogenese von Bedeutung
sind und die sich oft auf Pathogenitatsinseln finden (Hacker et al., 1997; Groisman &
Ochman, 1997). Ein haufig beobachtetes Charakteristikum fir Pathogenitatsinseln ist
inre Insertion an den hochkonservierten tRNA-Genen. Dies konnte sowohl bei SPI2,
SPI3, SPI4 und SPIS in Salmonella als auch bei zahlreichen Pathogenitatsinseln
anderer Erreger wie Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa beobachtet
werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob es noch
weitere tRNA-assoziierte Elemente gibt, die moglicherweise Uber horizontalen Gen-

transfer in das Genom von Salmonella gelangt sein konnten.

3.1.1 Identifizierung neuer Salmonella-spezifischer DNA-Elemente

Die Sequenzen von ungefahr 80 tRNA-Genen aus der E. coli K-12-Genom-
Datenbank wurden sowohl mit den tRNA-Sequenzen aus der S. enterica Serovar
Typhimurium LT2-Datenbank als auch mit der S. enterica Serovar Typhi CT18-
Datenbank verglichen. Von jeweils 2 kBp auf jeder Seite der tRNA wurden die
Genome von E. coli und S. enterica auf eine unterschiedliche genetische
Zusammensetzung Uberpruft. Dabei wurden etwa 20 Regionen in tRNA-Nahe
gefunden, die in beiden Gattungen unterschiedlich organisiert waren. Diese wurden
naher untersucht, indem 6 bis 8 kBp dieser Regionen mit der Datenbank des
,National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) unter Verwendung des
BLAST-Algorithmus analysiert wurden. Besonderes Augenmerk wurde auf
Sequenzen gelegt, die einen Bezug zu mobilen Elementen wie Insertionssequenzen
oder Phagen hatten oder eine mogliche Relevanz in der Virulenz aufwiesen. Der
Sequenzvergleich der unterschiedlichen tRNA-assoziierten Insertionen in beiden S.
enterica-Serovaren und E. coli K-12 sowie EHEC 0157:H7 resultierte in der
Identifizierung sowohl diverser bekannter Virulenzgene als auch neuer Salmonella-
spezifischer Insertionen. Mit diesem Ansatz konnten bereits bekannte tRNA-

assoziierte PAl wie beispielsweise die tRNAS®‘-assoziierte PAI | von E. coli
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respektive die an dem entsprechenden tRNA-Gen inserierte SPI3 aus Salmonella
wiedergefunden werden (Blum et al., 1994; Blanc Potard & Groisman, 1997). Ebenso
wurden die Salmonella-spezifischen PAI SPI2 und SPI5 an den Genloci der tRNAVaVY

bzw. tRNAS®™ gefunden.

3.1.2 Charakterisierung der neuen tRNA-assoziierten genomischen Insertionen in

Salmonella

In den untersuchten S. enterica-Serovaren Typhi und Typhimurium sowie in den
beiden E. coli-Stammen K-12 und 0157:H7 sind jeweils vier spezifische Genomregi-
onen gefunden worden, die in unmittelbarer Nahre zu tRNA-Genen liegen. Sie zei-
gen Merkmale horizontal erworbener DNA-Segmente und besitzen Elemente wie
Transposasen, Integrasen oder Phagenschwanz-Proteine, die Hinweise auf Mobilitat
geben. Die Insertionen, die in den unterschiedlichen Genomen am gleichen tRNA-
Gen inseriert sind, sind in ihrer Zusammensetzung und Gro3e sehr variabel, wobei
letztere zwischen 6 und 147 kBp schwankt (Tab. 5).

Tab. 5: Merkmale der tRNA-assoziierten Regionen in Salmonella spp. und E. coli

tRNA-Gen  Stamm oder GroRe der Ort der Insertion  Bezeichnung
Spezies Insertion
ProL S. Typhi 6,3 kBp 48 cs
S. Typhimurium 15,8 kBp 48 cs
E. coliK-12 4,2 kBp 49 cs
E. coli0157:H7 3,0 kBp 24 cs
ArgU S. Typhi 15,6 kBp 13 cs
S. Typhimurium 23,4 kBp 13 cs
E. coli K-12 40,0 kBp 12-13 cs
E. coli0157:H7 30,1 kBp 12 cs
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Tabelle 5 (Fortsetzunq)

ArgW S. Typhi 35,7 kBp 52 cs
S. Typhimurium 30,0 kBp 52 cs
E. coli K-12 58,7 kBp 53-54 cs
E. coli0157:H7 57,2 kBp 28 cs
PheU S. Typhi 146,9 kBp 91-94 cs ViaB-Region
S. Typhimurium 15,0 kBp 94 cs
E. coliK-12 10,9 kBp 94 cs
E. coli0157:H7 10,9 kBp 63 cs

3.1.2.1 Die genetische Organisation der tRNAP™--Region

In der Nahe des tRNAP®--Gens in den Chromsomen der S. enterica Serovare
Typhimurium und Typhi wurde das Gen sspHZ2, dessen Produkt als transloziertes
Effektorprotein des TTSS von SPI2 in Serovar Typhimurium beschrieben worden ist
(Miao et al., 1999), identifiziert (Abb. 6).

SspH2 ist spezifisch fUr Salmonella und stellt im Kalber-Infektionsmodell einen
Virulenzfaktor von S. enterica Serovar Typhimurium dar (Miao et al., 1999). Die
stromabwarts von sspH2 liegende Region ist dabei in beiden Serovaren unterschied-
lich organisiert: Wahrend sspHZ2 im Serovar Typhi direkt am tRNA-Gen inseriert ist,
liegen zwischen dem tRNA-Gen im Serovar Typhimurium und dem Gen sspHZ2 noch
Gene, die fur Phagenproteine, eine Salmonella-spezifische O-Antigen-Acetylase und
eine putative Peptidase kodieren. An demselben tRNA-Gen ist in beiden Stammen
von E. coli ein Gen fur eine putative ATP-Bindungskomponente eines Transport-
systems (yejO) lokalisiert. Zusatzlich findet sich in E. coli K-12, nicht aber in E. coli

0157:H7 in unmittelbarer Nachbarschaft von yejO ein Gen flr eine Transposase.
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Abb. 6: Genetische Organisation der tRNA ™" -assoziierten Region.

Die genetische Organisation der chromosomalen Regionen rund um tRNA-Gene in den S. enterica-
Serovaren Typhi und Typhimurium wurden mit den entsprechenden Regionen der Genome von E. coli
K-12 und E. coli 0157:H7 verglichen. Gene, die den E. coli-Stammen und Salmonella-Spezies ge-
meinsam sind, wurden in schwarz gekennzeichnet. Gene, die nur innerhalb der E. coli-Stdmme bzw.
der Salmonella-Spezies gleich sind, wurden durch offene Symbole markiert, wahrend spezifische
Gene, die nur innerhalb eines Stamms bzw. einer Spezies vorkommen, in grau gezeichnet sind.
Gene, deren Produkte mit Virulenz-Funktionen assoziiert sind, sind kariert, tRNA-Gene gestreift, und
Gene mit Ahnlichkeiten zu mobilen Elementen wie Phagen, Transposons und I1S-Elementen gepunktet
dargestellt. Die Basenzusammensetzung der jeweiligen Regionen im Chromosom von S. enterica
Serovar Typhi wurden analysiert und als % G+C dargestellt.

3.1.2.2 Die genetische Organisation der tRNA*9Y-Region

Die Regionen am tRNA*-Gen zwischen dem Fimbrien-Operon (fimHFZ) und dem
nfnB-Gen sind in Salmonella spp. und E. coli-Stammen sehr unterschiedlich organi-
siert (Abb. 7). In S. enterica Serovar Typhimurium ist zwischen dem Salmonella-
spezifischen apeE-Gen und dem nfnB-Gen ein Gen-Komplex inseriert, der fur ein
Phosphotransferase-System kodiert. In S. enterica Serovar Typhi fehlt der gesamte
Phosphotransferase-Genkomplex an dieser Stelle und ist an einem anderen Locus

inseriert.

40



Ergebnisse

p
o — DL EK € i
apeE _ybdl leviR yurP Tl?ms- PTS- Enzyme nfnB
S. Typhimurium NE /
tRNAArU . A .
AR el T Dl Doee(H > =~ p Yy
fimH F £ Y W orf ykgD ] ykgB aroP ybdG apeE nfnB roxA yhdK fepA fes  |—
Reduktase ybdF entD
tRNAArY
S. Typhi |
G, o s o > 900
fimH FZ Y W orf ykgD | ykgB aroP ybdG apeE nfnB roxA ybdK  fepA fes —
Reduktase yhdF entD
G+C- Gehalt |—1} } 1 } i
54.0% 41.2% 43.2% 51.7% 53.3%
Seooi e (IO DDOGH DD Dz 890
intD emrE ybeK L M N Ol Q yheR w X Y appY ompT envy
rus
tFliNA"'"JU
-w T e wess g 4, W | ml s—-— . | <o) 1000
fimH FZ envY yheZ yieA BC D ybdE pheP nfng entD fepA fes H
ybeH ybdG  FJ K
- K= 800
Ay TZ0700 1 2 20705 6 7 __ ybez —
tRNAA™ S zo721/22
, |
E. coli 0157 H7 | K 1000
fimH F Z envY ybeZ yleA BC D ybdE pheP nfng entD fepA fes =
yheH ybdG FJ K

Abb. 7: Genetische Organisation der tRNA*Y-assoziierten Region (vgl. Legende zu
Abb. 6).

Eine unterschiedliche genetische Organisation wurde auch in direkter Nahe der
tRNAYY_Gene in beiden E. coli-Stammen beobachtet. Zusétzlich zu einigen nicht
weiter differenzierten offenen Leserahmen (ORFs) enthalt das zwischen dem Locus
der tRNA*Y und envY gelegene DNA-Fragment in E. coli K-12 zahlreiche Gene, die
Phagenproteine kodieren. In E. coli 0157:H7 findet sich ebenfalls ein DNA-Fragment,
das an derselben Stelle in E. coli K-12 nicht vorhanden ist (ORFs Z0700-Z0707).

3.1.2.3 Die genetische Organisation der tRNA9"-Region

Das Gen yfdC ist in allen untersuchten Stammen direkt neben dem Gen fir die
tRNAMW okalisiert (Abb. 8). Es ist von yfeR, dem nachsten stromabwarts gelegenen
ORF, der sowohl den S. enterica-Serovaren Typhimurium und Typhi als auch den E.
coli-Stammen K-12 und 0157:H7 gemeinsam ist, durch Spezies-spezifische Insertio-
nen von 30 bis 59 kBp getrennt. Die genetische Organisation dieser Insertionen ist
bei allen vier bakteriellen Genomen sehr unterschiedlich. So findet sich das Operon
pgtABCEP, dessen Gen pgtE fur eine Protease der auleren Membran kodiert, im
Serovar Typhimurium direkt am tRNA*"-Gen. Im Gegensatz dazu wird im Serovar
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Typhi das tRNA*®"-Gen durch die Gene von vier Phagen-Proteinen und einer
O-Antigen-Acetylase vom pgtABCEP-Genkomplex getrennt. PgtE fordert die Re-
sistenz gegenuber alpha-helikalen antimikrobiellen Peptiden, die als Defensine dem
angeborenen Immunsystem angehdren. Das funktionelle PgtE tragt somit zur Re-
sistenz von Salmonella gegen den Mechanismus der angeborenen Immunitat bei
(Guina et al., 2000). Stromabwarts von pgtP finden sich in beiden Salmonella-
Serovaren bis auf ein zusatzliches Phagen-kodierendes Gen stromabwarts von ddg
in Serovar Typhi die gleichen Gene.
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Abb. 8: Genetische Organisation der tRNA*V-assoziierten Region (vgl. Legende zu
Abb. 6).

In den beiden E. coli-Stdmmen konnten erhebliche Unterschiede in der Gen-Anord-
nung nahe dem Locus der tRNA*Y beobachtet werden. Keiner enthielt das pgt-
Operon, und auch die Gene zwischen dem tRNA*®"-Gen und dsdA waren in E. coli
K-12 und E. coli 0157:H7 sehr verschieden. Beide DNA-Fragmente enthielten Gene
fur Phagen-verwandte Proteine. In dem Stamm E. coli 0157:H7 enthielt ein zwischen
den Loci der tRNAY® und der tRNAY?Y |okalisiertes Fragment zusatzlich ein Gen,

das fur ein mogliches Virulenzprotein kodiert. Dieses Gen ist weder in der entspre-
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chenden Region in E. coli K-12 noch im Genom eines der Salmonella-Serovare zu

finden.

3.1.2.4 Die genetische Organisation der tRNA"Y-Region

Ein DNA-Segment von 147 kBp ist am tRNA™"-Gen in S. enterica Serovar Typhi
inseriert. Diese Insertion enthalt mehrere Gene und Gen-Gruppen, deren Produkte
mit der Pathogenitat von Salmonella zusammenhangen. Zwei dieser Regionen
wurden schon vorher als Bestandteile einer 118 kBp grofien Pathogenitatsinsel im
Genom von Salmonella Serovar Typhi beschrieben (Liu & Sanderson, 1995; Zhang
et al., 1997). Die hier ermittelten Daten geben Hinweise darauf, dass diese vormals

beschriebene Pathogenitatsinsel eine an einem tRNA-Gen inserierte PAI darstellt.
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Abb. 9: Genetische Organisation der tRNA""*Y-assoziierten Region (vgl. Legende zu
Abb. 6).

Die viaB-Region (vexABCDE-vipABCR) ist zusammen mit mehreren Phagen-In-
tegrase-Genen am tRNA""-Gen lokalisiert (Abb. 9). Die ViaB-Proteine sind fiir die
Synthese und den Export des Vi-Kapsel-Antigens zur Bakterienoberflache verant-

wortlich. Dadurch tragen diese Genprodukte zur Pathogenitat von S. enterica Sero-
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var Typhi bei (Yoshida et al., 1999). Die zweite Virulenz-relevante Region auf der
Serovar Typhi-spezifischen DNA-Insertion enthalt die Gene pilL-pilV. Dieser Gen-
Komplex kodiert fur einen dinnen Typ IV-Pilus, der fur die Konjugation in Fllissigme-
dium vonndéten ist (Yoshida et al., 1999). Vor einiger Zeit konnte die Beteiligung des
Typ IV-Pilus bei der Invasion von Serovar Typhi in humane Darmzellen gezeigt
werden (Zhang et al., 1997).

Stromabwarts vom pil-Operon liegt rci, ein Gen, das fur eine ortspezifische Rekombi-
nase kodiert. Das Rci-Protein kann ein zwischen zwei invertierten Sequenzwieder-
holungen (,inverted repeats®) gelegenes DNA-Fragment invertieren und dabei die C-
terminale Region des PilV-Proteins und dessen Funktion verandern (Zhang et al.,
2000). Ein drittes Virulenz-relevantes Genprodukt der 147 kBp grof3en PAI ist SopE.
Dieses Uber das TTSS von SPI1 translozierte Effektorprotein vermittelt den Eintritt
von Salmonella in eukaryontische Wirtszellen durch Modifizierung ihrer Signalkas-
kade. Im Serovar Typhi ist sopE mit Prophagen-Genen assoziiert und liegt zwischen
den Gruppen der pil- und viaB-Genen, ungefahr 60 kBp entfernt vom Locus der
tRNAP™Y Im Serovar Typhimurium ist SopE innerhalb des temperenten Prophagen
SopE® kodiert (Hardt et al., 1998b; Mirold et al., 1999).

Im Genom von Serovar Typhimurium ist ein weitaus kleineres Fragment von nur
15kBp am tRNA”"Y-Gen inseriert. Es enthalt ein Operon fiir eine anaerobe Dimethyl-
sulfoxid-Reduktase (dmsABC) und mehrere nicht weiter charakterisierte ORFs.

Eine komplett anders organisierte Insertion wurde in den Genomen von E. coli K-12
und E. coli 0157:H7 am tRNA""™Y-Gen gefunden. Beide Stidmme enthalten das
gleiche 11 kBp-Fragment, welches das cad-Operon fir eine Lysin-Decarboxylase
(cadABC) und weitere undefinierte ORFs tragt.

3.1.3 Die Basenzusammensetzung der neuen tRNA-assoziierten Genom-Insertio-

nen in S. enterica Serovar Typhi

Zahlreiche PAI sind durch eine Basenzusammensetzung gekennzeichnet, die sich
von der des ubrigen Genoms des Erregers unterscheidet (Hacker et al., 1997).
Daher wurde die Basenzusammensetzung der hier identifizierten mit tRNA-Genen
assoziierten Elemente untersucht. Der G+C-Gehalt dieser Insertionen im Serovar
Typhi wurde analysiert und mit dem des restlichen Genoms verglichen. Die relativ
kurze Insertion am tRNA"°—Gen unterscheidet sich im G+C-Gehalt nur unwesent-

lich vom durchschnittlichen Genom von S. enterica Serovar Typhi (~52%). Jedoch
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zeigen die stromaufwarts von sspH2 liegenden Gene, die zu E. coli identisch sind,
einen relativ hohen G+C-Gehalt von 63% (Abb. 6). Die Regionen zu beiden Seiten
des tRNA*Y_Gens zeigen mit 41% bzw. 43% einen sehr niedrigen G+C-Gehalt im
Vergleich zu 54% bzw. 52% in den umliegenden Regionen (Abb. 7). Dieses Ergebnis
stimmt mit den niedrigeren G+C-Gehalten in verschiedenen SPI Gberein. Eine ahnli-
che Beobachtung konnte fur die Salmonella-spezifische Insertion am Locus der
tRNA*Y gemacht werden (Abb. 8). Das Fragment zwischen dem tRNA-Gen und
dem pgt-Operon hat einen sehr niedrigen G+C-Gehalt von nur 39% und liegt damit
erheblich niedriger als der Rest der Insertion (51%). Die Basenzusammensetzung
einzelner Fragmente der tRNA™™Y-Insertion weist keine bemerkenswerten Unter-
schiede auf (Abb. 9). Eine geringfugige Differenz wurde in der viaB-Region beobach-

tet, deren G+C-Gehalt mit 47% am niedrigsten war.

3.1.4 Die phylogenetische Verteilung der tRNA-assoziierten Genom-Insertionen

Mit Hilfe von Southern-Blot-Analysen sollte aufgeklart werden, ob die neuen tRNA-
assoziierten genomischen Insertionen spezifisch fur Salmonella sind oder ob sie
auch in anderen Gattungen der Enterobakterien oder verwandtschaftlich weiter
entfernten Gram-negativen Bakterien zu finden sind. Aul3erdem wurde die Verteilung
der neuen Elemente innerhalb der Gattung Salmonella anhand von Stammen der
SARC-Sammlung, die S. bongori und sieben Subspezies von S. enterica reprasen-
tiert, mittels Southern-Hybridisierung untersucht. Die genomische DNA der einzelnen
Spezies wurde isoliert und mit Sonden aus den tRNA-assoziierten Regionen hybridi-
siert. Die Sonden wurden mit genspezifischen Oligonukleotiden und genomischer
DNA aus Serovar Typhi als Matrize hergestellt und die Hybridisierungen unter nicht-
stringenten Bedingungen durchgefihrt. Um zu Gberprifen, ob die gewahlten Hybridi-
sierungsbedingungen zur ldentifizierung von konservierten Genen innerhalb der
Enterobakterien und anderer Gram-negativer Erreger ausreichend waren, wurden
recA-und gyrB-spezifische Sonden mit E. coli-DNA als Matrize hergestellt. Diese
Gene kodieren flr hochkonservierte Proteine, eine Rekombinase und eine Gyrase.
Unter den in dieser Studie angewandten Bedingungen hybridisierten beide Sonden
mit allen untersuchten Bakteriengenomen, womit gezeigt wurde, dass die Hybridisie-
rungsbedingungen zur Detektion von Genen unterschiedlicher Spezies geeignet
waren (Daten nicht gezeigt). In Abb. 10 sind einige Daten zur Analyse der Verteilung

tRNA-assoziierten Elemente dargestellt.
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Abb. 10: Analyse der Verteilung der tRNA-assoziierten Insertionen innerhalb

verschiedener Bakterienisolate.

Die SARC-Sammlung (A) sowie verschiedene Gram-negative Laborstdmme und pathogene Isolate
aus klinischen Proben (B) wurden durch Southern-Hybridisierung auf die Prasenz von apeE
(tRNAYY) pgtE (tRNAMY) sspH2 (tRNAP®) und pilV (tRNA™Y) untersucht. A: 1: S. enterica
Serovar Typhimurium 12023; 2: S. enterica Serovar Typhi; 3: S. enterica Serovar Typhimurium LT2; 4:
E. coli DH5q; 5: EPEC; 6: EHEC; 7: ETEC; 8: EIEC; 9: EAEC; 10: S. flexneri; 11: K. pneumoniae; 12:
P. aeruginosa; 13: Y. enterocolitica; 14: V. cholerae; 15: S. bongori; 16: S. enterica Serovar Typhimu-
rium SARC 1. B: 17: S. enterica Serovar Typhimurium 12023; 18: SARC 1; 19: SARC 2; 20: SARC 3;
21: SARC 4; 22: SARC 5; 23: SARC 6; 24: SARC 7; 25: SARC 8; 26: SARC 9; 27: SARC 10; 28:
SARC 11; 29: SARC 12; 30: SARC 13; 31: SARC 15; 32: SARC 16.

Eine Zusammenfassung dieser und weiterer Daten, die aus einer zusatzlichen An-
zahl untersuchter Stamme und weiterer genspezifischer Sonden erstellt wurden, sind
in Tab. 6 und 7 aufgelistet.
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Tab. 6: Verteilung der tRNA-assoziierten Regionen innerhalb der Gattung Salmo-

nella*

tRNAAY tRNANIW tRNAP" tRNAPY
Salmonella-Spezies apeE 0557 | pgtE nupC |sspH2 msgA | vexE  pilV
und -Subspezies
| (SARC 1) + + + + + + - -
| (SARC 2) + + + + + + + +
Il (SARC 3) + - + + - + - -
Il (SARC 4) + - + + - + - -
llla (SARC 5) + - + + + + - -
llla (SARC 6) + - + + + + - -
lllb (SARC 7) + - + + - n.d. - -
lllb (SARC 8) + - + + - + - -
IV (SARC 9) + - - + + n.d. - -
IV (SARC 10) + - + + + + - -
S. bongori (SARC 11) - - + + - + - -
S. bongori (SARC 12) - - + + - + - -
VI (SARC 13) + - + + - + - -
VI (SARC 14) + - + + - + - -
VII (SARC 15) + - + + + + - -
VII (SARC 16) + - + + + n.d. - -

* Die SARC-Sammlung, welche die S. enterica Subspezies |, Il, llla, llib, IV, VI und VIl und S. bongori
enthalt, wurde hinsichtlich der Prasenz von apeE und orf 0557 (tRNA*Y), pgtE und nupC (tRNAYY),
sspH2 und msgA (tRNA”™") und vexE und pilV (tRNA"Y) untersucht. Das Vorhandensein oder die
Abwesenheit von Hybridisierungssignalen wurde durch + bzw. - dargestellt. n.d.: nicht eindeutig

definierbar.

Die apeE-spezifische Sonde, die das tRNA*-assoziierte DNA-Element reprisen-

tierte, konnte in allen untersuchten S. enterica-Subspezies, nicht aber in S. bongori
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detektiert werden (Tab. 6).

Eine zweite Sonde innerhalb dieser Insertion, orf 05657, hybridisierte nur mit DNA-
Fragmenten aus Subspezies I-Isolaten. Mit keiner der beiden Sonden konnten Hybri-
disierungssignale mit DNA aus anderen Enterobakterien oder anderen Gram-negati-
ven Erregern erzielt werden (Tab. 7). Die Sonden von sspH2 und msgA aus dem
tRNA" " -assoziierten Element zeigten ein unterschiedliches Verteilungsmuster
innerhalb der Salmonellen, konnten jedoch in anderen Spezies keine Hybridisie-
rungssignale aufzeigen. Die Verteilung von sspHZ2 innerhalb der verschiedenen
Salmonella-Subspezies (SARC-Sammlung) war sehr heterogen, was mit friheren
Beobachtungen im Einklang steht (Tsolis et al., 1999b). Die Southern-Blot-Analyse
mit den Sonden pgtE und nupC konnte die Prasenz der tRNA*V-assoziierten Inser-
tion in allen Salmonella-Isolaten mit Ausnahme von SARC 9 nachweisen. Wahrend
pgtE nur in Salmonella spp. detektierbar ist, konnte nupC auch in den meisten unter-
suchten Gram-negativen Stammen nachgewiesen werden (Tab. 7). Die Gene vexE

AP"Y im Genom von S.

und pilV sind auf der 147 kBp groR3en Insertion an der tRN
entrica Serovar Typhi lokalisiert. Beide Gene sind ausschliel3lich im Serovar Typhi
detektierbar und finden sich in keiner weiteren der untersuchten Spezies (Tab. 6 und

Tab. 7).

Tab. 7: Verteilung der tRNA-assoziierten Regionen innerhalb verschiedener Gram-

negativer Bakterien*®

tRNAASY tRNAAIY tRNA™ tRNA""Y
Spezies/Stamm apeE 0557 | pgtE nupC| sspH2 msgA | vexE pilV
S. Typhimurium 12023 + + + + + + - -
S. Typhi + + + + + + + +
S. Typhimurium LT2 + + + + + + - -
E. coli DH5a - - - + - - - -
EPEC (2) - - - + - - - -
EHEC (2) - - - + - - - -
ETEC - - - + - - - -
EIEC - - - + - - - -
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Tabelle 7 (Fortsetzunq)

EAEC - - - + - - - -
E. chloacae - - - + - - - -
S. flexneri (2) - - - + - - - -
K. pneumoniae (2) - - - + - - - -

P. aeruginosa (3) - - - - - - - -

Y. enterocolitica (2) - - - + - - - -
Y. pseudotuberculosis - - - + - - - -
V. cholerae - - - + - - - -

* Verschiedene Gram-negative Laborstdmme und pathogene Isolate aus klinischen Proben wurden
durch Southern-Hybridisierung auf die Prasenz von apeE und orf0557 (tRNA"Y), pgtE und nupC
(tRNA*Y) sspH2 und msgA (tRNA”™") und vexE und pilV (tRNA™"Y) untersucht. Das Vorhandensein
oder die Abwesenheit von Hybridisierungssignalen wurde durch + bzw. - dargestellt. Die Anzahl der
analysierten klinischen Isolate ist in Klammern angegeben.

Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass alle vier hier beschriebenen
tRNA-assoziierten DNA-Elemente Salmonella-spezifische Insertionen darstellen. Die
Hybridisierungsdaten, die mit der nupC-spezifischen Sonde erhalten wurden, indizie-
ren, dass die tRNA-assoziierten Elemente durch mehrere unabhangige Ereignisse

der DNA-Aufnahme wahrend der Evolution eine mosaikartige Struktur aufweisen.

3.1.5 Insertionsstellen der tRNA-assoziierten Elemente

Die Analyse von Pathogenitatsinseln in zahlreichen pathogenen Bakterien hat ge-
zeigt, dass im Vergleich verschiedener bakterieller Genome die Insertionsstellen der
PAI sehr unterschiedlich sein konnen. Daher wurde die unmittelbare Umgebung der
vier tRNA-assoziierten Elemente hinsichtlich ihres Insertionspunktes untersucht. Fur
PCR-Reaktionen wurden Paare von Oligonukleotiden so gewahlt, dass das PCR-
Amplifikat das dem tRNA-Gen zugewandte Ende des tRNA-assoziierten Elementes,
das tRNA-Gen und die unmittelbar angrenzende Region auf der anderen Seite des
tRNA-Gens umfasst (Abb. 11).

Durch das Vorhandensein von PCR-Produkten wird nachgewiesen, dass die das
tRNA-Gen umgebenden DNA-Bereiche zu den gewahlten Oligonukleotidpaaren

komplementar sind und somit die chromosomale Insertion an der entsprechenden
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Stelle lokalisiert ist. Ein negatives PCR-Ergebnis deutet auf die Abwesenheit kom-
plementarer DNA-Sequenzen hin und ist damit ein Hinweis darauf, dass die Insertion

nicht am entsprechenden tRNA-Gen erfolgt ist.

Al e B
> NG
tRNA
< < —>} >
Chromosom Chromosomale Integration Chromosom

Abb. 11: Nachweis der chromosomalen Integrationsstelle an tRNA-Genen

Durch PCR mit den Oligonukleotiden A (vorwarts) und B (rickwarts) werden die umgebenden DNA-
Bereiche der tRNA-Gene amplifiziert. Ein Amplifikat weist die spezifische chromosomale Integrations-
stelle nach.

Die positiven PCR-Ergebnisse zeigen, dass die Loci fur die Insertionen an den
Genen der RNA*Y und tRNA*®" innerhalb der Salmonellen hochkonserviert sind
(Tab. 8). Eine bemerkenswerte Heterogenitat konnte fir die Insertionsstellen der
tRNAP™" -assoziierten Elemente beobachtet werden. Mdglichweise ldsst sich diese
Variabilitat mit der Prasenz zusatzlicher Gene, die in Stdmmen der SARC-Sammlung
mit Ausnahme von S. enterica Serovar Typhimurium vorhanden sind, erklaren (Abb.
6). Die Insertionsstelle fir das tRNAP"™Y-assoziierte Element war nur zwischen
SARC 1, SARC 3 und SARC 13 konserviert (Tab. 8). Diese Beobachtung deckt sich
mit der unterschiedlichen Zusammensetzung dieser Regionen in den Serovaren
Typhimurium und Typhi (Abb. 9).
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Tab. 8: Untersuchung der Insertionsstellen der tRNA-assoziierten DNA-Elemente
innerhalb der SARC-Sammlung (S. enterica Subspezies |, I, llla, Ilib, 1V, VI, VII und
S. bongori) *

Salmonella-Spezies tRNAAGU tRNAAGW tRNAPL tRNAP"eY
und -Subspezies

| (SARC 1) " + . R
| (SARC 2) ¥ ¥ (+) -
Il (SARC 3) * * - *
Il (SARC 4) * * - -
llla (SARC 5) ¥ ¥ (+) -
llla (SARC 6) * * - -
lllb (SARC 7) * * - -
lllb (SARC 8) * * - -
IV (SARC 9) ¥ (+) (+) -
IV (SARC 10) ¥ ¥ (+) -
S. bongori (SARC 11) * * - -
S. bongori (SARC 12) - * - -
VI (SARC 13) ¥ - (+) ¥
VI (SARC 14) ¥ ¥ (+) -
VIl (SARC 15) * * - -
VIl (SARC 16) ¥ ¥ (+) -

* Das Vorhandensein und Fehlen von PCR-Produkten wurde durch + bzw. — dargestellt. (+) gibt PCR-
Produkte an, deren GréRRe von denen abweicht, die mit S.enterica Serovar Typhimurium als Matrize
erhalten wurden.

3.1.6 Die Rolle der tRNA-assoziierten Elemente bei der Virulenz von Salmonella

Um die Beteiligung der tRNA-assoziierten Regionen an der Virulenz von Salmonella
im Mausmodell zu Uberprifen, wurden zunachst Teile dieser Elemente mit Hilfe der

Methodes des ,One-step Inactivation System® in S. enterica Serovar Typhimurium
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deletiert. Das DNA-Fragment von ykgD bis apeE im tRNA*“-assoziierten Element
sowie das pgt-Operon im tRNA*"_assoziierten Element sind jeweils durch eine
Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt worden (Abb. 7 und Abb. 8). Die Virulenz
dieser Mutanten ist durch die Bestimmung des ,Kompetitiven Index“ (KI; Beuzon et
al., 2000) analysiert worden. Vier Tage nach intraperitonealer Infektion von C57BL/6-
Mausen mit Inocula von 10* cfu mit gleichen Anteilen an Wildtyp S. enterica Serovar
Typhimurium und Mutante wurden die Mause getotet und die Anzahl von Wildtyp und
Mutante in Leber und Milz bestimmt. Als Kontrolle wurden Mause mit einem Gemisch
aus Serovar Typhimurium-Wildtyp und einer stark attenuierten sseC-deletierten
Mutante infiziert. Aus der Anzahl der Bakterien in den Organen und dem Vergleich
von Wildtyp und Mutante, die durch unterschiedliche Antibiotika-Resistenzen diffe-
renziert werden konnten, wurde der jeweilige Kl bestimmt. Dieser berechnet sich aus
dem Quotienten des Verhaltnisses der reisolierten Mutanten-Anzahl zu Wildtyp-

Anzahl durch das Verhaltnis des Inokulums von Mutanten-Anzahl zu Wildtyp-Anzahl:
_ cfu Mutante[ ] cfu Mutante [ ]
Kl = ———— | Re-Isolat ——————— | Inokulum
cfu Wildtyp / cfu Wildtyp H

FUr das Kontrollexperiment mit dem Wildtyp-Stamm gegen die sseC-Mutante wurde
ein Kl von 0,00071 (+ 0,00018) ermittelt, flr die Infektion von Wildtyp-Stamm mit der
Mutante im pgt-Operon ein Kl von 1,40 (+ 0,48), und aus der Infektion von Wildtyp-
Stamm mit dem ykgD-apeE-Deletionsstamm resultierte ein Kl von 1,62 (+ 0,38).
Somit sind weder die auf dem Fragment von ykgD-apeE kodierten Proteine der
tRNAAMY_assoziierten Region noch das pgt-Operon im tRNA*V-assoziierten Ele-
ment fur den Verlauf einer systemischen Infektion in der Maus notwendig. Dennoch
besteht die Mdglichkeit, dass die untersuchten tRNA-assoziierten Insertionen einen
Beitrag zur Virulenz leisten, der durch das orale Infektionsmodell der murinen Sal-
monellose nicht erfasst werden kann. Auch ist nur ein Teil der inserierten Gene
deletiert worden. In weiterfUhrende Studien mit anderen Detektionssystemen wie
beispielsweise Zellkulturmodellen kann analysiert werden, ob und in welcher Form
die einzelnen bisher nicht weiter charakterisieren Gene der tRNA-assoziierten Ele-

mente als Virulenzfaktoren eine Rolle spielen.
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3.2 Unterschiedliche Verteilung von Virulenz-Faktoren als Ursache

der Wirtsspezifitat von Salmonella spp.?

3.2.1 Verbreitung von Virulenz-Determinanten innerhalb der Spezies S. bongori

Bislang wurde die Spezies S. bongori hauptsachlich in kaltblitigen Wirbeltieren
gefunden. Inzwischen sind einige wenige Falle bekannt geworden, in denen S.
bongori-Stamme aus humanen Patienten mit Darmerkrankungen isoliert wurden
(Pignato et al., 1998). Diese offensichtlich an den Menschen als neuen Wirt adaptier-
ten Stamme warfen erneut die Frage auf, worauf dieses Anpassungsvermoégen von
Salmonella basiert. Im Folgenden wurde untersucht, ob einige der bisher bekannten
Virulenz-Determinanten von Salmonella innerhalb der Spezies S. bongori ein hetero-
genes Verteilungsmuster zeigen und somit moglicherweise bei der Wirtsadaptation

eine Rolle spielen kdnnten.

3.2.1.1 Verteilung Virulenz-assoziierter Gene

Zehn S. bongori-lsolate von Kindern mit Enteritiden (Pignato et al., 1998) wurden auf
das Vorhandensein diverser Gene, die fur bekannte Virulenzfaktoren aus Salmonella
kodieren, untersucht. DNA-Sonden der Gene fur folgende Virulenzfaktoren wurden
mittels Oligonukleotiden (s. Tab. 4) und S. enterica Serovar Typhimurium NTCC
12023 als Matrize durch PCR-Amplifikation hergestellt: Typ1-Fimbrien (fim7), lange
polare Fimbrine (/pf), Vi-Kapselantigen (viaB), Salmonella-Virulenzplasmid (spv), ein
SPI1-Effektorgen (sipC, kodiert auf SPI1, sekretiert durch das SPI1-TTSS), ein
SPI5/SPI1-Effektorgen (sopB, kodiert auf SPI5, sekretiert durch das SPI1-TTSS), ein
SPI2-Effektorgen (sseB, kodiert auf SPI2, sekretiert durch das SPI2-TTSS) und ein
SPI3-Gen (mgtB, kodiert auf SPI3). AuRerdem wurde zur Kontrolle der Hybridisie-
rungsbedingungen eine Sonde gegen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (g/n)
eingesetzt. Zusatzlich zu den 10 S. bongori-Isolaten wurden die beiden S. bongori-
Stamme aus der SARC-Sammlung (SARC 11 und 12) und die Serovare Typhimu-
rium NTCC 12023 und Typhi der Subspezies | aus S. enterica untersucht. Die Hybri-
disierungen wurden unter nicht-stringenten Bedingungen durchgefihrt.

Aus den in Tab. 9 aufgelisteten Hybridisierungsergebnissen wird eine einheitliche

Verteilung der Virulenzfaktoren innerhalb der Spezies S. bongori ersichtlich.

53



Ergebnisse

Tab. 9: Verteilung von Virulenzfaktoren in verschiedenen S. bongori-Isolaten

fim1  Ipf sopB sipC mgtB sseB viaB spv  gin
S. Typhi + + + + + + + + +
S. Typhimurium + - + + + + - + +
S. bongori SARC 11 - - + + + - - - +
S. bongori SARC 12 - - + + + - - - +
S. bongori 27 - - + + + - - - +
S. bongori 102 - - + + + - - - +
S. bongori 247 - - + + + - - - +
S. bongori 250 - - + + + - - - +
S. bongori 261 - - + + + - - - +
S. bongori 368 - - + + + - - - +
S. bongori 370 - - n.d. + n.d. - - - +
S. bongori 376 - - + + + - - - +
S. bongori 429 - - n.d. + n.d. - - - +
S. bongori 634 - - n.d. + n.d. - - - +

Zehn Patientenisolate von S. bongori wurden zusammen mit den S. bongori-Stammen aus der SARC-
Sammlung (SARC 11 und 12) und den Serovaren Typhimurium NTCC 12023 und Typhi SARC 2 der
S. enterica Subspezies | hinsichtlich des Verteilung verschiedener Virulenzfaktoren untersucht. Das
Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von Hybridisierungssignalen wurde durch + bzw. — dargestellt.
n.d.: nicht eindeutig definierbar.

Die Ipf-Fimbriengene sind nur in S. enterica Serovar Typhi vorhanden, wahrend die
Gene fur die Typ1-Fimbrien (fim7) in beiden analysierten S. enterica Subspezies |-
Stammen, aber in keinem der S. bongori-Isolate detektierbar sind. Ahnlich verhélt es
sich mit dem Virulenzplasmid (spv), welches in den Serovaren Typhimurium und
Typhi nachweisbar war, nicht aber in S. bongori. Das Gen flr das Vi-Kapselantigen,
welches als eine S. enterica Serovar Typhi-spezifische Insertion beschrieben ist (vgl.
3.1.2.4), konnte in keinem anderen analysierten Stamm detektiert werden. Dagegen
waren die Effektorgene sipC und sopB, deren Produkte durch das TTSS von SPI1
sekretiert werden, sowie das Virulenz-relevante Gen mgtB, das fir einen M92+-

Transporter kodiert, sowohl in den S. enterica Serovaren Typhimurium und Typhi als
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auch in allen S. bongori-lsolaten vorhanden. Das SPI2-Effektorgen sseB ist in kei-
nem der S. bongori-Stamme gefunden worden, was mit den bisherigen Ergebnissen
ubereinstimmt, dass SPI2 erst nach der Spezifizierung in S. bongori und S. enterica
erworben wurde (Hensel et al., 1997).

Die Untersuchung der Verteilung bekannter S. enterica-Virulenzfaktoren in den
human-isolierten S. bongori-Stammen gab keinen Hinweis darauf, dass der alleinige
Verlust oder Gewinn der analysierten Virulenzfaktoren fur die Anpassung an einen
humanen Wirt verantwortlich sein kdnnte. Die untersuchten Gene zeigten in den
zehn S. bongori-Stammen das gleiche Verteilungsmuster wie die aus kaltblitigen
Tieren isolierten, nicht-humanadaptierten Stamme SARC 11 und 12 (vgl. Tab. 9 und
Boyd et al., 1996). Da jedoch bisher vermutlich nur ein Teil der Virulenz-relevanten
Gene in Salmonella Gberhaupt bekannt ist, kann aus der relativ geringen Anzahl der
hier untersuchter Virulenzgene noch keine abschliel’iende Hypothese Uber die gene-
relle Verteilung von Virulenzfaktoren und deren Einfluss auf die Wirtsadaptation in S.

bongori erstellt werden.

3.2.2 Verteilung von SPI2-Effektoren innerhalb der Gattung Salmonella als mogli-

cher Hinweis auf Wirtsspezifitat

Auf der Suche nach weiteren mdglichen Virulenz-relevanten Genen wurde kirzlich in
S. enterica Serovar Typhimurium durch Miao und Miller eine Gruppe von Proteinen
identifiziert, deren N-terminale Doméanen ein konserviertes Leucin-reiches Konsen-
sus-Motiv (WEK(lyM)XXFF) aufweisen: SspH1, SspH2, SifA, SifB, Ssel, Ssed und
SIrP (Miao & Miller, 2000). Anhand von Fusionen der Gene mit dem Reporter-Gen
cyaA aus Bordetella pertussis konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine Uber
das Translokationssystem von SPI2 in die Zielzelle transloziert werden und das
Konsensus-Motiv moglicherweise als Sekretions- und Translokationssignal interpre-
tiert werden kann. Zwei dieser als ,Salmonella translocated effectors® (STE) be-
zeichneten Proteine, SspH1 und SIrP, konnten zusatzlich Uber das TTSS von SPI1
ausgeschleust werden (Miao et al., 1999; Miao & Miller, 2000). Die Salmonella-
spezifischen STE-Gene sind haufig mit Genen von Prophagen assoziiert, was darauf
hindeuten kdnnte, dass STE-Gene variabel verteilte Virulenzfaktoren innerhalb der
Gattung Salmonella darstellen, die mdglicherweise in unterschiedlicher Verteilung
einen Einfluss auf die Wirtsspezifitdt und die Virulenz einzelner Salmonella-Stamme

haben. Auch das vor kurzem von Knodler et al. als SPI2-abhangig identifizierte PipB
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gehort zur Gruppe der STE-Proteine. Es ist auf der SPI5 von Salmonella spp. kodiert
und wird Uber das TTSS von SPI2 transloziert, wobei es jedoch nicht das Leucin-
reiche Konsensus-Motiv tragt (Knodler et al., 2002).

Im Folgenden wurde untersucht, ob die STE-Loci durch voneinander getrennte
Ereignisse des horizontalen Gentransfers aufgenommen wurden und eine heteroge-

nere Verteilung zeigen als die in S. enterica hochkonservierte SPI12.

3.2.2.1 Genetische Organisation der STE-Loci

Die genetische Organisation der STE-Loci wurde anhand von Genom-Daten der
S. enterica-Serovare Typhimurium und Typhi analysiert. Die Genorganisation der
einzelnen DNA-Elemente wurde aulierdem mit den entsprechenden Regionen im
Chromosom von E. coli K-12 verglichen (Abb. 12). sifA unterbricht als einzelnes Gen
das potABCD-Operon der Serovare Typhimurium und Typhi. Der sifB-Locus bildet
eine kleine Insertion von zwei ORFs im Genom von Serovar Typhi. Diese Insertion
wurde auch in S. enterica Serovar Enteritidis gefunden und als ,Pathogenitats-Insel-
chen® bezeichnet (Genbank-Nummer AF128835). pipB ist innerhalb der SPI5 lokali-
siert und bildet dort zusammen mit pipA eine Insertion, die auf der einen Seite un-
mittelbar an das tRNAS®""-Gen angerenzt und auf der anderen Seite an Gene, deren
Produkte Uber das TTSS von SPI1 sekretiert werden (Wood et al., 1998; Knodler et
al., 2002). Im Vergleich mit der entsprechenden Region im Genom von E. coli K-12
zeigte sich in den anderen STE-Regionen ein komplexerer Aufbau. sspH1, sspH2,
ssel und ssedJ sind in unmittelbarer Nahe von Genen lokalisiert, die fur Phagen-
Proteine kodieren (Miao & Miller, 2000; Figueroa-Bossi et al., 2001). Zusatzlich ist
sspHZ2 im Serovar Typhi direkt am tRNAP™-Gen inseriert, was im Genom von Sero-

var Typhimurium nicht beobachtet wird (vgl. Abb. 6).
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Abb. 12: Die genomische Organisation der STE-Gene in S. enterica und die Positio-

nen der Hybridisierungssonden.

Die Organisation der chromosomalen Regionen einzelner STE-Gene wurde mit der genetischen
Zusammensetzung der entsprechenden Regionen im Chromosom von E. coli K-12 verglichen. Gene,
die sowohl in E. coli als auch in Salmonella identifiziert wurden, sind durch offene Symbole dargestellt,
wahrend Spezies-spezifische Gene durch graue Symbole charakterisiert sind. STE-Gene sind ge-
streift, Gene mit Ahnlichkeiten zu Phagen-Genen sind gepunktet dargestellt. Die Positionen der PCR-
Fragmente, die als spezifische Sonden in Southern-Hybridisierungen eingesetzt wurden, sind einge-
zeichnet. Die Sonden wurden durch PCR mit den Oligonukleotiden SifA-For-EcoRI und SifA-Rev-
EcoRV (sifA), SifB-For-EcoRI und SifB-Rev-EcoRV (sifB), Ssel2-For und Ssel-Rev-EcoRV (ssel)
sowie SseJ-For-EcoRI und SseJ-Rev-EcoRYV (sseJ) hergestellt.
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3.2.2.2 Phylogenetische Verteilung der STE-Gene

Wahrend der SPI1-Locus sowohl in S. enterica als auch in S. bongori vorhanden ist,
findet sich SPI2 zwar in samtlichen Subspezies von S. enterica, nicht aber in S.
bongori (Hensel et al., 1997; Ochman & Groisman, 1996). Sowohl die 37
unterschiedlichen S. enterica-Serovare der SARB-Referenzsammlung (Boyd et al.,
1993), die ein sehr unterschiedliches Wirtsspektrum zeigen, als auch diverse S.
enterica-Patientenisolate wurden hinsichtlich der Funktionalitat des SPI2-TTSS
analysiert. Die Kulturen wurden unter SPI2-induzierenden Bedingungen (F-Medium,
pH 7,0) angezogen und mit Hilfe von Western-Blots auf die Expression des SPI2-
Gens sseB untersucht. SseB ist ein sekretiertes Protein und bildet einen Teil der
Translokator-Struktur des SPI2-TTSS aus. In samtlichen untersuchten S. enterica-
Serovaren konnten mit Hilfe des Antikorpers gegen SseB die Expression von sseB,
das die Prasenz des TTSS von SPI2 reprasentiert, nachgewiesen werden (Daten
nicht dargestellt). Da die STE-Gene aullerhalb der SPI2 liegen, sollte Uberprift
werden, ob die STE-Loci auch in allen S. enterica-Subspezies vorhanden sind, oder
ob diese Gene mdglicherweise eine unterschiedliche, fur einzelne Subspezies cha-
rakteristische Verteilung zeigen. Anhand von Patientenisolaten und Stammen aus
den Salmonella-Referenz-Sammlungen SARB mit 37 Serovaren der S. enterica
Subspezies | (Boyd et al., 1993) und SARC mit jeweils zwei Vertretern aus S. ente-
rica Subspezies |, 11, llla, llIb, 1V, VI, und VIl und S. bongori (Boyd et al., 1996) wurde
die Verteilung der STE-Gene mittels Southern-Blot analysiert. Die Sonden wurden
mit genspezifischen Oligonukleotiden (Tab. 4) und genomischer DNA aus S. enterica
Serovar Typhimurium NTCC 12023 als Matrize hergestellt. Die Hybridisierungen
wurden anschlieRend unter nicht-stringenten Bedingungen durchgefuhrt. Die Position
der Sonden ist aus Abb. 12 ersichtlich.
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Abb. 13: Verteilung der STE-Gene innerhalb der Gattung Salmonella.

Die SARC-Sammlung, die jeweils zwei Vertreter aus S. enterica Subspezies |, Il, llla, llib, IV, VI und
VIl sowie S. bongori umfasst, wurde hinsichtlich des Vorhandenseins einzelner STE-Gene untersucht.
Der phylogenetische Baum der Salmonella-Subspezies wurde anhand von Multilocus-Enzyme-
lektrophorese-Daten von Reeves et al. (Reeves et al., 1989) adaptiert. Das Vorhandensein oder die
Abwesenheit von Genen wurde durch + oder -gekennzeichnet. Die Klammern indizieren, dass ein Gen
nur in einer geringen Anzahl von Serovaren der S. enterica Subspezies | und nur in einer von zwei
Vertretern der jeweiligen Subspezies detektierbar war (vgl. auch Abb. 14).* Daten von Hensel et al.
(1997) und Ochman & Groisman (1996); ** Daten von Tsolis et al. (1999b); *** Daten von Knodler et
al. (2002).

In der Analyse der Verteilung der Gene sifA, sifB, ssel und sseJ innerhalb der SARC-
Sammlung konnte keines dieser Gene in S. bongori detektiert werden (Abb. 13). sifA
und sifB waren mit Ausnahme von Subspezies llIb in allen Subspezies vorhanden.
ssedist in allen S. enterica-Subspezies zu finden, jedoch nicht in Subspezies | Sero-
var Typhi (vgl. auch Miao & Miller, 2000). ssel zeigte dagegen ein eher heterogenes
Verteilungsmuster: Das Gen konnte in S. enterica Subspezies llla, VI und in einem

von mindestens zwei Vertretern der S. enterica Subspezies | und VIl nachgewiesen

werden, jedoch in keinem weiteren Vertreter einer anderen S. enterica-Subspezies.

3.2.2.3 Verteilung der STE-Gene innerhalb von S. enterica Subspezies |

Sowohl die 37 verschiedene Serovare der S. enterica Subspezies | umfassende
SARB-Sammlung als auch zahlreiche Patientenisolate des Max-von-Pettenkofer-

Instituts wurden durch Southern-Blot-Hybridisierungen analysiert (Abb. 14).
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Abb. 14: Verteilung der STE-Gene innerhalb von S. enterica Subspezies I.

Zahlreiche Patientenisolate und Stdmme aus der SARB-Sammlung, die verschiedene Serovare der S.
enterica Subspezies | reprasentieren, wurden mittels Southern-Blot-Hybridisierung auf das Vorhan-
densein von sifA, sifB, ssel und sseJ untersucht. Positive und negative Hybridisierungssignale sind
durch + und - gekennzeichnet. Die Nummer innerhalb der SARB-Sammlung steht in Klammern hinter
den einzelnen Serovaren.

sifA und sifB wurden in allen Serovaren der S. enterica Subspezies | gefunden. sseJ
konnte weder in den Serovaren Typhi noch in Paratyphi A und B, jedoch in Para-
typhi C und allen anderen analysierten Serovaren detektiert werden. ssel wurde nur
in 9 der 36 untersuchten Serovaren gefunden und zeigte auch innerhalb der Patien-
tenisolate eine sehr heterogene Verteilung, wobei es in keinem der Serovare Para-
typhi A, B oder C nachgewiesen werden konnte.

Es wird deutlich, dass sich die SPI2-Effektoren in zwei Gruppen einteilen lassen.
Zum einen gibt es die Gruppe der konservierten STE-Gene, zu der sifA und sifB
gezahlt werden. Sie gehéren moglicherweise zur ,Grundausstattung® von S. enterica.
Auf der anderen Seite bilden die STE-Gene ssel und sseJ zusammen mit sspH1,
sspH2 und sIrP eine Gruppe weitaus weniger konservierter Gene, die moglicher-
weise in unterschiedlichen Kombinationen eine Variabilitat und wirtsspezifische

Anpassungsfahigkeit von Salmonella an neue Wirte und Umgebungen bieten.
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3.3 Klonierung und funktioneller Transfer des Virulenz-relevanten

Teils von Salmonella-Pathogenitatsinsel 2 (SPI2)

3.3.1 Versuche zu moglichen DNA-Transfermechanismen innerhalb der Gattung

Salmonella

Von der Vorstellung ausgehend, dass SPI2 Uber horizontalen Gentransfer in das
Genom von S. enterica gelangt ist, sollte untersucht werden, welcher Mechanismus
fur den Transfer verantwortlich gewesen sein konnte. Hierfur kommen mehrere
Mdglichkeiten in Betracht, wie beispielsweise ein konjunktiver Transfer mittels Plas-
miden, Transformation von freier DNA oder aber eine phagenvermittelte Transduk-
tion. Letztere wurde schon vorher als mechanistischer Hintergrund fir DNA-Uber-
mittlung im horizontalen Gentransfer identifiziert (Mirold et al., 1999), weshalb der
Schwerpunkt der Analysen auf diesem DNA-Transferweg lag. Da S. bongori als
SPI2-negative Spezies als potentieller Empfanger fiur den Transfer von SPI2 aus S.
enterica Serovar Typhimurium gewahlt wurde, war es von besonderem Interesse,
einen Phagen zu isolieren, der S. bongori infizieren und moglicherweise DNA trans-
ferieren kann. Die Gruppe um Schmieger konnte zeigen, dass die meisten Salmo-
nella-Stamme einen bis mehrere Phagen besitzen, die lysogen im Bakteriengenom
vorhanden sind (Schicklmaier & Schmieger, 1995). Diese Phagen konnen durch
einfaches Herstellen eines Lysates isoliert werden, indem eine gut gewachsene
Salmonella-Kultur sedimentiert und der Uberstand abgenommen und mit Chloroform
versetzt wird, um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden. Von allen Stammen der
SARC-Sammlung wurden auf diese Art Lysate hergestellt und auf Top-Agar-Platten
mit eingegossener S. bongori-Suspension getropft. Zusatzlich wurden Lysate von
P22 und ES 18, einem P22-Derivat, das ein weiteres Wirtsspektrum als P22 hat
(Schicklmaier & Schmieger, 1995), mit S. bongori als Empfangerstamm analysiert.
Es konnte kein Lysat gefunden werden, das in der Lage war, einen der beiden analy-
sierten S. bongori-Stamme (SARC 11 und 12) zu infizieren. Die Zugabe von Mitomy-
cin (1 mg/ml) konnte ebenfalls keine Infektion eines der S. bongori-Stamme mit
einem Phagen induzieren. Somit sind entweder die S. bongori-Stamme nicht fur die
eingesetzten Phagen empfindlich, oder aber sie besitzen schon lysogen im Chromo-
som integrierte Phagen, die das Bakterium gegenuber einer neuen Infektion mit
einem Phagen desselben Typs resistent machen (vgl. Figueroa-Bossi & Bossi, 1999;
Figueroa-Bossi et al., 2001; Susskind & Botstein, 1980). Somit konnte ein DNA-
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Transfer mittels Bakteriophagen in S. bongori nicht nachgewiesen und als moglicher

Mechanismus des horizontalen Gentransfers in dieser Spezies postuliert werden.

3.3.2 Identifikation der Insertionsstelle von SPI2 in verschiedenen Salmonella-

Subspezies

Die Pathogenitatsinseln PAI | und PAI Il in E. coli und die ,high pathogenicity island”
HPI in Yersinia pseudotuberculosis sind in verschiedenen Stammen an unterschied-
lichen Stellen im Chromosom inseriert (Buchrieser et al., 1998; Hacker & Kaper,
2000). Diese Beobachtung flhrte zu der Idee, dass auch SPI2 moéglicherweise nicht
immer am Locus der tRNA"?Y im Chromosom von Salmonella lokalisiert ist, sondern
auch an anderen Stellen integriert sein konnte. Anhand der Stamme aus der SARC-
Sammlung wurden die SPI2-Insertionsstellen in unterschiedlichen S. enterica-
Subspezies mittels Southern-Blot-Hybridisierung analysiert. Chromosomale DNA
wurden nach Restriktionsverdau mit Sonden hybridisiert, die jeweils zu beiden Seiten
des tRNA?V-Gens homolog sind (Abb. 15). Diese Sonden (Del 31-Sonde und ssaT-
Sonde) wurden mit genspezifischen Oligonukleotiden mittels PCR generiert (s. Tab.
4).

In allen analysierten Salmonella-Subspezies hybridisierten beide Sonden zu einem
DNA-Fragment gleicher GroRe (Daten nicht dargestellt). Dieses Ergebnis wurde
dadurch verifiziert, dass verschiedene Restriktionsenzyme zum Verdau der chromo-
somalen DNA eingesetzt wurden, um auszuschlielen, dass es sich um nur zufallig
gleiche FragmentgroRen der detektierten Banden handelt. In allen Salmonella-
Spezies ist SPI2 an demselben tRNAY?V-Gen inseriert, welches als stabiler
Ankerpunkt fur die Integration der PAIl dient. Dieser Befund unterstiutzt die
Hypothese, dass SPI2 nicht mehr in der Lage ist, von einem Bakterium zum anderen
transferiert zu werden und somit im mikroevolutionaren Prozess eine Rolle zu
spielen. Allerdings konnten die Ergebnisse auch darauf hinweisen, dass SPI2 immer
an demselben tRNA-Gen bevorzugt integriert wird. Eine Analyse der Stabilitat der
SPI2 im Genom von Salmonella sollte dartiber Aufschluss geben, ob die Integration
an ein und demselben tRNA-Gen auf einen einmaligen Integrationsvorgang der SPI12
und anschlielfendem Verbleib an dieser Stelle im Genom zurlckzufuhren ist, oder ob

SPI12 noch mobil ist und immer an demselben Locus inseriert.
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Abb. 15: Identifizierung der Insertionsstelle von SPI2 in verschiedenen Salmonella-

Subspezies.

Die SPI2-Region (rot bzw. orange) ist im Chromosom von S. enterica Serovar Typhimurium (grau) am
tRNAY?V-Gen (griin) inseriert. Die ssaT-Sonde hybridisiert innerhalb von SPI2, wahrend die Del 31-
Sonde zu einem DNA-Fragment auf der SPI2-distalen Seite des tRNA-Gens homolog ist. Das Restrik-
tionsenzym schneidet die DNA an den Restriktionsschnittstellen RS 1 und RS 2. Das daraus resultie-
rende DNA-Fragment beinhaltet sowohl die zur Del 31-Sonde als auch die zur ssaT-Sonde homolo-
gen DNA-Bereiche.

3.3.2.1 SPI2 ist stabil im Genom von S. enterica Serovar Typhimurium integriert

Die relative Instabilitat im Wirts-Chromosom gilt als ein Charakteristikum von Patho-
genitatsinseln (Hacker et al., 1997). Dies konnte beispielsweise fur die PAI | und Il in
E. coli, die Cag-Pathogenitatsinsel in Helicobacter pylori und auch fur die HPI-Patho-
genitatsinseln in der Gattung Yersinia gezeigt werden (Fetherstone et al., 1995; Blum
et al., 1994; Censini et al., 1996; Hare et al., 1999). Die SPI2 in Salmonella ist bisher
als stabil integrierte Insertion beschrieben worden, d.h. es hat keine Hinweise auf
den Verlust der gesamten PAI oder auf partielle Deletionen gegeben. Diese Beob-
achtung ist mdglicherweise darauf zurtickzuflihren, dass zu dieser Fragestellung bis
dato keine konkreten Analysen durchgeflihrt worden sind. Solche Salmonella-
Stamme, die diese Pathogenitatsinsel besitzen, stammen zumeist aus Patienteniso-
laten und besitzen daher vermutlich per se die funktionelle Einheit der SPI2, um
einen Wirt erfolgreich besiedeln zu kdnnen. In der hier beschrieben Studie wurde
Uber einen langeren Zeitraum untersucht, ob die SPI2 tatsachlich ohne Selektions-
druck in einem Stamm uber zahlreiche Generationen stabil integriert ist.

Die S. enterica Serovar Typhimurium-Mutante P2D6, die eine aphT-Kassette im
ssaV-Gen der SPI2 tragt und damit Kanamycin-resistent ist, wurde in LB-FlUssigkul-
tur ohne Antibiotika-Selektion ber Nacht angezogen. Diese Kultur wurde taglich in
LB-Fliissigkultur ohne Antibiotika-Selektion subkultiviert. Aus der Ubernachtkultur
wurde eine Verdlinnungsreihe auf LB-Agar so ausplattiert, dass 50-150 gut differen-

zierbare Einzelkolonien pro Platte wuchsen. Das Kolonien-Muster wurde an-
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schlielfend mit einem Lederberg-Stempel auf eine LB-Platte mit Kanamycin-Selek-
tion kopiert. Das Fehlen einer oder mehrer Kolonien sollte den Verlust der Kana-
mycin-Kassette und damit der SPI2-Insertion indizieren. Innerhalb eines Zeitraums
von ca. 3500 Generationen konnten keine Differenzen in der Anzahl der Kolonien auf
LB-Agar mit und ohne Antibiotikum detektiert werden. Aus dieser Beobachtung
wurde gefolgert, dass unter diesen Bedingungen die SPI2 eine stabil im Chromosom
integrierte Insertion darstellt.

3.3.3 Klonierung des SPI2-Sekretionssystems

Um der Frage nachzugehen, wie groRere genetische Elemente im neuen Wirt etab-
liert werden konnen, wurde das den Typ llI-Sekretionsapparat kodierende 25 kBp-
Fragment aus S. enterica Serovar Typhimurium 12023 mit Hilfe einer Cosmidbank
kloniert. Chromosomale DNA von S. enterica Serovar Typhimurium wurde mit
SaulllA partiell verdaut und Uber BamHI in das Cosmid pSuperCos1 kloniert (Abb.
16). Die Cosmide wurden durch den Phagen A verpackt und in dem E. coli-Stamm
XL1-Blue MR als Genbank etabliert. 1000 Klone dieser Cosmidbank wurden durch
Southern-Kolonieblot auf das Vorhandensein des Virulenz-relevanten Teils der SPI2
untersucht. Mit Sonden gegen die flankierenden Bereiche des TTSS (ssaT und
orf 242, vgl. Abb. 3) wurden sechs Klone gefunden, die den gesamten Sekretions-
apparat auf dem Cosmid umfassten. Die Cosmide wurden isoliert und zunachst
durch Restriktion mit unterschiedlichen Enzymen auf das Vorhandensein von SPI2
uberpruft. Eines der SPI2-kodierenden Cosmide wurde als p1-H4 bezeichnet und flr

weitere Experimente herangezogen.

64



Ergebnisse

Virulenz-relevant, TTSS

25 kBp
dl

[
< »

SPI2, 40 kBp
SaulllA
BamHI

Ligation und Phagenverpackung | €————  J//pUC ori
l pSuperCos1

(7,9 kBp)

Notl SaulllAl

(45,3 kBp)

Abb. 16: Schema der Klonierung des SPI2-TTSS in das Cosmid pSuperCos1.

Ein nach partiellem SaulllA-Verdau von genomischer S. enterica Serovar Typhimurium-DNA isoliertes
Fragment, das den Virulenz-relevanten Teil mit den TTSS-Genen von SPI2 enthalt, wurde in die
BamHI-Schnittstelle von pSuperCos1 kloniert. Eines der Cosmide, welche die TTSS-Gene von SPI2
tragen, wurde als p1-H4 bezeichnet.

Mit Hilfe der Oligonukleotide T3 und T7, die im Vektor pSuperCos1 zu beiden flankie-
renden Seiten der Insertion komplementar sind, wurde das inserierte Salmonella-
DNA-Fragment ansequenziert. Die Sequenzdaten zeigten, dass sich das klonierte
Fragment mit einer GroRe von ~ 37,3 kBp vom Gen {trS im Virulenz-irrelevanten Teil
von SPI2 bis Uber das tRNAY?Y-Gen hinaus zum Gen sodB erstreckt (Abb. 16).
Somit ist die genetische Information des gesamten TTSS-Apparates mit der des

Zwei-Komponenten-Regulationssystems SsrAB im Cosmid p1-H4 vorhanden.

3.3.4 Analyse des Wachstums diverser Rezipientenstamme in SPI2-induzierenden

Bedingungen

Das vom Cosmid p1-H4 kodierte SPI12-TTSS sollte funktionell in SP12-negative Wirte
transferiert werden. Als mdgliche Wirte wurden unterschiedliche Stdamme von E. coli
(BL21, M15 und XL1-Blue) sowie Yersinia enterocolitica WA-C und S. bongori SARC
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12 ausgewahlt. Da die Expression von SPI12-Genen durch das Wachstum der Bakte-
rien in Minimalmedium mit Mangel an Phosphat oder zweiwertigen Kationen wie
Magnesium induziert wird (Deiwick et al., 1999), sollte zunachst untersucht werden,
ob die putativen Rezipientenstdmme in der Lage sind, unter den induzierenden
Medienbedingungen zu wachsen. Die jeweiligen Stamme wurden in den Expres-
sions-induzierenden Medien F pH 5,0, F pH 7,0 und PCN-P pH 7,4 sowie den nicht-
induzierenden Medien LB pH 5,0, LB pH 7,0 und PCN pH 7,4 Uber Nacht angezo-
gen. Nach ~16 h Inkubation wurde das Wachstum der Kulturen mittels der Bestim-
mung der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. Wahrend Y. enterocolitica WA-C
nur in LB pH 5,0 und LB pH 7,0 gewachsen ist, waren die E. coli-Stamme eher in der
Lage, in den Minimalmedien zu wachsen. In den induzierenden F-Medien zeigte sich
allerdings starke bakterielle Lyse, und die Kulturen wuchsen nur bis zu einer maxi-
malen ODgoo von 0,44 (E. coli M15). Das Wachstum der E. coli-Stdamme in induzie-
rendem PCN-P war sehr gering und ging mit einer Lyse der Bakterienkultur einher.
S. bongori dagegen hatte in den Minimalmedien ein ahnliches Wachstumsverhalten

wie S. enterica Serovar Typhimurium und zeigte keine Lyse (Daten nicht dargestellt).

3.3.5 Transfer und Regulation der Expression des Cosmid-kodierten SPI2-

Sekretionsapparates in SPI12-negativen Wirten

Das Cosmid p1-H4 wurde in die SPI2-negativen bakteriellen Wirte S. bongori SARC
12, E. coli XL1-Blue und Y. enterocolitica WA-C elektrotransformiert. Da S. bongori
als einziger Rezipienten-Stamm in Minimalmedien ein ahnliches Wachstumsver-
halten wie S. enterica Serovar Typhimurium zeigte (3.3.4), wurde zunachst nur
dieser Stamm mit dem Cosmid p1-H4 auf die Expression der SPI2-Gene in unter-
schiedlichen Medienbedingungen untersucht. Hierzu wurde S. bongori [p1-H4] in
induzierenden (F pH 5,0 und F pH 7,0) und nicht-induzierenden Medien (LB pH 5,0,
LB pH 7,0, G pH 5,0 und G pH 7,0) Uber Nacht angezogen. Die Proteine wurden in
einer SDS-PAGE aufgetrennt, und die Expression des SPI2-kodierten Effektor-
proteins SseB wurde im Western-Blot mit Antikbrpern gegen rekombinantes SseB
analysiert (Abb. 17).
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Abb. 17: Gehalte an p1-H4-kodiertem SseB in Kulturen nach Wachstum in

verschiedenen Medien.

Der Einfluss von Medienbedingungen auf den Gehalt an p1-H4-kodiertem SseB wurde Uberpruft.
Gesamtzelllysate gleicher Bakterienanzahl (durch ODggo bestimmt) wurden von den einzelnen Kultu-
ren hergestellt, Gber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikbrpern gegen das rekom-
binante SPI2-kodierte Substratprotein SseB analysiert. A: Kulturen von S. bongori [p1-H4] und S.
enterica Serovar Typhimurium wurden Uber Nacht in unterschiedlichen Medien angezogen: SPI2-
induzierend (F pH 5,0 und F pH 7,0) und nicht induzierend (LB pH 5,0, LB pH 7,0, G pH 5,0 und
G pH 7,0). B: Als Kontrolle wurden Kulturen von S. bongori sowohl mit dem SPI2-kodierenden Plas-
mid [p1-H4] als auch mit dem Leervektor [pSuperCos1] Gber Nacht in unterschiedlichen Medienbedin-
gungen (LB pH 7,0 und F pH 7,0) angezogen. Zusatzlich wurde S. enterica Serovar Typhimurium
unter induzierenden Bedingungen (F pH 7,0) angezogen.

Die Expression der SPI2-Gene in S. bongori wird, anders als bei S. enterica Serovar
Typhimurium, nicht durch aul3ere Faktoren wie niedrige Magnesium-Konzentrationen
im Medium induziert. Die hohen Mengen an Cosmid-kodiertem SPI2-Protein bei
Wachstum in nicht-induzierendem LB pH 5,0 und pH 7,0 und die viel geringeren
Mengen bei Wachstum in induzierenden Medien (F pH 5,0 und F pH 7,0) waren ein
erster Hinweis darauf, dass das TTSS zwar exprimiert, aber nicht auf gleiche Weise
wie bei S. enterica Serovar Typhimurium in das regulatorische Netzwerk des Wirtes
eingebunden wird.

In den Wirten Y. enterocolitica und E. coli konnte die Expression der SPI2-Gene
wegen des schlechten Wachstums der Stdmme in den flr Salmonella entwickelten
Minimalmedien nur in LB Uberprift werden. Im Western-Blot konnte mit Hilfe von
Antikérpern gegen SseB sowie gegen das rekombinante SPI2-Apparatsprotein SsaP
nachgewiesen werden, dass die Cosmid-kodierten SPI12-Gene in den neuen Wirten

exprimiert werden (Abb. 18).
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Abb. 18: Mengen an p1-H4-kodierten SPI12-Proteinen SseB und SsaP in unterschied-

lichen Wirten nach Wachstum in unterschiedlichen Medienbedingungen.

Bakterien mit p1-H4-kodierten SPI2-Proteinen SseB und SsaP wurden ber Nacht in induzierendem
Medium angezogen. Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikor-
pern gegen rekombinantes SseB und SsaP detektiert. 1: S. enterica Serovar Typhimurium-Wildtyp als
Positivkontrolle, in PCN-P pH 7,4; 2: S. bongori SARC 12, in LB pH 7,0; 3: S. bongori [p1-H4], in LB
pH 7,0; 4. S. bongori [p1-H4], in LB pH 5,0; 5: Y. enterocolitica in LB pH 7,0; 6: Y. enterocolitica
[p1-H4] in LB pH 7,0; 7: E. coli XL1-Blue in LB pH 7,0; 8: E. coli XL1-Blue [p1-H4] in LB pH 7,0; 9: E.
coli XL1-Blue [p1-H4] in LB pH 5,0.

Ahnlich wie bei S. bongori [p1-H4] wird auch bei Y. enterocolitica [p1-H4] und E. coli
[p1-H4] eine hohe sseB-Expressionsrate in LB im Vergleich zur Expression in unter
induzierenden Bedingungen gewachsenen S. enterica Serovar Typhimurium deut-

lich.

3.3.6 Umklonierung der SPI2-Gene von p1-H4 in einen Vektor mit einfacher Kopien-

zahl

Die im Vergleich zu S. enterica Serovar Typhimurium veranderte Regulation der
Cosmid-kodierten SPI2, die bei der Expression von sseB und ssaP (Abb. 17 und
Abb. 18) deutlich wird, ist mdglicherweise auf einer erhdohte Kopienzahl des p1-H4
von ca. 7-10 Kopien pro Bakterium zurlckzufuhren. Um Bedingungen zu schaffen,
die denen in S. enterica Serovar Typhimurium mit einer chromosomalen Kopie pro
Bakterium entsprechen, wurde das SPI12-Fragment mit Notl aus p1-H4 ausgeschnit-
ten und Uber Notl in den Bac-Vektor pBeloBac11 umkloniert. Mit Hilfe von Bac-Vek-
toren konnen DNA-Fragmente von bis zu 130-150 kBp stabil kloniert werden. Dieser

Vektor besitzt nur eine Kopie pro Zelle und damit eine vergleichbare Anzahl an Gen-
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kopien wie die chromosomal kodierte Sequenzen (Kim et al., 1996). Das hier neu

entstandene Cosmid wurde als pB6 bezeichnet (Abb. 19).

Notl

(44,3 kBp)

ydhE "

tRNAValv
Ssa

Abb. 19: Der SPI2-kodierende Ein-Kopien-Vektor pB6.

Das Fragment, das den Virulenz-relevanten Teil mit dem Typ llI-Sekretionssystem von SPI2 enthalt,
wurde mit Notl aus p1-H4 ausgeschnitten und in die Notl- Schnittstelle von pBeloBac11 kloniert (vgl.
Abb. 16). Das so entstandene Cosmid wurde als pB6 bezeichnet.

Zur Kontrolle der vollen Funktionalitat des durch das Cosmid pB6 kodierten SPI2-
Translokationssystems wurden die TTSS-Gene von SPI2 in S. enterica Serovar
Typhimurium mit dem ,One-Step Inactivation System® (Datsenko & Wanner, 2000)
deletiert (s. 2.2.6). Hierzu wurden die Oligonukleotide SPI12-Red-Del-for und SPI2-
Red-Del-rev (Tab. 4) eingesetzt. Die vollstandige Deletion wurde durch Sequenzie-
rung und mittels PCR-Analyse mit Oligonukleotiden, die zu Genen aullerhalb des
deletierten Fragmentes komplementar waren, Uberpruft (Daten nicht gezeigt). Nach
Elektrotransformation der SPI2-Deletionsmutante mit dem SPI2-tragenden Cosmid
pB6 war die komplementierte Mutante wieder in der Lage, SPI2-Gene wie beispiels-

weise sseB zu exprimieren (Abb. 20).
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Abb. 20: Das pB6-kodierte SP12-Sekretionssystem kann eine SPI2-negative S.

enterica Serovar Typhimurium-Mutante komplementieren.

Bakterien mit pB6-kodierten SPI12-Proteinen wurden tber Nacht in verschiedenen Medien angezogen.
Proteine wurden ber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikérpern gegen rekombi-
nantes SseB detektiert. 1: S. enterica Serovar Typhimurium-Wildtyp, in LB pH 7,0; 2: S. enterica
Serovar Typhimurium-Wildtyp als Positivkontrolle, in PCN-P pH 7.,4; 3: S. enterica Serovar Typhimu-
rium ASPI2, in LB pH 7,0; 4: S. enterica Serovar Typhimurium ASPI2, in PCN-P pH 7,4; 5: S. enterica
Serovar Typhimurium ASPI2 [pB6], in LB pH 7,0; 6: S. enterica Serovar Typhimurium ASPI2 [pB6], in
PCN-P pH 7,4.

Die Effekte der unterschiedlichen Medienbedingungen zeigen, dass die komplemen-
tierte SPI12-Deletionsmutante SPI2-Gene unter den gleichen Bedingungen exprimiert

wie der Wildtyp von S. enterica Serovar Typhimurium (Abb. 20).

3.3.7 Regulation von Genexpression und Sekretion pB6-kodierter SP12-Proteine in

S. bongori

Das Cosmid pB6 wurde in S. bongori SARC 12 und E. coli XL1-Blue elektrotransfor-
miert und durch PCR mit den Oligonukleotiden sseB-for und sseB-rev verifiziert. Die
pB6-tragenden Transformanten wurden in Minimalmedien unter SPI2-induzierenden
und nicht-induzierenden Bedingungen angezogen und im Western-Blot auf die

Expression von sseB Uberpruft.
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Abb. 21: Einfluss von Medienbedingungen auf die Expression von pB6-kodiertem

sseBin S. bongori.

Bakterien mit pB6-kodierter SPI2 wurden lber Nacht in unterschiedlichen Medien angezogen. Pro-
teine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikbrpern gegen rekombinantes
SseB detektiert. 1: S. enterica Serovar Typhimurium-Wildtyp als Positivkontrolle, in PCN-P pH 7,4; 2:
S. bongori [pB6], in LB pH 7,0; 3: S. bongori [pB€], in LB pH 5,0; 4: S. bongori [pB6], in PCN pH 5,8; 5:
S. bongori [pB6], in PCN-P pH 7.,4; 6: S. bongori [pB6], in F pH 7,0; 7: S. bongori [pB6], in F pH 5,0.

In S. bongori [pB6] ist die SseB-Bande in Medium PCN-P vergleichbar mit der von in
Medium PCN-P gewachsenen S. enterica Serovar Typhimurium. Eine Bande mit
ahnlicher Intensitat ist fur S. bongori [pB6] in Medium F bei pH 7,0 zu sehen, wah-
rend die Bandenintensitaten unter nicht-induzierenden Medienbedingungen (PCN,
LB pH 5,0 und LB pH 7,0) weitaus schwacher sind. Die Bande in Medium F bei pH
5,0 ist ahnlich stark wie unter nicht-induzierenden Bedingungen. Man wurde jedoch
eher eine Bandenstarke wie bei Medium F pH 7,0 erwarten, da der pH-Wert keinen
Einfluss auf die Expression von SPI2-Genen hat (Beuzon et al., 1999). Vermutlich
erfolgt unter diesen stark limitierten Medienbedingungen ein schnellerer Abbau des
Proteins.

Aus den Western-Blot-Daten geht hervor, dass die Expression der auf dem Cosmid
pB6 kodierten SPI2-Gene in S. bongori offensichtlich ahnlich reguliert wird wie die

der SPI2-Gene in S. enterica Serovar Typhimurium.

3.3.8 Sekretion der Cosmid-kodierten SPI12-Proteine

Die Sekretion von SPI2-Proteinen auf die Bakterienoberflache erfordert einen funk-
tionstlichtigen, in seinem Aufbau und seiner Funktion vollstandig regulierten SPI2-

Sekretionsapparat. Im Folgenden wurde Uberpruft, ob das auf den 25 kBp in pB6 ko-
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dierte TTSS ebenfalls in der Lage ist, auch in per se SPI2-defizienten Stammen,
denen das regulative Netzwerk fur SPI2-Expression und -Sekretion fehlt, SP12-Sub-
stratproteine auf die Bakterienoberflache zu sekretieren.

Beuzon et al. (Beuzon et al., 1999) haben gezeigt, dass die Sekretion von SPI2-
Substratproteinen durch einen niedrigen pH-Wert in vitro (i.e. pH 5,0- 5,8) induziert
werden kann. Kulturen von S. enterica Serovar Typhimurium, S. bongori [pB6],
E. coli [p1-H4] und Y. enterocolitica [p1-H4] wurden bei saurem pH in PCN-P bzw.
LB Uber Nacht angezogen. Die in den Uberstand sekretierten Proteine wurde durch
direkte Fallung mit TCA isoliert, wahrend die an der Bakterienoberflache adharierten
Proteine zunachst abgeschert und anschlieRend durch Fallung isoliert wurden (s.
2.3.2). Nach Auftrennung uber SDS-PAGE wurden die Proteinfraktionen im Western-
Blot auf das Vorhandensein von SseB Uberpruft. Als Kontrolle dafir, dass es sich bei
den im Uberstand und in der Abwaschfraktion detektierten Proteinen um sekretierte
Proteine handelt und nicht um ein Artefakt durch Zelllyse, wurden die Sediment-
Fraktion und die sekretierte Fraktion (Abwaschfraktion und Uberstand zusammen)
auf das Vorhandensein des Hitzeschockproteins HSP 60 uberprift, welches sich in
den Zellen befindet, aber nicht sekretiert wird (Abb. 22).

SseB wird in S. bongori [pB6] unter Sekretions-induzierenden Bedingungen, d.h. bei
Wachstum in PCN-P bei pH 5,8, in vergleichbaren Mengen sekretiert wie SseB unter
gleichen Wachstumsbedingungen in S. enterica Serovar Typhimurium. Das Hitze-
schockprotein HSP 60 konnte nicht im Zelliberstand beobachtet werden, was be-
weist, dass es sich bei dem im Uberstand detektierten SseB nicht um eine Zelllyse-
Artefakt, sondern um sekretiertes Protein handelt. Demzufolge scheint die Expres-
sion der pB6-kodierte TTSS-Gene und die Sekretion der darauf kodierten Proteine in
S. bongori einer ahnlichen Regulation zu unterliegen wie die chromosomal integrierte

SPI2 in S. enterica Serovar Typhimurium.
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Abb. 22: Nachweis der Sekretion von SseB in S. enterica Serovar Typhimurium-

Wildtyp und S. bongori als heterologem Trager von SPI2.

Bakterienkulturen wurden ber Nacht in PCN-P unter Sekretions-induzierenden (pH 5,8) und nicht
induzierenden (pH 7,4) Bedingungen angezogen. In den Uberstand sekretierte Proteine wurden Gber
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. A: SseB wurde in den unterschiedlichen
Proteinfraktionen von Wildtyp S. enterica Serovar Typhimurium (S.T. Wt) und S. bongori [pB6] mit
Antikorpern gegen SseB detektiert. B: Die Proteinsekretion wurde in Wildtyp S. enterica Serovar
Typhimurium (S.T. Wt)und S. bongori [pB6] durch das nicht-sekretierte Hitzeschockprotein HSP 60 mit
einem polyklonalen Antikérper gegen HSP 60 Uberpruft.

3.3.9 Vermittelt der Transfer von SPI2 die Fahigkeit von S. bongori zur Replikation

im Makrophagen?

Das von SPI2 kodierte Typ llI-Sekretionssystem ist in S. enterica Serovar Typhimu-
rium fur die intrazellulare Replikation in der eukaryontischen Zielzelle und die syste-
mische Ausbreitung der Bakterien im Wirtsorganismus verantwortlich (Hensel, 2000).
Dieser Phanotyp kann im Zellkultur-Modell dargestellt werden durch Infektion von
murinen Makrophagen bzw. humanen Epithelzellen mit S. enterica Serovar Typhimu-
rium und anschlieRender mehrstiindiger Inkubation, wahrend der es zur intrazellu-

laren Vermehrung der Bakterien kommt.
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Es wurde gezeigt, dass in S. bongori [pB6] sowohl die Expression der Cosmid-
kodierten Gene des SPI2-Sekretionsapparates als auch die Sekretion der SPI2-
Effektorproteine durch die gleichen au3eren Signale induziert werden kénnen wie die
der chromosomalen SPI2 in S. enterica Serovar Typhimurium (Abb. 21 und Abb. 22).
Diese Signale entsprechen moglicherweise den Zustanden innerhalb der infizierten
Wirtszelle. Daher lag die Vermutung nahe, dass S. bongori durch den experimentel-
len Transfer der SP12-Gene im Gegensatz zum S. bongori-Wildtyp zur intrazellularen

Replikation in Epithelzellen und Makrophagen befahigt sein kdnnte.

3.3.9.1 Mikroskopische Analyse der intrazelludren Replikation von S. bongori [pB6]
in J774.A1-Makrophagen

Im Zellkultur-Versuch sollte untersucht werden, ob S. bongori [pB6] ebenso wie S.
enterica Serovar Typhimurium im Makrophagen Uberleben und sich replizieren kann.
Zum einen wurde ein mikroskopischer Ansatz zur Analyse der intrazellularen Repli-
kation von S. bongori [pB6] durchgeflihrt. Hierzu wurden die eingesetzten Stamme
jeweils mit GFP (,green fluorescent protein®) markiert, indem sie mit dem konstitutiv
GFP-exprimierenden Plasmid pFPV25.1 (Valdivia & Falkow, 1997) transformiert
wurden.

Die murine Makrophagen-Zelllinie J774.A1 wurden in 24-Kavitaten-Platten auf Deck-
glaschen ausgesat und bis zur Semi-Konfluenz angezogen. Die Zellen wurden mit
den grun-fluoreszierenden Stammen von S. enterica Serovar Typhimurium und S.
bongori [pB6] mit jeweils einer MOI von 10 infiziert und bei 37°C inkubiert. Nach 2
und 21 Stunden wurden die Zellen auf den Deckglaschen fixiert und mikroskopisch
ausgewertet (Abb. 23).

74



Ergebnisse

S. enterica Serovar Typhimurium S. bongori [pB6]

Abb. 23: SPI2 allein befahigt nicht zur intrazellularen Replikation von S. bongori.

2h

21h

Murine J774.A1-Makrophagen wurden mit GFP-markierten S. enterica Serovar Typhimurium und S.
bongori [pB6] mit einer MOI von 10 infiziert und anschlieRend bei 37°C inkubiert. Nach 2 und 21 h
wurden die Zellen fixiert und das zellulare F-Aktin mit Phalloidin-Texas-Red rot angefarbt.

Wahrend sich S. enterica Serovar Typhimurium innerhalb von 21 Stunden intrazellu-
lar auf ein Vielfaches der urspringlich internalisierten Bakterienzahl vermehrt hat,

war diese intrazellulare Replikation bei S. bongori [pB6] nicht zu beobachten.

3.3.9.2 Analyse des intrazelluldren Uberlebens und Replikation von S. bongori [pB6]

Um eine quantitative Aussage uber die Replikationsrate von S. bongori [pB6] in
eukaryontischen Zellen im Vergleich zu S. enterica Serovar Typhimurium machen zu
konnen, wurde ein Gentamicin-Schutz-Versuch durchgefuhrt (s. 2.4.1). Murine
J774.A1-Makrophagen wurden in 24-Kavitaten-Platten bis zur Semi-Konfluenz ange-
zogen. Die Zellen wurden mit einer MOI von 10 mit S. enterica Serovar Typhimurium,

S. bongori, S. bongori [pBeloBac11] und S. bongori [pB6] infiziert und mehrere Stun-
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den bei 37°C inkubiert. Nach 2, 8 und 21 h wurden die Zellen lysiert, die Bakterien-
suspension in mehreren Verdunnungsstufen auf LB-Agar ausplattiert und uber Nacht
inkubiert. Wahrend sich die intrazellulare Bakterienzahl von Wildtyp S. enterica
Serovar Typhimurium innerhalb von 21 h ca. 100-fach vermehrt hat, blieb die Zahl
der intrazellularen S. bongori-Stamme mit und ohne pB6 Uber den gesamten Zeit-
raum konstant oder reduzierte sich etwas um den Faktor 10. Somit war die Ubertra-
gung des SPI2-TTSS nicht ausreichend, um eine intrazellulare Replikation von S.

bongori zu ermoglichen.

3.3.10 Suche nach weiteren flr die intrazellulare Replikation relevanten Proteinen
aulRerhalb SPI2

Durch den Transfer des Virulenz-relevanten Bereichs von SPI2 in einen SPI2-negati-
ven Wirt konnte die regulierte Expression der SPI12-Gene und auch die Sekretion von
SPI2-kodierten Proteinen erreicht werden. Wahrscheinlich sind jedoch neben der
SPI2 noch weitere Faktoren fur den intrazellularen Replikations-Phanotyp verant-
wortlich, da dieser in eukaryontischen Zellen nicht erzielt werden konnte.

Fir die Salmonella Pathogenitatsinsel 1 (SPI1) konnte gezeigt werden, dass mehrere
translozierte Effektoren, die fur den Invasions-Phanotyp verantwortlich sind, aulRer-
halb von SPI1 kodiert sind (Mirold et al., 2001). Daher lag die Vermutung nahe, dass
auch bei SPI2 nicht alle flr den intrazellularen Replikations-Phanotyp entscheiden-
den Proteine innerhalb der Pathogenitatsinsel 2 kodiert sind. Mittlerweile sind eine
Reihe von Proteinen bekannt, die au3erhalb von SPI2 kodiert sind und uber das
Sekretionssystem von SPI2 transloziert werden (Tsolis et al., 1999a; Miao & Miller,
2000; Knodler et al.,, 2002), jedoch ist deren Beitrag zum SPI2-vermittelten
intrazellularen Phanotyp bislang ungeklart.

Im Tiermodell sollte untersucht werden, ob eine das gesamte Genom von S. enterica
Serovar Typhimurium reprasentierende Cosmidbank in der Lage ist, in S. bongori
[pB6] den Phanotyp der systemischen Infektion im Mausmodell zu Ubertragen. Zu
diesem Zweck wurde S. bongori [pB6] mit einem Gemisch von pSuperCos1-
Cosmiden, die jeweils ca. 37-43 kBp chromosomale S. enterica Serovar Typhimu-
rium-DNA enthalten, elektrotransformiert. Einzelklone, die auf Antibiotika-Platten
sowohl pB6 als auch ein pSuperCos1-Cosmid mit Wildtyp S. enterica Serovar
Typhimurium-DNA enthielten, wurden von den Platten abgekratzt, gemischt und in

einer infektidsen Dosis von 10°-10° cfu intraperitoneal in 3 BALB/c-Mause gespritzt.
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Als Kontrollen wurden jeweils 3 weitere Mause mit 10° cfu S. bongori und S. bongori
[pB6] mit dem pSuperCos1-Leervektor infiziert. Nach drei Tagen wurden Milz und
Leber entnommen, homogenisiert und ausplattiert. Es konnten jedoch keine Bakte-
rien reisoliert werden. Somit war die Cosmidbank von S. enterica Serovar Typhimu-
rium-DNA nicht in der Lage, in S. bongori [pB6] den Phanotyp der systemischen

murinen Salmonellose zu vermitteln.

3.3.11 Translokation von SPI2-Effektorproteinen aus S. bongori in eukaryontische

Zielzellen

Die Funktionalitat des pB6-kodierten SPI12-Fragmentes als Sekretionsmaschinerie in
S. bongori [pB6] konnte dadurch nachgewiesen werden, dass in in vitro-Versuchen
das SPI2-Effektorprotein SseB aus dem Bakterium in das umgebende Medium
sekretiert wurde (3.3.7). Inwieweit der Typ llI-Sekretionsapparat in der Lage ist, auch
innerhalb von Wirtszellen Proteine zu sekretieren und ins Zellinnere zu translozieren,
sollte in den folgenden Versuchen geklart werden.

Von den mittlerweile bekannten Proteinen, die in S. enterica Serovar Typhimurium
Uber das SPI2-Sekretionssystem ausgeschleust werden, ist nur SifA als ein eindeuti-
ger Virulenzfaktor in der systemischen Mausinfektion identifiziert und charakterisiert
worden. SifA ist in Epithelzellen wie beispielsweise Hela-Zellen fur die Bildung
sogenannter ,SIFs“ (,Salmonella-induzierte Filamente“) verantwortlich (Garcia del
Portillo et al., 1993; Stein et al., 1996; Beuzon et al., 2000). SIFs stellen filamentar-
tige tubulare Membranstrukturen der Salmonella-enthaltenden Vakuolen (,Salmo-
nella-containing vacuoles®, SCV) dar, die aus lysosomalem Glykoprotein bestehen.
Diese Filamente kdnnen durch Farben von infizierten Zellen mit Antikdrpern gegen

das Lysosomen-assoziierte Membranprotein 1 (LAMP-1) sichtbar gemacht werden.

3.3.111 Klonierung von sifA und Etablierung in S. bonqori

Das Gen sifA wurde aus S. enterica Serovar Typhimurium NCTC 12023 mittels PCR
amplifiziert und als Fusion mit dem Epitop M45 in den Vektor pWSK29 kloniert. Der
daraus resultierende Vektor wurde als p2104 bezeichnet (s. Tab. 2). Nach
Transformation von p2104 in S. enterica Serovar Typhimurium wurde zunachst unter
verschiedenen Medienbedingungen im Western-Blot die Synthese von SifA-M45 mit
dem monoklonalen Antikérper gegen das M45-Epitop getestet (Abb. 24). Fir das

SifA-M45-Fusionsprotein wird dabei eine Bande mit der molekularen Masse von ca.
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41 kDa erwartet. Eine zweite Bande von ungefahr 25 kDa deutet mdglicherweise auf
eine Instabilitat des Fusionsproteins hin. Hinweise auf die Instabilitdt oder Degrada-
tion von SifA-Fusionsproteinen gab es schon friher (Beuzon et al., 2000; Miao &
Miller, 2000).

Unter Anzucht-Bedingungen in Medien mit neutralem pH-Wert ist sowohl im Hinter-
grund des Wildtyps als auch der Sekretionsmutante die grof3te Proteinmenge bei
Wachstum in PCN-P zu sehen (Abb. 24A). Die Induktion der Expression unter Mg?*-
Mangel (Medium F) bedingt nur eine geringfugig starkere Bandenintensitat im Ver-
gleich zum Minimalmedium mit hoher Mg®*-Konzentration (Medium G). Vergleichbare
Bandenintensitaten sind fir beide Stdamme bei Wachstum in saurem pH zu beob-
achten. Da diese Bedingungen die Sekretion von SPI2-Proteinen in vitro induzieren,

wurde die Sekretion von SifA-M45 fur S. enterica Serovar Typhimurium-Wildtyp und

die sekretionsdefiziente Mutante ssaV = in PCN-P unter induzierenden Bedingungen
(pH 5,8) und unter nicht-induzierenden Bedingungen (pH 7,4) getestet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass das Fusionsprotein SifA-M45 bei saurem pH in der Abwasch-
fraktion, die die an der Bakterienoberflache adharierten Proteine enthalt, vorhanden
ist, nicht aber bei neutralem pH (Abb. 24B). Das Aggregieren der Proteine auf der
Bakterienoberflache konnte auf die artifizielle Zusammensetzung des Sekretions-
medium zurlickzufihren sein, den sauren pH und das Fehlen von Peptiden und
Polysacchariden als komplexe Nahrungsfaktoren. Zusatzlich fallt auf, dass in der
Abwaschfraktion unter sauren Bedingungen nur die 41 kDa-Bande nachweisbar ist,
nicht aber die Degradationsbande von 25 kDa. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass nur das Fusionsprotein der vollen Lange vom SPI2-TTSS sekretiert wird, nicht
aber die N-terminal verkurzte Form, die im bakteriellen Zytoplasma verbleibt. In der
Sekretionsmutante ist keine SifA-M45-Proteinbande in der Abwaschfraktion zu

detektieren.
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Abb. 24: Effekt von Wachstumsbedingungen auf die Expression der sifA::M45-Fusion
und Analyse der Sekretion von SifA-M45.

S. enterica Serovar Typhimurium-Wildtyp (Wt) und eine sekretionsdefiziente Mutante (ssaV) tragen
das Plasmid p2104 mit der sifA::M45-Fusion. A: Anzucht in unterschiedlichen Medien (induzierend fir
Expression: F und PCN-P; nicht induzierend: LB, G und PCN) angezogen. Die Proteine gleicher
Bakterienmengen, angeglichen durch die optische Dichte ODgo, wurden unter denaturierenden
Bedingungen Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das M45-Epitop detektiert. B: Die Stamme wurden unter induzierenden Bedingun-
gen (PCN-P, pH 5,8 und pH 7,4) angezogen. Die Proteinfraktionen von Sediment (Gesamtzelllysat),
an der Zelloberfliche adhérierte sekretierte Proteinen (Abwaschfraktion) und in den Uberstand
sekretierte Protein (Uberstand) wurden unter denaturierenden Bedingungen liber SDS-PAGE aufge-
trennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem monoklonalen Antikorper gegen das M45-Epitop
detektiert.

Das STE-Gen sifA kann vom Plasmid p2104 unter SPI2-induzierenden Bedingungen
exprimiert werden. Auch ist die Sekretion von SifA-M45 unter in vitro-Bedingungen in
S. enterica Serovar Typhimurium moglich. Das Plasmid p2104 wurde daher in die

Stamme S. bongori und S. bongori [pB6] elektrotransformiert. Kulturen von S. bon-
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gori [p2104] und S. bongori [pB6][p2104] wurden Uber Nacht in PCN-P in neutralem
pH angezogen, und die Expression wurde von sifA::M45 im Gesamtzelllysat durch
Western-Blot analysiert (Abb. 25).
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Abb. 25: sifA::M45 wird unter SPI12-induzierenden Bedingungen in
S. bongori [pB6][p2104] exprimiert.

S. bongori [p2104] und S. bongori [pB6][p2104] wurden Gber Nacht in PCN-P bei pH 7,4 angezogen.
Die gleiche Menge an Protein wurde unter denaturierenden Bedingungen lber SDS-PAGE aufge-
trennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem monoklonalen Antikérper gegen das M45-Epitop
detektiert.

Unter SPI2-induzierenden Bedingungen kann in S. bongori [pB6][p2104] die Expres-
sion der sifA::M45-Fusion durch das Vorhandensein der Cosmid-kodierten SPI2-
Gene induziert werden. Dagegen sind in S. bongori [p2104] ohne SPI2 keinerlei
Proteinbanden von SifA-M45 detektierbar, da das Zwei-Komponenten-Regulations-

system SsrAB von SPI2 fehlt (Abb. 25).

3.3.11.2 S. bongori [pB6]-vermittelte SIF-Bildung in Epithelzellen

Die Fahigkeit des pB6-kodierten SPI12-Sekretionssystems, unter in vitro-Bedingungen
in S. bongori SP12-Gene zu exprimieren und Effektorproteine zu sekretieren, konnte
eindeutig gezeigt werden (Abb. 21 und Abb. 25). Mit Hilfe des auf dem Plasmid
p2104 kodierten Fusionsproteins SifA-M45 sollte nun nachgewiesen werden, ob das
Cosmid-kodierte TTSS auch zur intrazellularen Translokation von Proteinen befahigt
ist.

Zunachst wurde kontrolliert, ob das von p2104 kodierte SifA prinzipiell in der Lage ist,

eine sifA-Mutante zu komplementieren. Humane Epithelzellen (HeLa-Zellen) wurden

80



Ergebnisse

mit dem S. enterica Serovar Typhimurium-Stamm P3H6, bei dem das sifA-Gen durch
die Insertion eines Minitransposons mit Kanamycin-Cassette (mTnb) ausgeschaltet
ist, und mit dem komplementierten Stamm P3HG6 [p2104] sowie mit Wildtyp S. ente-
rica Serovar Typhimurium in einer MOI von jeweils 5 infiziert. Nach 6 bis 10 h wurden
die Zellen fixiert und die Zellstrukturen und Proteine mit Antikdrpern sichtbar ge-
macht. Dabei wurde das Bakterien-LPS mit einem Cy2-gekoppelten Sekundar-
antikorper grun-fluoreszierend angefarbt und die zellularen Filamentstrukturen mit
einem Primarantikdrper gegen LAMP-1 und einem Cy3-gekoppelten Sekundar-

antikorper rot-fluoreszierend (Abb. 26).

Wt SIfA SifA [p2104]

Abb. 26: p2104-kodiertes SifA kann die Bildung von SIFs komplementieren.

HelLa-Zellen wurden in einer MOI von 5 mit Wildtyp S. enterica Serovar Typhimurium, S. enterica
Serovar Typhimurium P3H6 (sifA) und S. enterica Serovar Typhimurium P3H6 [p2104] infiziert. Nach
8 h wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Anschlielend wurden die Zellen fir jeweils 1 h mit
Antikérpern gegen S. enterica Serovar Typhimurium-LPS und Cy2-gekoppelten Sekundarantikérpern
(grin), Antikérpern gegen murines LAMP-1 und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper (rot)
behandelt. Fur jeden Stamm sind zwei reprasentative Ausschnitte gezeigt.
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Wie aus dem Hel a-Infektionsversuch ersichtlich wird (Abb. 26), kann das p2104-
kodierte SifA den Phanotyp der Filamentbildung wiederherstellen.

Die Funktionalitat des Cosmid-kodierten SPI2-TTSS als intrazellular induzierter
Sekretionsapparat wurde durch Infektionsversuche mit der SPI2-Deletionsmutante
uberpruft. HeLa-Zellen wurden in einer MOI von 5 infiziert und nach 10 h fixiert. Die
Bakterien sind durch plasmidkodiertes, konstitutiv exprimiertes GFP grin markiert,
zellulares LAMP-1 rot (Abb. 27).

Wt ASPI2 ASPI2 [pB6]

Abb. 27: Komplementation des intrazellularen Phanotyps einer SPI12-Deletions-

mutante durch pB6.

HelLa-Zellen wurden in einer MOI von 5 mit Wildtyp S. enterica Serovar Typhimurium, MvP371
(= ASPI2) und MvP371 [pB6] (= ASPI2 [pB6]) infiziert. Nach 10 Stunden wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen fur jeweils 1 h mit Antikbrpern gegen
LAMP-1 und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper (rot) inkubiert. Fir jeden Stamm sind zwei
reprasentative Ausschnitte gezeigt.

Wahrend eine SPI2-Deletionsmutante nicht in der Lage ist, die Ausbildung von
endosomalen Filamentstrukturen zu induzieren, konnte durch das pB6-kodierte SPI12-

Sekretionssystem der SIF-Phanotyp wiederhergestellt werden.
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Im weiteren Verlauf wurden in einem vergleichbaren Ansatz HelLa-Zellen mit Stam-
men von S. bongori [pB6], S. bongori [p2104] und S. bongori [pB6][p2104] mit einer
MOI von 50 infiziert und bei 37°C inkubiert. Nach 6, 8, 10 und 16 h Inkubation wur-
den die infizierten Zellen fixiert. Die Bakterien wurden mit Antikbrpern gegen S.
bongori-LPS grin gefarbt und die filamentésen Endosomen mit Antikdrpern gegen
LAMP-1 rot (Abb. 28).

S.b. [p2104] S.b. [pB6] S.b. [p2104][pB6]

Abb. 28: Das auf p2104 in S. bongori [pB6][p2104] kodierte SifA kann die Bildung

von SIF-Strukturen in Epithelzellen induzieren.

HelLa-Zellen wurden in einer MOI von 50 mit S. bongori [pB6], S. bongori [p2104] und S. bongori
[pB6][p2104] infiziert. Nach 8 Stunden wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Anschlielend
wurden die Zellen fir jeweils 1 h mit Antikbrpern gegen S. bongori-LPS und einem Cy2-gekoppelten
Sekundarantikérpern (griin) sowie mit Antikérpern gegen murines LAMP-1 und einem Cy3-gekoppel-
ten Sekundarantikdrper (rot) behandelt. Fir jeden Stamm sind zwei reprasentative Ausschnitte
gezeigt.

Schon nach 6 h Inkubation sind bei der Infektion von HelLa-Zellen mit S. bongori
[pB6][p2104] filamentartige Zellstrukturen sichtbar, die sich mit dem spaten Endoso-
men-Marker LAMP-1 anfarben lassen. Diese Strukturen entsprechen den bei der

Infektion von Epithelzellen mit Wildtyp S. enterica Serovar Typhimurium entstehen-
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den tubularen Endosomenaggregaten der Salmonella-haltigen Vakuolen und werden
daher auch als ,SIFs” bezeichnet. Die Entstehung dieser SifA-induzierten Filamente
in einer mit S. bongori [pB6][p2104] infizierten Epithelzelle belegt die Funktionalitat

des SPI2-Sekretionssystems als Translokon fur das SifA-Effektorprotein.

3.3.11.3 Translokation eines STE-Proteins durch den heterolog

exprimierten SPI12-Sekretionsapparat

Die Induktion der SIF-Bildung innerhalb der eukaryontischen Zelle lasst darauf
schlie®en, dass SifA durch das pB6-kodierte SPI2-Sekretionssystem von S. bongori
in die Zielzelle transloziert wird. Um translozierte Proteine direkt intrazellular zu
detektieren, wurde das Gen sseF aus S. enterica Serovar Typhimurium mit dem
M45-Epitop fusioniert und in den Vektor pWSK29 kloniert, wobei das Plasmid p2095
entstand (s. Tab. 2). Dieses wurde in S. enterica Serovar Typhimurium transformiert
und die Synthese von SseF-M45 im Western-Blot mit dem monoklonalen Antikérper
gegen das M45-Epitop getestet (Abb. 29A). Phosphatmangel bzw. Magnesium-
Mangel haben auf die Expression der sseF::M45-Fusion bei neutralem pH-Wert
einen induzierenden Einfluss. Unter sauren Bedingungen ist eine grol’e Menge an
SseF-M45 unter Phosphat-Mangel zu beobachten, wahrend ein Mangel an Magne-
sium unter diesen pH-Bedingungen eher einen umgekehrten Effekt hat.
Nachfolgende Analysen der Sekretion von SseF-M45 in vitro zeigten, dass das
Fusionsprotein unter induzierenden Bedingungen sekretiert wird und sowohl in der
Abwaschfraktion als auch im Kultur-Uberstand in groRen Mengen detektierbar ist
(Abb. 29B, Hansen-Wester et al., 2002).

Nach Elektrotransformation der Stamme S. bongori und S. bongori [pB6] mit dem
Plasmid p2095 wurde die Expression von sseJ::M45 in Kulturen von S. bongori
[p2095] und S. bongori [pB6][p2095] durch Western-Blot analysiert. Bei Anzucht Uber
Nacht in PCN-P bei saurem pH-Wert kann in S. bongori [pB6][ p2095] die Expression
der sseF::M45-Fusion durch das Vorhandensein der Cosmid-kodierten SPI2-Gene
induziert werden. Dagegen ist in S. bongori [p2095] ohne SPI2 keine Proteinbande

fur die Expression von sseF::M45 detektierbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 29: Einfluss von Medienbedingungen auf die Expression von ssef::M45 und

Analyse der Sekretion von SseJ-M45.

Wildtyp S. enterica Serovar Typhimurium (Wt) und eine sekretionsdefiziente Mutante (ssaV) tragen
das Plasmid p2095 mit der ssef::M45-Fusion (vgl. Abb. 24). A: Expression von sseF:M45 in
Abhangigkeit von unterschiedlichen Medien. B: Sekretion von SseF-M45 nach Wachstum in PCN-P
bei unterschiedlichen pH-Werten.

Mit Hilfe des Plasmids p2095 sollte anschlieliend die Translokation des Fusions-
proteins SseF-M45 Uber das Cosmid-kodierte TTSS in die eukaryontische Zielzelle
nachgewiesen werden. Die Translokation dieses Proteins durch S. enterica Serovar
Typhimurium [p2095] in HelLa-Zellen wurde vor kurzem von Kuhle und Hensel ge-
zeigt (Kuhle und Hensel, unveroéffentlicht).

HelLa-Zellen wurden in einer MOI von 50-100 mit S. enterica Serovar Typhimurium

[p2095] als Positivkontrolle, S. bongori [p2095] als Negativkontrolle und S. bongori
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[pB6][p2095] infiziert und nach 14 h fixiert. Das Bakterien-LPS wurde mit einem Cy2-
gekoppelten Sekundarantikorper grun-fluoreszierend angefarbt, das zellulare Aktin-
GerUst mit Phalloidin-Texas-Red rot-fluoreszierend und das translozierte SseF-M45
mit einem Primarantikdrper gegen M45 und einem Cy5-gekoppelten Sekundaranti-

korper blau-fluoreszierend (vgl. Abb. 30).

eukaryontisches
F-Aktin

transloziertes Protein
SseF-M45

Zellkern

Abb. 30: Modell der Translokation des Effektorproteins SseF-M45 durch Salmonella

in die eukaryontische Zielzelle.

Eine eukaryontische Zelle (rot gefarbtes F-Aktin) wird mit Salmonella (grin) infiziert. Intrazellular wird
das Effektorprotein SseF-M45 (blau) transloziert.

Aus Abb. 31 wird ersichtlich, dass das blau gefarbte Effektorprotein SseF-M45 so-
wohl von S. enterica Serovar Typhimurium [p2095] als auch von S. bongori
[pB6][p2095] in die Zelle transloziert wird. In dem als Kontrolle eingesetzten Stamm
S. bongori [p2095], der keine Cosmid-kodierte SPI2 besitzt, kann keinerlei translo-

ziertes, blau gefarbtes Protein intrazellular detektiert werden (Abb. 31).
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Aktin+ +
Aktin SseF-M45 SseF-M45

B ===

Abb. 31: SseF wird von S. bongori Uber ein heterologes SPI12-Sekretionssystem

Wt [p2095]

S.b. [pB6]
[p2095]

transloziert.

87



Ergebnisse

HelLa-Zellen wurden in einer MOI von 50-100 Bakterien mit S. enterica Serovar Typhimurium [p2095]
(= Wt [p2095]) bzw. S. bongori [p2095] (= S.b. [p2095]) und S. bongori [pB6][p2095] (= S.b.
[pB6][p2095]) infiziert. Nach 14 Stunden wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. AnschlieRend
wurden die Zellen fir 3 h mit einem Antikdrper gegen das M45-Epitop und 1 h mit einem Cy5-gekop-
pelten Sekundarantikérper (blau) behandelt. Danach wurde jeweils 1 h mit einem Antikdrper gegen
das jeweilige Salmonella-LPS und einem Cy2-gekoppelten Sekundarantikérper (griin) gefarbt. Das F-
Aktin der eukaryontischen Zelle wurde mit Phalloidin-Texas-Red 1 h lang rot gefarbt. Fir jeden Stamm
sind zwei reprasentative Ausschnitte gezeigt.

In dem hier beschriebenen Versuch konnte das erste Mal gezeigt werden, dass das
heterolog in S. bongori exprimierte SPI12-TTSS aus S. enterica Serovar Typhimurium

in der Lage ist, im Zellkultur-Modell Protein direkt in eine Zielzelle zu translozieren.
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4 DISKUSSION

Bakterien zeigen ein hohes Mal} an Variabilitdt und Anpassungsfahigkeit an neue
Lebensraume und Wirte. Der Austausch, Gewinn und Verlust einzelner Gene oder
auch groflRerer DNA-Fragmente kann dabei zu neuen Eigenschaften einer bakteriel-
len Spezies fuhren (Groisman & Ochman, 1996). Ein wichtiger Faktor in der Entwick-
lung bakterieller Spezies ist die Aufnahme horizontal erworbener genetischer Infor-
mation und deren Einbau in das Chromosom. Die Evolution wird dabei durch solche
,Quantensprunge“ in erheblichem Malle vorangetrieben (Groisman & Ochman,
1996). Diese beschreiben das Phanomen, dass nicht nur kleine DNA-Fragmente
ubertragen werden, sondern vollstandige Operone und Gengruppen, die komplexe
Funktionen kodieren.

In dieser Arbeit wurde in unterschiedlichen Ansatzen versucht, das evolutionare
Potential und die Anpassungsfahigkeit von Mikroorganismen an neue Lebensraume
zu analysieren. Dies wurde am Beispiel von Pathogenitatsinseln in Salmonella im
Allgemeinen und der Salmonella enterica-spezifischen Pathogenitatsinsel SPI2 im

Besonderen durchgefuhrt.

4.1 Horizontal transferierte Elemente in Salmonella

Eine grole Anzahl an bakteriellen Genomen ist mittlerweile sequenziert worden, und
ihr Vergleich bietet neue Erkenntnisse und Einblicke in die Evolution einzelner Proka-
ryonten-Spezies. Die Genome von Salmonella und E. coli sind zu 80% identisch,
unterscheiden sich jedoch unter anderem dadurch, dass in S. enterica funf Pathoge-
nitatsinseln vorhanden sind, die in E. coli fehlen (Groisman & Ochman, 1996; Marcus
et al, 2000). Da bis auf SPI2 alle Salmonella-Pathogenitatsinseln in den
unterschiedlichen Subspezies nachweisbar sind, wird davon ausgegangen, dass sie
relativ schnell nach der evolutorischen Trennung von Salmonella und E. coli erwor-
ben wurden (Baumler, 1997; McClelland et al., 2000). Zahlreiche Analysen flhrten zu
der Identifizierung weiterer Proteine, die zur Virulenz von Salmonella beitragen.
Interessanterweise haben jedoch nur sehr wenige dieser Virulenz-Proteine einen
dramatischen Effekt auf die Pathogenitat von Salmonella spp. — sie spielen vielmehr

eine untergeordnete oder redundante Rolle (Slauch et al., 1997). Daher erscheint es
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schwierig, aus der unterschiedlichen Verteilung von Virulenzfaktoren einen eindeuti-
gen Ruckschluss auf Pathogenese oder Wirtsspezifitat zu ziehen.

Der Vergleich einzelner Salmonella-Genome zeigt, dass jedes Serovar eine Anzahl
von Insertionen und Deletionen im Vergleich zu einem anderen Serovar aufweist
(Edwards et al., 2002; diese Arbeit). Ungefahr 500-600 kBp chromosomaler DNA
sind Serovar-spezifisch — das entspricht ca. 10-12% des Gesamtgenoms (Edwards
et al., 2002). Diese spezifischen Regionen konnten dafur verantwortlich sein, dass
unterschiedliche Salmonella-Serovare eine Vielzahl verschiedener Wirte infizieren
und in ihnen unterschiedliche Symptome sowie verschiedene Immunantworten
hervorrufen kénnen. Viele dieser Regionen zeichnen sich durch einen G+C-Gehalt
aus, der sich vom restlichen Genom unterscheidet und haufig deutlich niedriger ist.
Uber die Herkunft dieser DNA-Elemente kann jedoch bisher nur spekuliert werden.
Interessanterweise ist bei der Genomsequenzierung von Y. pestis (Parkhill et al.,
2001) neben dem plasmidkodierten TTSS ein weiteres, chromosomal kodiertes
TTSS gefunden worden. Es ist dem SPI2-TTSS aus Salmonella sowohl in der Zu-
sammensetzung der Gene als auch in ihrer Anordnung sehr ahnlich. Es konnten
allerdings keine Gene in Y. pestis gefunden werden, die Ahnlichkeiten zu den sse-
(Effektor) und ssc- (Chaperon) Genen aus Salmonella haben. Ob dieses TTSS
funktionell ist und auf welche Umweltsignale es reagiert, ist bisher nicht untersucht
worden. Da sich diese Gene jedoch offensichtlich im Genom von Y. pestis mani-
festieren konnten, ist es wahrscheinlich, dass sie auch eine Funktion ausuben, da sie
sonst im Laufe der Evolution deletiert worden waren. Die Identifizierung dieses
zweiten zu SPI2 homologen TTSS unterstutzt die oben aufgestellte Hypothese, dass
das Salmonella-SPI12-Virulon zunachst aus dem TTSS als Kern besteht und im Laufe
der Evolution weitere Virulenzfaktoren hinzugewinnt. Weitere Analysen muissen
zeigen, ob die Abwesenheit von Effektoren und ihren Chaperonen in Y. pestis die
Spezifitat eines solches Virulons hinsichtlich des bakteriellen Habitats und den Ver-
lauf der Infektion beeinflusst. Das Sekretionssystem stellt das Grundmodul mit eini-
gen wenigen auf SPI2 kodierten Effektoren dar, wahrend der Erwerb weiterer Viru-
lenz-Faktoren zu einer Spezifizierung und Eroberung neuer Lebensbereiche flhrt.
Ob sich das TTSS aus einem gemeinsamen Vorfahren von S. enterica und Y. pestis
nach der Trennung beider Spezies spezifisch entwickelt hat, oder aber ob das
System von einem Wirt lateral auf den anderen Ubertragen wurde, um dann Spezies-

spezifisch erweitert zu werden, kann hier nicht beantwortet werden.
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Ein weiterer Hinweis auf einen moglichen lateralen Transfer zwischen Salmonella
und anderen bakteriellen Spezies gab das kurzlich veroffentliche Genom des Gram-
positiven Bakteriums Lactococcus lactis, das einen durchschnittlichen G+C-Gehalt
von 35% hat. Das Gen ycdB scheint in allen Bakterien und auch in einigen Eu-
karyonten vorhanden zu sein, wenngleich bisher keine Funktion fir dieses Gen
beschrieben worden ist. Innerhalb der Spezies Streptococcus bzw. Lactococcus ist
das YcdB-Protein zu ca. 80% identisch, wahrend die Identitat zu homologen Genen
in Gram-negativen Bakterien nur ca. 40% betragt. Interessanterweise enthalten E.
coli und Salmonella neben einem Protein mit 40% Identitat ein zweites Homolog, das
zu 94% mit dem YcdB-Protein aus L. lactis identisch ist (Bolotin et al., 2001). Es wird
angenommen, dass das ycdB-Gen vor ca. 10 Millionen Jahren von L. /actis in das
Genom von Salmonella gelangt ist, wenn man in Betracht zieht, dass sich die
Nukleotidabfolge der Gene in beiden Genomen um ca. 10% unterscheidet und die
Nukleotide sich in einer Rate von 1% pro einer Million Jahre andern (Bolotin et al.,
2001; Ochman et al., 1999). Moglicherweise hat der Gentransfer zwischen den
Organismen im Verdauungstrakt eine Tieres stattgefunden, das groRere Mengen an
Milchsaurebakterien durch Fermentationsprodukte aufgenommen hat. Da einige
Bakterien zwei Kopien des ycdB-Gens tragen, ist vermutlich der horizontale Gen-
transfer von Lactococcus die treibende Kraft zur Ausbreitung dieser Genfamilie
innerhalb der Enterobakterien (Bolotin et al., 2001). Die Klarung der Funktion dieses
Gens kdnnte moglicherweise weiteren Aufschluss Uber die evolutorische Verbreitung
geben, jedoch lasst die Prasenz dieses Gens in zahlreichen Organismen darauf

schliel3en, dass es eine wichtige Rolle fur seine bakteriellen Wirte spielt.

4.2 tRNA-Gene als Ankerpunkte fur Pathogenitatsinseln

Der Vergleich von Genomen nahe verwandter pathogener und nicht-pathogener
Spezies und Stamme ist ein Weg, um Genabschnitte zu suchen, die fur einen patho-
genen Erreger spezifisch sind. Ansatze zur ldentifikation dieser spezifischen Genom-
Fragmente umfassen unter anderem genetische Techniken wie die subtraktive
Hybridisierung (Emmerth et al., 1999; Groisman et al., 1993) und mathematische
Methoden wie die Anwendung spezifischer Algorithmen zur Identifizierung von
Fremdgenen bei sequenzierten Genomen (Karlin, 2001). Bisherige Beobachtungen

zeigen, dass eine groRe Anzahl von Pathogenitatsinseln an tRNA-Genen inseriert ist
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(Hacker & Kaper, 2000). Auf diesem Befund basierend wurden in dieser Arbeit
Pathogen-spezifische genomische Insertionen an tRNA-Genen innerhalb von
Salmonella gesucht. Die genetische Organisation in der Nahe der gleichen tRNA-
Gene von E. coli und Salmonella spp. wurde verglichen. Dabei wurden 20 an tRNA-
Genen inserierte Elemente gefunden, die innerhalb von E. coli- und Salmonella-
Stammen unterschiedlich waren. Unter diesen befanden sich auch vorher schon
identifizierte PAI aus Stammen beider Gattungen, so dass dieser Ansatz zur |dentifi-
zierung neuer horizontal transferierter DNA-Regionen offensichtlich geeignet ist. Vier
dieser neu identifizierten Regionen wurden detaillierter untersucht. Es fiel auf, dass
sie eine grolke Anzahl von Phagengenen und IS-Elementen enthielten, was auf eine
Mobilitat dieser Region hinweist. Durch DNA-Hybridisierungsanalysen zahlreicher
humanpathogener Bakterien konnte gezeigt werden, dass diese Loci Salmonella-
spezifisch sind. Eine genauere Untersuchung deckte das Vorhandensein mehrerer
bekannter Virulenz-Gene auf. Innerhalb der tRNAP™ —assoziierten Region fand sich
das Gen sspHZ2. Es kodiert fur das Effektorprotein SspH2, das Uber das TTSS von
SPI2 transloziert wird (Miao et al., 1999). SopE ist ein Uber das TTSS von SPI1
transloziertes Effektorprotein (Hardt et al., 1998b) und ist ebenso wie die pil-Gene
(Zhang et al., 2000) und die Gene der viaB-Region (Zhang et al., 1997) in dem
tRNAP"Y_assoziierten Element kodiert, wahrend pgtE (Guina et al., 2000) in der
tRNAY_assoziierten Insertion lokalisiert ist. Diese Gene sind urspriinglich als
separate Virulenz-Genloci beschrieben worden. Die hier aufgeflihrten Ergebnisse
zeigen, dass diese Virulenzgene mdglicherweise durch horizontalen Gentransfer
grolder DNA-Fragmente in das Genom der Salmonella spp. gelangt sein kdnnten. Die
vergleichenden Analysen zeigen aullerdem, dass weitere spezifische Insertionen an
unterschiedlichen tRNA-Genen in einem E. coli-Laborstamm (K-12) und einem
pathogenen E. coli-Stamm (0157:H7) zu finden sind. Dabei ist vor allem das
cadABC-Operon bemerkenswert, das in E. coli am Gen der tRNA™Y |okalisiert ist,
nicht aber an dem entsprechenden tRNA-Gen in Salmonella. Die Deletion von cadA
wurde urspringlich mit einer erhdhten Virulenz von Shigella spp. und entero-
invasiven E. coli assoziiert (Maurelli et al., 1998). Homologe des cadA-Gens wurden
an anderen Stellen in den Genomen von S. enterica Serovar Typhimurium und Typhi
gefunden (Daten nicht dargestellt).

Unterschiede in der Nukleotidzusammensetzung des Genoms und einzelner DNA-

Abschnitte sind Hinweise auf lateral transferierte DNA (Groisman et al., 1992;
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Lawrence & Ochman, 1997). Eine kleine Insertion am tRNAYY_-Gen im Serovar
Typhi enthalt ein Gen fur eine O-Antigen-Acetylase zusammen mit mehreren Pha-
gen-Genen und ist durch einen geringen G+C-Gehalt von 39% gekennzeichnet.
Dieses DNA-Fragment ist nicht im Serovar Typhimurium vorhanden und konnte
daher eine jlingere Insertion darstellen, die erst nach der Trennung der Serovare in

das Genom von S. enterica Serovar Typhi gelangt ist (vgl. Abb. 32).

: : : Spezies A

G+C-Gehalt: === : : .......
51 % 51 %

Spezies B
G+C-Gehalt: == | |
51 % 39 % 51 %

l 100 Mio. Jahre

Spezies C
G+C-Gehalt: s | |

51 % 41 % 46 % 51 %

Abb. 32: Modell des horizontalen Gentransfers an tRNA-Genen.

Das urspringliche bakterielle Genom hat einen G+C-Gehalt von ca. 51% (grau). Durch horizontalen
Gentransfer wird eine Gruppe von Genen (rot) am Locus der tRNA inseriert und zeigt einen deutlich
niedrigeren G+C-Gehalt von ~39%. Nach weiteren 50 Mio. Jahren wird eine neue Gen-Gruppe mit
einem G+C-Gehalt von ~41% am tRNA-Gen inseriert (blau) und verschiebt die vorherige Insertion,
deren G+C-Gehalt sich mittlerweile von ~39% auf ~46% dem des librigen Genoms angenahert hat.

In diesem Zusammenhang muss jedoch betont werden, dass eine unterschiedliche
Basenzusammensetzung kein unbedingtes Charakteristikum flr horizontal transfe-
rierte DNA ist. Obwohl die hier beschriebenen tRNA-assoziierten Elemente deutlich
als horizontal erworben bezeichnet werden kdnnen, ist ihnre Basenzusammensetzung
nur unwesentlich von der des restlichen Genoms der Salmonella spp. verschieden.

Eine ahnliche Beobachtung konnte auch flir SPI2 gemacht werden, welche aus

mindestens zwei horizontal erworbenen Elementen besteht, die am tRNA2V-Gen
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inseriert sind (Hensel et al., 1999b). Der Teil dieser Mosaikstruktur, der das TTSS ko-
diert, zeigt mit 44,3% einen signifikant niedrigeren G+C-Gehalt als der Teil, der Gene
fur eine Tetrathionat-Reduktase enthalt. Der G+C-Gehalt dieses Fragmentes ent-
spricht mit 55,5% dem des restlichen Salmonella-Genoms, wahrend der stromab-
warts befindliche Bereich von SPI2 mit einigen nicht weiter charakterisierten Genen
wieder einen deutlich niedrigeren G+C-Gehalt von 47,7% aufweist. Es ware maoglich,
dass ein unterschiedlicher G+C-Gehalt nicht unbedingt auf eine im Laufe der Evolu-
tion relativ neue DNA-Erwerbung hinweist, die noch nicht an die Codon-Verwendung
des restlichen Genoms angepasst ist. Vielmehr besteht die Mdglichkeit, dass der
G+C-Gehalt des Donors dem des Rezipienten entspricht, so dass eine Differenzie-
rung der DNA-Abschnitte hinsichtlich ihres Ursprungs nicht durchfuhrbar ist. Auch ist
vorstellbar, dass eine Verwendung von unterschiedlichen Codons fur die regulierte
Expression neu erworbener Gene durchaus sinnvoll und notwendig ist. Eine auf der
Codon-Verwendung basierende Regulation der Expression von Genen ist schon in
den unterschiedlichsten Bereichen wie beispielsweise der Typ I-Fimbrien-Expression
in E. coli oder in Stoffwechselwegen von Purpurbakterien gezeigt worden (vgl. Saier,
1995). Aulerdem ist es moglich, dass die transferierten Elemente aus anderen
bakteriellen Spezies mit dhnlichem G+C-Gehalt stammen, so dass zwar ein Transfer
stattgefunden hat, dieser aber durch die alleinige Analyse des G+C-Gehaltes nicht
nachvollziehbar ist. Des weiteren ist die Auswahl des analysierten Genom-Abschnitts
entscheidend fur den G+C-Gehalt: Je kleiner das Fenster, desto variabler der G+C-
Gehalt, wahrend bei groReren Bereichen eine Insertion mit anderer Nukleotidzu-
sammensetzung nicht erfasst werden konnte (Lio & Vannucci, 2000). Somit kdnnen
Unterschiede im G+C-Gehalt auf lateral transferierte DNA hinweisen, der Umkehr-

schluss gilt jedoch nicht.

Alle in der hier vorliegenden Arbeit identifizierten tRNA-assoziierten Elemente zeigen
eine bemerkenswerte Haufung von Genen fur mobile Elemente wie Transposasen,
IS-Elemente und Phagen. Da keine kompletten Phagen-Genome in den tRNA-asso-
ziierten Fragmenten identifiziert wurden, konnten die gefunden Gene Relikte von
ehemals funktionellen Phagen sein. Die Anwesenheit dieser Gene weist darauf hin,
dass die genetischen Insertionen Uber Transposons und Phagen als Vehikel fur
horizontal transferierte DNA in das jeweilige Genom gelangt sind, wie schon mehr-

fach anhand anderer Virulenzgene in den unterschiedlichsten Bakterien gezeigt
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werden konnte (Cheetham & Katz, 1995; Mirold et al., 1999; Ruzin et al., 2001). Ein
Beispiel, wie eine solche Beteiligung mechanistisch aussehen kann, wurde fur E. coli
536 beschrieben. In diesem Stamm sind die 3’-Enden der tRNA-Gene selC und leuX
als Andockstellen (,attachement sites”) fir die Integration von Phagen identifiziert
worden, wahrend die 3’-Enden der tRNA-Gene pheV und pheR als Zielort fur die
Integration konjunktiver Transposons in die Chromosome von S. enterica Serovar
Senftenberg und E. coli dienen (Hacker et al., 1997). Moglicherweise stellen die
tRNA-Gene durch ihre Struktur eine Art leicht erkennbares sterisches Hindernis dar,
an dem Phagen bevorzugt inserieren kdnnen. Die Integration von Phagen an tRNA-
Genen wird zudem als Mechanismus zur Erweiterung des Wirtsspektrums von Pha-
gen betrachtet, da tRNA-Gene innerhalb bakterieller Genome hochkonserviert sind
(Hou, 1999).

Die Frage nach der Herkunft der tRNA-assoziierten Elemente bleibt jedoch unbeant-
wortet, da die Hybridisierungsanalysen keinerlei Signale in anderen bakteriellen
Spezies aufwiesen.

Die neuen tRNA-assoziierten Elemente, die in dieser Arbeit identifiziert wurden, sind
alle spezifisch fur Salmonella spp. Die Verteilung dieser Insertionen ist innerhalb der
Gattung Salmonella variabel und reicht von der S. enterica Serovar Typhi-
spezifischen pilV-Insertion bis hin zum pgtE-Element, welches in samtlichen Salmo-
nella-Subspezies einschlieBlich S. bongori zu finden ist. Die unterschiedliche Vertei-
lung der tRNA-Insertionen innerhalb der Gattung Salmonella kdénnte ein Hinweis
darauf sein, dass diese genetischen Elemente einen Einfluss auf das unterschiedli-
che Erreger-Potential einzelner Salmonella-Subspezies bezuglich Wirtsspezifitat und

Krankheitsverlauf haben.

4.3 Gibt die Verteilung von Virulenz-Genen in Salmonella spp.

einen Hinweis auf die Wirtsspezifitat?

Die spezifischen Wirtsspektren verschiedener Salmonella-Subspezies und -Serovare
sowie die durch verschiedene S. enterica-Serovare verursachten Krankheitsbilder
konnen sehr unterschiedlich sein. Die molekularen Grundlagen sowohl fur den klini-
schen Verlauf einer Salmonellose als auch fur die Wirtsspezifitat einzelner S.
enterica-Serovare sind bislang nicht geklart. Es wird diskutiert, ob das spezifische

Muster an vorhandenen und fehlenden Virulenzfaktoren in den unterschiedlichen
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S. enterica-Serovaren moglicherweise die Wirtsspezifitat und den Krankheitsverlauf
bestimmen (Fierer & Guiney, 2001).

Die Analyse der Verteilung der Virulenz-Determinanten SPI1 und SPI2 ergab, dass
SPI1 in allen S. enterica-Subspezies sowie S. bongori vorhanden ist, SPI2 dagegen
nur in S. enterica, nicht aber in S. bongori (Hensel et al., 1997; Ochman & Groisman,
1996). Bei allen bisher analysierten S. enterica-Isolaten stellte sich heraus, dass das
auf SPI2 kodierte Sekretionssystem in vitro zur Sekretion von Substratproteinen in
der Lage ist (diese Arbeit, Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung deutet darauf
hin, dass SPI2 mdglicherweise in einer Vielzahl von Serovaren der S. enterica-
Spezies mit unterschiedlichen Wirten einen Beitrag zur Virulenz leistet. So ist bei-
spielsweise S. enterica Serovar Dublin spezifisch an Rinder adaptiert und ruft in
ihnen eine systemische Salmonellose mit Bakteridmie, Durchfallerscheinungen und
Ruhr hervor, die von Fieber begleitet ist. Ein ahnliches Krankheitsbild verursacht S.
enterica Serovar Typhimurium in Rindern, in Nagetieren dagegen flihrt eine Infektion
mit diesem Erreger zu einer Typhus-artigen Erkrankung. Im Menschen kommt es bei
einer Infektion mit S. enterica Serovar Typhimurium zu einer Enteritis mit Durchfaller-
scheinungen, Ruhr und Fieber, wahrend Infektionen des menschlichen Wirts mit den
hochadaptierten S. enterica-Serovaren Typhi und Paratyphi A, B und C zu Typhus
bzw. Paratyphus mit Bakteriamie und Fieber fuhren (Baumler, 1997; Baumler et al.,
1998). All diesen Erregern ist das Vorhandensein von SPI1 und SPI2 gemeinsam, so
dass deren Verteilung weder eine Wirtsspezifitat noch einen Krankheitsverlauf de-
terminiert.

Die Uber das TTSS von SPI2 sekretierten STE-Proteine sind alle aul3erhalb von SPI2
kodiert, und es stellte sich die Frage, ob diese Gen-Loci in unterschiedlichen Ereig-
nissen des horizontalen Gentransfers erworben wurden und eine heterogenere
Verteilung zeigen als der SPI2-Locus. Einen entsprechenden Hinweis gibt bereits
sirP, ein Mitglied der STE-Proteinfamilie. Dieses Gen tragt zur Wirtsspezifitat von S.
enterica Serovar Typhimurium bei, so dass die Vermutung nahe liegt, dass auch
andere STE-Gene an der Wirtsspezifitat von Salmonella-Serovaren beteiligt sind.
Sowohl sIrP, sspH2 (Tsolis et al., 1999b) und pipB (Knodler et al., 2002) als auch
ssel, ssed, sifA und sifB (diese Arbeit) sind nicht in S. bongori nachweisbar. sspH1
dagegen, das durch das TTSS von sowohl SPI1 als auch SPI2 sekretiert werden
kann, konnte in S. enterica und auch in S. bongori identifiziert werden (Tsolis et al.,

1999b). Die Abwesenheit von Genen flr SPI2-spezifische Substratproteine spiegelt
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die Abwesenheit des SPI2-kodierten TTSS in S. bongori wider. Die Loci von sspH1,
SspH2, ssed und ssel zeigen eine weitaus heterogenere Verteilung innerhalb der S.
enterica-Subspezies (Figueroa-Bossi et al., 2001; Tsolis et al., 1999b; diese Arbeit).
Die Genomanalysen ergaben, dass die korrespondierenden Loci alle durch Propha-
gen-Gene oder tRNA-Gene flankiert sind. Der Beitrag dieser genetischen Elemente
zum horizontalen Gentransfer von Virulenz-Genen ist haufig beobachtet worden
(Boyd et al., 2001) und kdnnte auch im Zusammenhang mit der variablen Verteilung
von sspH1, sspH2, ssel und sseJ eine Rolle spielen. ssel liegt innerhalb des
Prophagen Gifsy-2. Dieser Prophage enthalt aullerdem das Gen sodC, anhand
dessen nachvollzogen werden konnte, dass Gifsy-2 als voll funktionsfahiger Phage
fur den Transfer von genetischer Information induziert werden kann (Figueroa-Bossi
& Bossi, 1999). Daher war anzunehmen, dass dieser Prophage noch als Vehikel
aktiv sein und innerhalb verschiedener S. enterica-Serovare zur Verteilung von
Genen, die Effektorproteine kodieren, beitragen konnte.

Die Verteilung von sspH1 innerhalb der Gattung Salmonella wurde schon vorher
beschrieben (Tsolis et al., 1999a), und kurzlich konnte gezeigt werden, dass sspH1
auf dem Prophagen Gifsy-3 lokalisiert ist (Figueroa-Bossi et al., 2001). Die Assozia-
tion von Prophagen mit Virulenz-Genen ist auch fir ein Effektorprotein der TTSS von
SPI1 demonstriert worden, wo der Prophage SopE® das Gen sopE tragt und dieses
durch horizontalen Gentransfer in andere Salmonella-Stamme Uubertragen kann
(Mirold et al., 1999).

Im Gegensatz dazu sind die Gene sifA und sifB auf kleinen ,Pathogenitatsinselchen®
lokalisiert. Beide Gene sind innerhalb der S. enterica Subspezies | konserviert und in
allen S. enterica-Subspezies mit Ausnahme von Subspezies Illlb zu finden. Die
Abwesenheit von Prophagen-Genen oder IS-Elementen in den sifA- und sifB-Loci
konnte deren Stabilitat und homogene Verteilung innerhalb von Salmonella erklaren.
Das zu der Gruppe der STE-Gene gehdrige pipB stellt eine Art Zwischenform zwi-
schen den variabel verteilten Genen sspH1, sspH2, ssel und sseJ und den konser-
vierten, auf ,Pathogenitatsinselchen® lokalisierten Genen sifA und sifB dar. Es ist auf
der Pathogenitatsinsel SPI5 lokalisiert und innerhalb der Salmonella-Subspezies mit
Ausnahme der Subspezies Il konserviert (Knodler et al., 2002). Da es auch keine
Assoziation mit Phagen-Genen zeigt, konnte es zur Gruppe der stabil integrierten
Gene sifA und sifB gezahlt werden. Auf der anderen Seite weist die direkte Insertion

von pipB am tRNAS®"-Gen und der niedrige G+C-Gehalt der pipAB-Insertion von
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39,2% auf eine relativ neue DNA-Erwerbung Uber horizontalen Gentransfer hin. Das
ebenfalls auf SPI5 lokalisierte sopB ist dagegen in samtlichen Salmonella-
Subspezies zu finden (Mirold et al., 2001). SopB ist ein Virulenzprotein, das Uber das
TTSS von SPI1 ausgeschleust wird und in S. enterica Serovar Dublin zur Virulenz im
Kalbermodell beitragt (Wood et al., 1998). Es ist an der Invasion von Salmonella in
die Zielzelle beteiligt (Mirold et al., 2001). Eine Mutation in pipA zeigt einen
Virulenzdefekt im Modell der murinen Salmonellose, fur PipB dagegen konnte bisher
keine direkte Relevanz fur die Virulenz beobachtet werden (Knodler et al., 2002).
Beide Proteine, SopB und PipB, spiegeln die Verteilung SPI1- bzw. SPI2-Sekre-
tionsmaschinen wider, mit Hilfe derer die Proteine aus dem Bakterium ausgeschleust
werden. Sie konnen jedoch keinen klaren Hinweis zur Frage nach der Wirtsadapta-
tion unterschiedlicher Salmonella-Subspezies geben.

Innerhalb der Spezies S. enterica konnte eine grol’e Anzahl weiterer Virulenz-De-
terminanten mit variablen Verteilungsmustern identifiziert werden. Zu diesen gehéren
sowohl Fimbrien-Gene (Townsend et al., 2001) als auch Gene fur Effektorproteine
der SPI1 (Mirold et al., 2001) und das Salmonella-Virulenzplasmid (Gulig et al., 1993;
Libby et al., 1997). Die hier vorgestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Gene, die SPI2-Effektoren kodieren, ebenfalls zu dieser Gruppe von variablen Viru-
lenz-Determinanten gehoren. Die Identitat der Effektoren gibt erste Hinweise auf
Wirtsspezifitat. Es kann nun darUber spekuliert werden, ob die spezifische Kombina-
tion dieser bekannten und mdglicherweise auch weiterer unbekannter Virulenz-
faktoren die Virulenz-Charakteristika sowie die Wirtsspezifitdt verschiedener S.
enterica-Serovare bestimmt. Sowohl detaillierte Analysen der Rolle der STE-Proteine
fur die Virulenz von Salmonella spp. in unterschiedlichen Infektionsmodellen als auch
die Charakterisierung der zellularen Phanotypen verschiedener STE-Mutanten

konnen zum Verstandnis dieser Phanomene beitragen.

4.4 Kann das SPI2-TTSS den SPI2-Phanotyp im heterologen Wirt

vermitteln?

Der Erwerb des auf SPI2 kodierten Typ llI-Sekretionssystems nimmt fur die Evolution
von Salmonella spp. als Erreger systemischer Infektionen eine Schllsselposition ein.
Die Gene, die das TTSS der SPI2 kodieren, sind in allen Salmonella-Subspezies bis

auf S. bongori vorhanden (Hensel et al., 1997). Wahrend S. bongori primar aus
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kaltblitigen Wirbeltieren isoliert wird, infiziert S. enterica hauptsachlich warmblitige
Wirte. Beide Spezies besitzen SPI1 und das darauf kodierte TTSS, welches das
Eindringen in nicht-phagozytische Zellen und damit die Besiedelung einer neuen
Nische des Zellinneren erlaubt. Der zusatzliche Erwerb von SPI2 in einer spateren
Phase der Evolution von Salmonella ermdglichte S. enterica die Erweiterung des
Wirtsspektrums von Kalt- auf Warmbluter und die systemische Ausbreitung innerhalb
des Wirtsorganismus, die zu unterschiedlichen Krankheitsverlaufen fuhren kann
(Baumler, 1997; Baumler et al., 1998). Ein wichtiger Schritt zur Aufklarung des
systemischen Infektionsphanotyps ist, die fur diesen Phanotyp verantwortlichen
Gene zu bestimmen und zu charakterisieren. Ein Ausschalten unterschiedlicher
Gene des SPI2-TTSS fuhrt zu einer Attenuierung der Mutanten im murinen Infek-
tionsmodell (Hensel et al., 1995). AuRerdem ist sowohl die Uberlebensfahigkeit von
SPI2-Mutanten in unterschiedlichen Wirtszellen als auch ihre Fahigkeit zur intrazel-
lularen Replikation reduziert (Cirillo et al., 1998; Hensel et al., 1998; Ochman &
Groisman, 1996; Uchiya et al., 1999). Fur viele Darmbakterien konnte gezeigt wer-
den, dass der Gewinn oder Verlust eines einzigen DNA-Segments einen Mikroorga-
nismus in einen pathogenen Erreger umwandeln kann. So sind die Virulenz-Determi-
nanten, welche die Invasion und intrazellulare Verbreitung von Shigella flexneri
bedingen, auf einem Virulenzplasmid kodiert (Parsot, 1994), dessen Transfer in
einen E. coli-Laborstamm diesen invasiv machen kann (Sansonetti et al., 1982).
Ahnlich konnte durch den Transfer der 35 kBp groRen LEE-Pathogenitatsinsel der
auf LEE (,locus of enterocyte effacement®) kodierte Phanotyp des Andockens an die
epitheliale Zielzelle (,attachment and effacement®) aus einem enteropathogenen E.
coli in den E. coli-Laborstamm K-12 Ubertragen werden (McDaniel & Kaper, 1997).
Vor kurzem ist nachgewiesen worden, dass durch den Transfer des Kernfragmentes
der HPI (,high-pathogenicity island“), das ein Eisenaufnahmesystem kodiert, der
Phanotyp des Yersiniabaktin-Biosyntheseweges von Yersinia enterocolitica WA-C
Serotyp O:8 auf den HPI-negativen Stamm Y. enterocolitica MRS40 Ubertragen
werden kann. Gleichzeitig konnte durch dieses Fragment der HPI auch die Maus-
virulenz des neuen Stammes erhdht werden (Pelludat et al., 2002).

In dieser Arbeit sollte aufgeklart werden, ob das auf SPI2 kodierte TTSS mit seinen
Effektoren allein fir den Phanotyp des intrazellularen Uberlebens und der Prolifera-
tion verantwortlich ist. Hierzu wurde der Virulenz-relevante, ca. 25 kBp grol3e Teil der
SPI2, der das TTSS kodiert, kloniert und in den SPI2-negativen Wirt S. bongori
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transferiert. In vitro-Analysen ergaben, dass die Expression der TTSS-Gene in S.
bongori durch die gleichen Umweltsignale induziert werden kann wie die des chro-
mosomal integrierten TTSS im S. enterica Serovar Typhimurium. Somit haben beide
Organismen die gleichen Regulationsmechanismen fir das SPI2-TTSS, obwohl sie
unterschiedliche Habitate besiedeln.

S. bongori ist bisher fast ausschlieRlich aus Reptilien und anderen kaltblutigen Tieren
isoliert worden (Reeves et al., 1989), so dass warmblitige Organismen wie Maus
und Mensch nicht zu den primaren Wirten dieser Spezies gehdren. Bisher wurde
angenommen, dass S. bongori nicht in murinen Makrophagen Uberleben kann
(Groisman & Ochman, 1997). Die hier durchgeflihrten Infektionsversuche von Maus-
Makrophagen und humanen Epithelzellen mit S. bongori zeigen jedoch, dass diese
Spezies sehr wohl in der Lage ist, diesen Zelltyp zu invadieren, wenngleich mit
geringerer Effizienz als S. enterica Serovar Typhimurium. Das heterolog kodierte
TTSS verleiht S. bongori jedoch nicht die Fahigkeit zur intrazellularen Replikation.
Die intrazellularen Bakterien scheinen vielmehr den zellularen Abtdétungsmechanis-
men entkommen zu sein und einen ,schlafenden® bzw. persistierenden Zustand des
intrazelluldren Uberlebens erreicht zu haben, ohne sich jedoch weiter zu vermehren.
Dieses Phanomen wurde vorher schon fur intrazellulare S. enterica Serovar Typhi-
murium mit Mutationen in SPI2 gezeigt (Shea et al., 1999; Holden, personliche
Mitteilung; Hensel, unverodffentlicht). Obwohl das in S. bongori kodierte TTSS wie in
S. enterica Serovar Typhimurium reguliert wird und Proteine sekretiert, konnte der
SPI2-Phanotyp in vivo nicht tUbertragen werden. Daher lag die Vermutung nahe, dass
es neben dem SPI2-Sekretionsapparat und den in diesem DNA-Fragment kodierten
Effektorproteinen noch weitere SPI2-assoziierte Proteine geben musste. Die Gene
dieser Effektoren, die eine Rolle bei der intrazellularen Replikation spielen, sind
jedoch nicht im klonierten DNA-Abschnitt lokalisiert, sondern in auf3erhalb von SPI2
liegenden chromosomalen Bereichen. Vergleichbares ist auch fur das auf SPI1
kodierte TTSS gezeigt worden, bei dem die Gene fur die SPI1-Effektorproteine,
welche die Invasion von Salmonella in die Zielzelle durch Zytoskelett-Umlagerungen
induzieren, Uber das gesamte Genom von Salmonella verteilt sind (Mirold et al.,
2001; Zhou & Galan, 2001).

Auf der Suche nach weiteren SPI2-Effektoren, die in Kombination mit SPI2 den
Virulenz-Phanotyp im SPI2-exprimierenden S. bongori hervorrufen kdénnen, wurde

eine das Genom von S. enterica Serovar Typhimurium reprasentierende Cosmid-
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bank in S. bongori transformiert. Anschlielend wurden die Transformanten im Tier-
modell der murinen Salmonellose analysiert. Es konnte jedoch kein S. bongori-
Stamm reisoliert werden, so dass daher unter anderem angenommen werden
konnte, dass mehr als ein aul3erhalb von SPI2 kodiertes Protein zusammen mit dem
SPI2-TTSS fur die intrazellulare Replikation verantwortlich sein muss. Es sollte
jedoch bei diesem Versuchsansatz auch der Einfluss der Wirtsspezifitat in Betracht
gezogen werden. Der hier eingesetzte S. bongori-Stamm SARC 12 ist urspranglich
aus einem Sittich isoliert worden (Boyd et al., 1996) und ist somit moglicherweise per
se und unabhangig vom SPI2-System nicht zur Besiedelung von murinen Wirten
befahigt. Wahrend kultivierte Zelllinien ein eher artifizielles Modell zum Studium
intrazellularer Lebensformen darstellen, ist ein lebender Organismus wie die Maus
ein weitaus restriktiveres System. Die Umgehung der Problematik der Wirtsadapta-
tion durch den Einsatz humanpathogener S. bongori-Stamme (Pignato et al., 1998)
blieb dahingehend ergebnislos, dass diese Isolate nicht in der Lage waren, in kulti-
vierten humanen Epithelzellen oder murinen Makrophagen Uberhaupt zu Uberleben.
Die eingesetzten S. bongori-Stamme sind ausschlieRlich aus Babies und Kleinkin-
dern im Alter von O bis 3 Jahren isoliert worden und haben dort zum Teil schwere
Durchfallerkrankungen und Fieber hervorgerufen (Pignato et al., 1998). Vermutlich
konnen diese Stamme nur Wirte mit noch nicht ausgebildetem Immunsystem infizie-
ren und sind nicht in der Lage, die Immunabwehr von Zellen eines erwachsenen
Organismus mit voll funktionsfahigem Immunsystem zu Uberleben. Somit stellt S.
bongori nicht den idealen Organismus dar, um den intrazellularen Phanotyp im

Tiermodell der Salmonellose zu analysieren.

4.4.1 Das SPI2-TTSS als heterolog exprimierte Sekretionsmaschine

Die Identifizierung neuer SPI2-Effektoren gibt erste Hinweise auf die Wirtsspezifitat
von Salmonella spp. Durch die Abwesenheit des komplexen SPI2-Operons mit
seinen ko-transkribierten Genen wird vermutlich das Spektrum an besiedelbaren
Nischen bzw. Wirtsorganismen flr S. bongori eingeschrankt.

Der Einbau des SPI2-TTSS als funktionelle Sekretionsmaschine in S. bongori veran-
schaulicht die schnelle Anpassungsfahigkeit von Mikroorganismen an sich andernde
Umweltbedingungen. Allein die Prasenz von SifA und dem SPI2-TTSS, zweier Viru-
lenzfaktoren aus dem komplexen SPI2-Virulon, vermittelt im Zellkultur-Modell den
Phanotyp der SIF-Bildung (s. 3.3.11.2, Abb. 28).
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Eine Mutation in sifA zeigt einen massiven Virulenzdefekt von S. enterica Serovar
Typhimurium im murinen Infektionsmodell (Stein et al., 1996), jedoch fuhrt SifA
zusammen mit dem SPI2-TTSS nicht zur Virulenz im heterologen System von S.
bongori. In einer kirzlich verdffentlichten Arbeit von Ruiz-Albert et al. (2002) wurde
gezeigt, dass die Ausbildung von SIFs durch die Funktion von SseJ, einem weiteren
STE-Protein, gesteuert wird. Wahrend intrazellulare Vakuolen, die eine sifA-Mutante
enthalten, ihre Vakuolenmembran verlieren, kommt es bei einer sifA/sseJ-Doppel-
mutante nicht zum Verlust der die Bakterien umgebenden Membran (Ruiz-Albert et
al., 2002). Im Zusammenspiel mit SifA beeinflusst Ssed die dynamische Struktur von
SCV im Zellkulturmodell, und auch der Virulenzdefekt einer sifA/sseJ-Doppelmutante
ist im murinen Infektionsmodell hoher als der einer sifA-Einzelmutante (Ruiz-Albert et
al.,, 2002). Vermutlich ist die Bildung der tubularen Membranstrukturen weitaus
komplexer als bisher angenommen (vgl. Abb. 33). In unserer Arbeitsgruppe wurde
beobachtet, dass die Aggregation von endosomalen Kompartimenten durch Mutatio-
nen in den SPI2-Effektorgenen sseF und sseG reduziert wird (V. Kuhle und M.
Hensel,). Diese Mutanten konnen die Ausbildung von filamentdsen Strukturen
induzieren. Jedoch unterscheiden sich diese Filamentstrukturen im Aufbau von
denen, die durch Wildtyp-Salmonella induziert werden. Wahrend letztere eine
durchgehende Verteilung von lysosomalem Glykoprotein (Lgp) aufweisen, enthalten
die durch sseF- und sseG-Mutanten hervorgerufenen Filamente weitaus weniger
Lgp, das eher punktuell und nicht durchgehend innerhalb der Strukturen verteilt ist.
Diese Strukturen wurden daher als Pseudo-SIFs bezeichnet (V. Kuhle und M.
Hensel, Manuskript in Revision). Es ist auffallend, dass =zahlreiche SPI2-
Effektorproteine mit dem gleichen endozytischen Kompartiment interagieren,
wahrend die Effektoren aus anderen Organismen eine unterschiedliche Verteilung
innerhalb der Wirtszelle zeigen. So sind die SPI1-Effektoren SopE und SopE2 aus
Salmonella spp. im Zytosol der Wirtszelle lokalisiert (Hardt et al., 1998a; Stender et
al., 2000) und interagieren dort mit eukaryontischen Zielproteinen. Auch die Effekto-
ren YopE (Rosqvist et al., 1994) und YopH (Persson et al., 1999) aus Yersinia spp.
werden ins Zytoplasma der Wirtszelle transloziert, wahrend YopO in der Zytoplasma-
Membran lokalisiert ist (Hakansson et al., 1996). Die bisher ausschlie3liche Ko-
Lokalisation von SPI2-Effektoren mit Lgp-haltigen Membranen unterstreicht die

Wichtigkeit dieser Strukturen fur den SPI12-Phanotyp. Die genaue Bedeutung dieser
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Filamentstrukturen und ihr Zusammenhang mit dem Virulenz-Phanotyp von SPI2

muss jedoch noch geklart werden.

Zytoskelett-
umlagerung
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Abb. 33: Induktion der SIF-Bildung durch intrazellulare Salmonella spp.

Nach der Internalisation befindet sich Salmonella in einer Vakuole (SCV, ,Salmonella containing
vacuole®). Dieses SCV interagiert mit dem frihen Endosom und reift zum intermedidren SCV durch
die Akkumulierung von u.a. lysosomalen Glykoproteinen (Lgp) wie LAMP-1, LAMP-2 und LAMP-3.
Innerhalb des nun reifen SCV kann sich Salmonella replizieren, und es kommt zur Ausbildung der
SIF-Strukturen durch die Funktion verschiedener SPI2-Effektoren (nach Gorvel & Meresse, 2001).

Mit Hilfe von plasmidkodiertem SseF konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
das SPI2-TTSS heterolog zur Translokation SPI12-abhangiger Proteine fahig ist. Ob
dieses durch S. bongori translozierte Protein eine ahnliche Lokalisation und Funktion
in der Wirtszelle hat wie SseF in S. enterica Serovar Typhimurium, ist Gegenstand
weiterer Untersuchungen. Es ware denkbar, dass durch die Anwesenheit weiterer
Faktoren aus dem SPI2-Regulon sowohl das Virulenz- als auch das Wirtsspektrum

von S. bongori erweitert wiirde. Dadurch wiirde die Ubertragung des Virulenz-Phé-

notyps von SPI2 in S. bongori denkbar.
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4.5 Das Typ lll-Sekretionssystem der SPI2 als Kern eines variablen

Virulenzmoduls

Die in dieser Arbeit beobachtete Heterogenitat der SPI2-Effektorgenen innerhalb der
Gattung Salmonella steht im Kontrast zum Invasions-Virulon von SPI1, das eine
komplexe, fest etablierte Einheit aus TTSS und SPI1-Effektorgenen darstellt. Dieses
SPI1-Regulon muss mit Ausnahme von avrA und sopE nach der Teilung von E. coli
und Salmonella vor ca. 100 bis 160 Mio. Jahren (Sensen et al., 1996), aber noch vor
der Differenzierung von Salmonella in ihre einzelnen Spezies vor ca. 50 Mio. Jahren
(Lawrence & Ochman, 1997) durch horizontalen Transfer in das Genom von Salmo-
nella gelangt sein (Mirold et al., 2001). Dagegen deutet die Verteilung von SPI2-
Effektorgenen innerhalb der Gattung Salmonella darauf hin, dass die Entwicklung
des SPI2-Moduls innerhalb der rezenten Salmonella-Spezies und -Serovare nicht in

einem, sondern in zahlreichen Schritten von Erwerb und Verlust verlaufen sein muss.

Bisher konnte nur wenigen STE-Proteinen ein Phanotyp im Tiermodell der Salmo-
nellose zugewiesen werden. So war S. enterica Serovar Typhimurium mit einer
Mutation in sifA im murinen Infektionsmodell stark attenuiert (Stein et al., 1996).
Dieser Effekt konnte durch eine Doppelmutation in sifA und sseJ noch erhdht werden
(Ruiz-Albert et al., 2002). Infektionen mit Mutanten in sspH7 bzw. sspHZ2 zeigten
unterschiedliche Krankheitsbilder im Kalbermodell und fuhrten letztendlich zum Tod
des Tieres. Dagegen verlief eine Infektion mit einer sspH1/sspH2-Doppelmutante
nicht tédlich, obwohl das Kalb starke Durchfallerscheinungen zeigte (Miao et al.,
1999). Somit tragen sspH1 und sspH2 zur Virulenz von Salmonella im Kalbermodell
bei, flUhren aber zu unterschiedlichen Krankheitsbildern. Eine Mutation in sirP, einem
weiteren STE-Gen, zeigt einen Virulenzdefekt im murinen, nicht aber im Kalber-
Infektionsmodell (Tsolis et al., 1999b). Fur alle weiteren bisher identifizierten STE-
Proteine ist noch kein Phanotyp im Verlauf der Salmonellose im Tier beschrieben
worden. Auch im Zellkultur-Modell zeigen S. enterica Serovar Typhimurium-Mutanten
in den STE-Genen sIrP, sspH1, sspH2, sifA, sifB, ssel und ssedJ keinen Replikations-
defekt im Gentamicin-Schutz-Versuch zur Messung der intrazellularen Replikation
(diese Arbeit, Daten nicht dargestellt).

Dies kann mehrere Grinde haben: Zum einen sind die durch S. enterica-Serovare

verursachten Krankheitsbilder sehr unterschiedlich. Auch sind die zur phanotypi-
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schen Untersuchung der S. enterica-Serovare eingesetzten Tiermodelle sehr ver-
schieden und umfassen unter anderem das Mausmodell der systemischen Erkran-
kung mit Typhus-artigem Verlauf sowie das Infektionsmodell im Kalb, das sowohl zu
Durchfallerscheinungen als auch zu systemischen Infektionen fihren kann (Bispham
et al., 2001; Santos et al., 2001). Einzelne STE-Proteine kdénnen in unterschiedlichen
Verlaufsformen von Salmonellosen in unterschiedlichen Wirten und zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten der Erkrankung eine Rolle spielen. Daher kann ihre Bedeutung fur
die Pathogenese von Salmonella mit einem einzigen Versuchsaufbau wie der hier
beschriebenen murinen systemischen Erkrankung nicht unbedingt erfasst werden.
Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass einige STE-Proteine synergistisch wirken
bzw. in ihrer Funktion redundant sind. So kann ein Phanotyp nicht auf die Wirkung
eines Proteins zurlckgefuhrt werden, sondern auf das Zusammenwirken mehrerer
Proteine, was unter Umstanden eine Feinregulierung der Proteinwirkung ermaoglicht.
Diesem Phanomen entsprechend wurde anhand von SPI1-Effektoren nachgewiesen,
dass der Phanotyp des ,membrane rufflings®, der zur Invasion von Salmonella in die
Zielzelle fuhrt, durch mehrere einzelne Proteine induziert werden kann, dass diese
jedoch erst in einem kooperierten Zusammenspiel zur vollen Ausldsung dieses
Phanotyps fuhren (Ehrbar et al., 2002; Mirold et al., 2001).

Es darf aulRerdem nicht ausgeschlossen werden, dass bisher nur ein Teil der fur die
Virulenz von Salmonella im Modell der murinen Salmonellose notwendigen SPI2-
Effektoren gefunden wurde. Ein Grofteil der bisher bekannten STE-Proteine wurde
aufgrund einer konservierten N-terminalen Proteinsequenz identifiziert, die ein
Translokationssignal enthalt, welches vom SPI2-TTSS erkannt wird (Miao & Miller,
2000). Es gibt jedoch zahlreiche uber das TTSS von SPI2 sekretierte Proteine, die
dieses N-terminale Motiv nicht besitzen (Beuzon et al., 1999; Guy et al., 2000;
Hansen-Wester et al., 2002; Klein & Jones, 2001; Knodler et al., 2002), so dass

dieser Ansatz zur Identifizierung samtlicher Effektoren nicht ausreichend sein kann.

Durch das heterolog kodierte SPI2-TTSS kann der ebenfalls heterolog kodierte
Effektor SifA in die Zielzelle transloziert werden und dort die Bildung filamentdser
Aggregate von Endosomen induzieren. Dieses Ergebnis unterstutzt die Hypothese,
dass das auf SPI2 kodierte Typ lll-Sekretionssystem eine funktionelle Kassette
darstellt, die den Kern eines oder mehrerer komplexer Virulenzfunktionen bildet. Die

im Genom einzelner Salmonella spp. verteilten SPI12-Effektoren bilden zusammen mit
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dem TTSS ein Virulenznetzwerk, das in seiner Zusammensetzung und Funktion fur
einzelne Salmonella-Spezies, Serovare und Stamme spezifisch ist (vgl. Abb. 34). Die
Einheit des Typ llI-Sekretionsapparates ist hochkonserviert und wird durch spezifi-
sche Umweltsignale reguliert. Hinzu kommen zahlreiche au3erhalb der SPI2 kodierte
Faktoren, die zusammen mit dem Sekretionssystem in einem regulatorischen Netz-
werk durch die gleichen Signale wie der TTSS beeinflusst werden. Dabei kann man
diese STE-Proteine in zwei Gruppen unterscheiden: Die einen sind hochkonserviert
und in fast allen Salmonella-Subspezies zu finden, in denen auch SPI2 nachweisbar
ist (i.e. sifA, sifB und pipB). Diese Gene sind mit keinerlei mobilen DNA-Fragmenten
assoziiert und daher wahrscheinlich fest im Salmonella-Genom verankert. Die zweite
Gruppe von Effektor-Genen umfasst die STE-Gene, die innerhalb der Salmonella-
Subspezies unterschiedlich verteilt sind (ssed, ssel, sspH1, sspH2 und sirP). Neben
ihrer heterogenen Verteilung ist ihnen allen die Assoziation mit mobilen Elementen
gemeinsam. Vermutlich stellen diese Gene eine Gruppe an variabel verteilbaren
Effektoren dar, mit deren Hilfe sich Salmonella relativ schnell und flexibel an neue

Umweltbedingungen und neue Wirte anpassen kann (vgl. Abb. 34).
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Reservoir an SPI12-Effektorgenen

~ SARC 1

Abb. 34: Die Verteilung einzelner SPI12-Effektorgene bestimmt die Salmonella-
Spezifitat.

Der Pool aus Genen, deren Produkte liber das SPI2-TTSS sekretiert werden, ist auf einzelne Salmo-
nella-Spezies verschieden verteilt. Die Unterschiede in der Verteilung dieser Faktoren determiniert die
Wirtsspezifitat einzelner Salmonella-lsolate und den Verlauf der durch sie verursachten Krankheit. Mit
.7 wurden Gene gekennzeichnet, die noch unbekannte SPI2-Effektorgene reprasentieren. Die
gestrichelten Linien zeigen das mogliche Vorhandensein der bisher unbekannten SPI12-Effektorgene in
den einzelnen Salmonella-Subspezies an.

Ein vergleichbares Szenario scheint fur das TTSS von SPI1 zuzutreffen: Neben den
hochkonservierten Genen des TTSS und einiger Effektoren gibt es variable Effektor-
Gene (sopE und avrA), die nur in einigen Salmonella-Subspezies gefunden wurden
(Prager et al., 2000; Mirold, 2001). Diese Flexibilitdt in der genetischen Ausstattung
von Salmonella kann mehrere mechanistische Hintergrinde haben. Zum einen
konnen Virulenzfaktoren durch horizontalen Transfer in das Genom gelangt sein,
zum anderen kénnen sich Gene dupliziert haben und so Homologe bilden, die in
ihrer Funktion redundant sind oder aber auch synergistisch wirken. Letzteres wird

durch die Beobachtung unterstitzt, dass mittlerweile eine Reihe von Effektoren in
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Salmonella identifiziert wurden, die strukturell homolog sind. Zu diesen zahlen SspH1
und SspH2, welche nur in Kombination einen Phanotyp im Kalber-Virulenzmodell
haben (Miao et al., 1999). Eine weitere ,Kopie“ stellt Ssel dar, das Uber einen Be-
reich von 142 Aminosauren zu 89% identisch ist mit SspH2. Die Tatsache, dass das
ssel-Gen innerhalb des Gifsy-2-Prophagen lokalisiert und dass dieser Phage indu-
zierbar ist (Figueroa-Bossi & Bossi, 1999; Miao & Miller, 2000), bestatigt die An-
nahme, dass diese duplizierten Effektoren flexibel transferiert werden kénnen. Auch
SopE und SopE2 sind strukturell homolog und funktionell am selben Phanotyp betei-
ligt (Mirold et al., 2001). Ein weiteres Beispiel fur duplizierte Proteine liefern SifA und
SifB, wobei letzteres zwar als transloziertes SPI2-Effektorprotein identifiziert, aber
bisher mit keinem nachweisbaren Phanotyp in Zusammenhang gebracht werden
konnte (Miao & Miller, 2000). Vor kurzem ist ein weiteres Protein gefunden worden,
das vermutlich durch Duplizierung von pipB ins Salmonella-Genom gelangt ist. Das
Protein PipB2 ist jedoch bisher nicht weiter analysiert worden (Knodler et al., 2002).
Die Sequenzierung diverser Salmonella-Genome wird vermutlich die Prasenz weite-
rer Effektorproteine aufdecken, die sich aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeit zu schon
bekannten Proteinen identifizieren lassen. Die jeweilige Bedeutung fur die Virulenz
von Salmonella in unterschiedlichen Wirtsorganismen muss jedoch erst untersucht
werden, wobei die Problematik der Tiermodelle einen nicht zu vernachlassigender
Faktor darstellt. Anhand des SPI2-Virulons wird deutlich, dass einzelne Faktoren
eines Virulenzmoduls in unterschiedlichen Organismen und verschiedenen Wirten
eine Rolle spielen. Ein konserviertes Operon bildet zusammen mit nicht-konservier-
ten ko-transkribierten Genen die Basis fur eine schnelle Anpassungsfahigkeit an

neue Umweltbedingungen durch horizontalen Gentransfer.
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5 AUSBLICK

Das in dieser Arbeit entwickelte System der SPI2-Funktion im heterologen Wirt stellt
ein wertvolles Hilfsmittel dar, um die differenzierte Funktion und Lokalisation von
SPI2-Effektorproteinen im Zellkultur-System zu analysieren. Dabei kann die Bedeu-
tung einer synergistischen und redundanten Wirkung kombinierter Effektorproteine
untersucht werden, um so Rickschlisse auf die Funktion und Entwicklung im Rah-
men der bakteriellen Evolution im Hinblick auf den horizontalen Gentransfer zu
ziehen. Die Analyse der Sequenzvariabilitat einzelner Effektoren kann uUber den
ungefahren Zeitpunkt ihres Erwerbs im Laufe der Evolution und die evolutorische
Differenzierung von Salmonella spp. zusammen mit ihrer Bedeutung fir die Wirtsan-
passung und Virulenz Aufschluss geben.

Weitere Studien werden zeigen, aus welchen Faktoren sich das SPI2-Virulon zu-
sammensetzt, und ob sich durch dessen Transfer der intrazelluldre Phanotyp in
SPI2-negative Wirte wie beispielsweise S. bongori Ubertragen lasst.

Die Analyse der Funktion einzelner SPI12-Effektoren kann zum gréReren Verstandnis
der systemischen Infektionen durch Salmonella spp. beitragen und weitere Hinweise
auf ihre Bedeutung flir die Wirtsspezifitdat und den resultierenden Krankheitsverlauf
geben. Die Kenntnis der relevanten Virulenzfaktoren kann zum einen diagnostisch
genutzt werden, um Patientenisolate schnell und korrekt einzuordnen. Zum anderen
konnen durch die Erzeugung von SPI2-Effektor-Mutanten neue attenuierte Lebend-
vakzine hergestellt werden, die entweder zur Vakzinierung gegen Salmonellosen
oder aber als heterologe Tragerstamme rekombinanter Vakzine eingesetzt werden

konnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit setzt sich mit den molekularen Mechanismen der Evolution von Viru-
lenzfaktoren in Salmonella auseinander. Es wurde ein auf Sequenzvergleichen
basierendes Verfahren eingesetzt, um neue lateral erworbene Elemente zu identifi-
zieren, die mdglicherweise Hinweise auf die Entwicklung von Virulenz und Wirtsspe-
zifitdt innerhalb der Gattung Salmonella geben kénnen. Mit Hilfe genetischer Analy-
sen sollte darlber Aufschluss gewonnen werden, auf welche Weise diese geneti-
schen Elemente in neue Wirtsgenome gelangen konnen.

Des Weiteren wurde anhand der Salmonella Pathogenitatsinsel 2 (SP12) nach mdgli-
chen Vehikeln und Transfermechanismen fur den horizontalen Gentransfer gesucht.
Es wurde analysiert, wie neu erworbene genetische Elemente in das regulatorische
Netzwerk neuer Wirte integriert werden konnen und ob es Zusammenhange zwi-
schen der genetischen Ausstattung mit Virulenzmodulen und der Wirtsspezifitat
verschiedener Salmonella-Serotypen gibt. Dabei wurde festgestellt, dass einzelne
Effektoren des SPI2-Virulons, die zum Teil aul3erhalb des SPI2-Locus im Genom
kodiert sind, sehr heterogen innerhalb von Salmonella spp. verteilt sind. Diese Varia-
bilitdt kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass sich diese Faktoren nicht als
ein initialer Komplex in der ,Ur-Salmonella“ manifestiert haben, wie es im Invasions-
Virulon von SPI1 der Fall ist. Vielmehr sind die SPI2-Effektoren vermutlich in mehre-
ren Schritten im Laufe der Evolution in das Genom von Salmonella spp. gelangt und
madglicherweise auch z.T. wieder deletiert worden. Die Bedeutung der Verteilung
dieser Effektorproteine fur die Virulenz und die Wirtsspezifitat von Salmonella wird
auch dadurch offensichtlich, dass S. bongori als Besiedler kaltblltiger Wirbeltiere
keines dieser zum SPI2-Virulon gehorigen Gene besitzt, die im Zusammenspiel das

intrazellulare Replizieren innerhalb warmblutiger Wirbeltiere ermoglichen.

Das Kernstick des SPI2-Virulons, das flr das intrazellulare Replizieren und die
systemische Ausbreitung von S. enterica im Wirtsorganismus verantwortlich ist,
konnte erfolgreich transferiert werden. Der Einbau des SPI2-TTSS im SPI2-negati-
ven System von S. bongori erméglichte die heterologe Expression von SPI2-abhan-
gigen Genen und die Sekretion von SPI2-Effektorproteinen in vitro. Durch die Etab-
lierung des SifA-Phanotyps und den Nachweis der intrazellularen Lokalisation von

SseF konnte gezeigt werden, dass das transferierte SPI2-TTSS zur heterologen
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Translokation von SPI2-Effektorproteinen aus S. bongori in die eukaryontische

Zielzelle in der Lage ist.
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