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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein zentraler erster Schritt des humanen Immunsystems bei einem Bakterienbefall mit en-
teropathogenen Yersinien ist die Phagozytose durch Immunzellen, wodurch das Bakterium
abgebaut und seine Bausteine zur Herstellung von Antikérpern genutzt werden. Um im
Wirt {iberleben zu konnen, ist deshalb das Verhindern der Phagozytose eine duflerst erfolg-
versprechende Strategie. Gelingt dies nicht vollstindig, kann zusédtzlich eine weitere, dem
ersten Schritt folgende Funktion der Immunzellen beeintrichtigt oder ausgeschaltet wer-
den: die Wanderung der Zellen zum néchstgelegenen lymphatischen Organ bzw. Lymph-
knoten. Die Beeinflussung der Zellmigration stellt eine relevante aber bisher nicht genau
untersuchte Moglichkeit von enteropathogenen Yersinien dar, entscheidende Prozesse des
Immunsystems zu modulieren.

Yersinien translozieren iiber ihr Typ-III-Sekretionssystem Effektorproteine (,,Yersinia ou-
ter proteins“; Yops) direkt in ihre Zielzellen. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der
Effekt des Yersinia enterocolitica Wildtyps und aller 6 -Yops einzeln auf die Phagozytose,
die Integrin-abhidngige Migration und das Aktinzytoskelett von priméren humanen Endo-
thelzellen (HUVEC) untersucht. Unter Verwendung eines Migrations-Assays und ver-
schiedener Farbe-Systeme wurden folgende Ergebnisse erzielt: Der Yersinien-Wildtyp
(WA-314) ist in der Lage, seine eigene Phagozytose nahezu vollstindig zu unterbinden.
Dazu ist, wie hier quantitativ bestimmt wurde, keines der einzelnen Yops allein in der La-
ge. Zusitzlich beeinflussen die Yersinien auch das Wanderverhalten von infizierten Zellen.
Dabei wurde der Einfluss der einzelnen Yops und des Yersinien-Wildtyps auf die Wander-
geschwindigkeit und -orientierung der infizierten HUVEC-Zellen bestimmt. Von allen
Yops iibt YopH alleine, bezogen sowohl auf das Wanderverhalten als auch auf die Phago-
zytose, bereits den Hauptteil des Effekts des Wildtyp-Stamms aus. YopP zeigte keinen
Einfluss auf die Phagozytose, sehr wohl aber auf das Aktin-Zytoskelett und das Wander-
verhalten. Die beiden Funktionen Phagozytose und Migration kénnen also von den Yops
getrennt gesteuert werden. Der Wildtyp als auch die einzelnen Yops verdndern, jeweils in
unterschiedlichem und hier quantitativ beschriebenem Ausmal, das Aktin-Zytoskelett der
infizierten Zellen. Der Bakterienbefall reduziert das Teilungsverhalten der HUVEC-Zellen,
dagegen beeinflussen weder der Yersinien-Wildtyp, noch einzelne Yops die Apoptose-
Rate der infizierten HUVEC-Zellen.

Liegen Yersinien ldngere Zeit bei 37 °C vor, sind sie grofitenteils Phagozytoseresistent und
konnen die Zellmigration inhibieren, ein Prozess, der die Einleitung der sekundiren Im-

munantwort verzogern kann und damit entscheidend zur Virulenz der Yersinien beitragt.
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Bakterien werden nach ihrer Form, ithrem gram-Verhalten oder ihren Stoffwechsel-
Leistungen in verschiedene Gruppen eingeteilt. Im Folgenden wird néher auf die Gattung
Yersinien eingegangen, dem Thema dieser Arbeit. Yersinien sind nach Alexandre Yersin
benannt, der Yersinia pestis isolierte und sie 1894 als Verursacher der Pest identifizierte
(Schleifstein und Coleman 1939; Frederiksen 1964). Yersinien gehoren in die Familie der
Enterobacteriaceae, welche aus gram-negativen, stabchenformigen, fakultativ anaeroben,
Katalase-positiven, Oxidase-negativen, nicht sporenbildenden Bakterien besteht (Brenner
1979; Finlay und Falkow 1988). Es sind 11 Yersinia-Spezies bekannt, von denen drei, Yer-
sinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica, pathogen fiir den
Menschen und Nager sind. Die pathogenen Yersinien-Stimme verursachen Symptome, die
von Gastroenteritiden bis hin zur tddlich verlaufenden Pest reichen (Brenner 1979; Corne-
lis et al. 1987; Knapp 1988).

Die medizinisch relevanten Yersinien wachsen auf passendem Medium bei Temperaturen
von 5 bis 42 °C. Im Gegensatz zu Yersinia pestis, welches unabhéngig von der Umge-
bungs-Temperatur immobil ist (Cover und Aber 1989; Bottone 1999), sind die entero-
pathogenen Yersinia bei 27 °C beweglich und verlieren diese Beweglichkeit wieder bei
37°C, also der Temperatur in der Wirtsumgebung (Badger und Miller 1998). Generell kon-
nen Mikroorganismen durch biochemische (,,Bunte Reihe*) und serologische Reaktionen
identifiziert und differenziert werden, Yersinia enterocolitica auch durch ,,phage-typing*-
Methoden (Aleksic und Bockemuhl 1990).

Auf Grund biochemischer Eigenschaften wird Yersinia enterocolitica in 6 Biogruppen un-
terteilt: 1A (nicht pathogen), 1B (hoch pathogen) und die schwach pathogen Gruppen 2, 3,
4 und 5 (Wauters et al. 1987). Die fiir den Menschen pathogenen Yersinia-Arten besitzen
ein 70 kb Virulenz-Plasmid (pYV). Die apathogenen Stimme des Biovar 1A sind pYV"
(Bockemiihl und Roggentin 2004). Serologisch kann Yersinia enterocolitica in ca. 60 Sero-
typen unterteilt werden, von denen nur 11 Serotypen typischerweise mit humanen Infek-
tionen assoziiert werden. Weltweit werden die meisten dieser Infektionen durch die Sero-
typen O:3, 0:9, O:5,27 (schwach pathogen) und O:8 (hoch pathogen) verursacht.

In Deutschland lag 2001 die bundesweite Inzidenz bei 8,8 Erkrankungen pro 100.000 Ein-
wohnern, 2002 bei 9,1 und 2005 bei 6,8. Fiir 2005 bedeutet dies deutschlandweit insgesamt
5.624 gemeldete Erkrankungen, die durch Yersinia enterocolitica bedingt sind (Robert-
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Koch-Institut 2008). Die Dunkelziffer diirfte vermutlich, wie bei Infektionen mit Salmo-
nellen, wesentlich hoher liegen, da u.a. weder jeder Betroffene mit milder Durchfallsym-

ptomatik zum Arzt geht, noch jeder behandelnde Arzt eine Erregerdiagostik einleitet.

Alle drei human-pathogenen Yersinia spp. sind invasive lymphotrope Bakterien, welche
die Féhigkeit besitzen, der unspezifischen Immunabwehr, insbesondere der Phagozytose,
zu entgehen (Cornelis et al. 1998). Yersinien besitzen zahlreiche chromosomal- und plas-
mid-assozierte Faktoren, die fiir ihre Virulenz und damit fiir ihr Uberleben im humanen
Wirt und Flohen entscheidend sind (Brubaker 1991; Straley und Perry 1995). Die drei hu-
man-pathogenen Arten unterscheiden sich allerdings erheblich in ihrer Invasivitit; wih-
rend Yersinia enterocolitica und Yersinia pseudotuberculosis in der Lage sind, die ga-
strointestinale Mukosa zu liberwinden und das darunter liegende Gewebe zu infizieren,

wird Yersinia pestis von Insekten in den Korper injiziert (Cornelis et al. 1998).

Schitzungen besagen, dass im Laufe der Geschichte 200 Millionen Menschen an einer
Infektion durch Yersinia pestis verstorben sind (Perry und Fetherston 1997). Eine Infekti-
onsdosis von weniger als 10 Yersinia pestis Bakterien ist fiir nicht-humane Primaten und
viele Nager letal (Brubaker 1991). Yersinia pestis ist ein obligates, von einem Infektions-
zyklus abhingiges Pathogen. Die Bakterien werden durch infizierte Insekten (z.B. den Rat-
tenfloh Xenopsylla cheopis) in den Korper injiziert und miissen daher die Korperoberflache
nicht selbststindig iberwinden (Cornelis et al. 1998). Der Erreger wird dann von Phagozy-
ten aufgenommen. Allerdings konnen internalisierte Bakterien iiber die Aktivierung von
Plasmidgenen den Phagozyten zerstoren (Heesemann 2001). Die Plasmidgene werden iiber
den Temperaturwechsel vom Floh zum Menschen und durch die intrazelluldr niedrige Cal-
ciumkonzentration aktiviert. Die dann extrazelluliren Bakterien werden wahrscheinlich
durch die Produktion des F1-Kapselproteins phagozytose-resistent. Eine schnelle extrazel-
luldre Vermehrung des Erregers sowie die Produktion von Plasminogenaktivator (Pla) be-
glinstigen eine lymphogene Ausbreitung bis hin zur Sepsis. Eine Infektion von Mensch zu
Mensch ist bei der Lungenpest moglich, wenn Lungenpest-Kranke husten und die Bakteri-
en per Tropfcheninfektion, iiber Aerosole, iibertragen werden. Bei den Menschen, die die
Yersinien iiber Aerosole aufnehmen, kann innerhalb von 2 bis 5 Tagen eine dann meist

todlich verlaufende Lungenpest auftreten (Heesemann 2001).
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Im Gegensatz zu Yersinia pestis sind Yersinia enterocolitica und Yersinia pseudotubercu-
losis zoonotische Mikroorganismen und Lebensmittel-Pathogene. Kontaminierte Milch
und Schweineprodukte sind die Hauptquelle von Yersinia enterocolitica Infektionen
(Black et al. 1978). Yersinia pseudotuberculosis fiihrt iiberwiegend zu Infektionen bei Tie-
ren und nur selten beim Menschen (Bockemiihl und Roggentin 2004).

Infektionen mit den enteropathogenen Yersinien konnen ein breites Spektrum an Sympto-
men verursachen. Das Auftreten von Erkrankungen ist abhdngig vom Alter, dem Abwehr-
zustand, dem Histokompatibilititstyp (HLA) und dem Geschlecht des Patienten (Heese-
mann 2001).

Vier bis 7 Tage nach oraler Aufnahme verursacht Yersinia enterocolitica normalerweise
Symptome wie milde, selbstlimitierende Diarrh6 (zusammen mit gering erhdhter Tempera-
tur und Erbrechen), kann aber auch eine akute mesenteriale Lymphangitis verursachen
(Bottone 1997). Gastroenteritiden sind die hdufigste Form der Yersiniose, an der fiir ge-
wohnlich Sduglinge und kleine Kinder erkranken; Symptome wie Fieber, wissrige bis blu-
tige Durchfille, Erbrechen und andere dauern 1 bis 2 Wochen an. Bei Jugendlichen kann
sich eine Infektionen mit Yersinia enterocolitica mit Symptomen einer akuten mesenteria-
len Lymphangitis im Ileozokalwinkel mit Fieber, abdominalen Schmerzen im rechten unte-
ren Quadranten (,,Pseudo-Appendizitis*“) und Durchfillen prisentieren. Auch diese Infek-
tion heilt nach etwa 2 Wochen spontan aus (Heesemann 2001). Eine Infektion mit Yersini-
en kann bei Erwachsenen sehr unterschiedliche Symptome ausbilden, wie z. B. einen grip-
palen Infekt mit Pharyngitis, Myralgien und Fieber oder eine rezidivierende Ileokolitis mit
Beteiligung der mesenterialen Lymphknoten. Bei Erwachsenen mit Grunderkrankungen
konnen extramesenteriale Infektionen, wie z. B. eine Hepatitis mit Leberabszess, Pleuritis,
Perikarditis, Endokarditis oder Osteomyelitis auftreten. Folgeerkrankungen, die iiberwie-
gend bei jungen Erwachsenen vorkommen, sind eine reaktive Arthritis, ein Erythema no-
dosum, eine Glomerulonephritis, Myralgien und Arthralgien (Fredriksson-Ahomaa et al.
2006). Als seltene Komplikation einer Infektion mit Yersinia enterocolitica tritt eine Sepsis
auf, es sei denn, Patienten haben eine zugrunde liegende, pradispositionierende Erkran-
kung (Winblad 1969; Dequeker et al. 1980). Die mesenteriale Form der Yersiniose verlauft
meist selbstlimitierend und bendtigt keine Therapie; septische Verldufe miissen allerdings

antibiotisch therapiert werden (Heesemann 2001).
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1.1  Pathogenitiitsfaktoren von Yersinien

Pathogene Yersinien verfligen iiber Virulenzfaktoren, die auf chromosomalen und extra-
chromosomalen Elementen kodiert sind (sieche Tabelle 1). Die Regulation der Genexpres-
sion dieser Elemente ist von der Umgebung der Yersinien abhidngig (Bolin et al. 1985).
Enteropathogene Yersinien miissen in der Lage sein, ihre Umgebung wahrzunehmen, da
diese Bakterien in ihrem Lebenszyklus sowohl auf das Uberleben auBerhalb eines Wirtes,
sowie auf das Uberleben in einem (humanen) Wirt angewiesen sind und entsprechend die
Genexpression reguliert sein muss. Beispiele fiir Eigenschaften, die bei Umgebungs-
Temperatur stark und bei 37 °C kaum oder gar nicht ausgeprégt sind, sind die Beweglich-
keit, Membran-Anlagerung von Lipopolysacchariden (LPS), Expression des Adhesin Inva-
sin (Inv) und des hitzestabilen Enterotoxin (Yst) (Straley und Perry 1995).

Determinante | Phiinotyp/Funktion Yersinia | Yersinia pseudo- Yersinia entero-
pestis tuberculosis colitica

Chromosomal

Inv Invasin, Interaktion mit $1- - + +
Integrin

HPI Pathogenititsinsel + + *

Hms Héamin-Speicherprotein + - -

Extrachromosomal pYV (70 kb)

Ysc Typ II-Sekretion/ Translokation + + +

YadA Yersinia- Adhésin - + +

Yops Yersinia outer proteins + + +

Tabelle 1: Pathogenitéstfaktoren der humanpathogenen Yersinien mit einem Schwerpunkt auf den entro-

pathogenen Yersinien. Tabelle modifiziert nach Heesemann, 2001.

Kommt es zur Infektion des Menschen iiber kontaminierte Nahrungsmittel oder durch den
Kontakt mit infektiosen Haustieren, verfiigen enteropathogene Yersinien iiber das chromo-
somal kodierte Inv und ein Virulenzplasmid pYV (Yersinia pestis besitzt zwei weitere Vi-
rulenzplasmide, pFRA und pCPC). Diese Faktoren ermdglichen ihnen das Eindringen und
extrazellulire Uberleben im humanen Wirt (Heesemann 2001). Die Fihigkeit der Yersini-
en, der unspezifischen Immunabwehr zu widerstehen, hdangt vom Vorhandensein des 70 kb

Virulenzplasmides (pY V) ab (Bolin et al. 1985).
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Das Plasmid kodiert fiir eine Reihe von Proteinen:
* die ,,Yersinia outer proteins“ (Yops) (Heesemann et al. 1986),
* die Proteine, die dafiir benétigt werden, die Yops in eine Wirtszelle zu sekretieren
(den Typ-III-Sekretionsapperat (TTSS))
* Regulatoren der Genexpression und Yop-Sekretion/Translokation und

* das Adhesin YadA (Snelling et al. 2001; Cornelis 2002; Barnes et al. 2006).

1.1.1 Adhision und Invasion der Yersinien

Viele pathogene Bakterien exprimieren auf ihrer Oberfldche multifunktionale Proteinstruk-
turen, die als Adhésine fungieren und/oder Schutzschilder gegen die zahlreichen antibakte-
riellen Waffen des Wirtes darstellen. Typische Mitglieder der Adhésine in enteropathoge-
nen Yersinien sind das chromosomal kodierte Invasin und das Virulenzplasmid kodierte
»Yersinia adhesin® YadA (Hultgren et al. 1993; Hoiczyk et al. 2000). Insbesondere Yersi-
nia enterocolitica als ein Pathogen, das nach oraler Aufnahme den Diinndarm besiedelt,
muss in der Lage sein, an der interstinalen Mucosa zu adherieren. Yersinia enterocolitica
kann {iber seine Oberflaichen-Adhédsine an interstinalem Mucin der Epithelzellen binden
und durchwandert dann die Epithelbarriere der Darmmucosa, um in das darunter liegende
lymphatische Gewebe zu gelangen (Autenrieth und Firsching 1996). Die Translokation
findet im Diinndarm statt, wo die Bakterien die epitheliale Barriere selektiv durch M-
Zellen im Follikel-assoziierten Epithel der Peyer-Plaques durchwandern. M-Zellen sind
spezialisierte Zellen, die Partikel oder Antigene aufnehmen und zum ,,Darm-assoziieren*

lymphatischen Gewebe transportieren (Neutra et al. 2001; Grassl et al. 2003).

1.1.1.1 Der Invasionsfaktor Invasin

Das chromosomale Genprodukt Invasin (92 kDa), welches stark bei niedrigen Temperatu-
ren (26 °C, pH 8,0 oder 37 °C, pH 5,5) aber schwach bei 37 °C (pH 8,0) exprimiert wird,
ist der Invasionsfaktor fiir Yersinia enterocolitica und Yersinia pseudotuberculosis (Isberg
et al. 1987; Pepe und Miller 1993; Revell und Miller 2000). Invasin bindet mit hoher Affi-
nitdt direkt an einen Abschnitt einer $1-Kette des Integrinrezeptors und beschleunigt die
darauf folgende Internalisation (Isberg und Leong 1990; Van Nhieu und Isberg 1991). Im

Maus-Infektionsmodell ist eine Yersinia enterocolitica Inv'-Mutante stark in ithrer Fahig-
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keit beeintriachtigt, das interstinale Epithel zu durchwandern. In spéteren Phasen der Infek-
tion ist Invasin aber nicht an der Aufrechterhaltung der Infektion beteiligt (Pepe und Miller
1993). Im Diinndarm sind die M-Zellen die einzigen Zellen, die 31-Ketten in Richtung des
Darmlumens préisentieren, was die Spezifitdt der Mikroorganismen fiir diese Zellen zum
Beginn der Infektion erklért (Clark et al. 1998; Isberg und Barnes 2001). Invasin vermittelt
nicht nur die Internalisation in Epithelzellen, sondern auch, unabhiangig von der Aufnahme,
die Aktivierung von Signalkaskaden, die zur Aktivierung von NF-kB und zur Produktion
von zahlreichen proinflamatorischen Zytokinen fiihrt (Schulte und Autenrieth 1998; Kam-
pik et al. 2000; Schulte et al. 2000).

Die hochaffine Integrin-Bindung erlaubt es Invasin, mit anderen Liganden effektiv um die
Bindung an Integrin-Rezeptoren zu konkurrieren. Die Invasin-Bindung fiihrt zu einem sta-
bilen Kontakt zwischen Wirtszelle und der bakteriellen Membran, was nach Besetzung
einer groen Anzahl von Integrin-Molekiilen zu einer Aufnahme des Bakteriums fiihrt (Is-
berg und Barnes 2001). An der Invasin-vermittelten Phagozytose sind zahlreiche Proteine
beteiligt: Src-Kinasen zur Aktinzytoskelett-Steuerung und Rho-GTPasen (Alrutz et al.
2001; McGee et al. 2001; Wiedemann et al. 2001).

1.1.1.2 Das Yersinia Adhisin A (YadA)

Das Adhidsin YadA der enteropathogenen Yersinia-Spezies wird durch ein Gen auf dem
Yersinia Virulenzplasmid (pYV) kodiert (Bolin und Wolf-Watz 1984; Balligand et al.
1985; Simonet et al. 1996). Das YadA Gen von Yersinia pestis weist eine einzelne Nukleo-
tid-Deletion auf. Dieser ,,Frameshift” fithrt zu einer Reduktion der mRNA-Halbwertszeit
und zu einer verminderten Expression von YadA in Yersinia pestis Stimmen (Rosqvist et
al. 1988). Die Transkription ist abhingig vom Faktor VirF/LcrF, der die Expression von
YadA bei Temperaturen von 30 bis 37 °C aktiviert (Lambert et al. 1992). YadA kann in
der duBeren Membran der Bakterien Minuten nach der Temperaturerwdrmung auf 37°C
detektiert werden (Bolin et al. 1982). YadA ist ein essentieller Virulenzfaktor von Yersinia
enterocolitica O:8 und scheint bei Yersinia enterocolitica (im Gegensatz zu Yersinia pseu-
dotuberculosis) eine entscheidende Rolle in der Persistenz des Erregers zu spielen (Han
und Miller 1997).

Das YadA-Protein ist ein homotrimeres 200 bis 240 kDa Protein, das als Pra-Protein ex-

primiert wird und posttranslational modifiziert wird (Bélin und Wolf-Watz 1984). Das
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YadA-Protein ist multifunktional: es fordert die Bindung an (i) Epithelzellen, (ii) profes-
sionelle Phagozyten sowie an (iii) viele extrazelluldre Matrix-Molekiile (wie Laminin, Col-
lagen und Fibronektin). Des weiteren schiitzt es Yersinien gegen Defensin, das Serum-
komplement sowie gegen Lipopolysaccharid-Erkennungsproteine, ein Schutz der eventuell
durch Beschichten der Oberflidche mit extrazelluliren Matrix-Molekiilen erfolgt (Balligand
et al. 1985; Roggenkamp et al. 1996; Hoiczyk et al. 2000).

Unabhingig von der Aufnahme von Bakterien in humane Zellen kann YadA wie auch das
bereits beschriebene Invasin die Produktion von proinflamatorischen Zytokinen induzieren

(Bliska et al. 1993; Yang und Isberg 1993; Eitel und Dersch 2002; Schmidt et al. 2004).

1.1.1.3 Weitere wichtige Adhiisine

Yersinia pestis exprimiert weder YadA noch Invasin. Die Gene, die fiir diese Adhésine
kodieren, sind zwar vorhanden, sind aber nicht funktional (Rosqvist et al. 1988; Simonet et
al. 1996). Zwei potente Adhisine, die von Yersinia pestis exprimiert werden, sind Pla
(PIsaminogen activator protease) und pH6 Antigen (pH6-Ag). Pla ist in der dufleren Mem-
bran lokalisiert und besitzt eine proteolytische Aktivitdt, die Plasminogen aktiviert. Seine
Funktion ist notwendig, damit sich Yersinia pestis nach der Ubertragung durch einen Floh-
biss im humanen Organismus ausbreiten kann (Sodeinde et al. 1992; Makoveichuk et al.
2003). Durch Pla soll auch die Adhision und Invasion von Yersinia pestis an Epithelzellen
vermittelt werden (Cowan et al. 2000).

PH6-Ag wurde zunichst als ein Antigen identifiziert, das nur bei pH < 6 bei 37 °C expri-
miert wird (Ben-Efraim et al. 1961). Spéter zeigte sich, dass die fimbrienartige Struktur
von pH6-Ag auf der Oberfldche von Yersinia pestis bei pH 6,7 in den Phagolysosomen der
Makrophagen des Wirts und extrazellulédr in Abszessen wie Bubonen, auftritt (Zav’yalov et
al. 1996). Das Operon, das fiir pH6-Ag kodiert, vermittelt die Agglutination von Erythro-
zyten vieler Spezies und das Binden an Epithelzellen (Yang et al. 1996, Makoveichuk et al.
2003). Weil pH6-Ag an Apolipoprotein B- (apoB) haltige Lipoproteine bindet, wird ver-
mutet, dass pH6-Ag Yersinia pestis vor einer Interaktion mit Wirts-Immunzellen schiitzt
(das Bedecken der bakteriellen Oberfliche mit Wirts-Lipoproteinen versteckt das Pathogen
vor dem Immunsystem des Wirts) (Makoveichuk et al. 2003).

Ein weiteres Adhésin, welches von enteropathogenen Yersinien exprimiert wird, ist Ail.

Ail ist ein chromosomal kodiertes Membran-assoziiertes Protein, das eine (geringe) Rolle
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bei der Anheftung an und folgenden Invasion in eukaryotische Zellen spielt (Miller und
Falkow 1988). Im Gegensatz zu anderen Adhésinen wie Invasin und YadA ist das Ail-Gen,
zumindest im Mausmodell, fiir die Pathogenitit von Yersinia enterocolitica von unterge-

ordneter Bedeutung (Pepe et al. 1995).

Enteropathogene Bakterien sind also in der Lage, {iber Invasin und eventuell Ail die M-
Zellen des Darmepithels des Menschen zu liberwinden. Die sich dann im Wirtsorganismus
befindenden Bakterien sind durch die Expression von YadA in der Lage, an Strukturen des
humanen Organismus zu binden. Weitere Faktoren sind allerdings notwendig, um Yersinia

enterocolitica das Uberleben im extrazelluliren Milieu zu ermdglichen.

1.1.2  Der Typ-IlI-Sekretionsapparat und die Translokation der
Effektorproteine (Yops)

Die Typ-IlI-Sekretion ist ein Mechanismus, mit dem gram-negative Bakterien Proteine
durch die eigenen Membranen und durch die Wirtszellmembran in eukaryotische Zellen
schleusen. Es wurden mehr als 20 Typ-III-Sekretionssysteme bei Tieren, Pflanzen und
Insekten-Pathogenen entdeckt. Alle Typ-III-Sekretionssysteme stellen einen Mechanismus
dar, der es dem Bakterium erlaubt, mit der Wirtszelle zu interagieren. Das tun Bakterien,
indem sie Effektor-Proteine, die generell mehr Sequenz-Homologien zu eukaryotischen als
zu bakteriellen Proteinen zeigen, in die Wirtszelle transferieren (Cornelis 2002).

Das Plasmid-kodierte (pYV) Typ-IlI-Sekretionssystem erlaubt es Yersinien, Effektor-
Proteine (Yersinia outer proteins, ,,Yops®) insbesondere in Zellen des Immunsystems zu
injizieren (Marketon et al. 2005). Die Yops beeinflussen dann beispielsweise die Zellproli-
feration und die Dynamik des Zytoskeletts mit dem Ziel, das Uberleben und die extrazellu-
lare Vermehrung der Yersinien in lymphatischem Gewebe und die Verteilung der Bakteri-
en in andere Organsysteme zu ermoglichen (Simonet et al. 1990; Féallman et al. 1995; Cor-
nelis 2002).

Gelingt die Inhibition der Phagozytose nicht vollstindig, kann ein weiteres, zusdtzliches
Ziel der Yersinien die Verhinderung der Migration von aktivierten Immunzellen (z.B. den-
dritischen Zellen) zum regionalen Lymphknoten sein, um so - iiber einen zusétzlichen Me-
chanismus - die weitere Aktivierung des Immunsystems zu unterdriicken.

Insbesondere dieser Frage wird in dieser Arbeit nachgegangen.
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1.1.2.1 Der Aufbau des Injektosoms

Das Injektosom ist eine Organelle, die die duBlere Membran, die Peptidoglycan-Schicht
und die zytoplasmatische Membran des Bakteriums durchspannt. Sein basaler Anteil
durchzieht die zytoplasmatische innere Seite und besteht aus Proteinen, die Homologien zu
Proteinen eines bakteriellen Flagellum zeigen (sieche Abbildung 1). Der basale Anteil be-
sitzt eine Ringstruktur mit einer zentralen Pore, die die Verbindung zu einer Hohl-Nadel
herstellt. Die Nadel besteht aus den polymerisierten Proteinen YscC und YscF (Hoiczyk
und Blobel 2001). Das Lumen der Injektions-Nadel hat einen Durchmesser von 2 nm und
es wird vermutet, dass die exportierten Proteine in einem Schritt durch diese Réhre, durch
die beiden Membranen und die Peptidoglykanschicht geschleust werden (Cornelis 2002;
Cornelis 2006). Um die Effektor-Yops durch die eukaryotische Zellmembran zu schleusen,
sind die sogenannten Translokator-Yops (YopB, YopD und LcrV, die kein integraler Be-
standteil der Injektosoms sind), absolut notwendig (Hakansson et al. 1996); deshalb kann
die Struktur des Injektosoms nicht als Spritze verstanden werden, die in der Lage ist, die
eukaryote Wirtszellmembran alleine zu penetrieren. Da YopB und YopD in der Lage sind,
Poren in artifiziellen Liposomen zu bilden, wurde gefolgert, dass die Effektor-Yops durch
die Poren, die von diesen Translokator-Yops gebildet werden, transportiert werden konnen
(Tardy et al. 1999).

Yersinien lassen, wenn sie in einer zellfreien Umgebung inkubiert werden, keine Yops
nach auflen; nur nach Kontakt mit der eukaryoten Zelle (oder unter artifiziellen Umstén-
den: 37°C und Entfernung von Ca®"-Ionen aus dem Puffer) wird der gerichtete Transport
durch die bakteriellen Membranen induziert (Rosqvist et al. 1994). Eine weitere Besonder-
heit des Yersinien-Injektosoms ist, dass viele Yops, um sekretiert zu werden, Hilfe von
speziellen Chaperonen (,,Specific Yop chaperone®; Syc) benotigen. Diese kleinen, sauren
Proteine haben wenig oder gar keine Sequenzhomologie untereinander, haben aber alle
eine mutmaBliche Carboxy-terminale amphiphile a-Helix (Birtalan und Ghosh, 2001). Die
Chaperone haben auch keine Sequenz- oder funktionale Ahnlichkeit mit ATP-abhingigen
Chaperonen (Wattiau et al. 1994; Cornelis 2002). Im Allgemeinen liegt das Yop-Gen auf
dem bakteriellen Virulenzplasmid neben dem entsprechenden Chaperon-Gen. Die Chape-

rone werden im Gegensatz zu den Yops nicht sekretiert.

10
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Abbildung 1: Morphologie und Organisation eines bakteriellen Flagellums und des Typ-III-
Sekretionsapperates (TTSS). (Modifiziert nach Yip and Strynadka, 2006).

Die Morphologie des bakteriellen Flagellums und des TTSS sind sehr dhnlich: jedes besitzt eine innere
Membranring-Struktur (griin und braun) und eine duflere Membranring-Struktur (rot), eine Membran assozi-
ierte ATPase (pink) und helikale extrazelluldre Strukturen (grau). Der Typ-IlI-Sekretions-Apparat translo-
ziert bakterielle Proteine direkt in das Zytoplasma von eykarioten Wirtszellen (Pfeil), ein Prozess der auf
LerV (blau) und die Translokationspore, gebildet durch YopB und YopD (gelb), angewiesen ist. In Klam-

mern sind die Flagellaten-Proteine angegeben, die den Proteinen des TTSS entsprechen.

Der Durchmesser der Injektosom-Nadel ist zu klein, um bereits gefalteten, globuldren Pro-
teinen die Passage zu ermdglichen. Vermutlich ist deshalb die Funktion der Chaperone,
den Yops im Bakterium eine Struktur zu geben, tiber die sie durch die Nadel in die Wirts-
zelle injiziert werden konnen (Hoiczyk und Blobel 2001; Cornelis 2002). Es wurden Cha-
perone fiir die Effektorproteine YopE, YopT und YopH beschrieben. Ohne diese Chapero-
ne ist die Sekretion und Translokation der Yops stark reduziert oder sogar vollstindig auf-
gehoben (Triilzsch et al. 2003). Auch YopO ist auf ein Chaperon angewiesen (Letzelter et
al. 2006).

11



1 Einleitung

1.1.3  Die Effektorproteine der Yersinien, ,,Yersinia outer proteins* (Yops)

Die 6 Effektorproteine, die Yersinia enterocolitica in die Wirtszelle transloziert, sind: Yo-
pO (YpKA in Yersinia pseudotuberculosis), YopM, YopP (Yopl in Yersinia pestis und
Yersinia pseudotuberculosis), YopT, YopE und YopH.

Yersinia pestis und Yersinia pseudotuberculosis translozieren nur 5 der Effektorproteine,

YopT ist auf ihrem Virulenzplasmid nicht kodiert (Viboud und Bliska 2005).

Macrophage
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Abbildung 2: Das Typ-III-Sekretionssystem
Interaktion von Yersinien mit Makrophagen und Translokation der Yops. (Modifiziert nach Cornelis 2002).

1.1.3.1 Das Effektorprotein YopO

YopO, gebildet von Yersinia enterocolitica (YpKA in Yersinia pseudotuberculosis), ist ein
80 kDa (729 Aminosduren) grofles Protein mit mehreren, funktionellen Doménen. Es be-
steht aus einer N-terminalen Sekretions-, Translokations-, Membran-bindenden Doméne,
gefolgt von einer Serin/Threonin-Kinase-Doméne (Aminosduren 1-436). YopO wird als
inaktive Serin/Threonin-Kinase produziert, die durch die Interaktion mit Aktin aktiviert
werden soll (Viboud und Bliska 2005). Die C-terminale Hélfte des Proteins beinhaltet vier
Regionen (Aminosiure 436-710), die Ahnlichkeiten zu Rho-bindenden Doménen (RBDs)
zeigen. Es wird angenommen, dass durch YopO die GDP-gebundene inaktive Form der
GTPase stabilisiert wird (sieche Abbildung 3), da die Rho-bindenden Dominen Ahnlichkei-

ten zu Wirtszell ,,Guanin Nucleotid Dissoziations Inhibitoren* (GDI’s) zeigen. Die letzten

12
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20 Aminosiuren (709-729) zeigen Ahnlichkeiten zu dem Aktin-biindelnden Protein Coro-
nin (Dukuzumuremyi et al. 2000; Juris et al. 2000; Aepfelbacher 2004). Uber diese letzten
20 Aminoséuren soll die Kinase-Aktivitdt von YopO aktiviert werden (Viboud und Bliska,
2005).

Zusammen mit anderen Yops scheint auch YopO zur antiphagozytidren Wirkung von Yer-
sinia enterocolitica beizutragen (Grosdent et al. 2002) und soll so Yersinien ermoglichen,
andere Gewebe zu kolonisieren und in ihnen zu persisieren (Logsdon und Melsas 2003;
Aepfelbacher 2004). Von YopO wird auch angenommen, dass es das Aktinzytoskelett be-
einflusst und so zu der Féhigkeit der Yersinien beitridgt, der Phagozytose durch Makropha-
gen zu entgehen (Trasak et al. 2007).

Menschliche Zervixkarzinom (HeLa)-Zellen, die mit einer Yersinia pseudotuberculosis
Mutante, die YopO iiberexprimiert, infiziert wurden, zeigten Zellkontraktion (Abrundung)
und das Auftreten von prominenten ,retraction fibers®, ein Phinotyp, der als ,,arborization*
bezeichnet wird. In diesen Experimenten lokalisierte YopO an der Plasmamembran, eine
Féhigkeit, die in der N-terminalen Region des Proteins kodiert wird (Hékansson et al.
1996, Dukuzumuremyi et al. 2000; Aepfelbacher 2004). YopO soll mit den Rho-GTPasen
RhoA und Racl interagieren, nicht aber mit Cdc42 (Barz et al. 2000; Dukuzumuremyi et
al. 2000; Aepfelbacher 2004). Angenommen wird, dass YopO sowohl den intrinsischen als
auch den ,,guanine nucleotide exchange factor* (GEF)-vermittelten Austausch von GDP zu
GTP in Racl inhibiert (sieche Abbildung 3), was zu deren Hemmung fiihren kann und z.B.
die Bildung von Stressfasern verhindern konnte (Trosky et al. 2008).

YopO ist angewiesen auf das Chaperon SycO. Im Bakterium assoziert SycO mit dem N-
Terminus von YopO. Es bedeckt die Membran-Lokalisationsdoméne von YopO und
schiitzt YopO dabei vermutlich vor einer intrabakteriellen Aggregation (Letzelter et al.

2006).

1.2.3.2 Das Effektorprotein YopM

YopM (42 kDa) ist ein Leucin-reiches Protein, das abhéngig vom Yersinien-Stamm, der es
exprimiert, Unterschiede in Gréfe und Sequenz zeigt. Die funktionale Konsequenz dieser
Variabilitit ist nicht bekannt. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass YopM wichtig ist fiir die
Virulenz von Yersinia pestis und Yersinia enterocolitica (Mulder et al. 1989; Leung et al.

1990). YopM zeigt als einziges der Effektor-Proteine keine enzymatische Aktivitit. YopM

13
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wird intrazellulér liber einen Vesikel-assozierten Weg zum Kern transportiert. Wie aber die
kernnahe Lage von YopM mit dessen Funktion zusammenhingt, ist nicht klar (Skrzypek et
al. 2003). Aufgrund der kernnahen Lage ist eine Beeinflussung der Gentranskription anzu-
nehmen (Hoffmann et al. 2004). Gentranskriptions-Microarray-Analysen, die mit Yersinia
enterocolitica infizierten Makrophagen durchgefiihrt wurden, zeigten divergierende Er-
gebnisse: nachdem eine Gruppe herausfand, dass YopM Gene reguliert, die in die Zellzy-
klus-Kontrolle und das Zellwachstum eingreifen (Sauvonnet et al. 2002), haben andere
keinen Anhalt fiir eine Genregulation durch YopM finden konnen (Hoffmann et al. 2004).
Die beiden zytoplasmatischen Kinasen Prk2 (Protein kinase C- like 2) und Rsk1 (riboso-
mal S6 Protein kinase 1) wurden als direkte Interaktionspartner von YopM identifiziert

(McDonald et al. 2003).

1.1.3.3 Das Effektorprotein YopP

Das 33 kDa Protein YopP wurde zuerst in Yersinia pestis identifiziert und ,,YopJ* genannt
(Straley und Bowmer 1986), bevor es in Yersinia enterocolitica und Yersinia pseudotuber-
culosis entdeckt wurde und als ,,YopP* beschrieben wurde (Cornelis et al. 1987).

Das bakterielle Protein YopP greift hemmend in die MAPK- und NF-kB-Signalwege der
Wirtszelle ein. Die molekularen Ziele von YopP sind MAPK-Kinasen (MKKs) und IkB-
Kinase B (IKK-f) (Orth et al. 1999). YopP mit seiner katalytischen Domine acetyliert Se-
rin- und Threonin-Reste der Kinasen und verhindert so die Phosphorylierung und Aktivie-
rung dieser Proteine (Mukherjee et al. 2006), um die Funktion dieser Proteine in Signal-
transduktionswegen innerhalb der Wirtszelle abzuschwichen (Mittal et al. 2006; Mukher-
jee et al. 2006). Die Hemmung dieser Signalwege durch YopP soll helfen die angeborene
Immunabwehr zu unterdriicken und soll die Apoptose von Makrophagen vermitteln (Pal-
mer et al. 1998). Diese inhibitorischen Aktivitidten von YopP fiihren zu einer Suppression
der IL-8 Produktion in Epithelzellen und der TNF-a Produktion in Makrophagen (Aepfel-
bacher et al. 1999; Orth 2002; Ruckdeschel 2002). Die Anwesenheit von bakteriellem
YopP korrelierte mit einer erhohten Apoptose-Rate der infizierten Zellen, die Transfektion
von YopP in eukaryotische Zellen alleine resultierte allerdings nicht im Sterben der Zellen
(Monack et al. 1997; Palmer et al. 1999). Die Apoptose von Makrophagen scheint die
Ausbildung einer systemischen Infektion mit Yersinien zu erleichtern. Im Mausmodell ist

YopP wichtig flir die Virulenz von enteropathogenen Yersinien. Eine Yersinia enterocoli-
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tica YopP -Mutante ist in seiner Wirkung abgeschwécht (Trulzsch et al. 2004), und auch
eine Yersinia pseudotuberculosis YopP -Mutante war im Gegensatz zu Wildtyp-Bakterien
nicht in der Lage, die gleiche Konzentration an Bakterien im lymphatischen Gewebe zu
erreichen; zusétzlich wurde die Mutante schneller aus dem infizierten Organ entfernt (Mo-
nack et al. 1998). Inwieweit die Apoptose ein Mechanismus ist, der den Yersinien einen
Vorteil verschaftt, ist fraglich, da apoptotische Zellen zahlreiche Signale ausschiitten und
das Immunsystem vermutlich eher aktivieren (siche Diskussion).

YopP besitzt eine geringe Ahnlichkeit zu der ,,ubiquitin-like* Protease Ulpl der Hefe.
Demnach wire es denkbar, dass YopP Ubiquitin schneidet oder eine Ubiquitin-&dhnliche
Struktur von Zielproteinen in der Wirtszelle abtrennen kdnnte. Protein-Ubiquitinylierung
kann Molekiile reversibel aktivieren und sie zum Abbau markieren (Orth 2002; Aepfelba-
cher 2004; Viboud und Bliska 2005).

1.1.3.4 Das Effektorprotein YopT

YopT (35 kDa, 322 Aminosduren) wird von Yersinia enterocolitica exprimiert, nicht aber,
bedingt durch eine Deletion auf dem Virulenz-Plasmid, von dem virulenten Yersinia pseu-
dotuberculosis Stamm Serotyp O:3 und von Yersinia pestis (Iriarte und Cornelis 1998;
Shao et al. 2002; Viboud und Bliska 2005). Die katalytische Aktivitit von YopT ist C-
terminal lokalisiert, die Rho GTPasen-bindende Region N-terminal (Sorg et al. 2003). Es
wird angenommen, dass drei Aminosiuren in der katalytischen Doméne von YopT (Cys-
139, His-258 und Asp-274) fir die enzymatische Aktivitdt als Cystein-Protease bendtigt
werden. (Shao et al. 2002). Es soll als Enzym fungieren, welches Lipidanker von Rho-
GTPasen (RhoA, Rac und Cdc42) abspaltet (Shao et al. 2003), so dass die Rho-GTPasen
ihren Anker in der Zellmembran verlieren. Die verdnderte Struktur soll zu einer Bindung
an Aktin fithren (Shao et al. 2003). Es wird angenommen, dass bakteriell transloziertes
YopT in vivo iiberwiegend auf RhoA und weniger auf Rac oder Cdc42 wirkt. Weiter wir
vermutet, dass RhoA von der Plasmamembran und seinem zytoplasmatischen Bindungs-
partner, Guanine Nucleotid Dissoziations- Inhibitor 1 (GDI-1), abgespalten wird und dann
als monomeres Protein im Zytoplasma akkumuliert (Zumbihl et al. 1999). Ob YopT die
Phagozytose von Bakterien verhindern kann, wurde fiir Yersinia enterocolitica in humanen
Neutrophilen und in Maus-Makrophagen untersucht. Bakterielle Mutanten, die kein YopT
enthielten, konnten signifikant hdufiger phagozytiert werden als Wildtyp-Bakterien. Yersi-

15



1 Einleitung

nien, die nur YopT exprimierten, waren aber nicht resistent gegeniiber der Phagozytose
durch Neutrophile oder Makrophagen (Grosdent et al. 2002; Aepfelbacher 2004). Auf der
zelluldiren Ebene konnte gezeigt werden, dass YopT-iiberexprimierende Yersinien-
Mutanten Aktin-reiche phagozytotische ,,cups“ und podosomale Adhdsionen zerstoren.
Phagozytotische ,,cups* werden von Zellen nach Kontakt zu Yersinien-Invasin ausgebildet
(Aepfelbacher et al. 2003). Die Zerstorung dieser beiden Strukturen schwécht die Funktion
von Immunzellen und schiitzt Yersinien vor der Phagozytose. In der Verhinderung der
Phagozytose ist YopT weniger wirksam als YopE; es ist aber genauso effektiv wie YopE
in der Regulation der Pore der Typ-III-Sekretion (Viboud et al. 2006).

YopT und YopE verdandern kooperativ Zellfunktionen (Aepfelbacher et al. 2007). YopE
kann GTP-gebundenes Racl herunterregulieren und produziert so GDP-gebundenes Racl,
welches inaktiv ist und zytoplasmatisch vorliegt. Im Gegensatz dazu soll YopT die aktive
GTP-gebundene Form von Racl von der Plasmamembran trennen; die aktiven Racl Mole-
kiile sollen in den Zellkern wandern, wo sie mit Guanosin Nucleotid Austauschfaktoren
kolokalisieren. Eine Infektion mit Yersinien-Mutanten, die nur YopT und YopE exprimie-
ren, filhrte zu einem Pool an aktiviertem kernassoziierten Racl und inaktivem zytoplasma-
tischen Racl (Wong und Isberg 2005). In wieweit dieser Mechanismus zur Virulenz von

Yersinien beitrdgt, ist unklar (Aepfelbacher et al. 2007).

1.1.3.5 Das Effektorprotein YopE

YopE ist ein 25 kDa Protein (219 Aminosduren), welches, wie die homologen Doménen in
Exoenzym S von Pseudomonas aeruginosa und SptP von Samonella typhimurium, als
GAP (Ausschalter) fiir Rho-Proteine fungiert (sieche Abbildung 3) (Fu und Galan 1999;
Goehring et al. 1999; Black et al. 2000; Andor et al. 2001; Aepfelbacher 2004). YopE hat
N-terminal eine Membran-Lokalisationsdoméne (Krall et al. 2004). Die N-terminalen
Aminosduren 54-75 sind essentiell, um YopE perinukleédr zu platzieren. Die Aminosduren
96-219 beinhalten die Rho-GAP-Domine (Krall et al. 2004).

Es wird angenommen, dass YopE an GTPasen bindet und so iiber seine GAP-Domine eine
effiziente GTP-Hydrolyse vermittelt. Von besonderer Bedeutung fiir die GAP-Aktivitit
soll hierbei Argl44 im sog. ,,Arginin Finger*“-Motiv sein (Scheffzek et al. 1998; Wiirtele et
al. 2001; Aili et al. 2003; Aepfelbacher 2004). YopE mit seiner GAP-Aktivitét zielt, wie
beschrieben wird, auf die Rho-Proteine RhoA, Racl und Cdc42 in vitro (von Pawel-
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Rammingen et al. 2000; Andor et al. 2001; Aili et al. 2006). Diese GTPasen spielen eine
zentrale Rolle in der Regulation der Struktur des Aktinzytoskeletts. Eine Inaktivierung
dieser Proteine soll zu einer unregulierten Depolymerisation von Aktinfilamenten in Ziel-
zellen fithren (Trosky et al. 2008). In Wirtszellen, die Kontakt zu dem Yersinien-
Oberflachenprotein Invasin haben, werden RhoG, Racl und Cdc42 aktiviert, was zu einer
Aufnahme des Bakteriums fiihrt. Translozieren Yersinien allerdings YopE in die Wirtszel-
le, kann YopE diesem Effekt entgegenwirken. YopE inhibiert RhoG und Racl und erreicht
so, dass die Bakterien extrazelluldr bleiben (Roppenser et al. 2009). YopE tragt somit zu-
sammen mit anderen Yops zu der antiphagozytiren Aktivitit von Yersinia enterocolitica
und Yersinia pseudotuberculosis bei (Aepfelbacher 2004). Des Weiteren verursacht YopE
(1) die Zerstorung von Aktin-Filamenten, (ii) eine vollstdndige Zellabrundung und (iii) die
Ablosung der infizierten Zellen unter Zellkultur-Bedingungen, ein Phdnomen, das als ,,Zy-
totoxizitdt™“ bezeichnet wird. Zum einen ist beschreiben, dass die YopE GAP-Mutante
(R144A) bei Mausinfektionen keine Virulenz mehr zeigte und nicht mehr in der Lage war,
zytotoxische Effekte in HeLa-Zellen auszulosen (Black 2000; von Pawel-Rammingen et al.
2000; Aili et al. 2006). Andere Arbeiten zeigten jedoch, dass YopE-Mutanten, denen die in
vitro GAP-Aktivitét fiir RhoA, Racl und Cdc42 fehlte, immer noch zytotoxisch fiir HeLa-
Zellen waren (Aili et al. 2003). Auch in dieser Arbeit zeigt die YopE-Mutante, der die
GAP-Aktivitét fehlt, ein dem GAP-aktiven YopE &dhnliches Verhalten (siche Ergebnisse).
Dies ldsst vermuten, dass diese Aufgaben nicht die einzigen YopE-Funktionen wihrend
der Infektion sind (Aili et al. 2006). Wahrend der Injektion von Effektor-Proteinen soll die
GAP-Aktivitdt von YopE der Porenbildung des Injektosoms entgegen wirken (Viboud und
Bliska 2001). YopE reguliert vermutlich dariiber hinaus, wie viele andere Yops in die
Wirtszelle gelangen (Aili et al. 2007). YopE O:8 von Yersinia enterocolitica wird im Ge-
gensatz zu YopH und YopP im Wirtszell-Proteasom abgebaut. Dies impliziert, dass das
Proteasom ein integraler Bestandteil der zelluliren Wirts-Immunantwort gegen immun-
modulatorische Aktivitdten von translozierten bakteriellen Proteinen ist (Ruckdeschel et al.
2006). YopE hat wihrend des Infektionszyklusses also sowohl individuelle als auch zu

anderen Yops synergistische Funktionen (Aepfelbacher 2004).

17



1 Einleitung

1.1.3.6 Das Effektorprotein YopH

YopH ist eine hoch aktive Tyrosinphosphatase (PTP), die Signalwege angreift, die wichtig
fiir die priméire und sekundidre Immunabwehr sind (Guan et al. 1990; Aepfelbacher 2004;
Viboud und Bliska 2005). Das Protein besteht aus 468 Aminosiuren (50 kDa) mit definier-
ten N- und C-terminalen Doménen, die iiber eine Prolin-reiche Region verbunden sind. Die
N-terminale Region enthilt Typ-III-Sekretions Signale, eine Chaperon-Bindungs-Region
und eine Substratbindungs-Doméne. Die C-terminale Region (Aminosduren 206-468) ent-
hélt die katalytische Doméne und ist in ihrer Struktur den eukaryotischen Protein-
Tyrosinphosphatasen dhnlich (Black et al. 1998; Khandelwal et al. 2002; Viboud und
Bliska 2005). YopH ist eine der aktivsten Phosphatasen, die bis heute isoliert wurden
(Trosky et al. 2008). Aktives YopH fiihrt in infizierten Wirtszellen zu einer generellen Re-
duktion der Phosphorylierung von Tyrosin (Viboud und Bliska 2005). Viele YopH-
Substrate sind Bestandteile von fokalen Adhdsionen. Fokale Adhédsionen spielen eine Rolle
in der Regulation dynamischer Interaktionen zwischen dem Aktinzytoskelett und extrazel-
lularen Matrix-Proteinen (Brakebusch und Fassler 2003). Das Hauptziel von YopH ist
p130*, ein Protein aus fokalen Adhisionen, dessen Aktivitit auch fiir die Phagozytose
bendtigt wird (Viboud und Bliska 2005). Die Inaktivierung von p130“* durch YopH ver-
mittelte Dephosphorylierung fiihrt zu einer Zerstérung von Aktinstrukturen, die mit einem
Verlust von fokalen Adhésionen einhergeht und so die Phagozytose inhibiert (Andersson et
al. 1996). Weitere Zielstrukturen von YopH sind fokale Adhdsions-Kinasen (FAK): Paxil-
lin, Lck, Fyb und SKAP-HOM (Cornelis 2002). Die YopH vermittelte Dephosphorylie-
rung ist sehr schnell und innerhalb von 2 min nach Infektion sichtbar. Dies kann erkléren,
warum YopH eines der effektivsten Yops in Hinblick auf Maus-Virulenz und antiphagozy-
tare Aktivitét ist (Andersson et al. 1996; Cornelis 2002; Aepfelbacher 2004). YopH ist fiir
bis zu 50% der antiphagozytdren Aktivitit von Yersinien gegeniiber Neutrophilen und
J774-Makrophagen verantwortlich (Fallman et al. 1995; Ruckdeschel et al. 1996; Aepfel-
bacher 2004). YopH besitzt eine Vielzahl weiterer immun-modulatorischer Effekte. Zu
diesen gehort (i) die Inhibition der Produktion von Chemoattractance Protein 1 in Ma-
krophagen (Sauvonnet et al. 2002) und (i1) die Hemmung von Signalkaskaden, die mit der
T- und B-Zell-Aktivierung durch Antigene assoziiert werden (Yao et al. 1999; Cornelis
2002).

YopH wird im Bakterium wahrscheinlich durch die Assoziation zu einem Chaperon

(SycH) inaktiviert. SycH bindet an den N-Terminus von YopH. Dariiber hinaus hat der N-
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Terminus von YopH die Funktion, die Bindung an Substrate in fokalen Adhdsionen zu

vermitteln; er enthilt zusdtzlich Typ-III-Sekretions Signale (Black et al. 1998).

1.2 Angriffspunkte der Yops im humanen Organismus

Enteropathogene Yersinien adhirieren im Diinndarm an M-Zellen und erreichen, indem sie
diese durchwandern, die Submucosa meistens im Bereich des intestinalen lymphatischen
Systems (Peyer Plaques). Im subepithelialen/submucosalen Gewebe des Darms sind Yersi-
nien in der Lage, sich extrazellulir zu vermehren. Das Plasmid-kodierte Typ-III-
Sekretionssystem erlaubt es den Yersinien, Yops in Zellen des Immunsystems und mogli-
cherweise auch in andere Zellen zu sezernieren. Uber die Yops kénnen die Yersinien die
Zellen des Immunsystems angreifen und damit die Immunantwort des Menschen abschwi-
chen. Die Yersinien sind lymphotrophe Bakterien und haben dadurch nicht nur Kontakt zu
Immunzellen, sondern vermutich auch z. B. zu Endothelzellen. Kontakt zu den Endothel-
zellen besteht vermutlich in den ,,high endothelial venules® der afferenten Lymphgefafe
und bei den Yersinien, die in die Blutbahn gelangt sind (Yersinia pestis), zu den Endothel-
zellen dieser Gefile. Uber die Sekretion der Yops in humane Zellen greifen die Yersinien
in zahlreiche zelluldre Prozesse ein, einige dieser Angriffspunkte der Yersinien sind nach-

folgend aufgefiihrt. Zunédchst wird allerdings néher auf die Rho-GTPasen eingegangen.

1.2.1 Rho-GTPasen

Rho-Proteine scheinen ideale Ziele fiir Pathogene darzustellen, weil sie als eukaryotische
Schalter eine Vielzahl von zelluldren Prozessen regulieren. Rho-GTPasen sind Regulatoren
des Aktinzytoskeletts, sind aber auch beteiligt an der Kontrolle von Zell-Zell-Kontakten,
Integrin-vermittelten Signalkaskaden, der Endozytose, intrazelluldirem Vesikeltransport,
der Gentranskription und der Kontrolle des Zellzyklus (Symons und Settleman 2000;
Aepfelbacher 2004; Schwartz 2004; Aktories et al. 2005). Rho-GTPasen sind in ihrer
GDP-gebundenen Form inaktiv. In diesem Zustand konnen sie an einem Guanin Nucleotid
Dissoziations-Hemmer (GDI) gebunden vorliegen (sieche Abbildung 3). Rho-GTPasen
werden aktiviert durch einen GDP/GTP-Austausch, der durch Guanin Nucleotid Aus-
tauschfaktoren (GEFs) vermittelt wird. Die Stimulierung der intrinsischen GTP Hydrolyse
erfolgt durch eine andere spezifische Proteingruppe, die GAPs (Bishop und Hall 2000;
Aepfelbacher 2004). Durch sie wird der Kreislauf geschlossen (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Darstellung des Aktivationszyklus der Rho GTPasen und deren Regulatoren. GEF = Guanine
Nucleotide Exchange Factor, GAP = GTPase-Activating Proteins, GDI= Guanine Nucleotide Dissociation
Inhibitor.

In ihrer aktiven Form kénnen Rho-Proteine mit Effektorproteinen interagieren und diese
stimulieren. Zu den Effektorproteinen gehdren Protein- und Lipidkinasen und ,,scaffolds*
(van Aelst und D’Sourg-Schorey 1997). Die am besten charakterisierten Rho-Proteine sind
RhoA, Racl und Cdc42; jedes von diesen kontrolliert die Ausbildung zytoskelettaler Ele-

mente in der Zelle:

* (Cdc42 kontrolliert unter anderem die Bildung von Filopodien/Mikrospikes und fo-
kalen Kontakten. Mikrospikes sind stachelformige Ausldufer an der Zellperipherie
und die Vorstufe von Filopodien. Die Begriffe werden aber hdufig synonym ver-
wendet. Fokale Kontakte sind Vorldufer von fokalen Adhésionen.

* Racl kontrolliert die Organisation von Lamellipodien und von fokalen Komplexen.
Lamellipodien sind breite Fortsétze an der Zellperipherie.

* RhoA kontrolliert die Bildung von kontraktilen Stressfasern. Das sind Aktinstruktu-
ren, die in mehr oder weniger parallel verlaufenden, konzentrischen Aktinbiindeln
im Zellinneren vorliegen (Nobes und Hall 1995; Ridley et al. 1992; Raftopoulou
und Hall 2003).
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1.2.2  Zytoskelett

Wie unter 1.2.1 beschrieben, regulieren Rho-GTPasen zahlreiche Elemente des Zytoske-
letts. Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen stellt das Grundgertist jeder Zelle dar und ist
daher ein ideales Ziel fiir bakterielle Substanzen. Es ist aus Proteinen aufgebaut und ist
verantwortlich fiir die aktive Bewegung von Zellen, fiir Transporte innerhalb der Zelle, fiir
die mechanische Stabilitdt und fiir die dulere Form der Zelle. Die drei Haupttypen der Pro-
teinfilamente des Zytoskeletts sind Mikrofilamente (v. a. Aktin), Mikrotubuli und Interme-
didr-Filamente.

Das Mikrofilament Aktin ist an der lokalen Formgebung der Zelle sowie an der Kontrakti-
on und der Fortbewegung der Zelle beteiligt. Fiir die Kontraktion der Zelle oder bestimm-
ter Zellbereiche miissen die Aktin-Filamente mit Myosin interagieren. Die Mikrofilamente
spielen so z. B. eine Rolle bei der Phagozytose und der Bildung des Zellteilungsrings. In
eukaryoten Zellen ist das monomere G-Aktin in einem dynamischen Gleichgewicht mit
dem polymerisierten F-Aktin. Schnelle Signal-induzierte Aktin-Polymerisation, auch die
Wirtszell-Pathogen-Wechselwirkung, kann durch verschiedene Mechanismen ausgelost
werden, z. B. durch ,,de novo nucleation®, die den Arp2/3 (actin related Protein 2/3) Kom-
plex involviert (Boquet und Lemicker 2003). Racl und Cdc42 fithren zu morphologisch
charakteristischen Vorwolbungen der Plasmamembran (z.B. Lamellipodia und Filopodia),
die Ausbildung dieser Strukturen beruht auf Verdnderungen im Aktinzytoskelett (Bishop
und Hall 2000).

Mikrotubuli sind aus a- und -Tubulin-Molekiilen aufgebaute, unverzweigte, lange, steife
Polymere. Die Tubulin-Molekiile dienen der Herstellung der Zellform und der Bildung von
komplexen Aggregaten (z. B. der Kernteilungsspindel oder des Zentriols). Mikrotubuli
fungieren auch als Gleitschiene fiir intrazelluldre Bewegungsabldufe. Bei sich nicht in Zell-
teilung befindenden Zellen stellt das Zytozentrum den Ausgangspunkt des Mikrotubuli-
Systems dar. Das Zytozentrum besteht aus dem Zentriol und einer angelagerten, diffusen
Masse von Proteinen, z. B. dem y-Tubulin. Da Zentriolen der Ausgangspunkt fiir die Po-
lymerisation von Mikrotubuli sind, werden sie auch Mikrotubuli-Organisationszentrum
,microtubule organizing center (MTOC) genannt.

Intermediétfilamente sind die variabelsten Komponenten des Zytoskeletts. Es sind wider-

standsfahige Proteinfasern, sie verleihen der Zelle mechanische Stabilitit.
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1.2.3  Phagozytose

Rho-GTPasen spielen eine essentielle Rolle bei der Phagozytose, wie an Makrophagen
gezeigt werden konnte. Immunglobulin-Rezeptor (FcyR)-vermittelte Phagozytose ist ab-
hiangig von Cdc42 und Racl, Komplement-Rezeptor (CR)-vermittelte Phagozytose hinge-
gen von RhoA (Caron und Hall 1998). Beide Signalwege aktivieren den Arp2/3-Komplex
der Aktin-Polymerisation in einer Cdc42-/Racl- oder RhoA-abhidngigen Weise (May et al.
2000; Jaffe und Hall 2005). Die durch Yersinien getriggerte Phagozytose involviert Racl,
abhidngig vom Zelltyp entweder allein oder zusammen mit Rho und Cdc42 (Alrutz et al.
2001; McGee et al. 2001; Wiedemannn et al. 2001). Die zentrale Rolle der Rho-GTPasen
in der Zusammenlagerung und dem Wiederauflosen von peripheren Aktinfilamenten ist
notig flir die Phagozytose und kann eine Erkldrung dafiir liefern, warum Rho-GTPasen
Substrate fiir bakterielle Toxine sind (Aktories und Barbieri 2005). Von mehreren Yops ist
beschrieben, dass sie iiber eine Beeinflussung der Rho-GTPasen die Phagozytose der Yer-
sinien beeinflussen konnen. Da bei der Phagozytose Umwandlungen das Aktin-
Zytoskeletts essentiell sind, ist die Beeinflussung von Rho-GTPasen ein infacher und
wirksamer Mechanismus.

Dies trifft z. B. auf YopE zu. Toxine von Clostridien und Exoenzyme anderer gram-
negativer Bakterien (wie ,,C3-like ADP-Ribosyltransferases“) modifizieren kovalent und
inaktivieren Rho-GTPasen, wohingegen Yersinia YopE auf RhoG als GAP (Roppenser et
al. 2009) wirkt. In beiden Fillen wird die Phagozytose der Bakterien vermindert (Aktories
et al. 2004). Da YopE mit seiner GAP-Aktivitit auf die Proteine RhoA, Racl und Cdc42
abzielt (von Pawel-Rammingen et al. 2000; Andor et al. 2001; Aili et al. 2006), beeinflusst
YopE den Immunglobulin-Rezeptor-vermittelten und den Komplementrezeptor-
vermittelten Weg der Phagozytose.

Auch YopT wirkt primédr auf GTPasen, aber im Gegensatz zu YopE als eine Cystein-
Protease, die Lipidanker von den Rho-GTPasen RhoA, Racl und Cdc42 abspaltet (Shao et
al. 2003). Das fiihrt dazu, dass die G-Proteine ihren Anker in der Zellmembran verlieren.
YopT soll so Aktin-reiche phagozytotische ,,cups* und podosomale Adhésionen zerstoren.
Die Zerstorung dieser beiden Strukturen schwécht die Funktion von Immunzellen und tragt
dazu bei Yersinien vor der Phagozytose zu schiitzen.

Auch YopO assoziiert mit Rho-GTPasen, allerdings nur mit RhoA und Racl, nicht aber
mit Cdc42 (Barz et al. 2000; Dukuzumuremyi et al. 2000; Aepfelbacher 2004). YopO

hemmt den GEF-vermittelten Austausch von GDP zu GTP, was zu einer Hemmung der
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Funktion von Racl fiihrt und die Bildung von Stressfasern verhindert (Trosky et al. 2008).
Somit tragt auch YopO zur antiphagozytiren Wirkung bei.

YopH ist hingegen fiir bis zu 50% der antiphagozytiren Aktivitit von Yersinien gegeniiber
Neutrophilen und J774-Makrophagen verantwortlich (Féllman et al. 1995; Ruckdeschel et
al. 1996; Aepfelbacher 2004) und inhibiert die Phagozytose iiber die Inaktivierung von
p130“*, was zu einem Verlust von fokalen Adhisionen fiihrt (Andersson et al. 1996) und
nicht Rho-GTPase abhéngig ist.

Gelingt die Inhibition der Phagozytose durch die oben beschriebenen Mechanismen nicht
vollstindig, kann ein zusétzliches Ziel der Yersinien, in der Beeinflussung der Zellmigrati-
on von aktivierten Immunzellen (z.B. dendritischen Zellen) liegen. Da insbesondere dieser
Frage in dieser Arbeit nachgegangen wird, wird im Folgenden ndher auf die Zellmigration

eingegangen.

1.2.4  Zellmigration

Unter Zellmigration versteht man die aktive Fortbewegung von Zellen. Die Zellmigration
ist ein essentieller Prozess in allen mehrzelligen Organismen und ist nicht nur wéihrend der
Entwicklung sondern auch wéhrend des Lebens, z. B. bei der Heilung von Wunden und der
Uberwachung des Organismus durch das Immunsystem, entscheidend (Wittmann und Wa-
terman-Storer 2001; Raftopoulou und Hall 2003). Viele Zelltypen migrieren als individuel-
le Zellen, wie Leukozyten, Lymphozyten, Fibroblasten und neuronale Zellen, hingegen
bewegen sich Epithel- und Endothelzellen als Zellflachen oder Zellgruppen, z. B. bei der
Wundheilung oder der Angiogenese (Ridley 2001). In Lebewesen wird die Zellmigration
durch extrazelluldre Reize gesteuert, die entweder als Lockstoffe oder absto3ende Substan-
zen fungieren. Die Reize konnen l6slich sein und iiber weite Entfernungen wirken oder
lokale Signale der Nachbarzelle bzw. der extrazelluldren Matrix sein (Raftopoulou und
Hall 2003). Die Lockstoffe stimulieren dann Transmembran-Rezeptoren und initiieren so
intrazelluldre Signalkaskaden (Ridley 2001). Die Reize rufen eine Vielzahl von intrazellu-
laren Reaktionen hervor, wie Verdanderungen in der Struktur des Aktin- und Mikrotubuli-
Zytoskeletts, im Vesikeltransport und in der Gentranskription (Raftopoulou und Hall
2003). Migrations-Mechanismen wurden bereits umfassend in der Zellkultur, in der die
Untersuchungs-Bedingungen leicht kontrolliert und beeinflusst werden kdnnen, studiert

(Lehmann 2001).
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1.2.4.1 Integrin-unabhinhige Zellmigration

Zellen wie z. B. Epithel- und Endothelzellen bewegen sich entlang ganz bestimmter Rou-
ten (Ridley 2001; Lammermann et al. 2008). Das Integrin-Repertoir jeder dieser Zellen
bestimmt, welche Substrate fiir die adhdsionsabhéngige Migration genutzt werden konnen.
Diese limitierten Mdglichkeiten zwischen substratspezifischer Bindung und Migration be-
wirken die Wanderung der Zellen auf vorbestimmten Wegen. Zelltypen wie Leukozyten,
die als individuelle Zellen migrieren, sind besondere Zellen, da sie durch den gesammten
Korper wandern und in der Lage sind, jedes Gewebe zu infiltrieren; sie sind nicht vom
Substrat und damit von vorbestimmten Wegen abhingig (Ldmmermann et al. 2008). Den-
dritische Zellen (DC) sind ruhende Phagozyten in Geweben, sie werden durch Verletzun-
gen oder Infektionen aktiviert und wandern tiber die afferenten Lymphgefdfle zu dem drai-
nierenden Lymphknoten. In dem Lymphknoten fungieren sie als Antigen-pridsentierende
Zelle. Die Migration von DC wird vor allem durch die Chemokine CCL19 und CCL21
gesteuert, welche von den lymphatischen Endothelzellen und der T-Zell-Region im
Lymphknoten produziert werden (Ldmmermann et al. 2008). Die Chemokine binden an C-
Chemokin Rezeptor 7 (CCR7) der DC; dieser wird in den DC nach ihrer Aktivierung hoch-
reguliert. Unter Bedingungen, unter denen alle Integrin-Heterodimere von Maus-DC ent-
fernt wurden, konnte gezeigt werden, dass diese Integrine nicht fiir die Migration in der 3-
dimensionalen Umgebung benotigt werden (Limmermann et al. 2008). Die Migration der
Leukozyten und DC in der 3-dimensionalen Umgebung wird durch die Kraft getrieben, die
durch die langsame Aktinerweiterung in Wanderrichtung entsteht. Verdnderungen im Ak-
tinzytoskelett bewirken einen Aktinfluss am Leitsaum (,,leading edge®) der Zellen. Die
Erweiterung des fithrenden Endes der Zelle ist unabhingig vom Schrumpfen des hinteren
Zellanteils. Die Vorwolbung der Zelle und die Kontraktion des Zellschwanzes sind ortlich
und zeitlich getrennt und unabhéngig voneinander ablaufende Mechanismen. Die Myosin
IT-abhingige Kontraktion wird von den Leukozyten nur bei der Passage durch schmale
Liicken (bei der Extravasion) bendtigt, da die Kontraktion des Zellschwanzes den regiden
Nukleus durch die Liicke quetscht (Limmermann et al. 2008). B-Zellen und Granulozyten
scheinen auch Integrin-unabhingig zu migrieren (Ldmmerman et al. 2008); eventuell kon-
nen Zellen des Immunsystems gerade deshalb so schnell wandern (100 mal schneller als
Endothelzellen).

Da in dieser Arbeit die Migration von Endothelzellen untersucht wurde, wird im Folgen-

den néher auf die adhédsions-abhdngige Migration eingegangen.
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1.2.4.2 Integrin-abhiingige Zellmigration

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die Zellmigration in der 2-dimensionalen Ebene und fiir
die Migration von Zellen, die Integrin-abhéngig wandern, ist die Zelladhdsion. Die Zellad-
hésion fiihrt zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts und zur Induktion von Signalkas-
kaden. Intrazelluldre Prozesse werden durch die Zelladhdsion in Gang gesetzt. Durch spe-
zielle Zelloberflichen-Rezeptoren (vor allem durch Integrine) wird die Zelladhdsion ver-
mittelt. Generell wird angenommen, dass die Hauptkraft, die die Migration treibt, die Er-
weiterung des fiihrenden Anteils der Zelle, des Leitsaums ist. Die Polymerisation der Mi-
krofilamente liegt der Bewegung des Leitsaums zugrunde. Dieser Prozess der Migration
setzt sich bei der Adhédsions-abhingigen Migration aus der Bildung von Lamellipodien, der
Ausbildung neuer Adhésionen an der fithrenden Seite, der Zell-Kontraktion und der Ablo-
sung des hinteren Endes der Zelle zusammen (Raftopoulou und Hall 2003). All diese
Schritte beinhalten die Ansammlung und Auflosung oder die Reorganisation des Zytoske-
letts. Jeder Schritt muss in seinem Ausmal} und der zeitlichen Abfolge koordiniert werden,
um reine Vorwirts-Bewegungen zu ermdglichen (Ridley 2001; Raftopoulou und Hall
2003). Unter Zellkultur-Bedingungen zeigen wandernde Zellen einen einzigartigen, polari-

sierten Aufbau:

1. breite, flache Lamellen, die sich in die Wanderungsrichtung ausbreiten und sich in
nruffle-artige* Lamellipodien umwandeln, und
2. einen schmalen, sich zuriickziehenden Schwanz am hinteren Ende der Zelle (Aber-
crombie et al. 1970).
Viele intrazelluldre Signalmolekiile werden mit der Zellmigration in Verbindung gebracht.
Dabei scheinen Rho-GTPasen die zentrale Rolle in der Regulation der biochemischen Si-
gnalwege der Migration zu spielen (Raftopoulou und Hall 2003). Aktin wird durch kleine
GTPasen der Rho-Familie reguliert. Das Aktin-Zytoskelett stellt die Hauptantriebskraft fiir
die Zellmigration dar (Wittmann und Waterman-Storer 2001). Eventuell verdndern Mikro-
tubuli die Aktivitdt der Rho-GTPasen und beeinflussen so das Aktinzytoskelett. Andere
Ergebnisse zeigen dagegen, dass Rho-GTPasen nicht nur das Aktinzytoskelett sondern
auch die Dynamik der Mikrotubuli organisieren (Wittmann und Waterman-Storer 2001).
Die Adhisions-abhéngige Zellmigration kann in vier, mechanisch getrennte Schritte unter-
teilt werden: (1) Verldngerung von Lamellipodien, (ii) Bildung neuer Adhédsionskontakte,
(1i1) Kontraktion des Zellkorpers und (iv) Ablosung des Zellschwanzes (Lauffenburger und
Horwitz 1996). Des Weiteren ist die Wander-Richtung entscheidend; Cdc42 scheint eine
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wichtige Rolle in der Regulation der Wander-Richtung zu spielen (Raftopoulou und Hall
2003).

l 1. Bewegungsrichtung (Cdc42) |
.r—"‘-'xr \\
« . | 4. Kontraktion (Rho) |
. \\‘

2. Membranvorwdlbungen 3. neue Adhasionen
Lamellipodien (Rac) i mit dem Substrat

5. Auflésung alter Adhasionen mit

Retraktion des hinteren Endes

Abbildung 4: Die Zellmigration

Darstellung einer migrierenden Zelle von oben und von der Seite. Die Richtung der Zellmigration wird iiber
Cdc42 reguliert. Cdc42 ist mit verantwortlich fiir die Bildung von Filopodien. Racl induziert iiber viele,
nachgeschalte Signalmolekiile die Ausbildung von Membran-Ausstiilpungen. Am Leitsaum der Zelle werden
neue Adhésionen ausgebildet. Fokale Komplexe entstehen Racl-abhingig. Der Umbau der fokalen Komple-
xen zu reifen fokalen Adhédsionen ist abhéngig von der Ausbildung von Stressfasern und ist damit RhoA-
abhingig. RhoA vermittelt auch die Aktin-Myosin-Kontraktion, die z. B. fiir die Ablosung des hinteren Zel-
lendes und fiir das Reifen der fokalen Komplexe benétigt wird (Raftopoulou und Hall 2003; Le Clainche und
Carlier 2008).

Regulation der Migrations-Richtung

Es ist zu vermuten, dass Cdc42, welches die Bildung von Filopodien reguliert, fiir das
»Fuhlen* der Richtung wihrend der Chemotaxis bendtigt wird (Allen et al. 1998, Nobes
und Hall, 1999). Durch die Verlidngerung der Zelle in die Umgebung kdnnen Rezeptoren
auf den Filopodien Verdnderungen der extrazelluldren Signale detektieren und diese Ver-
anderungen dann in die Zelle zuriick vermitteln (Ridley 2001). Die Rolle von Cdc42 in
diesem Prozess ist vermutlich, die Aktin-Polymerisation zu initiieren, die fiir die Verldnge-

rung des Filopodiums bendtigt wird. Im Gegensatz zu der Arp2/3 induzierten Aktin-
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Polimerisation, die Racl-abhéngig iiber die Interaktion von Racl mit WASp und N-WASp
zu der Ausbildung von Lamellipodien fiihrt, wird die Aktin-Polymerisation, die Cdc42-
abhingig zur Ausbildung von Filopodien fiihrt, vermutlich iiber das Formin mDial
(,,mammalian diaphanous-related formin*) reguliert (Le Clainche und Carlier 2008). Die
nahen Cdc42-Verwandten TC10 und TCL konnen mit WASp-Proteinen interagieren und

haben so das Potential, die Aktin-Polymerisation zu stimulieren (Neudauer et al. 1998).

Ausbreitung von Lamellipodien

Die Ausbreitung von Lamellipodien beinhaltet eine Aktin-Polymerisation. Es wird postu-
liert, dass Racl durch viele nachfolgende Signalproteine die F-Aktin-Akkumulation am
Leitsaum der Zelle reguliert. Im Lamellipodium wird somit iiber die Stimulation des
Arp2/3-Komplexes die Aktin-Polymerisation durch Racl induziert (Ridley 2001). Die
Racl-abhingig im Lamellipodium gebildeten, kleinen Filamente stellen den Ausgangs-
punkt fiir den Aufbau héherer Aktinstrukturen wie Stressfasern dar (Small et al. 1998).
Effekte von konstitutiv aktivem Racl auf die Migration zeigen differierende Ergebnisse,
die eventuell auf den unterschiedlichen Effekten der Zelltypen, der Stimuli, der Expressi-
onslevel und der zeitlichen Abfolge der Expression beruhen (Ridley 2001). Konstitutiv
aktives Racl inhibiert z. B. die Wachstumsfaktor-induzierte Makrophagen-Wanderung,
weil sich die Lamellipodien um die ganze Zelle herum ausbilden, so dass diese nicht pola-
risiert (Allen et al. 1998).

Rac-Proteine sind Schliisselregulatoren der Migration (Ridley 2001). Der Signal-
transduktionsweg liber Racl kann aber umgangen werden; die Expression von Rab5 (ein
Endozytose-Regulator) kann Lamellipodien unabhingig von Racl hervorrufen (Spaargaren
und Bos 1999). In Kolonkarzinom-Zellen konnte dominant negatives Racl die Ausbildung
von Lamellipodien und damit die Zellausbreitung nicht verhindern, dafiir scheint RhoA in
die Ausbildung von Lamellipodien verwickelt zu sein. RhoA konnte mit dem Arp2/3-
Komplex verbunden sein, da RhoA und der Arp2/3-Komplex und nicht Racl und Cdc42
fiir die Integrin-vermittelte Phagozytose benotigt werden (May et al. 2000).
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Ausbildung neuer Adhésionen

Fokalkontakte (,,small focal complex structures®) sind in den Lamellipodien der meisten
wandernden Zellen vorhanden, und es wird angenommen, dass sie wichtig fiir die Vermitt-
lung des Haftens der sich ausbreitenden Lamellipodien an der extrazelluldren Matrix sind
(Lauffenburger und Horwitz 1996). Racl wird fiir die Ansammlung fokaler Komplexe
bendtigt (Nobes und Hall 1995; Allen et al. 1997); es ist aber nicht klar, ob diese Ansamm-
lung ein aktiver Racl-vermittelter Prozess ist, oder ob fokale Komplexe sich nur in Lamel-
lipodien bilden (Ridley 2001). Die Zelladhésion an die extrazelluldre Matrix fithrt zu einer
Aktivierung von Racl und Cdc42 (Price et al. 1998). Es ist daher moglich, dass die konti-
nuierliche Bildung neuer Bindungen zwischen Integrinen und der extrazelluldren Matrix
am fithrenden Ende der Zelle Racl hier aktiv hilt und dass so eine positive ,,Feedback-
Schleife* gebildet wird, die es der Zelle erlaubt, weiter zu wandern (Allen et al. 1998; Bail-
ly et al. 2000), da aktives Racl die weitere Ausbildung von Lamellipodien vorantreiben
konnte. Die Racl-vermittelte Rekrutierung von aktivierten Integrinen an das fiihrende En-
de der Zelle kann auch einen Beitrag zu Aufrechterhaltung der Zellmigration leisten (Kios-
ses et al. 2001). In langsam wandernden Zellen werden die fokalen Kontakte in stabilere,
fokale Adhésionen umgebaut. Dieser Vorgang ist von dem RhoA-ROCK-Signalweg ab-
hiangig (Le Clainche und Carlier, 2008).

Kontraktion des Zellkorpers

Die von den fokalen Adhédsionen ausgehenden Stressfasern aus Aktomyosin sind nach dif-
fuser Auffacherung an das restliche Mikrofilament-System der Zelle angebunden. Die
Stressfasern vermogen so eine Zugkraft auszuiiben, die bei der Ablosung der Fokalkontak-
te vom Substrat als auch bei der Vorwértsbewegung der Zelle hilft. Die Kontraktion des
Zellkorpers ist von der Aktomyosin-Kontraktilitdt abhingig (Mitchison und Cramer 1996)
und kann durch RhoA reguliert werden (Ridley 2001). RhoA aktiviert in seiner GTP-
gebundene Form ROCK (Rho-kinase). Dies fiihrt zu einer Phosphorylierung der Myosin
II-Leichtkette und inhibiert die Myosin II-Leichtketten-Phosphatase. Phosphoryliertes
Myosin II verbindet sich mit Myosin, assoziiert mit Aktinfilamenten und bildet so kontrak-
tile Stressfasern (Le Clainche und Carlier, 2008). Die RhoA-ROCK-abhéngige Ausbildung
der kontraktilen Stressfasern ist, neben der Vermittlung der Zellkontraktion, auch fiir die

Ausbildung von fokalen Adhdsionen mit verantwortlich. Wenn RhoA inhibiert ist, fahren
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Makrophagen fort, Lamellipodien zu bilden, der Zellkorper bewegt sich aber kaum (Allen
et al. 1997; Allen et al. 1998), da die Zelle sich nicht kontrahiert.

Losung des Zellschwanzes

Der Mechanismus, der die Ablosung des Zellschwanzes bewirkt, hingt vom Zelltyp und
von der Stirke der Adhédsion zur extrazelluldren Matrix ab (Palecek et al. 1998). In lang-
sam migrierenden Zellen scheint die Losung des Zellschwanzes von der Protease Calpain
abzuhéngen (Palecek et al. 1998; Glading et al. 2000). Es gibt keinen Hinweis darauf, dass
Rho-Proteine den Vorgang regulieren (Ridley 2001). Eine Reduktion der Rho-Aktivitit
konnte aber die Ablosung des Zellendes durch herunterregulierte Aktomyosin-Kontraktion
inhibieren (Cox und Huttenlocher 1998). Auch andere Signale wie Src, FAK und PAK
konnen zur Auflosung von fokalen Adhésionen fithren (Jones et al. 2000; Zhao et al. 2000)

und so die Ablosung des Zellschwanzes bewirken (Cox und Huttenlocher 1998).

1.2.5 Angiogenese

Unter Angiogenese wird die Ausbildung neuer Blutgefa3e verstanden. Es ist ein Prozess,
bei dem Blutgefidle aus einem bereits vorhandenen Blutgefdsystem entstehen. Die Bil-
dung dieser neuen Gefdfle ist ein integraler Bestandteil von normalen Kdorperprozessen,
wie z. B. der Wundheilung. Die Angiogenese spielt zusétzlich eine Rolle bei pathologi-
schen Prozessen, wie beim Tumorwachstum und der Metastasierung. MalB3geblich an der
Neubildung beteiligt sind Endothelzellen, die die Blutgefile von innen auskleiden. Die
Endothelzellen aus den bereits vorhandenen Blutgefaen reagieren auf externe Stimuli. Die
angiogenetischen Stimuli, die zu einer gerichteten Migration der Endothelzellen fiihren,
werden von Tumorzellen, aktivierten Lymphozyten oder Makrophagen, die an der Wund-
reparatur beteiligt sind, ausgeschiittet. Die Endothelzellen durchbrechen darauthin die Ba-
salmembran, migrieren in Richtung der Stimuli und teilen sich, um die ndtige Zellzahl, die
zur Auskleidung neuer GefdBBe benotigt wird, bereitzustellen. Die Angiogenese beinhaltet
also mehrere Schritte: das Durchbrechen der Basalmembran, Zellmigration, Zellteilung
und ,,Tube formation*“ (Auerbach et al. 2003). Jeder dieser Einzelschritte kann von bakteri-
ellen Proteinen inhibiert werden. Demzufolge stellt auch die Angiogenese einen mdglichen

Angriffspunkt der Yops dar.
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1.2.6  Zellteilung

Yops beeinflussen (iiber die Verdnderung des Aktinzytoskeletts) nicht nur die Phagozytose
und eventuell die Zellmigration sondern (iiber andere Wege) vermutlich zusitzlich auch
die Zellteilung und Apoptose. Eukaryotische Zellen durchlaufen einen Zellzyklus, der an
verschiedenen Stellen durch Kontrollpunkte (,,Checkpoints®) reguliert ist. Ist die Zelle aus-
reichend gewachsen (G1-Phase), beginnt sie, das Genom zu duplizieren (S-Phase) und sich
dann auf die Zellteilung vorzubereiten (G2). Wird die Zellteilung eingeleitet (Prometa-
Phase), wird die Genexpression eingestellt, die Kernmembran aufgeldost und eine Reihe
von Proteinkomplexen neu arrangiert. An den Zentromeren wird der Kinetochor-Komplex
von einer Reihe zusitzlicher Proteinen gebunden, die den weiteren Verlauf der Mitose re-
gulieren. Sind alle Zentromere von Mikrotubuli gebunden, wird der mitotische Checkpoint
(MSAC) inaktiviert und so der Anaphase-Promoting-Komplex (APC/C) aktiviert, der dann
den Ubergang von der Meta- zur Anaphase und schlieBlich zur Zytokinese steuert (Chee-
seman und Desai, 2008).

Um den Prozess der Zellteilung zu stdren oder anzuhalten, besteht bei einer Vielzahl von
Proteinen die Moglichkeit, in ihre Funktion einzugreifen. Zum einen konnte das innere
Kinetochor mit seinen essentiellen Proteinen CENP-A oder CENP-C beeinflusst werden,

zum anderen besteht die Moglichkeit, die Funktion des mitotischen Checkpoints zu storen.

1.2.7  Apoptose

Gelingt es den generellen Reparatur-Mechanismen nicht, auftretende Fehler zu beseitigen,
kann die Zelle in den Ruhezustand oder einen seneszenten Zustand iibergehen, in dem die
zelluldren Prozesse weiter ablaufen, die Zelle sich aber nicht mehr teilt. Bei grof3eren Feh-
lern kann die Zelle einen Signalweg zur Selbstzerstorung (,,Apoptose®) einleiten, um nicht
karzinogen zu werden. Zur Regulation dieser Prozesse verfligt die Zelle {liber verschiedene
Signalwege. Bei der Regulation der Apoptose spielt p53, der ,,Wéchter des Genoms®, eine

zentrale Rolle.
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1.3 Zielsetzung

Yersinien infizieren insbesondere Neutrophile, dendritische Zellen, B-Zellen und Ma-
krophagen des Immunsystems (Marketon et al. 2005), vermutlich aber auch Darmepithel-
und Endothelzellen. Bei Infektion translozieren Yersinien Proteine (,,Yersinia outer prote-
ins*; Yops), tiber das Typ-IlI-Sekretionssystem in die Zielzellen und iiben dort ihre Wir-
kung aus. Dabei wurde beobachtet, dass einige der Effektorproteine am Aktin-Zytoskelett
lokalisieren, mit diesem spezifisch interagieren und die Struktur des Zytoskeletts beein-
flussen (Juris et al. 2000). Dies ist eine Voraussetzung fiir die Beeinflussung der Phagozy-
tose und der Zellmigration. Beide Prozesse sollen deshalb in dieser Arbeit untersucht wer-
den. Dabei soll der Schwerpunkt der Arbeit auf der Untersuchung der Eigenschaften ein-
zelner Yops im Vergleich zum Wildtyp, auf die Phagozytose und die Zellmigration von
HUVEC-Zellen liegen. Die Versuche sollen mit Mutanten, die einzelne Yops liber das
Typ-11I-Sekretionssystem translozieren, durchgefiihrt werden. Fiir die Migrationsstudien
soll ein Assay etabliert werden, das es erlauben soll, die Wanderstrecke und Wanderge-
schwindigkeit sowie die Wanderorientierung von Zellen zu analysieren. In einem zweiten
Schritt sollen die mit der Migration assoziierten Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts

naher beleuchtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1. Arbeitsmaterial

2.1.1 Laborgerite und Mikroskope

Folgende Gerite wurden im Labor benutzt:

Geriit Hersteller
Inkubator Heraeus, BBD 6220, Hanau Typ B20
sterile Arbeitsbanken Thermo Scientific, Thermo

Electron Corporation, Hera safe

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5810R
Tischzentrifugen 1K1S, Sigma; 3K30, Eppendorf
Vortexer ProScientific, Oxford,USA
Photometer Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000
Gefrierschrank - 20 Liebber

Gefrierschrank - 80 Freez

Tabelle 2: Gerite

Um Zellen mittels Fluoreszenz-, Hellfeld-, und Phasenkontrast-Mikroskopie zu beurteilen

und zu verfolgen, wurden die folgenden Systeme verwendet:

Geriit Hersteller
Konfokales Mikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena
Nicht - konfokales Mikroskop Axioplan Zeiss, Jena

Tabelle 3: Mikroskope

Fiir die Live-Cell-Mikroskopie wurde das konfokale Mikroskop der Firma Zeiss (Jena)
verwendet. Die technischen Spezifikationen des Mikroskops sind nachfolgend aufgefiihrt:
* Mikroskop Zeiss Axiovert 200M mit folgenden Objektiven:
- 10x/0,3 EC Plan-Neofluar
- 20x/0,5 EC-Plan-Neofluar
- 63x/1,4 Plan-Apochromat Ph3 (Ol-Immersionsobjektiv)
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Zur Durchfithrung der Live-Cell-Mikroskopie wurde das Mikroskop mit den unten aufge-

filhrten Geréten ausgestattet.

Spinning Disk CSU22 (Confocal Scanner Unit) von Yokogawa Electric Corpora-
tion (Japan)

Digitalkamera EM-CCD C9100-02 (Electron multiplier CCD) mit 1000x1000 Pixel
von Hamamatsu Photonics (Japan)

Festphasenlaser Cobolt Calypso CW 491 nm & Cobolt Jive CW 561 nm von Co-
bolt AB (Stockholm, Schweden)

UV-Quelle X-cite Series 120 von EXFO Life Sciences & Industrial division (Onta-
ri0, Canada) mit Quecksilber-Lampe

Fluoreszenz-Emissionsfilter ET525/50 (griin) und ET 620/60 (rot) (Chroma Tech-
nology Corp.)

Inkubationskammer (MaBanfertigung), CO,-Regler und Temperaturregler von So-
lent Scientific (Segensworth, England)

Zusitzlich CO,-Controller von Zeiss, Jena

Die Aufnahme der Bilder und Teile der Auswertung erfolgte mit der Software ,,Volocity*

von Improvision (Version 4.3.1, Coventry, England).

2.1.2

Chemikalien, Antikorper und Puffer

Alle Chemikalien und Antibiotika wurden bezogen von Amersham/ GE Healthcare (Miin-

chen, Deutschland), Biozym (Oldendorf, Deutschland), Dianova (Hamburg, Deutschland),

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland) und Sigma — Aldrich (Miin-
chen, Deutschland).

Antibiotika Abkiirzung gelost in Endkonzentration [pg/ml]
Ampicillin Amp ddH,0 100

Kanamycin Kann ddH,0 50

Chloramphenicol Cm 70% Ethanol 20

Spectinomycin Sm ddH,0 50

Nalidixinsdure Nal 0,5 N NaOH 50

Gentamycin Gen ddH,0 50

Tabelle 4: Antibiotika
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Zur Herstellung endotoxinfreier Plasmide fand das EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qia-
gen GmbH (Hilden) Verwendung. Zur Transfektion der hergestellten Plasmide in Zelllini-

en wurden die nachfolgend aufgelisteten Reagenzien verwendet:

Name Zelllinie Hersteller
Cell Line Nucleofector Kit V HUVEC Amaxa, Koln
FuGENE HD RAW-Makrophagen Invitrogen, Carlsbad

Tabelle 5: Transfektions - Kits

Als chemotaktisch wirkende Substanzen wurden eingesetzt:

Lockstoff Hersteller
N-Formyl-Met-Leu-Phe (FMLP) Fluka Bio Chemica
Recombinant Murine Monocyte Chemotactic Protein-1 ImmunoTools GmbH
(rm MCP-1)

Fetales Bovines Serum mit Endothelial Cell Growth Medium GIBCO bzw. PromoCell
(FBS + ECGM)

Tabelle 6: Chemotaktische Substanzen

Bei der Durchfuhrung der Western-Blots und zur Immunfluoreszenz wurden die folgenden

Primér-Antikorper verwendet.

Anti- Spezies Hersteller

JL8 (GFP) Maus, monoklonal Clontech

Yersinia enterocolitica O:8 Kaninchen, polyklonal Sifin

Yersinia enterocolitica O:9 Kaninchen, polyklonal Sifin

YopT Kaninchen, polyklonal Feng Shao (Labor Jack
Dixon)

Tabelle 7: Primére - Antikorper
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Zur Detektion der Primar-Antikdrper wurden die unten aufgelisteten Sekundir-Antikdrper

benutzt.

Anti- Beschreibung Hersteller

Maus alkalische-Phosphatase-(AP)-konjugierter Amersham-Biosciences
Sekundar-Antikdrper

Kaninchen alkalische-Phosphatase-(AP)-konjugierten Amersham-Biosciences
Sekundir-Antikorper

Kaninchen Alexa Flour 488 goat anti rabbit Molecular Probes

Kaninchen Alexa Flour 568 goat anti rabbit Molecular Probes

Tabelle 8: Sekundér-Antikorper

Durch den Einsatz von Alexa Fluor 568 markiertem Phalloidin (Molecular Probes, USA),

welches in Aktin-Filamente interkaliert, wurde das Aktin sichtbar gemacht.

Unter anderem wurden die nachfolgend aufgefiihrten Puffer verwendet.

Bezeichnung Inhalt Konzentration Anwendung
PBS, pH 7,4 NaCl 1,37 M Waschpuffer
KCl 26,5 mM
Na,HPO4 83 mM
KH,PO4 26,5 mM
SOC, pH 7,0 Bacto-Trypton 2% Transformation
Hefeextrakt 0,55%
NaCl 10 mM
KCl 10 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucose 20 mM
Lysepuffer, pH 7,4 Tris 50 mM Lysieren von HUVEC
NaCl 150 mM
MgCl, 5mM
Triton-X-100 1%
Glycerol 10%

Protesae Inhibitor

in ddeO

Complete Mini, Roche

Tabelle 9: Puffer
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Bezeichnung Inhalt Konzentration Anwendung
Ladepuffer, pH 6,8 Tris/HCl 0,5M SDS-Gel
Glycerol 20%
SDS 0,08%
Bromphenolblau 0,05%
in ddH,O
Laufpuffer Tris/HCl 25 mM SDS-Gel
Glycerin 0,2 M
SDS 0,1%
in ddH,0

Fortsetzung Tabelle 9: Puffer

2.1.3  Plasmide und verwendete Mikroorganismen

Die hier aufgefiihrten Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit vervielféltigt und transfi-

ziert.
Plasmid Beschreibung Quelle
pEGFP-C1 Fluoreszenz-Protein; MCS C-terminal von GFP ~ BD Clontech
pEGFP-C3 Fluoreszenz-Protein; MCS C-terminal von GFP ~ BD Clontech
pEGFP-N1 Fluoreszenz-Protein; MCS N-terminal von GFP  BD Clontech
pEGFP-Yop-O (C1) Vollldngen wt YopO Gerhardt Zenner
pEGFP-Yop-P Vollldngen wt YopP Klaus Ruckdeschel
pEGFP-Yop-T (C1) Volllangen wt YopT Feng Shao (Labor Jack Dixon)
pEGFP-Yop-E (N1) Vollldngen wt YopE, Serotyp O:9 Bernhard Roppenser
pEGFP-Yop-M (C3) Volllingen wt YopM Moritz Hentschke

Tabelle 10: Plasmide
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Die in der nachfolgenden Tabelle aufgelisteten Yersinien-Stimme wurden im Rahmen der

Arbeit zur Infektion eingesetzt.

Stamm Resistenz Beschreibung
WA-314 (0O:8) Nalidixin Wildtyp, mit Virulenz-Plasmid pYV O:8
(Heesemann und Laufs, 1983)
WA-C (0:8) Nalidixin Wildtyp ohne Virulenz-Plasmid
(Heesemann und Laufs, 1983)
Y.e. 5/15 Kanamycin Wildtyp mit Mutation in der LcrD-Region
(Ruckdeschel 1996)
WA-C pTTSS Spectinomycin WA-C mit Plasmid welches fiir den Typ III Sekretionsap-
perat des WA-314 Stamms kodiert
(Triilzsch et al. 2003)
WA-C pTTSSYopM  Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopM
Chloramphenicol (im Labor vorhanden )
WA-CpTTSSYopT Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopT
(0:9) Chloramphenicol (im Labor vorhanden )
WA-CpTTSSYopT Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopT Mutante
C139A Chloramphenicol (im Labor vorhanden )
WA-CpTTSSYopE Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopE O:9
(0:9) Chloramphenicol (Hentschke et al. 2007)
WA-CpTTSSYopE Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopE O:8
(0:8) Chloramphenicol (Hentschke et al. 2007)
WA-CpTTSS Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopE O:9 Mutante
YopE R144A(0:9) Chloramphenicol (Roppenser et al. 2008)
WA-CpTTSS Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopE O:9 Mutante
YopE AMLD(0:9) Chloramphenicol (Roppenser et al. 2008)
WA-C pTTSSYopO Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopO
Chloramphenicol (im Labor vorhanden)
WA-C pTTSSYopP Nalidixin, WA-CpTTSS und YopP
Chloramphenicol (im Labor vorhanden)
WA-CpTTSSYopH Spectinomycin, WA-CpTTSS und YopH
Chloramphenicol (im Labor vorhanden)
WA-314AYopH Chloramphenicol Wildtyp Stamm ohne YopH

(Gaede und Heesemann, 1995)

Tabelle 11: Bakterien — Stimme
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Arbeiten mit DNA

Transformation

Das Einbringen von dem GFP-Leervektor (pEGFP-C1) erfolgte mittels Hitzeschock in
E.coli BL 2] (Hanahan 1985). Zu 50 pl der kompetenten E.coli BL 21 wurde 1 pug der
Plasmid-DNA (pEGFP-C1) gegeben. Die Losung wurde fiir 5 sec in einem 42 °C warmen
Wasserbad aufgewdrmt und anschlieBend fiir weitere 2 min zuriick auf Eis gestellt. Zu dem
Ansatz wurden anschlieBend 500 pl 37 °C warmes SOC-Medium (siehe Tabelle 10) gege-
ben. Die Inkubation des Transformations-Ansatz erfolgte fiir 1 h bei 37 °C, anschlieBend
wurden 2 Agar-Platten (10 ml LB-Agar (Roth, Karlsruhe) versetzt mit 100 pg/ml Ampici-
lin) mit je 50 pul und 100 pl des Transformations-Ansatzes beimpft. Die Platten befanden
sich tiber Nacht im Inkubator bei 37 °C. Als Positiv-Kontrolle diente pUC18 DNA in
E.coli BL auf einer Agar-Platte mit Kanamycin-Resistenz (50 pg/ml) und als Negativ-
Kontrolle wurde nur E.coli BL 21 mitgefiihrt.

Aufreinigung von Plasmid-DNA

Fiir Transfektionen und Sequenzierungen fand Plasmid-DNA von hoher Reinheit und im
ug-Bereich Einsatz. Zundchst wurden, wie oben beschrieben, kompetente E.coli BL 21, die
mit der gewiinschten Plasmid-DNA transformiert waren, unter Selektionsbedingungen auf
Agar-Platten geziichtet. AnschlieBend wurde eine Einzelkolonie, die auf der Agar-Platte
gewachsen war, gepickt und wieder iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert, allerdings
jetzt in einer Flissigkultur (100 ml LB-Medium versetzt mit 50 pg/ml Ampicilin). Das
Ernten der Bakterien fand am Ende der exponentiellen Wachstumsphase statt, wenn die
Expression des Plasmids am hochsten ist. Zum Gewinnen reiner Plasmid-DNA wurden die
Bakterien lysiert und genomische DNA sowie denaturierte Proteine mit Hilfe des Endo-
Free Plasmid Maxi Kit (Qiagen GmbH) iiber Silicagel-Anionenaustauschersidulen entfernt.
Die Plasmid-DNA wurde eluiert, gewaschen, getrocknet und anschlieBend in ddH,O auf-
genommen. Abschlieend erfolgte die Emittlung der DNA-Konzentration mittels Quarz-

kivetten im Photometer.
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Bestimmung der DNA-Reinheit

Die Konzentrationsmessung der Plasmid-DNA erfolgte mit einer mit ddH,O passend ver-
diinnten Probe (Verdiinnung circa 1:50). Im Photometer wurde die Absorption bei 260 nm
in Quarzkiivetten gemessen. Eine Aussage liber die Reinheit der Plasmid-DNA erhélt man
durch die Bildung der Quotienten ODj/OD23p und OD360/OD2gp. Der Quotient
OD,60/OD3;3 ist ein MaB fiir die Reinheit der DNA gegeniiber chemischen Substanzen. Der
Quotient OD,40/OD5sp, der bei reiner DNA bei 1,8 liegen sollte, gibt Aufschluss iiber die
Verunreinigung der Plasmid-DNA mit Proteinen, da diese bevorzugt bei 280 nm absorbie-
ren. Bei den hier durchgefiihrten DNA-Pridparationen wurde routinemiflig eine hohe Rein-

heit erzielt (Quotient grofer als 1,7).

cDNA-Sequenzen der Yop-Proteine

Verschiedene Yop-Proteine lagen kloniert vor. Sie wurden mit EGFP fusioniert und fiir
Transfektionen bereitgestellt. Die korrekte Sequenz der Konstrukte wurde durch Sequen-

zierung (MWG, Miinchen) verifiziert.

2.2.2 Ermittlung von Protein Konzentrationen (Bradford)

Die Konzentration von loslichen Proteinen wurde mit dem ,,Bio-Rad Protein Assay* (Bio-
Rad, Miinchen), welcher auf der Methode nach Bradfort basiert, bestimmt. Es wurde nach

Angaben des Herstellers gearbeitet.

2.2.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

HUVEC-Zellen wurden mit GFP-Yop-Vektorkonstrukten transfiziert, um den Phinotyp
der transfizierten Zellen zu studieren und um die korrekte GroBe der jeweils exprimierten
Yop-Proteine, nach Lyse der Zellen, zu messen. Fiir die untersuchten Yop-Proteine lagen
GFP- sowie, Rabbit-Anit-Yop-Antikorper vor, die durch sekundédre Antikorper nachzuwei-
sen sind.

Je Konstrukt fand eine Transfektion von 10° HUVEC-Zellen mittels Amaxa statt. Die Zel-
len wurden nach 24 h durch 1 ml 0.05%igem Trypsin aus threm Zellkulturgefal3 gelost,
zentrifugiert (5 min, 200 g, 23 °C), mit 1 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (5
min, 200 g, 23 °C). Das Zellpellet wurde mit Lysepuffer (10-20 ul; siche Tabelle 10) ver-
setzt, 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 10.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentri-
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fugiert. Nach Zentrifugation des Zelllysates wurde der Uberstand, sowie bei einigen Kon-
strukten das Pellet mit Ladepuffer (siche Tabelle 10) im Verhéltnis 1:4 versetzt. Die mit
dem Ladepuffer verdiinnten Proben denaturierten fiir 5-10 min bei 95 °C. Die Auftrennung
der im Zelllysat bzw. Pellet enthaltenen Proteine fand mit Hilfe der SDS-PAGE statt.

Es wurden zweiphasige Gele verwendet, die aus 10%igem Trenngel und 4%igem Sammel-
gel bestehen. Um das 10%ige Trenngel zu gielen, wurde 6,7 ml 30%iger Acrylamid-
Losung zu 7,9 ml ddH,O, 1 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) und 800 pul SDS gegeben. 8 pl
TEMED (Sigma) und 800 pl 10%iges Ammoniumpersulfat (APS) wurden zum Start der
Polymerisation hinzu gegeben. Die Fliissigkeit wurde in die dafiir vorgesehene BioRad-
Apperatur pipettiert und mit Ethanol iiberschichtet. Nach 30-60 min lag das Gel polymeri-
siert vor, das Ethanol konnte entfernt werden. Das Sammelgel, in welches der Proben-
kamm eingesetzt wurde, wurde aus 5,5 ml ddH,O, 1 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6.,8), 1,3 ml
30%iger Acrylamid-Losung, 800 pl 10%iges SDS, 800 pl APS und 8 ul TEMED gegos-
sen. Die Proben und ein Molekulargewichtsmarker (,,prestained high range marker®, Peq-
lab, Heidelberg) konnten aufgetragen werden. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 bis 35
mA in Laufpuffer (siche Tabelle 10).

224 Western-Blots

Nach der Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurden diese auf eine Polyvinyli-
dendiflourid-(PVDF-) Membran iibertragen. Das Semi-Dry-Blot-Verfahren fand Anwen-
dung. In der Blotapparatur wurden auf die Anode 2 Filterpapiere, welche mit Anodepuffer
1 (300 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20% Methanol) befeuchtet wurden, gelegt, dann ein Fil-
terpapier, welches in Anodenpuffer 2 (25 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20% Methanol) ge-
trankt wurde und anschlieBend die PVDF-Membran, welche mit Methanol benetzt und in
Kathodenpuffer (40 mM 6-Aminocapronsédure (pH 6,7), 20% Methanol) dquilibriert wurde.
Auf die PVDF-Membran wurde das Trenngel gelegt und darauf wiederum 3 Filterpapiere,
welche zuvor in Kathodenpuffer lagen. Die Blotapparatur wurde mit einem Deckel, wel-
cher als Kathode dient, verschlossen. Der Proteintransfer erfolgte bei einem konstanten
Stromfluss von 120 mA fiir 1 h.

Die auf der PVDF-Membran gebundenen Proteine konnten mittels Immunodetektion
sichtbar gemacht werden. Um dies zu erreichen, fand zunéchst eine einstiindige Inkubation
der Membran in Blockierlosung TBST (0,5 mM Tris ultra, 13 mM NacCl, 0,3% Tween 20,
2% BSA) bei Raumtemperatur statt, um unspezifische Bindungsstellen der PVDF-
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Membran abzuséttigen. Danach wurde einmalig flir 5 min mit TBST gewaschen. Es folgte
die Inkubation (1 h) mit dem in TBST verdiinnten Primér-Antikorper, der 1:1000 verdiinnt
eingesetzt wurde. Anschliefend wurde 3mal mit TBST fiir je 10 min gewaschen. Es folgte
die Inkubation fiir eine Stunde mit dem alkalische-Phosphatase-(AP)-konjugierten Sekun-
dér-Antikorper und anschlieBend das erneut 3malige Waschen mit TBST. Die Membran
wurde zuletzt mit Substrat behandelt (ECL Western blotting detection reagents, Amersham
Biosciences), das durch die alkalische-Phosphatase umgesetzt wird. Das bei dieser Reakti-
on entstehende Signal konnte mittels Filmbelichtung (FUJIFILM FUJI, Medical X-Ray
Film 100 NIF 13x18) messbar gemacht werden.

2.3 Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.3.1  Zellkultur: Zellen, Medien und Matrixes

Im Folgenden werden Zellen, mit denen gearbeitet wurde, sowie Kulturmedien und Zell-

kultur-Medienzusétze tabellarisch aufgefiihrt.

Zellen Beschreibung Quelle

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells, Eigene Préparation
Primérzellen

RAW-Makrophagen RAW 264.7 Promochem

Tabelle 12: Zellen

Zellkulturmedien Hersteller
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline mit Kalciumchlorid und Magnesium- Sigma
chlorid (PBS)

RPMI 1640 mit L-Glutamine (RPMI 1640) GIBCO
Trypsin 0,05%, EDTA GIBCO
L-Glutamine 200 nM GIBCO
Fetal Bovine Serum (FBS) GIBCO
Endothelial Cell Basal Medium (ECBM) PromoCell
Endothelial Cell Growth Medium Low Serum (ECGM) PromoCell
Opti-MEM 1 GIBCO
Opti-MEM + GlutaMAX 1 GIBCO

Tabelle 13: Zellkulturmedien

41



2 Material und Methoden

Die folgenden Substanzen wurden zum Beschichten von Plastik-Oberflichen, damit die

Zellen besser Adhdrenz zeigen, eingesetzt:

Name Beschreibung Hersteller
Fibronektin Fibronektin, Rinder-Plasma Calbiochem
Matrigel Basement Membrane Matrix BD Biosciences

Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Mouse Tumor

Collagen IV Collagen from human placenta Sigma

Gelatine 2% Solution Type B : From Bovine Skin Sigma

Tabelle 14: Beschichtung von Oberflachen

Isolierung der HUVEC-Zellen und Subkultivierung der Zellen

Die Isolierung der HUVEC-Zellen erfolgte aus zur Verfligung gestellten Nabelschniiren
von Frauen aus dem Marienkrankenhaus (Hamburg), die dieser Verwendung explizit zuge-
stimmt haben. Die Nabelschnur gelangte nach der Geburt eines Kindes in ein Transportge-
faB, wurde kiihl gelagert und innerhalb von 24 h verarbeitet. Das weitere Vorgehen fand
unter sterilen Bedingungen in der Zellkultur statt. Nach Uberfiihrung der Nabelschnur vom
Transportbehélter in eine Petrischale wurde an beiden Nabelschnur-Enden 1 cm gerade
abgeschnitten und verworfen, die Nabelschnur dann mit einer Pinzette gegriffen und eine
Knopfkaniile in die Vene eingefiihrt. Die Vene wurde um die Knopfkaniile mit zwei gro-
Ben Arterienklemmen abgedichtet und an einem Sténder fixiert. Es folgte das Sdubern der
Nabelschnur mit Antifekt. Dann wurde die innere Oberfliche der Vene mit circa 40 ml
PBS durchgespiilt, bis eine klare Losung aus der Nabelschnur austrat. Mit ca. 10 ml a-
Chymotrypsin (Konzentration 1 mg/ml) wurde darauthin das PBS ausgespiilt. Es folgte das
Verschlieen des unteren Endes der Nabelschnur mit einer kleinen Klemme und anschlie-
end das Einspritzen von a-Chymotrypsin, bis die Nabelschnur leicht gebldht war und o-
Chymotrypsin oben aus der Nabelschnur austrat. Nun wurde die mit a-Chymotrypsin ge-
fiillte Nabelschnur fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die so an der inneren Oberfldche der
Vene abgeldsten Zellen wurden in einem Falcon-Roéhrchen nach Inkubation aufgefangen,
welches zur Neutralisation des a-Chymotrypsins 3 ml FCS enthielt. Anschlieend erfolgte
das Nachspiilen der Vene mit 20 — 30 ml PBS, um die restlichen Endothelzellen abzuldsen.
Diese Zellsuspension wurde 8 min bei 1000 rpm bei Raumtemperatur (23 °C) zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 5 ml Endothelial Cell Growth Medium
(ECGM, welches mit Gentamicin (50 ug/ml) und Amphotericin B (0,5 pg/ml) versetzt ist)
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resuspendiert. Nun wurde die Endothelzelllésung in eine mit 0,2%iger Gelantine beschich-
tete Zellkulturflasche iiberfiihrt. Die HUVEC-Zellen sedimentierten ca. 2 h in einem Inku-
bator, dann wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 3 ml ECGM (versetzt
mit Gentamicin und Amphotericin B) gewaschen und schlielich 5 ml frisches Antibioti-
kum- und Antimykotikum-haltiges ECGM zu den Zellen gegeben. Fiir die folgenden Ver-
suche wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert (37 °C, 5% CO,). Alle 2 bis 3 Tage er-
folgte ein Mediumwechsel, bis ein konfluenter Zellrasen entstand. AnschlieBend wurden
die Zellen mehrfach passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, einmal kurz mit 2 ml
0.05%igem Trypsin vorgespiilt, dann mit 2 ml 0.05%igem Trypsin circa 2 min inkubiert
und die Reaktion dann mit 8 ml ECGM plus 10% Fetal Bovine Serum (FBS) abgestoppt.
Die Zelllosung wurde zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, 23 °C), das Pellet in 10 ml ECGM
(versetzt mit Gentamicin und Amphotericin B) resuspendiert und die Zelllosung dann in
Zellkulturflaschen verteilt. Grundsétzlich ist eine Nutzung der HUVEC-Zellen bis Passage
7 moglich, hier wurden die HUVEC-Zellen allerdings nur von Passage 2 — 4 benutzt, da

diese Zellen bessere Wandereigenschaften aufzeigen.

Arbeiten mit RAW-Makrophagen
Im Gegensatz zu den primiren Endothelzellen sind RAW-Makrophagen (RAW 264.7,

Promochem, Heidelberg), d. h. Abelson-Maus-Leukidmie-Virus-induzierte Tumor-Zellen,
kontinuierlich weiter kultivierbar. RAW-Makrophagen wurden in 125 ml Zellkulturfla-
schen in RPMI 1640-Medium unter Zugabe von L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin und
FBS angezogen. Die Antibiotika dienen der Selektion gegen Bakterien-Kontamination.
Vor dem Passagieren wurden die Zellen zweimal mit 5 ml RPMI 1640-Medium gewa-
schen. Dieses Medium ist bet RAW-Makrophagen dem Waschen mit PBS-Medium vorzu-
ziehen. Aus der Zellkulturflasche wurden die Zellen mit einem Zell-Schaber abgekratzt.
Dieses Vorgehen hatte zur Folge, dass die RAW-Makrophagen von Passage zu Passage
immer weniger adhdrent wurden. Darauthin erfolgte das Abldsen der Zellen nicht mehr
mechanisch, sondern enzymatisch mittels 0.05%igem Trypsin. Die Reaktion des Trypsins
wurde nach 3 min durch Zugabe von RPMI 1640-Medium abgestoppt. Trypsinierte Zellen
wurden bei 200 rpm und 37 °C fiir 5 min zentrifugiert, anschlieBend in einem kleineren
Volumen von frischem RPMI 1640-Medium resuspendiert und dann in Zellkulturgefdl3e

ausgesiht.

43



2 Material und Methoden

2.3.2 Infektion

Eine geringe Menge der verschiedenen Yersinien-Stimme (einige Kolonien, gepickt von
einer Agarplatte) wurde jeweils in 5 ml LB-Medium aufgenommen, mit dem entsprechen-
den Antibiotikum (siehe Tabelle 4) im Verhéltnis 1:1000 versetzt und bei 27 °C {iber
Nacht bei 180 rpm geschiittelt. Bei dieser Temperatur teilen sich die Bakterien, das Viru-
lenzplasmid wird aber nicht aktiviert.

Die LB-Ubernachtkultur wurde am nichsten Morgen 1:20 mit LB-Medium verdiinnt und
bei 37 °C 1,5 h geschiittelt (120 rpm), wobei die Transkription der Yop-Gene induziert
wird (Triilzsch et al. 2003). Es folgte die Zentrifugation (15 min bei 4 °C, 6.000 rpm) der
Bakterien. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und das Pellet in 2 ml PBS auf-
genommen. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Bakterienlosung 1:10 (oder, falls
notwendig, 1:100) mit PBS verdiinnt und eine ODgyonm-Messung durchgefiihrt. Die re-
suspendierte Bakterienlosung wurde anschlieBend durch Zugabe von PBS auf eine ODgponm
von 0,36 eingestellt. Die Yersinien waren so in einer Form vorhanden, die geeignet ist, um
Zellen zu infizieren. Es wurden zum einen HUVEC-Zellen infiziert, die zu einem kon-
fluenten Rasen in einer 6-Well-Platte gewachsen waren, oder solche, die einen Zellrasen
auf einem Deckglas gebildet hatten. Mit 100 pl der hergestellte Bakteriensuspension wur-
den die Endothelzellen in der 6-Well-Platte infiziert; dies entspricht 10 Bakterien pro Zelle
(Multiplicity of Infection (MOI) = 10). HUVEC-Zellen, die auf Deckglisern in 12-Well-
Platten zu einem Monolayer gewachsen waren, wurden mit 42 pl der Bakteriensuspension
infiziert, auch das entspricht einer MOI von 10. Um eine gleichzeitige Infektion aller Zel-
len zu gewihrleisten, wurden die Bakterien fiir 2 min bei 1.000 rpm auf die HUVEC-
Zellen zentrifugiert. Anschlieend folgte die Inkubation der Endothelzellen fiir 2 h bei 37
°C. Danach wurde das Medium abgesaugt und durch Gentamicin-haltiges Medium

(ECGM) ersetzt, das die Bakterien abtotete.

2.3.3 Transfektion

Die Zell-Linen wurden mit den Reagenzien Amaxa oder FuGENE transfiziert.

Amaxa: Die Transfektion von Vektoren, die zu transient transfizierten RAW-
Makrophagen fiihrt, wurde zunichst mit Hilfe des Nucleofector-Kits V (Amaxa, Koln)
durchgefiihrt. In eukaryotische Zellen erfolgt der Transfer von Vektoren durch eine Kom-

bination aus Elektroporation und Lipofektion. Es wurde entsprechend der Angaben des

44



2 Material und Methoden

Herstellers gearbeitet. Beim Amaxa-System wurden die RAW-Makrophagen mittels
Trypsin von der Oberfldche abgeldst, mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer die Anzahl der
Zellen bestimmt, anschlieBend wurden die Zellen in einer Konzentration von 2:10° Zellen
aufgenommen und dann bei 90 rpm und 37 °C fiir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in
100 pl Nucleofector-Losung V resuspendiert. Es folgte die Vermischung der Zellsuspensi-
on mit einer fiir die verschiedenen Yops und den Leervektor unterschiedlichen Menge an
Vektor-DNA. Das Gemisch aus Nucleofector-Losung V, Zellen und DNA wurde in eine
Amaxa-Kiivette gegeben. Nach Nukleofektion erfolgte die Uberfiihrung der 100 pl transfi-
zierte Zellsuspension in eines der 6 Kompartimente einer 6-Well-Platte, in der sich bereits
1 ml RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin und FBS befand. Nach
24 h erfolgte die Bestimmung der Transfektions-Effizienz. Die Transfektion mit Hilfe des
Amaxa-Systems fiihrte bei RAW-Makrophagen zu relativ hohen Transfektionsraten. Al-
lerdings starben bei dieser Methode ca. 50% der eingesetzten Zellen, vermutlich auf Grund
der Zentrifugation und der toxischen Nucleofector-Losung.

FuGENE: Die zu transfizierenden RAW-Makrophagen wurden 24 h vor Transfektion in
einer Konzentration von 2:10° Zellen pro ml in 6-Well-Platten ausgesit, es wurden 2 ml
der Zellsuspension in ein Well gegeben. AnschlieBend wurde mit FuGENE (Invitrogen,
Karlsruhe) transfiziert und entsprechend der Angaben des Herstellers gearbeitet.

Im Vergleich zu Amaxa wurden mit dem FuGENE-Transfektions-Reagens bessere Ergeb-
nisse erzielt. 30 min vor Transfektion wurden die Zellen in serumfreies Medium {iiberfiihrt.
Die Vektor-DNA wurde mit 100 pl serumfreien Medium vermischt und anschlieend mit
dem Transfektions-Reagens versetzt. Die Menge an eingesetzter DNA (1-4 ng) pro Trans-
fektion variierte von Versuch zu Versuch. Nach 15 min wurde die Suspension tropfenwei-
se auf die sich in den 6-Well-Platte befindlichen Zellen gegeben. 3 h nach Transfektion
erfolgte die Zugabe von serumhaltigem Medium. Mit FuGENE wurden hohe Transfekti-
onsraten erzielt, wobei nur wenige Zellen abstarben. 24 h nach Transfektion wurden die
RAW-Makrophagen erneut mittels Trypsin von der Oberflache geldst, dann wurden die
Zellen sanft zentrifugiert und in RPMI 1640-Medium aufgenommen. Diese Yop-haltigen
oder mit dem Leervektor transfizierten Zellen wurden anschlieend in die Mikroslides des

Chemotaxis-Assays iiberfiihrt.
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24 Migrations-Assay

24.1 Wundreparaturmodell

Verwundete, einschichtige Zellrasen reagieren auf die Zerstdrung der Zell-Zell-Kontakte
und auf die erhohte Konzentration von Wachstumsfaktoren an den Wundridndern mit ei-
nem Wundverschluss durch Zellproliferation und Migration (Wong und Gotlieb 1988;
Coomber und Gotlieb 1990; Zahm et al. 1997). Dieser Prozess reflektiert das Verhalten
individueller Zellen wie auch die Eigenschaften des Zellrasens. Um einen ,,Scratch-Assay*
(,,wound healing assay*) durchfiihren zu kénnen, wird die ,,Wunde® fiir gew6hnlich mit
einer Pipettenspitze oder einer Nadel herbeigefiihrt und der Assay auf Deckgldsern oder in
Multiwell-Platten durchgefiihrt. Der Zellrasen erholt sich wieder und verschlie3t die Wun-
de in einem Prozess, der 3 — 24 Stunden dauert. Die ,,Wunde* verschlief3t sich auf eine
stereotype Art: Zellen polarisieren in Richtung der Wunde, initiieren Vorwdlbungen, wan-
dern und verschlieen schlieBlich den Defekt. Die Progression dieser Ereignisse kann (i)
durch fixierte Proben zu einem Zeitpunkt oder (ii) durch ,,Time-lapse*“-Mikroskopie konti-
nuierlich beobachtet werden.

In dieser Arbeit erfolgte die Durchfiihrung des ,,Scratch-Assay* mit HUVEC-Zellen. Dafiir
wurden die Endothelzellen in 6-Well-Platten iiberfiihrt, und zwar 10° Zellen pro Well ent-
sprechend 10* Zellen/cm®. Die 6-Well-Platten lagen mit 2% Gelantine beschichtet vor.
Nach 4 Tagen sind die Zellen in den 6-Well-Platten zu einem konfluenten Rasen gewach-
sen. Migrationsversuche wurden zum einen mit unbehandelten HUVEC-Zellen durchge-
fithrt, zum anderen mit HUVEC-Zellen, die mit Bakterien infiziert wurden. Kurz vor Bak-
terien-Infektion wurde das antibiotikumhaltige Medium durch frisches Antibiotikum-freies
ECGM (2 ml) ersetzt. Nach einer Infektionszeit von 2 h wurde dieser Prozess wieder riick-
gingig gemacht, und die Zellen erhielten erneut antibiotikumhaltiges Medium, damit die
Infektion beendet wird. In den mit Bakterien infizierten HUVEC-Zellrasen wurde mit einer
10 ul Pipettenspitze ein circa 300 um breiter Streifen gezogen (Entschladen et al. 2005),
auf dem dann keine HUVEC-Zellen mehr gebunden waren. Der Zellrasen erhielt so eine
wohl-definierte ,,Wunde®, die von den Zellen am Wundrand wieder geschlossen wird. Die-
ser Prozess des Zuwachsens wurde quantitativ verfolgt und so die Migration der Endothel-
zellen in die Wunde gemessen. Bei dem Zuwachsen der Wunde tritt neben der Migration

auch Zellteilung auf.
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Migrations-Versuch wurden mit unbehandelten HUVEC-Zelle (PBS-Kontrolle) oder mit
HUVEC-Zellen, die mit Wildtyp-Yersinien oder Yersinien Mutanten infiziert wurden,
durchgefiihrt. Die Anzahl der durchgefiihrten Versuche sowie die Anzahl der erstellten
Migrationspfade sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt:

Stimme Anzahl der erstellten Trajektorien  Anzahl der Versuche
PBS 120 3
WA-C 80 2
WA-CpTTSS 80 2
Y.e. 5/15 80 2
WA-CpTTSSYopO 120 3
WA-CpTTSSYopM 120 3
WA-CpTTSSYopP 120 3
WA-CpTTSSYopT 120 3
WA-CpTTSSYopT CI139A 120 3
WA-CpTTSSYopE O :9 80 2
WA-CpTTSSYopE O :8 80 2
WA-CpTTSSYopE R144A 80 2

WA-CpTTSSYopE AMLD 40

[u—

WA-CpTTSSYopH 120 3
WA-314(AYopH) 120 3
WA-314 120 3

Tabelle 15: Anzahl der durchgefiirten Versuche und der erstellten Trajektorien fiir die unbehandelten HU-

VEC-Zellen sowie fiir die mit den aufgelisteten Yersinien-Stimmen infizierten Zellen.

Vorgehensweise der Analyse der Gesamt-Migrations-Strecke der HUVEC-Zellen

Uber die Gesamtzeitdauer des Versuches von 15 h wurde alle 5 min ein Bild erstellt, auf
dem die einzelnen, ausgewdéhlten Zellen immer wieder neu identifiziert und ihre xy-
Position bestimmt wurden. Die Koordinaten wurden in einer Excel-Tabelle gespeichert
und aus diesen Daten die Gesamt-Trajektorie berechnet. Das Mal3 der Strecke ist ,,zuriick-
gelegte Pixel pro 5 min®, das dann iiber die Mikroskop-Parameter in die Strecke in
,»um/5Smin“ umgerechnet wird. In einer ersten Analyse wird nur die Gesamtstrecke vom
Ursprungsort bei 0 h bis zum Endpunkt nach 15 h betrachtet.

Da keine Kenntnisse iiber die Statistik der Messwert-Verteilung bestehen, werden die ge-
messen Daten in Kapittel 3.4.1 als Median-Wert angegeben. Dies ist der Wert, fiir den die

Hilfte aller Messwerte kleiner und ebenso auch die Hélfte aller Messwerte grof3er sind. Die
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Verteilungsbreite der Messwerte wird hier zum einen durch denjenigen Messwert, fiir den
25% der Messwerte kleiner sind (25% Percentile) und zum anderen durch den Messwert,
fiir den nur 25% grofler sind (75% Percentile), angegeben. Mit dieser Darstellung der Da-
ten wird die Art der Messwert-Verteilung veranschaulicht. Der Median ist stabil gegeniiber
extrem kleinen oder groBen Messwerten (,,Ausreilern®). Daher ist die Darstellung des Me-
dians und der Percentilen in einem ,,Boxplot* eine gute Methode, um einen Uberblick iiber

die Verteilung der Messwerte nach 15 h zu erhalten.

Vorgehensweise der Analyse der zeitlichen Veridnderung des Migrations-Verhaltens der

HUVEC-Zellen

Wir vermuteten, dass die gemessenen Daten anndhernd normalverteilt sind (siehe ,,Box-
plots*). Eine Normal-Verteilung ist in biologischen Systemen aber nicht immer gegeben.
Deshalb wurde der Datensatz zunéchst iiber ein linear gemischtes Modell aufgearbeitet,
welches zur Analyse von ,,longitudinalen* (also iiber einen Zeitverlauf erhobene) Daten
geeignet ist. Die Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Kersten vom Institut fiir
Medizinische Biometrie und Epidemiologie durchgefiihrt. Diese Analyse zeigte, dass die
zu untersuchenden Daten-Gruppen sich iiber die Zeit gleichsinnig und linear verhalten. Die
vorliegenden Daten in Kapitel 3.2.3 werden deshalb mit Hilfe des Mittelwertes und der
Standardabweichung angegeben. Fiir einen Kontroll-Datensatz, gemessen iiber 15 h, ergab
sich folgende Haufigkeitsverteilung (siche Abbildung 5), die exemplarisch veranschau-

licht, dass es sich in der Tat um anndhernd normalverteilte Daten handelt.
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Abbildung 5: Migrationsstrcke der nicht-infizierten HUVEC-Zellen nach 15 h.
Aufgetragen ist die Héufigkeit der gemessen Werte innerhalb von 18 Bereichen zwischen Minimum und
Maximum der Messwerte. Die Verteilung der HUVEC-Zellen (PBS-Kontrolle) nach 15 h entspricht anné-

hernd einer Normalverteilung.
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Vorgehensweise der Analyse der Migrations-Richtung der HUVEC-Zellen

Durch das Verletzen des Zellrasens entsteht ein zellfreier Streifen, an dessen Rand HU-
VEC-Zellen liegen, die zum Streifen hin keinen Zell-Zellkontakt haben und deshalb in
diese Richtung wandern konnen. Die Migrations-Richtung der Endothelzellen wurde mit
der Software ,,Chemotaxis and Migration Tool Version 1.01“ (ImageJ) bestimmt. Dabei
wurden die HUVEC-Zellen gezihlt, die in einem 10°-Sektorfeld wiahrend der Laufzeit auf-
tauchen (siehe 3.2.4). Fiir alle 10°-Sektorfelder wurde diese Gesamtzahl in einer Rosette
dargestellt, deren Sektorfeld-Lénge die aufsummierte Zellzahl angibt. Die Flache der ein-
zelnen Sektoren hat somit keine Aussagekraft sondern nur die dazugehorige ,,Hohe®, die
den aufsummierten Zellen entspricht. Fiir die 18 10°-Sektorfelder, die dem zellfreien Ra-
sen anliegen (jeweils 18 am linken und 18 am rechten Rand der ,,Wunde*), wird die An-
zahl der Zellen, die in diesem Areal wéhrend der 15 h vorkommen, gezdhlt und in Bezug
auf alle HUVEC-Zellen analysiert. Aulerdem wurde die Anzahl der HUVEC-Zellen, die
sich in den Sektorfeldern 90°+30° fiir die linke Halfte und 270°+30° fiir die rechte Halfte
befinden, berechnet und in Bezug auf alle gezihlten HUVEC-Zellen betrachtet.

2.4.2  Chemotaxis-Assay

Chemotaxis ist definiert als die gerichtete Bewegung von Zellen entlang eines chemischen
Gradienten. Die Chemotaxis ist streng von der Chemokinese, der ungerichteten Bewegung,
zu trennen. Zellen z. B. des Immunsystems nehmen tiiber spezifische Rezeptoren das von
Bakterien haufig freigesetzte Formyl-Methionylleucylphenylalanin (fMLP) wahr. Die Zel-
len folgen dann dem Gradienten des fMLP und sammeln sich am Ort der Infektion. Neu-
trophile Granulozyten konnen durch sich bildende Liicken in Blutkapillaren in den Extra-
vasalraum wandern (Diapedese). Das wichtigste Chemokin, das diesen Vorgang zu regu-
lieren scheint, ist MCP-1. Viele weitere Chemotaxis auslosende Substanzen sind bekannt.
Mit Hilfe von fMLP oder MCP-1 sollte herausgefunden werden, ob Effektorproteine der
Yersinien die gerichtete Migration von z. B. dendritischen Zellen inhibieren kénnen. Dazu
sollte ein Chemotaxis-Assay aufgebaut werden.

Die Migration der HUVECs und RAW-Makrophagen wurde darauthin mit der p-Slide
Chemotaxis (ibidi, Miinchen; Application Note 14, www.ibidi.de) untersucht. Diese Kam-
mern sind ein Hilfsmittel, um adhérente, migrierende Zellen iiber lange Zeitrdume zu beo-

bachten. Es sind drei Versuchs-Kammern auf einem Objekttriger vorhanden. Die Ver-
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suchskammern bestehen aus zwei Reservoiren, die iiber das Beobachtungsfeld miteinander

verbunden sind.

3 7

1 3 \ —
Cross
section

objective lens

Links: p-Slid fiir Chemotaxis, eine Versuchs-Kammer von oben. Rechts: p-Slid fiir Chemotaxis im Quer-

Abbildung 6: Chemotaxiskammer

schnitt. 1 = Der Beobachtungsraum, indem die Zellen ausgesét werden, er ist 1 mm breit und 70 um hoch. 2
= Reservoir, welches den Lockstoff enthilt. 3 = Das zweite Reservoir. 6 und 7 = Fiillstutzen, iiber die die

Kammer befiillt wird. 8 = Verschluss, der der Verdunstung des Mediums vorbeugt.

Innerhalb von 4 h baut sich in dem System ein linearer Konzentrationsgradient auf, dieser
Gradient bleibt fiir mindestens 48 h stabil. Dabei ist die Konzentration des Lockstoffs, der
die Zellen im Beobachtungsfeld erreicht, deutlich geringer als die urspriinglich eingesetzte
Konzentration des Chemotaxis auslosenden Agens.

Die Konzentration des Lockstoffs, die letztendlich die Zellen erreicht, wird iiber die fol-

gende Formel berechnet:

Cioo = 18M1 * Capplied Ci00 = Konzentration des Lockstoffs in dem Beobachtungsfeld
40M1 Capplica = Ursprungskonzentration des Lockstoffs

Abbildung 7: Formel zur Berechnung der Lockstoffkonzentration, die die Zellen im Beobachtungsraum

erreicht.

Um die Migration der HUVEC-Zellen zu untersuchen, wurden p-Slide Chemotaxis-
Kammern benutzt, die mit Collagen IV (ibidi, Miinchen) beschichtet waren. Bevor die
Chemotaxis-Kammern befiillt wurden, mussten diejenigen Einfiillstiitzen verschlossen
werden, durch die spiter die Kammern mit Medium und Lockstoffen gefiillt wurden. Fiir
die Chemotaxis-Versuche wurden die HUVEC-Zellen nach Trypsinierung in Basalmedium

aufgenommen und auf eine Konzentration von 6:10° Zellen/ml eingestellt. 6 pl der HU-
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VEC-Zellsuspension wurden mit einer 200 pl Pipettenspitze (Greiner, Heidelberg) auf den
entsprechenden Einfiillstutzen gegeben; die Zellsuspension wurde dann iiber den gegenii-
berliegenden Einfiillstutzen mit der gleichen Pipettenspitze in den Beobachtungsraum ge-
zogen. Es musste besonders darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen in das System
gezogen werden. Falls Luftblasen im Bereich des Einfiillstutzens waren, wurden diese mit
einer Injektionsnadel entfernt. AnschlieBend wurden die Slides fiir 2 h zuriick in den Inku-
bator gestellt. Nach diesen 2 h, in denen die Zellen im Slide adhdrent wurden, wurde iiber
denjenigen Einfillstutzen, auf den die Zellsuspension gegeben wurde, mit einer 200 ul
Pipettenspitze 40 ul ECBM in eine der Kammern gegeben. Uber die Kammer, die sich
gefiillt hat, wurden weitere 40 ul ECBM in die Kammer pipeptiert, die noch leer war. Es
wurden 18 pl Lockstoff beliebig auf den oberen oder unteren Fiillstutzen gegeben und 18
ul ECBM von der gegeniiberliegenden Seite herausgezogen, so dass sich ein Konzentrati-
onsgradient im System aufbauen konnte. Als Lockstoff wurden 18 ul ECGM plus FBS
(Verhéltnis 1:1) eingesetzt.

Zur Beobachtung der RAW-Makrophagen wurden hydrophobe, unbeschichtete p-Slides
fiir die Chemotaxis eingesetzt, die dann im Laufe der durchgefiihrten Versuche selbst be-
schichtet wurden. Die Slides wurden, wenn nicht anders angegeben, mit 100 pg/ml Fibro-
nektin (Rinderplasma, Calbiochem) beschichtet, welches mit E-coli LPS 0,1 pg/ml versetzt
wurde.

Um das Fibronektin auf die richtige Konzentration zu verdiinnen, wurde es mit PBS ver-
setzt. 80 ul der hergestellten Beschichtungsfliissigkeit wurden iiber den unteren Fiillstutzen
in die Chemotaxis-Kammer gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurde die Kam-
mer mit ddH,O gespiilt. Die Entfernung der Fliissigkeiten aus der Migrationskammer er-
folgte durch Absaugung mittels der Zellkultur-Vorrichtung.

Zu Untersuchung der Migration der RAW-Makrophagen wurden die selbst beschichteten
Slides verwendet. Auch hier wurden zunéchst diejenigen Einfiillstiitzen verschlossen,
durch die spiter die Reservoire mit Medium und Lockstoffen gefiillt wurden. Nach Ablo-
sung der RAW-Makrophagen aus dem Zellkulturgefd3 wurden diese in einem kleineren
Volumen von frischem RPMI 1640-Medium resuspendiert, so dass eine Konzentration von
circa 6:10° Zellen pro ml entstand. 6 pl dieser Zellsuspension wurden im Folgenden mit
einer 200 pl Pipettenspitze (Greiner, Heidelberg) fiir den Migrations-Assay in das Analy-
se-System eingebracht, damit sie dort adhdrent werden konnten. AnschlieBend wurden die

Slides fiir 2 h zuriick in den Inkubator gestellt. Dann wurde {iber denjenigen Einfiillstutzen,
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auf den die Zellsuspension gegeben wurde, 40 ul RPMI 1640 in eine der Kammern gege-
ben. Die noch leere Kammer wurde iiber die mit Medium befiillte Kammer mit weiteren 40
ul RPMI 1640 beladen. Es wurden 18 pl fMLP oder rekombinantes murines Monocyte
Chemotactic Protein 1 (,,ym MCP-1%) als Lockstoff verwendet und beliebig auf den oberen
oder unteren Fiillstutzen gegeben. 18 pl RPMI 1640 wurde von der gegeniiberliegenden
Seite aus dem System herausgezogen, so dass das fMLP oder rm MCP-1 in das Reservoir
gezogen wurde.

FMLP wurde in einer Ausgangskonzentration von 100 uM eingesetzt; die Konzentration,
die das Beobachtungsfeld erreichte, betrug 45 pM. Rm MCP-1 wurde in einer Konzentra-
tion von 1 pg/ml auf den Einfiillstutzen pipettiert, so dass nach der oben genannten Formel

0,45 pg/ml rm MCP-1 die Zellen im Beobachtungsfeld tatsidchlich erreichten.

2.5 Immunfluoreszenztechniken

Fixieren der mit Yop-Proteinen transfizierten HUVEC-Zellen

Die HUVEC-Zellen wurden mit Vektoren transfiziert, die unterschiedliche Gene von
pEGFP-fusionierten Yop-Proteinen enthielten.

Nach Transfektion erfolgte die Aussat von 50.000 HUVEC-Zellen auf einem mit Gelantine
(0,2%) beschichteten Deckglas. Die Deckgldser befanden sich in 6-Well-Platten. Eine
Stunde nach Zellzugabe wurden 2 ml ECGM in die 6-Well-Platten gegeben, da zu diesem
Zeitpunkt ein grofteil der transfizierten Zellen adhdrent ist. Nach 24 h wurden die Zellen
auf den Deckgldsern fixiert. Zunéchst erfolgte die Absaugung des Mediums, anschliefend
das dreimalige Waschen mit PBS, gefolgt von der Zugabe von 3,7%igem Formaldehyd (in
PBS). Nach einer Inkubationszeit von 8 min in Formaldehyd wurde erneut dreimal mit
PBS gewaschen, die Deckgldser wurden anschlieBend getrocknet und mit Mowiol (Calbio-
chem, Darmstadt), versetzt mit 0,18% p-Phenylendiamin (Sigma-Aldrich, Miinchen), auf
einen Objekttriger gebracht. Unter dem Mikroskop wurden Zellen mit niedriger Transfek-

tionsrate fiir die Beobachtung ausgewdéhlt.
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Farbung des Aktinzytoskeletts

Sowohl fiir die Farbung des Aktin-Zytoskelettes als auch fiir die Innen- und AuBen-
Féarbung von Bakterien wurden HUVEC-Zellen verwendet. Es wurden 20.000 Endothelzel-
len in 80 pul ECGM auf mit 0.2%iger Gelatine beschichteten Deckgldsern ausgesit. Die
Deckgldser befanden sich in 12-Well-Platten. Nach zweistiindiger Inkubation im Brut-
schrank wurde in jede Vertiefung der 12-Well-Platte 1 ml Antibiotikum-haltiges ECGM
gegeben. Die HUVEC-Zellen waren nach 3 Tagen zu einem einschichtigen Zellrasen ge-
wachsen. Um bakterielle Effekte auf das Aktin-Zytoskelett untersuchen und die Anzahl der
extrazelluldren und intrazelluldren Bakterien ermitteln zu konnen, wurden die Zellen fiir 2
h mit Wildtyp-Yersinien oder deren Mutanten infiziert; als Kontrolle wurden HUVEC-
Zellen unbehandelt belassen. Nach dieser 2stiindigen Infektionszeit wurde Antibiotikum in
das Medium gegeben, um die Bakterien abzutdten. AnschlieBend wurden Farbungen vor-
genommen, um das Aktin oder die Bakterien mikroskopisch inspizieren zu konnen.

Da Aktin-Filamente (F-Aktin) bei der Bewegung von Zellen eine wichtige Rolle spielen,
sollte das F-Aktin mit Phalloidin sichtbar gemacht werden. Phalloidin interkaliert in Aktin-
Filamente und macht, wenn mit Farbstoff Alexa-488 gekoppelt, das F-Aktin sichtbar. Da
der Einfluss bakterieller Proteine auf das Aktin unter Migrationsbedingungen untersucht
werden sollte, wurde der HUVEC-Zellrasen mit einer Pipettenspitze (siche oben) verletzt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min oder 2 h zuriick in den Brutschrank gestellt, so
dass die HUVEC-Zellen in das zellfreie Areal wandern konnten. Nach diesen 10 min bzw.
2 h erfolgte die Fixierung und Féarbung der Zellen. Zunéchst wurde das ECGM abgesaugt,
dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend wurde, um die Zellen zu fixieren, 3,7%iges
Formaldehyd (in PBS) fiir 8 min auf die Zellen gegeben. Es folgte das Uberfithren der
Deckgldser in 12-Well-Platten, in denen sich Triton-X-100 (0,1%) befand. Nach einer In-
kubationszeit von 5 min wurden die fixierten Zellen erneut dreimalig fiir je Smin mit PBS
gewaschen. Fiir 30 min schloss sich die Behandelung der Zellen mit Phalloidin, welches
1:200 mit PBS (siehe Tabelle 10) verdiinnt war, an. Wieder wurde im Anschluss dreimal
mit PBS fiir je 5 min gewaschen. AbschlieBend wurden die Deckglidser mit Mowiol, wel-
ches mit 0,18% p-Phenylendiamin (Sigma-Aldrich, Miinchen) versetzt ist, eingebettet und
mit Nagellack versiegelt. Unter dem Mikroskop wurde das Aktinzytoskelett derjenigen

Zellen, die zum zellfreien Bereich (der “Wunde®) hin liegen, ndher untersucht.
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Innen- und AuBenfirbung von Yersinien

Um bestimmen zu konnen, inwieweit die translozierten Proteine der Yersinien einen Pha-
gozytose-Schutz vermitteln, wurden HUVEC-Zellen mit unterschiedlichen Yersinien-
Stammen infiziert, und anschlieBend die Yersinien innerhalb und auflerhalb der Zellen ge-
trennt voneinander angefarbt. Wie bereits beschrieben, wurden die HUVEC-Zellen auf
Deckglédsern ausgesdt und, nachdem sich ein konfluenter Zell-Rasen gebildet hatte, mit
Yersinien-Stdmmen infiziert (siche Kapitel 2.3.2). Nach einer Infektionszeit von 2 h wur-
den die Zellen dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Die Deckgldser wurden anschlie-
Bend in eine 12-Well-Platte, in der sich 3,7%iges Paraformalin in PBS befindet, fiir 10 min
fixiert. Nach Fixation wurde zweimal mit 1% BSA-PBS fiir je 5 min gewaschen und im
Anschluf} fiir 10 min mit 1% BSA-PBS geblockt. Die Deckglidser wurden fiir 45 min auf
25 pl Pufferlosung mit dem ersten Antikdrper (Yersinia enterocolitica O:8 (1:50 mit 1%
BSA-PBS verdiinnt) oder Yersinia enterocolitica O:9 (1:25 mit 1% BSA-PBS verdiinnt))
gelegt. Nach dieser Inkubationszeit wird dreimal mit 1% BSA-PBS fiir je 5 min gewa-
schen. Die Deckglédser wurden anschliefend fiir 30 min mit 25 pl Pufferlosung mit dem
zweiten Antikorper (gelabelt mit Alexa-568 (Molecular Probes, USA) (1:100 mit 1% BSA-
PBS verdiinnt)) inkubiert. Zur Permeabilisierung der Zellen fand 0,1% Triton-X-100 fiir 5
min Einsatz, um nun die intrazelluliren Bakterien mit anfiarben zu konnen. Es folgte das
erneute dreimalige Waschen mit 1% BSA-PBS fiir je 5 min. Die Deckgldser wurden wie-
derum fiir 45 min mit 25 ul Pufferlosung mit dem ersten Antikorpers (Yersinia enterocoli-
tica O:8 (1:50 mit 1% BSA-PBS verdiinnt) oder O:9 (1:25 mit 1% BSA-PBS verdiinnt))
inkubiert. Es schloss sich das dreimalige Waschen mit 1% BSA-PBS fiir je 5 min an. Die
Deckglaser wurden nun fiir 30 min mit 25 pl mit Pufferlosung des zweiten Antikorpers
(markiert mit Alexa-488 (Molecular Probes, USA) (1:200 mit 1% BSA-PBS verdiinnt))
inkubiert. Nach Trocknen der Deckgldser wurden diese mit Mowiol, versetzt mit 0,18% p-
Phenylendiamin (Sigma-Aldrich, Miinchen), eingebettet und auf einem Objekttriger mit
Nagellack versiegelt (Ilchmann et al. 2002). Unter dem Mikroskop wurde die Gesamtmen-
ge der gefarbten (griinen und roten) Bakterien gezdhlt und getrennt davon die Anzahl der
intrazelluldren (griinen) Bakterien, so dass die Anzahl der extrazelluldren Yersinien er-

rechnet werden konnte.
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Anfirbung der apoptotischen Zellen

Denkbar ist, dass ein erhohter Anteil an apoptotischen Zellen einen Effekt von bakteriellen
Proteinen auf die Migration vortduscht, da eine Reduktion in der zuriickgelegten Migrati-
ons-Strecke dadurch bedingt sein kann, dass die Zellen sterben. Um diesen Effekt auszu-
schieflen, wurden erneut HUVEC-Zellen mit Yersinien-Stimmen infiziert. Die Endothel-
zellen wurden mit Bakterien-Stimmen infiziert, von denen vermutet werden konnte, dass
sie bei diesen Zellen Apoptose ausldsen. Deshalb wurden die HUVEC-Zellen fiir 2 h mit
verschiedenen Yersinien-Stammen infiziert (siche Kapitel 2.3.2). Die Infektion wurde
durch die Zugabe von Antibiotikum-haltigem Medium gestoppt und die HUVEC-Zellen
anschlieBend weitere 3 h im Brutschrank belassen. Als Positiv-Kontrolle dienten HUVEC-
Zellen, die fiir 5 h mit 5 uM Staurosoprin (Sigma-Aldrich, Miinchen) infiziert wurden.
Nach dieser Inkubationszeit schloss sich das dreimalige Waschen der Deckgliser, auf de-
nen sich die Zellen befanden, mit PBS fiir je 5 min an. Um apoptotische Zellen anzuférben,
wurden die HUVEC-Zellen fiir 15 min mit einer Annexin V-haltigen Losung (20 pl Anne-
xin-V-Fluos Stammlosung (Boehringer Mannheim, Mannheim)) in 1000 pl Hepes-Puffer
(10 mM Hepes, pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl, und 20 pl Propidiumiodid) inkubiert.
Nach dieser Inkubertionszeit wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend
die HUVEC-Zellen auf den Deckglidsern mit 3,7% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach-
dem die Deckgldser getrocknet waren, wurden sie wie oben beschrieben eingedeckelt und

anschlieend mikroskopiert.
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Um Infektionen auszuldsen, miissen Bakterien die Abwehrmechanismen des Wirts mog-
lichst weitgehend ausschalten oder umgehen. Ein zentraler erster Schritt des Immunsy-
stems ist die Aufnahme der Bakterien in Makrophagen, die das Bakterium abbauen und
seine Bausteine zur Antigen-Priasentierung nutzen. Dies ist ein wichtiger Schritt, damit das
Immunsystem spezifische Antikorper herstellen kann, mit denen die Bakterien dann elimi-
niert werden konnen. Um im Wirt zumindest kurzfristig zu tiberleben und zu proliferrieren,
ist es eine duBerst erfolgversprechende Strategie, diese Aufnahme (Phagozytose) in Ma-
krophagen zu verhindern. Eine zusétzliche Methode der Immunsuppression ist die Hem-
mung der Migration von Immunzellen, wie dendritischen Zellen (DC’s), damit diese nicht
zum nichstgelegenen lymphatischen Organ gelangen und dort das adaptive Immunsystem
in Gang setzen.

Die hier untersuchten Yersinien verfolgen eine solche Doppel-Strategie. Dazu injizieren
sie Proteine (,,Yops®) in die Zielzellen. Einige diese Effektorproteine werden fiir die Um-
organisation des Aktin-Zytoskelettes der humanen Zellen durch Wildtyp-Yersinien ver-
antwortlich gemacht (siehe Kapitel 1.1.3). Sowohl die Phagozytose als auch die Zellmigra-
tion beruhen auf der Funktion des Aktin-Zytoskeletts. In dieser Arbeit wurde deshalb un-
tersucht, inwieweit die Infektion mit Wildtyp-Yersinien oder Yersinien-Mutanten die Pha-
gozytose verhindert und die Integren-abhingige Migration von humanen Endothelzellen
(HUVEQC) beeinflusst. Die Versuche wurden mit humanen Endothelzellen durchgefiirt, vor
dem Hintergrund, dass das Endothel zu einem relevanten Zielorgan fiir Yersinien gehort,
vermutlich weil es fiir die Extravasion von Leukozyten in entziindliche Darmregionen ver-

antwortlich ist (Denecker et al. 2002)

In den Yersinien befinden sich die Yop-Gene auf dem Virulenz-Plasmid. Sie werden in
den Yersinien synthetisiert und, meist mit Hilfe von Chaperonen, derart gefaltet, dass sie
durch das nadelférmige Translokations-System (Typ-III-Sekretions-Apparat) ausge-
schleust werden konnen (siehe Einleitung). Das Translokations-System ist zu schmal, um
globulér gefaltete Proteine hindurchzulassen. Deshalb wird angenommen, dass die Yops in
Bakterien nur partiell gefaltet werden und ihre funktionelle Struktur erst in der Wirtszelle
annehmen. Vermutlich ist die Translokation kein ausschlieBlich passiver Prozess; zumin-

dest YopH ist liber ein N-terminales Translokations-Signal aktiv an der Translokation be-
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teiligt (Blakck et al. 1998; Khandelwal et al. 2002; Viboud und Bliska 2005). Zur Funkti-
ons-Untersuchung der Yops ist es deshalb wichtig, dass die Yops im Bakterium syntheti-
siert und iiber den natiirlichen Translokations-Apparat in die humanen Zellen injiziert wer-
den, so dass die Yops in der Wirtszelle wie bei einer natiirlichen Infektion sofort voll funk-
tionsfahig vorliegen; nur diese Prozedur folgt dem natiirlichen Verfahren. Werden stattdes-
sen die Yops transfiziert, werden also die Gene (und nicht die Proteine) in die Wirtszelle
eingeschleust, dort werden die Proteine dann iiber einen liangeren Zeitraum synthetisiert
und akkumulieren nur langsam. Bei diesem Vorgehen wird die Chaperon-beeinflusste Syn-
these im Bakterium als auch die Translokation umgangen. Bei Transfektion wire es also
notwendig zu beweisen, dass die transfizierten Proteine den translozierten hinsichtlich der
Funktionskinetik und —dynamik gleich sind.

Aus diesen Griinden wurden in dieser Arbeit die untersuchten Proteine tiber das bakterielle
Translokations-System injiziert (fiir ndhere Beschreibung des bakterielle Translokations-

System siehe Diskussion 4.2).

In infizierten Zellen ist es schwierig, die korrekte Lange der einzelnen Yop-Proteine nach-
zuweisen, da die Protein-Konzentration besonders niedrig ist. Deshalb wurden die Zellen
mit Vektoren transfiziert, die jeweils ein Yop-Gen enthalten. Dies fiihrte zu hoheren Ex-
pressions-Werten der Yop-Proteine, die dann nach Lyse der transfizierten Zellen durch
Western-Blots gut nachweisbar waren. Durch die zusétzliche Expression eines GFP-Tags,
fusioniert an jedes der Yop-Proteine, wurden nicht nur die erfolgreich transfizierten Zellen
sichtbar und die Beurteilung ihres Phanotyps ermdglicht, sondern dariiber hinaus konnten
auch die GFP-Yop-Konstrukte durch Western-Blots mittels eines anti-GFP-Antikorpers
nachgewiesen werden.

Mit allen, im Folgenden beschriebenen GFP-Y op-Konstrukten (sieche Tabelle 10 in Materi-
al und Methoden) wurden HUVEC-Zellen transfiziert und anschlieBend lysiert (siehe Ka-
pitel 2.3.3). Der Zellextrakt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, und die Yop-Proteine
mittels des anti-GFP-Antikorpers nachgewiesen (siehe Kapitel 2.2.3). Aus der Banden-
Intensitit wurde ihr Expressions-Level bestimmt. Aulerdem wurden fiir die Yops tiber die
Position der Banden im Gel die Expression in voller Proteinldnge (im richtigen Molekular-
gewicht) verifiziert. Dariiber hinaus wurden die Phianotypen der infizierten mit denen der

transfizierten Zellen verglichen. Es konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
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3.1 Phagozytose

Damit sich Yersinien extrazelluldar im Wirt vermehren konnen, ist es fiir sie essentiell, ihre
eigene Phagozytose zu inhibieren. Der antiphagozytéire Effekt der Yops wurde bereits mit

Hilfe von anderen Yersinien-Mutanten durch zahlreiche Publikationen gezeigt. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde die Phagozytose erneut untersucht, um zusitzlich mittels eines funk-
tionalen Tests die Eigenschaften der Monosekretions-Mutanten (Triilzsch et al. 2003), die
jeweils nur eines der 6 Effektorproteine (Yops) translozieren, zu bestimmen.

Um zu iiberpriifen, inwieweit der Wildtyp und in welchem Ausmal einzelne Yops, die mit
Hilfe der Monosekretions-Mutanten in die Yersinien gelangen, die Phagozytose der Yersi-
nien verhindern kénnen, wurden HUVEC-Zellen auf Deckgldsern fiir drei Tage kultiviert
und dann fiir 2 h mit den Wildtyp-Yersinien sowie den Monosekretions-Mutanten infiziert.
Zundchst wurden die Bakterien, die nicht aufgenommen wurden, mit TRITC rot markiert;
anschlieend wurden die Zellen permeabilisiert und alle, die intrazelluldren sowie die ex-
trazelluldren Bakterien, mit Alexa 488 sichtbar gemacht (griin) Ilchmann et al. (2002). In
der anschlieBenden Floureszenz-mikroskopischen Untersuchung erschienen die phagozy-
tierten Bakterien griin und die extrazelluldren Bakterien durch Uberlagerung des griinen
und roten Farbstoffs gelb. Es wurden je Stamm 8 - 9 Gesichtsfelder (in 40facher Vergrof3e-
rung) mit insgesamt 200+40 Zellen pro Stamm ausgezéhlt (siche Abbildung 8). Die Wild-
typ Yersinien lagerten sich zu Konglomeraten zusammen, sodass es kaum moglich war, die
extrazelluldr vorliegenden Bakterien zu zihlen. Die wenigen, intrazelluliren Wildtyp-
Yersinien lieen sich hingegen eindeutig quantitativ bestimmen.

Die Auswertung ergab, dass ca. 95% der Bakterien, die liber kein Virulenzplasmid pVY
verfiigen (WA-C), phagozytiert wurden (siche Abbildung 8). Im Mittel wurden 90% der
Bakterien, die die Yop-Proteine nicht sekretieren konnen (Yersinien mit nicht-
funktionellem, mutierten Typ-III-Sekretionssystem, Negativ-Kontrolle, Y.e.5/15), von den
HUVEC-Zellen aufgenommen (sieche Abbildung 9). Dagegen konnten HUVEC-Zellen, die
mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) mit intaktem Virulenzplasmid infiziert wurden, kaum
noch Yersinien phagozytieren: nur ca. 2% der Wild-Yersinien wurden internalisiert.
Yersinien-Mutanten, die nur YopO, YopM oder YopP translozieren, vermittelten nur einen
geringen Phagozytoseschutz (WA-CpTTSSYopO: 79% der Bakterien werden aufgenom-
men; WA-CpTTSSYopM: 88%; WA-CpTTSSYopP: 90%; fiir eine genauere Beschreibung
der Mutanten sieche Kapitel 3.2.1).
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WA-CpTTSSYopE

WA-CpTTSSYopM ~ . WA-CpTTSSYOpP

7

WA-CpTTSSYopH

3

Abbildung 8: Innen- /Auflenfarbung von Yersinien zur Darstellung der antiphagozytiaren Wirkung von Yops
HUVEC-Zellen wurden mit einem Kontroll-Stamm (WA-C), dem Wildtyp (WA-314) und den gekennzeich-
neten Monosekretionsmutanten infiziert. Angefarbt sind die intrazelluldren (griinen) und extrazelluldren

(gelben) Yersinien.

WA-CpTTSSYopT (66%) und WA-CpTTSSYopE (52%) trugen hingegen erkennbar zu
einem Phagozytose-Schutz bei. Im Einklang damit fanden Viboud et al. (2006) ebenfalls
einen stirkeren Phagozytose-Schutz fiir YopE im Vergleich zu YopT. Den deutlichsten
Effekt auf die Reduktion der Phagozytose iibte jedoch die Bakterien-Mutante aus, die nur
YopH exprimierte: WA-CpTTSSYopH Stimme bewirkten, dass nur 46% der Bakterien

aufgenommen wurden.

Das Adhédsin YadA, liber welches der Kontroll-Stamm Y.e.5/15 und alle anderen hier ver-
wendeten Mutanten verfiigt (wobei dieser Stamm aber keine Yops sezernieren kann), ver-
mittelte nur einen minimalen Phagozytoseschutz. Ein zusitzlicher Phagozytose-Schutz
wird offensichtlich durch die Yops vermittelt. Die Daten zeigen aber, dass kein einzelnes
Yop auch nur annidhernd in der Lage ist, den Phagozytose-Schutz des Wildtyps zu generie-
ren. Wenn die Yersinien liber den Typ-IlI-Sekretions-Apparat keine weiteren Protei-
ne/Substanzen in die Wirtszelle libertragen (Heesemann et al. 2006), wiirden in der Tat
mehrere Yops gemeinsam (vermutlich YopT, -E und -H) den hohen Phagozytose-Schutz

verursachen.
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Abbildung 9: Unterschiedliche antiphagozytidre Wirkung von Yersinia-Mutanten

Endothelzellen wurden fiir 2h mit einem Kontroll-Stamm Y.e.5/15 (griin), Wildtyp-Yersinien WA-314 (rot)
und Monoskretions -Mutanten, die jeweils nur ein Yop injizieren, infiziert. Die Anzahl der in die Zellen
aufgenommenen Bakterien in Bezug auf die Gesamtzahl der zellgebundenen Bakterien wurde bestimmt.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der phagozytierten Bakterien, angegeben als Mittelwert + Standardtab-
weichung. Fiir jeden Wert wurden 8-9 Gesichtsfelder, d.h. ca. 200 Zellen in 2 unabhéngigen Versuchen aus-
gezahlt.

Die Ergebnisse zeigen zum einen, dass die Monosekretions-Mutanten die erwarteten Ef-
fekte auf die Inhibition der Phagozytose aufweisen und erginzen die bereits fiir WA-
CpTTSSYopT beschriebene Funktionalitdt der Monosekretions-Mutanten (Triilzsch et al.
2003).

Die Ergebnisse zeigen zum anderen, dass die Yersinien die Phagozytose duBlerst erfolg-
reich, aber nicht vollstindig unterdriicken. Zum Uberleben im Gewebe ist es fiir die Yersi-
nien also wichtig, das Immunsystem zusitzlich zu schwichen. In dieser Arbeit wurde des-
halb untersucht, ob Wildtyp-Yersinien und Monosekretions-Mutanten die Migration der

Zellen beeinflussen.
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3.2 Migrationsmessung in einem Wundreparaturmodell

In einem einschichtigen, konfluenten HUVEC-Zellrasen (,,monolayer*), der sich in 6-
Well-Platten befand, wurde mit einer Pipettenspitze ein zellfreier Streifen von 300 bis 400
um Breite erzeugt (Abbildung 10). In diese ,,Wunde* wandern die HUVEC-Zellen hinein.
Der Vorgang kann mikroskopisch untersucht und quantitativ ausgewertet werden. Infiziert
wurden die Zellen mit Wildtyp-Yersinien und Monosekretions-Mutanten; als Kontrolle
dienten uninfizierte HUVEC-Zellen.

Verschiedene Infektionsbedingungen mit einem Zell/Bakterien Verhidltnis (MOI) von:
1:10, 1:30 und 1:100, die jeweils das Mengenverhéltnis von Zellen zu Bakterien angeben,
wurden analysiert. Morphologische Effekte wurden bereits bei einer MOI von 10 beobach-
tet. Deshalb wurde fiir die folgenden Versuche stets eine MOI von 10 verwendet.

Die Auswertung des Versuches wurde auf folgende Weise durchgefiihrt (Abbildung 10).
Am rechten und linken Rand des Bildes, nach der ,,Verletzung®, befindet sich ein dichter
HUVEC-Zellrasen, in der Mitte getrennt durch den zellfreien Streifen. Vierzig verschiede-
ne HUVEC-Zellen (20 je Seite), die sich direkt am ,,Wundrand* befanden, wurden fiir die
quantitative Analyse ausgewahlt (Abbildung 10).

Abbildung 10: HUVEC Zellrasen kurz nach der der ,,Verletzung*, Markierung untersuchter Zellen am Rand
des Zellrasens.
Die durchnummerierten Zellen am Rand des zellfreien Areals (,, Wunde) wurden zur quantitativen Analyse

ausgewahlt. Der schwarze Balken entspricht 200 pm.
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Innerhalb von 15 h wandern die Zellen am Wundrand in den zellfreien Streifen ein. Der

Zeitverlauf der Zellwanderung ist in Abbildung 11 gezeigt.
! X Vi 1 1 : p 1 P

|
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Abbildung 11: Zeitverlauf der ,,Wundreperatur im HUVEC-Zellrasen
Dargestellt ist der Zeitverlauf der Repopulation des zellfreien Areals in 5 h-Intervallen. Der schwarze Balken

entspricht 200 um.

Uber den Verlauf von 15 h wurde alle 5 min ein Bild aufgenommen. In jedem dieser Bilder
wurden die markierten Zellen identifiziert (wie in Abbildung 10) und in ihrer Position be-
stimmt. Fiir jede einzelne diese Zellen entstand so iiber die Zeit eine Trajektorie, die auf
unterschiedliche Art und Weise ausgewertet werden kann. Die Trajektorien fiir die 40 aus-
gewidhlten HUVEC-Zellen (Abbildung 10) sind in Abbildung 12 fiir die rechte (schwarz)
und die linke (rot) Seite aufgefiihrt.
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Abbildung 12: Trajektorien von wandernden HUVEC-Zellen bei der ,,Wundreparatur®.

Die Anfangspunkte der je 20 Trajektorien sind im Koordinaten-Ursprung iibereinander gelegt. Dabei sind die
Trajektorien der 20 Zellen auf der linken Seite, die nach rechts wandern, rot und die Trajektorien der Zellen
auf der rechten Seite, die nach links wandern, schwarz markiert (19 Trajektorien). Eine Zelle des rechten
,,Wundrandes* lduft zwar erst, wie alle anderen, in die Wunde, dann aber schlieBlich in den Zellrasen hinein

und ist daher rot markiert. Die x- und y-Achse gibt die Strecke in pm an.
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Folgende drei, iiberschaubaren und leicht nachvollziehbaren, quantitativen Analysen der
Trajektorien erlauben es, die essentiellen Aussagen dieser Versuche abzuleiten:

1. Die Gesamtlinge der Migrations-Strecke (um) wihrend 15 h wurde bestimmt. Die-
se Lange geteilt durch die Zeit ergibt die mittlere Wander-Geschwindigkeit der Zel-
len.

2. Die zuriickgelegte Wanderstrecke jeder Zelle wurde in 5 Abschnitten a 180 min
unabhéngig bestimmt. Diese Auswertung erlaubt es, die zeitliche Verdnderung der
Wander-Geschwindigkeit innerhalb der 15 h zu bestimmen.

3. Die Orientierung des Endpunktes relativ zum Startpunkt wurde bestimmt. Der Wert
gibt an, wie viele Zellen in eine bestimmte Richtung gewandert sind. Es ist ein Mal3

fiir die Richtungs-Orientierung der Zellen.

3.2.1 Analyse der Gesamt-Migrations-Strecke der Zellen

Uber die Gesamtzeitdauer des Versuches von 15 h wurde alle 5 min ein Bild erstellt, und
auf jedem dieser Bilder die xy-Position einer ausgewéhlten Zelle identifiziert (Abbildung
10). Aus den xy-Positionen wurde fiir jede Zelle eine Trajektorie erstellt. In einer ersten
Analyse wird nur die Gesamtstrecke vom Ursprungsort bei 0 h bis zum Endpunkt nach 15
h betrachtet. Die Datensédtze werden mit Hilfe von ,,Boxplots* priasentiert. Dies erlaubte
den Vergleich der Datensatzverteilung nicht nur iiber die Mediane sondern auch {iber die
oberen und unteren Percentilen als auch iiber die Minimal- und Maximal-Werte der Daten-
sdtze (ndhere Beschreibung siehe 2.4.1).

Das Migrations-Verhalten von jeweils 40 nicht-infizierten Zellen in 3 voneinander unab-
héngigen Versuchen (120 Trajektorien) wurde auf die beschriebene Weise untersucht und
zeigte eine mittlere Wanderstrecke von 569 um (siche PBS, Abbildung 13). In einem zwei-
ten Versuch wurden die HUVEC-Zellen mit einer Yersinien-Mutante (WA-C) infiziert, die
nicht mehr iiber das Virulenzplasmid (pYV) verfiigt und somit keine Plasmid-kodierten
Virulenz-Faktoren enthidlt. Wie fiir eine Negativ-Kontrolle zu erwarten, zeigten diese Zel-
len (80 Trajektorien) das gleiche Wanderverhalten wie die nicht-infizierten (PBS) Endo-
thelzellen (Median: 584 um; siche WA-C, Abbildung 13). In einem weiteren Kontroll-
schritt wurden die HUVEC-Zellen (80 Trajektorien) mit einer Yersinien-Mutante (WA-
CpTTSS) infiziert, die Plasmid-kodiert nur iiber das Typ-III-Sekretionssystem nicht aber

tiber Yop-Gene verfligt. Auch fiir diese Negativ-Kontrolle wurde ein vergleichbares Wan-
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derverhalten der Zellen beobachtet (Median: 507 um; siche WA-CpTTSS, Abbildung 13).
AbschlieBend wurden Zellen mit einer weiteren nicht-effektiven Yersinien-LcrD-Mutante
(Y.e. 5/15) infiziert, die diesmal zwar die Virulenzfaktoren, dafiir aber ein mutiertes und

damit nicht-funktionals Typ-III-Sekretionssystem enthielt. Wieder wurde ein normales

HUVEC-Wanderverhalten gemessen (Median: 589 pum; siehe Y.e.5/15, Abbildung 13).

T 10004 T S -T- T
=
Q
4
Q
3]
=
N 5001
E
©
N —
Q ——
(D ol—
0 I ) ) )
% o % %
QQ .\g'
$?‘

Abbildung 13: Gesamt-Migrationsstrecken der uninfizierten oder mit Kontroll-Yersinienstimmen infizierter
HUVEC-Zellen nach 15 h.

Konfluente HUVEC-Kulturen wurden nicht infiziert (PBS) oder mit den gekennzeichneten Staimmen infi-
ziert, wie in Methoden beschrieben ,,verwendet* und die zuriickgelegte Strecke von 120 bzw. 80 am Zellrand
befindlichen Zellen quantifiziert. Die Mediane und Percentilen ergeben sich aus 120 bzw. 80 Werten, die in 3
bzw. 2 Versuchen, in denen je 40 Zellen verfolgt wurden, ermittelt wurden (fiir die Anzahl der ausgewerteten
Zellen je Migrationsversuch siehe Tabelle 15). Die vier Datensatz-Verteilungen zeigen dhnliche Parameter,

es besteht kein signifikanter Unterschied in der Messwert-Verteilung.

Wurden die HUVEC-Zellen dagegen mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) infiziert, zeigten
sie ein stark reduziertes Migrations-Verhalten. In drei unabhéngigen Versuchen wurde 120
Trajektorien vermessen und die Gesamtwanderstrecke betrug im Mittel 80 um (siche WA-
314, Abbildung 14). Die Gesamt-Wanderstrecke nach 15 h war im Vergleich zu den Kon-
trollen um 86% reduziert. Die sechs in die HUVEC-Zellen transferrierten Yop-Proteine
beeinflussten also das Wanderverhalten der Zellen stark. Der oben beschriebene Kontroll-

versuch belegt dagegen, dass weder das zusétzlich im Yersinien-Wildtyp vorhandene Se-
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kretionssystem noch weitere Plasmid- oder chromosomal kodierte Elemente einen Einfluss
auf das Wanderverhalten ausiiben.

Eventuell sind nur wenige oder sogar nur ein einziges der Yop-Proteine fiir den anti-
migratorischen Effekt verantwortlich. Deshalb wurden im Folgenden HUVEC-Zellen mit
Yersinien-Mutanten infiziert (siche Tabelle 15), die das Typ-III-Sekretionssystem und je-
weils ein einziges Yop-Protein exprimieren.

Zellen, die mit WA-CpTTSSYopO infiziert wurden, zeigten ein malig reduziertes Migra-
tionsverhalten (Gesamtstrecke um 33% reduziert; Median: 397 pum; sieche WA-
CpTTSSYopO, Abbildung 14). Der Einfluss von WA-CpTTSSYopM war etwas stirker:
die Gesamtstrecke reduzierte sich um 44% (Median: 332 pm; siche WA-CpTTSSYopM,
Abbildung 14). Die Infektion mit WA-CpTTSSYopP fiihrte zu einer Reduktion der Ge-
samtstrecke um 51% (Median: 291 pm; sieche WA-CpTTSSYopP, Abbildung 14). HU-
VEC-Zellen infiziert mit WA-CpTTSSYopT wanderten in 15 h nur circa 275 pm (Medi-
an), das entspricht einer Reduktion der Gesamtstrecke um 53% (Abbildung 14 und 17).

Als Arbeitshypothese wurde vermutet, dass hauptsidchlich YopE und YopH den Einfluss
des Yersinien-Wildtyps auf das Migrations-Verhalten der HUVEC-Zellen verursachen.
Davon ist auszugehen, da von YopE mit seiner GAP-Aktivitit bekannt ist, dass es Rho-
GTPasen inaktiviert und dadurch das Aktinzytoskelett beeinflusst (Aktories et al. 2004).
Uber YopH ist unter anderem bekannt, dass es fokale Komplexe aufldst (Andersson et al.
1996). Auch diese zelluldren Strukturen sind essentiell fiir die Migration vor allem im 2-
dimensionalen Raum (Laufenburger und Horwitz 1996). Es ist somit zu vermuten, dass
YopH die Migration der HUVEC in starkem Ausmal beeinflusst.

Die Zellen wurden zunéchst mit der WA-CpTTSSYopE (Serotyp O:9) Monosekretions-
Mutante infiziert. Diese Zellen zeigten ein um 58% reduziertes Wanderverhalten (Median:
249 um; sieche WA-CpTTSSYopE O:9, Abbildung 14 und 16). Wie vermutet, reduziert
YopE (Serotyp 0:9) das Wanderverhalten der HUVEC-Zellen noch stérker, allerdings ist
der Unterschied zu der Hemmung durch WA-CpTTSSYopT und -YopP nur gering (siche
oben). WA-CpTTSSYopE erreicht aber nicht den Einfluss des Wildtyps. WA-
CpTTSSYopH beeinflusst die Migration am stérksten, die zuriickgelegte Gesamtstrecke
wird um 66% reduziert (Median: 201 um; sieche WA-CpTTSSYopH, Abbildung 14 und
17). Aber auch YopH allein erreicht nicht den Effekt des Wildtyps.
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Abbildung 14: Gesamt-Migrationsstrecken der Endothelzellen (HUVEC), die mit den gekennzeichneten
Monosekretions-Mutanten, einer Kontrolle (griin) und dem Wildtyp (rot) infiziert wurden.

Konfluente HUVEC-Zellrasen wurden mit den gekennzeichneten Stammen infiziert, der Migrationsversuch
wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt (fiir die Anzahl der ausgewerteten Zellen je Migra-
tionsversuch siehe Tabelle 15). Die Mediane und Percentilen ergeben sich aus 120 bzw. 80 Werten, die in 3

bzw. 2 unabhéngigen Versuchen, in denen je 40 Zellen verfolgt wurden, ermittelt wurden.
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3.2.1.1 Das Migations-Verhalten von HUVEC-Zellen infiziert mit WA-314(AYopH)

Im vorangehenden Abschnitt wurde beschrieben, dass der Einfluss von WA-CpTTSSYopH
auf die Migration stirker ist als der Einfluss der durch alle anderen Monosekretions-
Mutanten hervorgerufen wird. Daher sollen HUVEC-Zellen nun mit Yersinien infziert
werden, die ein Virulenzplasmid tragen, das fiir alle Yops kodiert, auler fiir YopH. Das
Ergebnis dieses Versuches ist, dass die Infektion mit der Monosekretions-Mutante WA-
CpTTSSYopH zu einer Reduktion der Gesamt-Migrationsstrecke um 66% (Median 201;
siche WA-CpTTSSYopH, Abbildung 14 und 15) fiihrt, wohingegen die Infektion mit dem
Yersinien-Stamm (WA-314(AYopH)), der alle Yops bis auf YopH sekretiert, zu einer Re-
duktion der Gesamt-Migrationsstrecke um 54% fithrt (Median 270; sieche WA-
314(AYopH), Abbildung 15). YopH allein zeigt also einen stirkeren Einfluss auf die Mi-

gration als alle anderen Yops zusammen.
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Abbildung 15: Gesamt-Migrationsstrecken der Endothelzellen (HUVEC), die mit WA-CpTTSSYopH, WA-
314(AYopH), einer Kontrolle (griin) und dem Wildtyp (rot) infiziert wurden.

HUVEC-Zellem, die konfluent vorlagen, wurden mit den gekennzeichneten Stimmen infiziert und, wie in
Material und Methoden beschrieben, auf ihre Migration hin untersucht (siche 2.4.1). Die zuriickgelegte
Strecke von 120 bzw. 80 am Zellrand befindlichen Zellen wurde quantifiziert (fiir die Anzahl der ausgewerte-

ten Zellen je Versuch siche Tabelle 15). Die Datensétze werden auch hier durch Box-Plots dargestellt.
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3.2.1.2 Das Migrations-Verhalten von HUVEC-Zellen infiziert mit Yop Mutanten

YopE-Mutanten

WA-CpTTSSYopE(R144A)

YopE wirkt als GAP u.a. auf die GTPase RohG (Roppenser et al. 2009), die an der Regula-
tion der Zellmigration beteiligt ist (Raftopoulou und Hall 2003). Die YopE-Mutante

R144A hat keine GAP-Aktivitit mehr (Roppenser et al. 2009). Es ist daher zu vermuten,
dass Zellen infiziert mit dieser Mutante entsprechend den Kontroll-Yersinien-Stammen
wandern, da kein Einfluss auf u.a. RhoG und damit auf die Migration moglich sein sollte.
HUVEC-Zellen wurden daher mit WA-CpTTSSYopE(R144A) infiziert. Die Zellen zeigten
iiberraschenderweise doch ein verdndertes Wanderverhalten, welches dem Verhalten der
Zellen, die mit dem WA-CpTTSSYopE (Serotyp O:9) infiziert wurden, &hnelt (Reduktion
um 54%; Median: 273 um; siche WA-CpTTSSYopE(R144A), Abbildung 16). Die R144A-
Mutation verdndert also die Eigenschaften von YopE in Bezug auf seinen Einfluss auf das
HUVEC-Wanderverhalten nicht. Die GAP-Aktivitdt von YopE ist also nicht die Protein-

Funktion, die fiir die Reduktion der Migration verantwortlich ist.

WA-CpTTSSYopE(AMLD)
Eine andere YopE-Mutante (WA-CpTTSSYopEAMLD) mit Deletion der Membran-

Lokalisations-Doméne (MLD) zerstort die Membran-Bindefunktion von YopE (Roppenser
2009). HUVEC-Zellen infiziert mit dieser YopE-Mutante (WA-CpTTSSYopEAMLD)
zeigten eine Migration, die der der nicht-infizierten HUVEC-Zellen &hnlicher ist als die
geringe Migration von Zellen, die mit WA-CpTTSSYopE (Serotyp O:9) infiziert waren
(Reduktion um 38%; Median: 367um; siche WA-CpTTSSYopE(AMLD), Abbildung 16).
Die MLD-Domine von YopE scheint somit eine Protein-Funktion zu sein, die fiir die Re-
duktion der Migration mit verantwortlich gemacht werden kann. Es muss allerdings weite-

re Proteinfunktionen von YopE geben, die die Migration von Zellen beeinflussen.
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Lysine in YopE

YopE vom Yersinien Serotyp O:8 enthdlt zwei N-terminale Lysine (K62 und K75), die
polyubiquitinyliert werden kénnen (Hentschke et al. 2007). Diese Lysine fehlen in YopE
vom Yersinien Serotyp O:9. YopE vom Yersinien Serotyp O:8 wird deshalb schneller ab-
gebaut als das vom Yersinien Serotyp O:9. Es soll daher liberpriift werden, ob der Einfluss
von YopE vom Yersinien Serotyp O:8 auf die Hemmung der Migration von HUVEC-
Zellen geringer ist als der Einfluss von YopE vom Yersinien Serotyp O:9. Dies kann ver-
mutet werden, da das YopE vom Yersinien Serotyp O:8 schneller in HUVEC-Zellen abge-
baut wird. Zellen infiziert mit YopE vom Yersinien Serotyp O:8 zeigten aber, entgegen der
obrigen Annahme, kein verdndertes Wanderverhalten (Reduktion um 59%; Median: 242
um; siche WA-CpTTSSYopE O:8, Abbildung 16) gegeniiber den Zellen, die mit dem Yo-
pE vom Yersinien Serotyp O:9 infiziert wurden. Die Lysine und ihre potentielle Modifika-

tion haben also keinen Einfluss auf das Wanderverhalten der so infizierten HUVEC-Zellen.
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Abbildung16: Gesamt-Migrationsstrecken der HUVEC-Zellen, die mit den gekennzeichneten Mutanten,
einem Kontroll-Stamm (griin) und dem Wildtyp (rot) infiziert wurden.

Die konfluenten HUVEC-Zellrasen wurden mit den gekennzeichneten Stimmen infiziert, die Migration iiber
15 h beobachtet und anschlieBend die zuriickgelegte Strecke von sich am Zellrand befindlichen Zellen analy-

siert (fiir die Anzahl der ausgewerteten Zellen je Migrationsversuch sieche Tabelle 15).

69



3 Ergebnisse

YopT-Mutanten

Ausschalten der funktionellen Protease-Domédne von WA-CpTTSSYopT durch die Mutan-
te WA-CpTTSSYopT(C139A) (Shao et al. 2002) erlaubt eine Aussage dariiber, ob die Pro-
tease-Doméne von YopT fiir das Wanderverhalten der WA-CpTTSSYopT-infizierten
HUVEC-Zellen relevant ist. Zellen infiziert mit WA-CpTTSSYopT(C139A) zeigten eine
Reduktion der Gesamtstrecke um 55% (Median 263; siche WA-CpTTSSYopT(C139A),
Abbildung 17), wahrend die Infektion mit WA-CpTTSSYopT zu einer Reduktion der Ge-
samtmigrationsstrecke um 53% fiihrte (Median 275; siche WA-CpTTSSYopT, Abbildung
14 und 17). Demnach scheint die Protease-Funktion von YopT fiir den Einfluss auf das

Wanderverhalten der HUVEC-Zellen nicht relevant zu sein.
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Abbildung 17: Gesamt-Migrationsstrecken der HUVEC-Zellen, die mit den gekennzeichneten Mutanten,
einem Kontroll-Stamm (griin) und dem Wildtyp (rot) infiziert wurden.

Die HUVEC-Zellen wurden mit den gekennzeichneten Stdmmen infiziert, wie in Material und Methoden
beschrieben herangezogen und die zuriickgelegte Strecke von 120 bzw. 80 am Zellrand befindlichen Zellen

wurde quantifiziert (fiir die Anzahl der ausgewerteten Zellen je Versuch sieche Tabelle 15). Die Mediane und

Percentilen ergeben sich aus 120 bzw. 80 Werten.
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3.2.2  Zeitliche Verinderung des Migrations-Verhaltens

Die zurlickgelegte Wanderstrecke der HUVEC-Zellen wurde nicht nur fiir die Ge-
samtstrecke nach 15 h bestimmt (siche Kapitel 3.2.1.) sondern auch jeweils nach 3 h Inter-
vallen, d. h. nach einer Zeit von 3 h, 6 h, 9 h, 12 h und 15 h. Die Daten wurden zunichst
iiber ein gemischt lineares Modell aufgearbeitet und sind im Folgenden iiber die Mittelwer-
te und Standardabweichung présentiert (sieche zusatzlich 2.4.1). Es konnte vermutet wer-
den, dass die injizierten Yop-Proteine in den Zellen erst mit der Zeit ihre volle Funktion
entfalten und/oder moglicherweise innerhalb der 15 h abgebaut werden und damit ihre
Funktion verlieren. Entsprechend wire der Einfluss auf das HUVEC-Wanderverhalten
zeitabhingig.

Es wurden zunéchst alle Kontrollen sowie der Wildtyp auf einen zeitabhéngigen Einfluss

auf die Migrationsstrecke untersucht (siche Abbildung 18).
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Abbildung 18: Migrationsstrecken der HUVEC-Zellen, die mit den gekennzeichneten Kontroll-Stimmen
(griin) und dem Wildtyp (rot) infiziert wurden, im zeitlichen Verlauf.

Konfluente HUVEC-Zellrasen wurden nicht infiziert (PBS) oder mit den gekennzeichneten Stdmmen infi-
ziert, wie in Material und Methoden beschrieben eingesetzt und die zuriickgelegte Strecke quantifiziert (fiir
die Anzahl der ausgewerteten Zellen je Versuch sieche Tabelle 15). Der Mittelwert und die Standardabwei-
chung wurden fiir die 120 bzw. 80 Zellen berechnet und sind aufgetragen. Abzulesen ist ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontroll-Stimme und dem Wildtyp, zu jedem Zeitpunkt wéhrend des 15-

stiindigen Beobachtungszeitraums.
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Als Negativ-Kontrolle (Y.e. 5/15) dienten HUVEC-Zellen, die mit einer Mutante infiziert
wurden, die alle Yop-Proteine, aber einen nicht funktionalen Typ-III-Sekretionsapparat
enthielten. Diese Negativ-Kontrolle zeigte ein (im Rahmen des Messfehlers) lineares
Wanderverhalten: Die in den jeweiligen Zeiten zuriickgelegten Strecken (Mittelwerte) be-
trugen: 112 pm (0-3 h), 124 pm (3-6 h), 121 pm (6-9 h), 112 um (9-12 h) und 114 pm (12-
15 h). Die mittlere zuriickgelegte Strecke war im mittleren Zeitsegment der Messung (3-9
h) geringfiigig (< 10%) groBer als zu Beginn und am Ende der Messung, dieser Unter-
schied ist allerdings nicht signifikant. Die Zellen bewegten sich also in etwa linear iiber die
Zeit (siche Abbildung 18). Die Negativ-Kontrollen zeigen ein iiber die Zeit gleiches Wan-
derverhalten.

HUVEC-Zellen infiziert mit dem Yersinien-Wildtyp (WA-314) zeigten ebenfalls kein vom
Beobachtungszeitraum abhédngiges Migrations-Verhalten. Die zurlickgelegte Strecke iiber
die verschiedenen 3 h-Intervalle waren innerhalb der Messfehler konstant (Mittelwerte): 20
um (0-3 h), 16 pm (3-6 h), 26 um (6-9 h), 30 um (9-12 h) und 20 pm (12-15 h). Auch hier
bewegten sich die infizierten Endothelzellen iiber die Zeit anndhernd linear (sieche Abbil-
dung 18). Die zurlickgelegte Strecke war allerdings flir die mit Wildtyp-Yersinien infizier-
ten Zellen wesentlich geringer als fiir die Negativ-Kontrollen.

Entsprechend wurden HUVEC-Zellen, in getrennt voneinander durchgefiihrten Versuchen,
mit den Monosekretions-Mutanten infiziert und der Zeitverlauf des Wanderverhaltens be-
stimmt. Wie oben fiir die Negativ-Kontrolle und den Wildtyp beschrieben, wurde eine iiber

die Beobachtungszeit konstante Wanderstrecke gemessen (siche Abbildung 19).
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Abbildung 19: Migrationsstrecken der Endothelzellen, die mit den angegebenen Bakterien-Stimmen infi-
ziert wurden, im zeitlichen Verlauf.

Die HUVEC-Zellrasen wurden mit den gekennzeichneten Stimmen infiziert, die Zellmigration aufgezeichnet
und die zuriickgelegte Strecke von am Zellrand befindlichen Zellen quantifiziert (fiir die Anzahl der ausge-
werteten Zellen je Versuch siche Tabelle 15). Angegeben sind die Mittelwerte. Die Grofe der Messfehler
(circa +15%) entspricht den Messfehlern in Abbildung 18 und wird der Ubersichtlichkeit wegen nicht ge-

zeigt.

Generell zeigte die Wanderstrecke innerhalb der beobachteten 15 h keine Zeitabhingigkeit.
Die oben (Kapitel 3.2.1) abgeleiteten Aussagen zum Verhalten der einzelnen Mutanten
gelten also auch fiir die kiirzeren Zeitintervalle. Der Einfluss von WA-CpTTSSYopO auf
das Wanderverhalten ist am geringsten und wird geringfligig durch den von WA-
CpTTSSYopM iibertroffen. GroBer, untereinander aber dhnlich, ist der Einfluss von WA-
CpTTSSYopP, -YopT und -YopE (Serotyp 0:9). WA-CpTTSSYopH iibt den groBten Ef-
fekt aus. Keine dieser Mutanten allein erreicht aber den Einfluss des Wildtyps, auch nicht

zu einem kiirzeren Zeitpunkt als 15 h.
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3.2.3 Verteilung der Migrations-Richtung

Durch das Verletzen des Zellrasens entsteht ein zellfreier Streifen, an dessen Rand HU-
VEC-Zellen liegen, die zum Streifen hin keinen Zell-Zellkontakt haben und deshalb in
diese Richtung wandern konnen (sieche 2.4.1). Es ist also zu erwarten, dass die Migration
eindeutig gerichtet ist. Die Migrations-Richtung der Endothelzellen wurde bestimmt, in-
dem die HUVEC-Zellen gezéhlt wurden, die in einem 10°-Sektorfeld wihrend der Laufzeit
auftauchen. Fiir alle 36 10°-Sektorfelder wurde diese Gesamtzahl in einer Rosette darge-
stellt, deren Sektorfeld-Lénge die addierte Zellzahl angibt. Fiir die 18 10°-Sektorfelder, die
dem zellfreien Rasen anliegen (jeweils 18 am linken und 18 am rechten Rand der ,,Wun-
de®), wird die Anzahl der Zellen, die in diesem Areal wéhrend der 15 h vorkommen, ge-
zihlt und in Bezug auf alle HUVEC-Zellen analysiert. Die Werte der rechten und linken
Seite wurde zu einem Wert zusammengefasst (siche auch 2.4.1). Hierliber l4sst sich eine
Aussage liber den Grad der Richtungsorientierung machen, da dieses die Sektorbereiche
sind, die in die ,,Wunde* zeigen.

Nicht-infizierte HUVEC-Zellen wanderten direkt in die Mitte des zellfreien Streifens. Die
Richtungs-Rosette zeigte eine mittlere Verteilung senkrecht zum Rand (Abbildung 20).
Nicht infizierte HUVEC-Zellen (PBS-Kontrolle) bewegten sich zu 97% in den Sektorfel-
dern, die zu dem zellfreien Rasen zeigen. Das zeigt eine gerichtete Bewegung in das zell-

freie Areal an.

Zellen infiziert mit den Negativ-Kontrollen verhalten sich ebenso. Der Mittelwert der

Richtungsverteilung blieb bei 90° bzw. 270°, wihrend die Verteilungsbreite wuchs:

HUVEC-Zellen infiziert mit: Prozentualer Anteil der Zellen, die in den 18 der ,,Wunde® zuge-

wandten Sektorfeldern vorkommen

WA-C 98 %
WA-CpTTSS 95 %
Y.e5/15 98 %

Tabelle 16: Prozentuale Anteile der Zellen, die mit den aufgefiirten Kontroll-Sédmmen infiziert wurden und

in den der ,,Wunde* zugewandten Sektorfeldern vorkommen. Fiir Richtungs-Rosetten siche Anhang A1-A3.
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Abbildung 20: Richtungs-Rosette fiir nicht-infizierte Endothelzellen (PBS-Kontrolle)

Ein konfluenter HUVEC-Zellrasen wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, verletzt, die Migration
der nicht infizierten Zellen aufgezeichnet und die Migrations-Richtung durch Verwendung von Richtungs-
Rosetten ausgewertet. Die Richtungs-Rosette wird gebildet aus 10°-Sektorfeldern, die Sektorfeld-Lange gibt
die gezéhlte Gesamtzahl der HUVEC-Zellen an, die sich im Laufe der 15 h in diesem Areal befanden. Die
Abbildung zeigt die Wander-Orientierung der Zellen des linken Wundrandes. Abzulesen ist eine Orientie-

rung der Zellen in die Richtung des zellfreien Areals.

Generell wurde beobachtet, dass nahezu keine (2-5%) HUVEC-Zellen in Richtung des
unverletzten Zellrasens wanderten.

Die Situation dnderte sich stark, wenn die Endothelzellen mit Wildtyp Yersininen (WA-
314) infiziert wurden. Diese Zellen wanderten nur zu 54% in Richtung des zellfreien Are-
als (siche Abbildung 21). Gleichzeitig zeigte die Auswertung, dass 46% der Zellen in
Richtung des unverletzten Zellrasens wanderten (gegeniiber 3% fiir die Negativ-

Kontrollen).
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Abbildung 21: Richtungs-Rosette fiir Endothelzellen (HUVEC), die mit dem Yersinien-Wildtyp (WA-314)
infiziert wurden.

Konfluente HUVEC-Kulturen wurden mit Widtyp-Yersinien infiziert, der Zellrasen ,,verletzt“, die Migration
aufgezeichnet und die Migrationsrichtung von 120 Zellen aus 3 Versuchen ausgewertet, hier aufgetragen sind
die Richtungen von 20 Zellen aus einem Versuch. Die Abbildung zeigt die Wander-Orientierung der Zellen
des linken Wundrandes. Zu sehen ist, dass HUVEC-Zellen infiziert mit Wildtyp Yersinien ihre Wander-

Orientierung in das zellfreie Areal verloren haben.

Eine Ausrichtung von circa 50% in eine Richtungshilfte bedeutet Richtungslosigkeit; mit
Wildtyp infizierte HUVEC-Zellen zeigen also keine Wanderausrichtung mehr. Die infi-
zierten Zellen wanderten somit in alle moglichen Richtungen der Rosette. Offensichtlich
hatten die infizierten Zellen den Kontakt zu Nachbarzellen im unverletzten Zellrasen, der
ihnen eine bevorzugte Wanderrichtung vorgeben konnte, verloren. Demzufolge war nicht
nur die zuriickgelegte Strecke, wie bereits in Kapitel 3.2.1 beobachtet wurde, beeinflusst

sondern dariiber hinaus auch die Richtungs-Orientierung.
Wurden die HUVEC-Zellen dagegen mit den Monosekretions-Mutanten infiziert, zeigte

die Rosette des Wanderverhaltens in vier von sechs Fillen eine {iberwiegende Wanderung

der Zellen in Richtung des zellfreien Streifens (siche Abbildung 22).
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Die Rosetten der Migrations-Richtungen fiir HUVEC-Zellen infiziert mit WA-
CpTTSSYopO, -YopM, -YopP, -YopT, -YopE O:9 und -YopH sind in Abbildung 22 ge-
zeigt. Die Rosetten der Migrations-Richtungen fiir HUVEC-Zellen infiziert mit WA-
314(AYopH), WA-CpTTSSYopE RI144A, WA-CpTTSSYopE AMLD und WA-
CpTTSSYopT C139A sind im Anhang zu sehen (siche Abbildungen A4 — A7).
HUVEC-Zellen infiziert mit den WA-CpTTSSYopE-Mutanten -YopE O:9, -YopEO:8, -
YopE R144A und -YopE AMLD wanderten je zu 90%, 93%, 93% und 85% in den Sekto-
ren, die dem zellfreien Rasen zugewandt sind, und zeigten damit eine hohe Richtungs-
Orientierung. Mit WA-CpTTSSYopP, -YopM und -YopO infizierte Zellen wanderten je zu
87%, 83% und 77% auf das zellfreie Areal zu (siche Abbildung 22). Die Richtungs-
Orientierung ist hier geringer, aber immer noch hoch. Der Anteil der Zellen, die in Rich-
tung des Zellrasens wanderten, betrug 7-23%.

HUVEC-Zellen, die mit WA-CpTTSSYopT infiziert wurden, zeigten stirkere Verdnde-
rungen in der Wanderrichtung, konnten aber den Effekt, der durch Wildtyp-Yersinien er-
reicht wurde, nicht hervorrufen. In Richtung des zellfreien Rasens orientiert, wanderten
64% der WA-CpTTSSYopT-infizierten Zellen. Die WA-CpTTSSYopT Mutante, WA-
CpTTSSYopT C139A, zeigt nur ein geringfiligig anderes Bild. In dem Bereich, der der
»Wunde* zugewandt liegt, wurden 71% der HUVEC-Zellen gezdhlt (siche Abbildungen
AT). Die Protease-Doméne von YopT scheint demnach nicht fiir die Wander-Orientierung
relevant zu sein. Dies wurde bereits fiir die Beeinflussung der Migrations-Strecke be-
schrieben (siehe 3.2.1.2). WA-CpTTSSYopT beeinflusst somit weder die Migrations-
Strecke noch die Migrations-Richtung iiber seine Protease-Doméne.

Zellen, die mit WA-CpTTSSYopH infiziert wurden, wanderten zu 45% in die Richtung
des zellfreien Areals. Der groBBere Anteil (55%) der Zellen wanderte somit entgegengesetzt
zur erwarteten Richtung (sieche Abbildung 22). Die Monosekretionsmutante WA-
CpTTSSYopH ruft die geringste Orientierung des Zell-Wanderverhaltens hervor; die HU-
VEC-Zellen wanderten orientierungslos dhnlich wie bei der Infektion mit dem Yersinien-
Wildtyp. Mit WA-314 AYopH infizierte Zellen wanderten allerdings zu 87% auf das zell-
freie Areal zu (siehe A4). Die Richtungs-Orientierung ist hier wieder hoch. Wie schon fiir
die Beeinflussung der Migrations-Strecke gezeigt, hat YopH allein also einen stirkeren

Einfluss auf die Migrations-Richtung als alle anderen Yops zusammen.
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Abbildung 22: Richtungs-Orientierung, der mit den aufgetragenen Yersinien-Stimmen infizierten HUVEC-
Zellen, bei Wanderung in das zellfreie Areal.

HUVEC-Zellen, die sich konfluent in 6-Well-Platten befanden, wurden, wie in Material und Methoden be-
schrieben, herangezogen und ihre Wanderorientierung zum zellfreien Areal hin untersucht (siehe 2.4.1). A:
Richtungs-Rosetten fiir Endothelzellen (HUVEC), die nicht infiziert wurden oder mit den entsprechend an-
gegebenen Yersinien Staimmen infiziert wurden. Aufgetragen sind die Sektoren, der Zellen des rechten
Wundrandes, die nach links in das zellfreie Areal wandern. B:Aufgetragen ist der prozentuale Anteil (Mit-
telwert und Standardabweichung) der Zellen, die in das zellfreie Areal wihrend des 15 h Untersuchungszeit-
raums wandern. Der 50%-Wert bedeutet Richtungslosigkeit. Dieser Wert wird innerhalb des Messfehlers fiir
den Wildtyp (WA-314; rot) erreicht. Innerhalb des Messfehlers verursachen auch die mit WA-CpTTSSYopH
infizierten Zellen Richtungslosigkeit dhnlich wie der Wildtyp.
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Offensichtlich beeinflussen die einzelnen Yop-Proteine die Wanderrichtung der infizierten
HUVEC-Zellen unterschiedlich stark.

Visuelle Inspektion der Mikroskop-Bilder zeigte, dass die infizierten HUVEC-Zellen zu
unterschiedlichen Anteilen aus dem Zellverband des Zellrasens geldst sind. Dieser Effekt
korrelierte mit der Stirke der Anderung der Wanderrichtung und ist am gréBten fiir die
Zellen, die mit der Monosekretionsmutante WA-CpTTSSYopH und den Yersinien-
Wildtyp WA-314 infiziert wurden. Fiir die anderen Monosekretions-Mutanten ist der Ef-
fekt des Herauslosens der Endothelzellen aus dem Zellrasen aber geringer und zeigte eine
abgestufte Auswirkung auf die Wanderrichtung (siehe Abbildung 22). Je stirker die Endo-
thelzellen den Kontakt zu ihren Nachbarzellen verlieren, desto geringer die Wanderorien-

tierung.

3.2.4 Teilungsverhalten

Wihrend der Migration teilten sich die HUVEC-Zellen. Dieser Prozess zeigte sich bei der
Wanderanalyse des Wundreparaturmodells dadurch, dass sich aus einer Zelle zwei Zellen
ergeben, die dann getrennt und hauptséchlich in entgegen gesetzte Richtungen weiter wan-
derten. Die Zellteilung wéihrend der Wanderung wurde quantitativ verfolgt. Bei den nicht-
infizierten HUVEC-Zellen wurden in einem Zeitraum von 15 h 22% Zellteilungen in wan-
dernden Zellen beobachtet. Die Infektion scheint einen sehr unterschiedlichen Einfluss auf
die Zellteilung zu haben (siche Tabelle 17): Bei der Infektion mit der Yersinien-Mutante
WA-CpTTSS énderte sich die Zahl der Zellteilungen nicht (21% Zellteilungen in 15 h), bei
den anderen Negativ-Kontrollen mit Infektion durch Mutante WA-C oder Y.e. 5/15 wur-
den 14% bzw. 6% Zellteilungen in 15 h gemessen.

Fir HUVEC-Zellen, infiziert mit dem Yersinien-Wildtyp (WA-314), lag die Anzahl der
Zellteilungen wéhrend der 15-stiindigen Beobachtungszeit der Migration bei 13% und da-
mit im Bereich der WA-C Negativ-Kontrolle. Bei Infektion mit einzelnen Yop-Proteinen
wurden Teilungsraten fiir WA-CpTTSSYopO von 11% gemessen. Bei allen weiteren In-
fektionen mit den Monosekretions-Mutanten zeigten die HUVEC-Zellen deutlich geringere
Zellteilungsraten. Generell lag die Teilungsrate bei infizierten Zellen niedriger als bei
nicht-infizierten (Ausnahme: WA-CpTTSS, das nur iiber das Typ-III-Sekretionssystem
verfligt).
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Stamm Anzahl der Zellteilungen in %
PBS 22

WA-CpTTSS 21

WA-C 14

Y.e. 5/15 6

WA-314 13

WA-CpTTSSYopO
WA-CpTTSSYopM
WA-CpTTSSYopP
WA-CpTTSSYopT
WA-CpTTSSYopT(C139A)
WA-CpTTSSYopE O:9
WA-CpTTSSYopE O:8
WA-CpTTSSYopE(R144A)
WA-CpTTSSYopE(AMLD)
WA-CpTTSSYopH
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Tabelle 17: Zellteilungsraten der uninfizierten oder mit den aufgetragenen Kontroll-Yersinien-Stimmen oder
Monosekretions-Mutanten infizierten Endothelzellen. Die Anzahl der durchgefiihrten Versuche entspricht der

Anzahl der Migrationsversuche (siche Tabelle 15).

Um den Effekt der Infektion auf das Teilungsverhalten quantitativ zu bestimmen und signi-
fikante Unterschiede interpretieren zu konnen, wére eine wesentlich hohere Versuchszahl
und bessere Statistik mit einer groflen Zahl weiterer Kontrollen (Verfolgen der Zellpassa-
gen, Verdnderung der Infektionsbedingungen) notwendig. Diese Versuche konnten aus
zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Insgesamt konnte
keine klare Beziehung der Zellteilung zur An- oder Abwesenheit des Typ-IlI-

Sekretionsapperat oder mehrerer oder einzelner Yops gemacht werden.

3.2.5 Apoptose

Visuelle Auswertungen der Mikroskop-Bilder zeigten, dass wéihrend der Messdauer von 15
h einige der beobachteten HUVEC-Zellen in Apoptose gingen. Um den Einfluss der Infek-
tion auf die Apoptose bet HUVEC-Zellen bestimmen zu konnen, wurden diese Zellen nach
bakterieller Infektion mit Annexin V gefdrbt. Die Auszdhlung der mikroskopischen Bilder

ergab einen apoptotischen Anteil von circa 0,5% der nicht-infizierten Zellen. Die Endo-
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thelzellen wurden dann mit Yersinien-Mutanten infiziert, von denen angenommen werden
konnte, dass diese Apoptose auslosen. Die Auswertung ergab, dass Zellen, die mit dem
Kontroll-Stamm (Y.e.5/15) infiziert wurden, keinen erhdhten Anteil an apoptotischen Zel-
len aufwiesen (0,5%). Das gleiche gilt fiir HUVEC-Zellen, die mit der Monosekretions-
Mutante WA-CpTTSSYopH infiziert wurden. Endothelzellen, die mit dem Yersinien-
Stamm WA-CpTTSSYopP oder dem Wildtyp (WA-314) infiziert wurden, zeigten einen
Anteil an apoptotischen Zellen von nur 1,0%. Generell scheint also die Infektion mit Yer-
sinien bei Endothelzellen im Rahmen des MeBfehlers keine erhohte Apoptose-Rate auszu-
16sen. Das hier eingesetzte Verfahren zur Bestimmung der Apoptose-Rate ist fiir so kleine
Zahlen wie hier gemessen nicht gut geeignet und deshalb besonders fehlerbehaftet. Alter-
native Verfahren zur Bestimmung der Apoptose-Rate miissten im Labor etabliert werden,
was den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde. Weitere Untersuchungen der Apoptose

wurden deshalb hier nicht durchgefiihrt.

33 Beeinflussung des Aktinzytoskeletts

Das Zytoskelett der Zellen ist unter anderem beteiligt an der Phagozytose, der Zellteilung
und ist mitverantwortlich fiir die aktiven Bewegungen der Zelle. Es baut sich auf aus Ak-
tin, Tubulin und Intermedidr-Filamenten. Aktin ist prozentual das hédufigste intrazelluldre
Protein eukaryotischer Zellen (bis zu 20% des Gesamtproteins) und ist an vielen essentiel-
len Vorgéngen wie der Phagozytose und der Zellmigration beteiligt. Die Auswirkung der
Infektion, durch den Yersinia enterocolitica Wildtyp und die Monosekretions-Mutanten,
auf das filamentose (F-)Aktin der migrierenden HUVEC-Zellen wurde daher in dieser Ar-
beit nidher untersucht. Diese Versuche wurden durchgefiihrt um herauszustellen ob der Yer-
sinia enterocolitica Wildtyp oder die Monosekretions-Mutanten die Zellmigration iiber die
Modulation des F-Aktin’s beeinflussen.

HUVEC-Zellen wurden auf Deckgldsern ausgesit und waren nach 3 Tagen zu einem Zell-
rasen gewachsen. Fiir 2 h wurden die HUVEC-Zellen mit Wildtyp-Yersinien oder deren
Mutanten infiziert, als Kontrolle wurden HUVEC-Zellen unbehandelt belassen. Anschlie-
Bend wurde der Zellrasen mit einer Pipettenspitze verletzt. Nach Migrationszeiten von 10
min und 2 h wurden die Zellen fixiert und das filamentose (F-) Aktin mit Alexa-488-
gekoppeltem Phalloidin sichtbar gemacht. Unter dem Mikroskop wurden dann die Zellen,

die direkt am zellfreien Bereich liegen, ndher untersucht. Dazu wurde jeweils ein Phasen-
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kontrastbild, eine Aktinfirbung (sieche Abbildung 23) und eine Uberlagerung dieser beiden
Aufnahmen (,,Merge*) ausgewertet. Dabei wurden drei unterschiedliche, zelluldre Struktu-
ren beschrieben und quantitativ bestimmt: ,,Mikrospikes®, ,,Lamellipodien* und ,,Stressfa-

(13

sern

* Mikrospikes sind stachelféormige Auslaufer der Zellperipherie und die Vorstufe von
Filopodien.

* Lamellipodien sind hingegen breite Fortsitze der Zellperipherie und

* Stressfasern sind Aktinstrukturen, die in mehr oder weniger parallel verlaufenden,
konzentrischen Aktinbiindeln im Zellinneren vorliegen (Ridley et al. 1992; Rafto-
poulou und Hall 2003; Nobes und Hall 1995).

Diese Untersuchungen wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt (nach 10
min und nach 2 h), da sich die drei Strukturen selbst zeitlich unterschiedlich entwickeln:
Zelltyp-abhingig bilden sich Mikrospikes und Lamellipodien frith und Stressfasern spéter
aus. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass ein zeitlich unterschiedlicher Einfluss der
Yops auf die Entwicklung der Strukturen detektiert werden konnte. Als Negativ-
Kontrollen dienten unbehandelte HUVEC-Zellen (PBS-Kontrolle) und die Mutanten WA-
C (Yersinien ohne Virulenz-Plasmid) und Y.e. 5/15 (Yersinien mit Virulenzplasmid, aber
mit mutiertem nicht-funktionsfahigen Translokations-Apparat).

Zur Quantifizierung wurden zum einen die Anzahl (Z) der Zellen am Zellrand abgeschitzt,
die eine definierte Struktur aufwiesen. Zum Anderen wurde der Auspriagungsgrad (A) einer
definierten Struktur mit bestimmt aber nicht weiter ausgewertet (siche Anhang AS8). In
einigen Féllen hatten alle Zellen (Z=100%) stark ausgeprigte Stressfasern, wihrend in an-
deren Fillen keine Zelle (Z=0%) Stressfasern auspréigten. Entsprechend wurden Zellen
beobachtet, die alle (Z=100%) Mikrospikes in einem hohen Ausmal} ausbildeten, wihrend
unter bestimmten Bedingungen gar keine Mikrospikes beobachtet wurden (Z=0%). Fiir
Lamellipodien gab es Bedingungen, unter denen wenig Zellen in starkem Ausmal} Lamel-
lipodien ausbildeten (Z=30%), wahrend diese unter anderen Bedingungen reduziert waren
(Z=0%). Die vollstindigen, quantitativen Ergebnisse sind in Tabelle A8 (siche Anhang)
dargestellt.
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Mikrospikes Lamellipodien

Vs /

Stressfasern

vl

Abbildung 23: Farbung des Aktinzytoskeletts von HUVEC-Zellen am Verletzungsrand.

Der zellfreie Bereich befindet sich, bei den hier gezeigten Bildern, oben bzw. oben-rechts. Die gezeigten
HUVEC-Zellen wurden mit Kontroll-Yersinien (WA-C) infiziert. AnschlieBend wurde der Zellrasen verletzt
und die Wanderung der HUVEC-Zellen in Richtung des zellfreien Areals nach 10 min (Mikrospikes und
Lamellipodien) sowie nach 2 h (Stressfasern), iiber die Ausbildung der Aktin-Strukturen, néher untersucht.
Der rote Balken entspricht 20 um. Auf den oben ausgewéhlten Aufnahmen sind Aktinreiche phagozytotische

,,cubs“ zu sehen.
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Die relative Anzahl der Zellen Z, die eine Aktin-Struktur ausbildeten (bezogen auf die
Werte der nicht-infizierten HUVEC-Zellen), ist in Abbildung 24 wiedergegeben. Die Pro-
zentsitze sind farblich unterschieden, damit die definierten Strukturen klar erkennbar sind:

<30% (rot), 30-70% (gelb) und >70% (griin).

Mikrospikes LameIIipodien Stressfasern

10 min 10 min 10 min

wncorrssvopr | | [
- < 30% (_1er Zellen - > 70% (_:Ier Zellen
bilden die Struktur aus bilden die Struktur aus

|:| 30-70% der Zellen

bilden die Struktur aus

Abbildung 24: Darstellung der Anzahl der Zellen, die Mikrospikes, Lamellipodien oder Stressfasern ausbil-
deten. HUVEC-Zellen wurden nicht infiziert oder mit den aufgetragenen Yersinien-Stimmen infiziert und
nach 10 min und 2 h auf die Ausbildung von Mikrospikes, Lamellipodien und Stressfasern hin untersucht. Es
wurden je 5 Gesichtsfelder in 2 unabhingigen Versuchen ausgewertet. Die Werte in den Kontrollzellen wur-

den 100% gleichgesetzt.

Nach Verletzung des Zellrasens wanderten die uninfizierten Endothelzellen sowie die
HUVEC-Zellen, die mit den Kontroll-Yersinien-Stimmen infiziert wurden, mit einer kon-
stanten Geschwindigkeit und einer klaren Orientierung in das zellfreie Areal.

Bei der Untersuchung des Aktinzytoskeletts zeigte sich, dass in unbehandelten HUVEC-
Zellen als auch in den mit Kontroll-Yersinien-Stdmmen infizierten Endothelzellen Mikro-
spikes und Stressfasern in allen Zellen sowohl nach 10 min als auch nach 2 h, stark ausge-
pragt sind (Z=100%). Lammellipodien wurden in unbehandelten und in den mit Kontroll-
Yersinien-Stdmmen infizierten Endothelzellen zu beiden Zeitpunkten nicht von allen Zel-
len ausgebildet (Z=20%). Allein durch die Anwesenheit der Kontroll-Yersinien-Stimmen

war kein Effekt auf das Aktinzytoskelett der Endothelzellen zu beobachten, da dieses dem
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der unbehandelten HUVEC-Zellen entsprach. Folglich sind die Werte zusammengefasst
und unter dem Begriff ,,Kontrolle “ in Abbildung 24 aufgetragen.

Die oben beschriebenen Zytoskelett-Strukturen waren weniger stark ausgepragt in Zellen
in einem intakten Zellrasen. Dies wurde bereits von Aepfelbacher et al. (1997) gezeigt.
Hier ist die Wunde im Zellrasen der Stimulus, der die beschriebenen Akti-
Strukturverdnderungen der unbehandelten und der mit Kontroll-Yersinien-Stammen infi-
zierten HUVEC-Zellen hervorruft. Diese Verdanderungen sind Ausdruck eines Migrations-
verhaltens der Zellen. Im Folgenden wurden nur die Zellen untersucht, die sich direkt am
Rand des Zellrasens befanden.

Wurden die Endothelzellen mit Wildtyp-Yersinien infiziert, war das Aktin-Zytoskelett
stark verdndert: Lamellipodien wurden zu beiden Zeitpunkten nicht mehr beobachtet
(Z=0%), Stressfasern und Mikrospikes traten sowohl nach 10 min als auch nach 2 h in An-
zahl und Ausprigung erkennbar reduziert auf (Z=20%) (siche Abbildung 24).

Die zunidchst durchgefiihrten Infektionen der Endothelzellen mit den Kontroll-Yersinien-
Stammen zeigen, dass weder der Typ-III-Sekretionsapperat, noch weitere Plasmid- oder
chromosomal kodierte Elemente fiir die Verdnderung im Aktinzytoskelett der HUVEC-
Zellen verantwortlich sind. Die 6 gemeinsam in die Wirtszelle geschleusten Yops rufen
somit den Effekt des Wildtyps hervor. Um nun die Yops einzeln auf ihre Aktin-
modulierende Wirkung hin zu untersuchen, wurden HUVEC-Zellen mit den Monosekreti-
ons-Mutanten infiziert und die Aktin-Strukturen der am Wundrand befindlichen Zellen
untersucht.

Das Aktin-Zytoskelett wurde geringfiigig durch die Infektion mit WA-CpTTSSYopO oder
-YopM beeinflusst: Mikrospikes wurden nach 2 h vermindert ausgebildet. Stressfasern
waren nach 10 min vermindert, aber nach einer Migrationszeit von 2 h wieder entspre-
chend der Strukturen in den Kontrollzellen ausgebildet. Ansonsten war das Aktinzytoske-
lett dem der nicht-infizierten, bzw. mit Kontroll-Yersinien-Stimmen infizierten Zellen am
Wundrand dhnlich.

Veranderungen im Aktin-Zytoskelett, hervorgerufen durch die Infektion mit WA-
CpTTSSYopP, waren deutlicher: bereits kurzfristig (schon nach 10 min) wurden die Mi-
krospikes in einem deutlich reduzierten Ausmaf} gebildet und waren nach 2 h nahezu voll-
standig verschwunden. Die Lamellipodien waren in Zellen, die nur mit WA-CpTTSSYopP
infiziert wurden, nach 10 min geringfiigig reduziert, hingegen nach 2 h wieder stdrker aus-

gepragt. Die Stressfasern waren bereits nach kurzer Migrationszeit in geringerer Anzahl
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vorhanden und weniger stark ausgebildet und auch nach einer Migrationszeit von 2 h in
reduziertem Ausmaf} vorhanden.

Die Infektion mit WA-CpTTSSYopH fiihrt dazu, dass die Mikrospikes nach 10 min unver-
andert ausgebildet werden, nach einer Migrationszeit von 2 h treten die Mikrospikes aller-
dings in Anzahl und Ausprigung stark reduziert auf. Die Lamellipodien waren in Zellen,
die mit WA-CpTTSSYopH infiziert wurden, nach einer Mirgationszeit von 10 min und 2 h
geringfiigig reduziert. Die Stressfasern waren sowohl nach kurzer als auch nach einer Mi-
grationszeit von 2 h in geringerer Anzahl vorhanden und weniger stark ausgebildet.

Die Infektion mit WA-CpTTSSYopT fiihrt dazu, dass die Mikrospikes nach 10 min in An-
zahl und Auspriagung stark reduziert auftreten, nach einer Migrationszeit von 2 h werden
die Mikrospikes unverdndert ausgebildet. Die Lamellipodien und Stressfasern waren in
Endothelzellen, die mit WA-CpTTSSYopT infiziert wurden, nach einer Mirgationszeit von
10 min und 2 h stark reduziert.

Anders als bei den anderen Yops zeigten mit WA-CpTTSSYopE vom Serotyp O:9-
infizierte Zellen zu beiden Untersuchungszeitpunkten eine starke Reduktion sowohl der
Anzahl der Stressfasern als auch der Zahl der Lamellipodien und Mikrospikes, und waren
damit dem Wildtyp sehr &hnlich.

Die durch die Monosekretions-Mutanten infizierten Yops mit Ausnahme von WA-
CpTTSSYopE zeigten ein Spektrum an Werten, das zwischen den unbehandelten und de-
nen mit Wildtyp-Yersinien infizierten Endothelzellen lag. WA-CpTTSSYopM und —Y opO
beeinflussten das Aktin-Zytoskelett kaum, WA-CpTTSSYopP und -YopH dagegen er-
kennbar stark und WA-CpTTSSYopT und -YopE in stirkstem Ausmall (siche Abbildung
24).

In einigen Fillen setzte der Einfluss auf die Aktin-Strukturen zeitlich verzégert ein (zum
Beispiel bei mit WA-CpTTSSYopM, -YopO und —YopH infizierten Zellen in Bezug auf
die Mikrospikes), in anderen Féllen bildeten sich die anfdnglich reduzierten Strukturen
wieder zuriick (bei Infektion durch WA-CpTTSSYopT in Bezug auf die Mikrospikes und
bei Infektion mit WA-CpTTSSYopO und —YopM bei den Stressfasern). Generell zeigte
die Infektion der Endothelzellen mit WA-CpTTSSYopE einen durchgehend &hnlichen Ef-
fekt wie der Wildtyp.

Die Daten zeigen eindeutig, dass die Yops das Aktin-Zytoskelett beeinflussen. Dies wurde
sowohl fiir WA-CpTTSSYopE als auch fiir -YopT, -YopH und -YopO bereits beschieben

(Aepfelbacher et al. 2007). Zusétzlich konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wer-
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den, dass dieser Einfluss auch von WA-CpTTSSYopM und —YopP ausgeiibt wird. Er-
staunlich ist allerdings, dass die Infektion mit WA-CpTTSSYopO kaum das Aktinzytoske-
lett der HUVEC-Zellen verédndert.

Die von den Yops verursachten Verdnderungen im Aktinzytoskelett sind zweifellos eine

mogliche Erkldrung fiir das verdnderte Wanderverhalten der HUVEC-Zellen.

34 Chemotaxis-Assay

Im Labor wurde versucht, ein Chemotaxis-Assay zu etablieren, der die Untersuchung der
Migration von Sdugerzellen erlauben soll. Fiir diese Untersuchungen wurde das System der
Firma Ibidi (Martinsried) eingesetzt. In einem Mikrosystem-Slide werden kleine Mengen
von Zellsuspension in das Untersuchungsvolumen gegeben, dort wachsen die Zellen adha-
rent an der beschichteten Oberfliche. Das Ibidi-System erlaubt es dann, das Untersu-
chungsvolumen einem chemischen Gradienten auszusetzen, in dem sich die Zellen ausrich-
ten und im Gradienten wandern (siche Abbildung 6).

Das experimentelle System wurde an HUVEC-Zellen getestet. Menschliche Endothelzel-
len wurden kultiviert, von der Oberfliche durch Trypsinierung geldst und nach Waschen
und Zentrifugation in Basalmedium (ECBM) resuspendiert, so dass den Zellen die Néhr-
stoffe entzogen wurden, und sie hungerten. Nach 2 h waren die Zellen adhirent, die Kam-
mern des Untersuchungssystems wurden mit ECBM befiillt, und die Zellen wurden dann
mit serumhaltigem Medium gelockt. Unter diesen Bedingungen beginnen gesunde Zellen,
sich in Richtung des Gradienten auszurichten, einige wandern im Gradienten zur Nah-
rungsquelle.

Um den Einfluss der Effektorproteine der Yersinien auf das Migrationsverhalten von na-
tiirlichen Zielzellen weiter zu untersuchen, erfolgte die Etablierung des Chemotaxis-Assay
fiir Makrophagen. Murine RAW-Makrophagen zeigen gute Adhirenz-Eigenschaften, die
denen von alternativen Makrophagen-Linien wie J774 iiberlegen sind. Aus diesen Griinden
wurden die RAW-Makrophagen fiir die weiteren Studien ausgewahlt.

Die fiir die Migrations-Versuche eingesetzten Mikro-Slides miissen so vorbehandelt wer-
den, dass die RAW-Makrophagen im Untersuchungs-Volumen auf der Oberflache adha-
rent werden konnen. Zundchst wurde die innere Oberfliche der Slides mit Rinder-
Fibronectin beschichtet. Verschiedene Konzentrationen von Fibroncetin wurden unter-

sucht: 16, 50, 100 und 150 pg/ml. Unter diesen Bedingungen wurden die RAW-
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Makrophagen nur in seltenen Fillen und nicht reproduzierbar adhirent. Darauthin wurde
einer 100 pg/ml Konzentration von Fibronectin 0,1 pg/ml E.coli Lipopolysacharid (LPS)
zugesetzt. E.coli LPS ist Hauptbestandteil der dulleren Zellwand von Gram-negativen Bak-
terien und wirkt als genereller Aktivator von Zellen des Immunsystems. Mit diesem Zusatz
werden die RAW-Makrophagen reproduzierbar adhérent.

Alternativ wurde Matrigel-Basement-Membrane-Matrix als Beschichtungs-Agens unter-
sucht. Matrigel wird als besonders effektiv fiir die Anbindung von Zellen an Oberfldchen
beschrieben (www.bdbiosciences.com), da es der natiirlichen extrazelluliren Matrix sehr
dhnlich ist und neben Laminin, Kollagen IV und Proteoglycanen auch weitere Faktoren
wie TGFB, Wachstumsfaktoren und Plasminogen-Aktivator enthélt. Matrigel wurde gemal3
der Empfehlungen des Herstellers in einer Konzentration von 240 ug/ml bei Zugabe von
0,1 pg/ml E. coli LPS eingesetzt. Unter diesen Bedingungen wurden RAW-Makrophagen
aber nicht adhdrent. Matrigel wurde deshalb nicht weiter untersucht. In den folgenden Ver-
suchen wurde als Beschichtungs-Agens die Losung 100 pg/ml Fibronectin versetzt mit 0,1
ng/ml LPS eingesetzt.

RAW-Makrophagen wurden in das Analyse-System gegeben und untersucht. Nach Anle-
gen eines fMLP-Gradienten mit einer Ausgangskonzentration von 100 uM wurde die nor-
male Chemokinese der Zellen beobachtet, aber weder konnte eine Ausrichtung noch eine
Migration der Zellen beobachtet werden.

AnschlieBend wurde rm MCP-1 als Lockstoff in einer Konzentration von 1ug/ml einge-
setzt. In diesem Gradienten zeigten die RAW-Makrophagen eine klar beobachtbare Aus-
richtung und ein gutes Wanderverhalten. Um den Einfluss von Yop-Proteinen auf das
Wanderverhalten von RAW-Makrophagen zu studieren, erfolgte eine Transfektion von
Yop-kodierenden Plasmiden. Zur Kontrolle wurden die Makrophagen parallel mit GFP-
Leervektoren transfiziert. In einer Vielzahl von Versuchen gelang es dann allerdings nicht,
die transfizierten RAW-Makrophagen reproduzierbar in der Untersuchungskammer adhi-
rent werden zu lassen. Eine weitere Testung der RAW-Makrophagen in Bezug auf Chemo-

taxis-Vorginge wurde nicht durchgefiihrt.
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4 Diskussion

Enteropathogene Yersinien sind Bakterien, die iiber die Nahrungsaufnahme in den Darm
hoherer Lebewesen gelangen. Es gelingt ihnen dann, von spezifischen Darm-Epithelzellen
(M-Zellen) aufgenommen zu werden und diese zu durchlaufen, um auf der Basalseite die
M-Zellen wieder zu verlassen. Von nun an bleiben die Yersinien im Korper groftenteils
extrazelluldr. Die besondere Fahigkeit der M-Zellen, Yersinien aufzunehmen, liegt darin
begriindet, dass nur sie eine B1-Integin-Kette zum Darmlumen hin prédsentieren. Die M-
Zellen werden von den Yersinien in ihrer Funktion kaum beeinflusst; Yersinien sind ver-
mutlich auch nicht in der Lage, M-Zellen abzutoten. Dies wire kompatibel mit einer poten-
tiellen Gesamtstrategie: Yersinien wollen die Resourcen des Kdrpers nutzen und nicht iiber
ein Abtoten der M-Zellen die Zerstorung des Wirts riskieren.

Der Korper versucht sich gegen diesen Bakterienbefall dadurch zu wehren, dass die Bakte-
rien nach dem Durchlaufen der M-Zellen bereits im subepithelialen Gewebe des Ileums
u. a. auf folikuldr dendritische Zellen, Neutrophile und Makrophagen treffen, die die Auf-
gabe haben, die Bakterien zu phagozytieren und dafiir zu sorgen, dass sie vom Immunsy-
stem erkannt werden. Wenn aber die Yersinien die Resourcen des Kdrpers nutzen wollen,
um dort zu iiberleben und sich zu vermehren, miissen sie Mechanismen bereitstellen, die
die Funktion der Immunzellen ausschalten und insbesondere die Phagozytose verhindern.
Fiir diese zentrale Aufgabe verfiigen die Yersinien iiber ein System von Proteinen, unter
anderem iiber das Oberflichenproteinen YadA und iiber die , Yersinia outer proteins®
(Yops), iiber die die Yersinien intrazelluldre Prozesse insbesondere von dendritischen Zel-
len, Makrophagen und Neutrophilen beeinflussen (Marketon et al. 2005). Dariiberhinaus
unterdriicken die Yersinien die Zellmigration. In dieser Arbeit wird fiir den Yersinien-
Wildtyp, fiir Kontroll-Mutanten als auch fiir die Yops jeweils einzeln bestimmt, in wel-
chem AusmalB sie die Phagozytose inhibieren und die Migration der Zellen beeinflussen.
Inwieweit der Einfluss auf die Zellmigration mit dem Einfluss auf das Aktinzytoskelett

korreliert, wird herausgestellt.
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4.1 Expression der ,,Yersinia outer proteins*“ (Yops)

Die human-pathogenen Yersinien tagen ein Virulenz-Plasmid (pYV) von 70 kb Grdéf3e.
Yersinien, die kein Virulenzplasmid tragen, sind avirulent. Wird aber das Virulenzplasmid
in avirulente Yersinien-Stimme tiberfiihrt, sind die Bakterien im Tierversuch pathogen
(Bolin et al. 1985). Die Plasmid-kodierten Elemente tragen somit entscheidend zu der Pa-
thogenitét von Yersinien bei. Das Yersinien-Virulenzplasmid kodiert fiir zahlreiche Protei-
ne (Snellings et al. 2001), von denen allerdings nur die ,,Yersinia outer proteins“ (Yops)
iber die Typ-III-Sekretion ausgeschleust werden. Die Yops werden also von den Yersinien
benotigt, um die Funktion der Korperzellen im subepithelialen Gewebe zu beeinflussen.
Vorher, im Darm und in den M-Zellen, werden die Yops noch nicht benétigt. Entsprechend
wird die bakterielle Expression der Proteine geregelt: Bei Umgebungstemperatur teilen
sich die Yersinien hiufig (Optimum bei 27 °C), exprimieren die Yops aber nicht (Bolin et
al. 1985; Straley, 1991). Durch die Aufnahme in den Korper erhoht sich die Umgebungs-
temperatur der Yersinien auf 37 °C. Yersinien sind offensichtlich in der Lage, Umge-
bungsparameter zu bestimmen (Bdlin et al. 1985). Von Zahorchak (1979) wurde vorge-
schlagen, dass Y. pestis die intrazellulir niedrige und die extrazellulir hohe Ca®'-
Konzentration wahrnimmt. Die niedrige intrazellulire Ca**-Konzentration konnte die Ex-
pression der Plasmid-kodierten Determinanten (V- und W-Antigene) triggern (Bolin et al.
1985). Dies wird auch fiir die Expression der Yops von Straley (1991) beschrieben.

Eventuell trifft dieser Mechanismus auch auf die Regulation der Genexpression der ente-
ropathogenen Yersinien zu. Die Expression der Yops konnte durch den Aufenthalt der
Yersinien in den M-Zellen des Darms (37 °C und niedrige Ca®"-Konzentration) ausgeldst
werden. Liegen die Yersinien nach Durchwandern der M-Zellen im subepithelialen Gewe-
be wieder extrazellulédr vor, kdnnen sie sich mit den nun gebildeten Yops gegen z.B. Neu-
tophile und dendritische Zellen durch die Vermittlung eines Phagozytose-Schutzes und der
Inhibition der Migration von Immunzellen verteidigen. Im extrazelluldren Milieu verlieren
die Yersinien dann eventuell die Fihigkeit, die Yops zu synthetisieren, sind aber in der
Lage, sich erneut zu teilen. Nach der Teilung fehlt den Yersinien, da sie nicht intrazelluldr
vorliegen, der erneute optimale Trigger (37 °C und niedrige Ca®"-Konzentration), um Yops
in hoher Konzentation zu produzieren; sie haben also den hohen Schutz gegeniiber dem
Immunsystem verloren. Dies konnte dazu fiihren, dass im Verlauf der Infektion die Yersi-
nien nun von Zellen des Immunsystems aufgenommen werden. Neurophile sind wichtige

Zellen der angeborenen humanen Abwehr, die zu einem sehr frithen Zeitpunkt der Infekti-
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on bereits zum Infektionsort gelockt werden. In den Neutrophilen, anders als in den M-
Zellen des Darms, konnen die Yersinien eventuell die Yops nicht herstellen, da sie zu
schnell abgebaut werden.

Ein solcher Expressionsmechanismus wiirde die selbst-limitierte Infektion erkldren, die
durch Yersinien bei immun-kompetenten Menschen hervorgerufen wird. So wéren die
Yops Proteine, die es den Yersinien erlauben wiirden, kurz den Menschen zu befallen und
sich in thm zu vermehren, eventuell mit dem Ziel, von den Resourcen des humanen Wirts

zu profitieren und liber den Stuhl wieder ausgeschieden zu werden.

4.2 Das Infektions-Modell und die Phagozytose

Enteropathogene Yersinien verfligen iiber chromosomal und virulenzplasmid (pYV) ko-
dierte Pathogenititsfaktoren. Das Plasmid kodiert fiir: die ,,Yersinia outer proteins* (Yops)
(Heesemann et al. 1986), den Typ-IlI-Sekretionsapperat (TTSS), Regulatoren der Genex-
pression und Yop-Sekretion/Translokation und das Adhesin YadA (Snelling et al. 2001;
Cornelis 2002; Barnes et al. 2006). Die Yops werden in den Yersinien synthetisiert und,
meist mit Hilfe von Chaperonen, derart gefaltet, dass sie durch das nadelformige Translo-
kations-System ausgeschleust werden konnen.

Zur Funktionsuntersuchung der Yops ist es deshalb wichtig, dass die Yops im Bakterium
synthetisiert und iiber den bakteriellen Translokations-Apparat in die humanen Zellen
transloziert werden. Aus diesen Griinden wurden in dieser Arbeit die untersuchten Proteine
iiber das Typ-III-Sekretions-System transloziert.

Neben dem Yersinien Wildtyp (WA-314) und den Kontroll-Stimmen (WA-C,
WA,CpTTSS und Y.e.5/15) wurden die von Triilzsch hergestellten Monosekretions-
Mutanten verwendet (Triiltzsch et al. 2003). Die Monosekretions-Mutanten sind Yersinien,
die die chromosomal kodierten Elemente (WA-C) und zusétzlich 2 Plasmid-Gene beinhal-
ten. Eines der Plasmidgene tragt die Typ-III-Sekretions-Region des Yersinia enterocolitica
WA-314 Virulenz-Plasmids pYVO:8 und das Yersinia Adhdsin yadA. Das zweite Plasmid
tragt die Yop-Gene und im Fall von YopE, YopH und YopT die zugehdrigen Gene der
Chaperone.

Es wurde bereits durch einen ,,Released Proteins-Assay* und anschlieBende SDS-PAGE
und Coomassie-Farbung gezeigt, dass die Monosekretions-Mutanten YopO, YopM, YopP,
YopT, YopE und YopH in den Uberstand sezernieren. Aus HeLa-Zellen wurden YopE,
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YopM und YopT isoliert, welche durch die Monosekretions-Mutanten in die Zellen trans-
loziert wurden. Durch eine nachgewiesene Modifikation von RhoA durch YopT konnte die
Aktivtdat der Monosekretions-Mutante, die nur YopT transloziert, bereits gezeigt werden
(Triilzsch et al. 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels eines funktionalen Tests, der Inhibition der Pha-
gozytose, die Eigenschaften der Monosekretions-Mutanten ergdnzend {iberpriift. Der an-
tiphagozytire Effekt der Yops wurde bereits mit Hilfe von anderen Yersininen-Mutanten
durch zahlreiche Publikationen gezeigt. Die Phagozytose wurde hier aber erneut unter-
sucht, um die Eigenschaften der Monosekretions-Mutanten herauszustellen.

Um zu iiberpriifen, inwieweit der Wildtyp und in welchem Ausmal einzelne Yops, die mit
Hilfe der Monosekretions-Mutanten in die humanen HUVEC-Zellen gelangen, die Phago-
zytose der Yersinien verhindern konnen, wurden HUVEC-Zellen mit den Wildtyp-
Yersinien sowie den Monosekretions-Mutanten infiziert. Dieser Versuch erlaubt Riick-
schliisse auf die Aktivitdt der durch Monosekretions-Mutanten in humane Zellen injizierten
Effektorproteine und bestétigt die Funktionalitit dieser Mutanten.

Wurden die Endothelzellen mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) infiziert, wurden die Bakte-
rien kaum noch phagozytiert: nur ca. 2% der Bakterien lagen intrazelluldr vor. Bei den hier
durchgefiihrten Kontroll-Versuchen wurde wie erwartet beobachtet, dass die HUVEC-
Zellen alle drei genannten Yersinien-Kontroll-Mutanten (WA-C, WA,CpTTSS und
Y.e.5/15) zum groflen Teil (zu 90%) phagozytierten. Die Yersinien-Mutanten, die jeweils
nur YopO oder YopM exprimierten, wurden von den Endothelzellen zum grofiten Teil
phagozytiert (78% der Bakterien wurden aufgenommen). YopO trigt, synergistisch mit
anderen Yops, zur antiphagozytdren Wirkung von Yersinia enterocolitica bei (Grosdent et
al. 2002). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigen die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Daten, dass Yersinien, die nur YopO exprimieren (WA-CpTTSSYopO), zu
17% weniger phagozytiert werden als Yersinien, die iiber keine funktionalen Yops verfii-
gen: WA-CpTTSSYopO allein vermittelt also nur einen geringen Phagozytose-Schutz.
Yersinien, die nur YopP expremieren, vermittelten keinen Phagozytose-Schutz (im Mittel
werden 90% der Bakterien aufgenommen). WA-CpTTSSYopT-infizierte Endothelzellen
phagozytieren 58% dieser Yersinien-Mutante. WA-CpTTSSYopE O:9-infizierte Zellen
phagozytierten die Bakterien-Mutanten in den meisten Féllen (58% der Bakterien liegen
intrazellular vor). WA-CpTTSSYopH-infizierte Zellen phagozytierten 44% dieser Yersini-

€n.
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Der Yersinien-Wildtyp (WA-314) war in der Lage, seine Phagozytose nahezu vollstindig
zu verhindern. Dazu war keines der einzelnen Yops allein fahig. WA-CpTTSSYopH ver-
mittelte einen 56%igen Phagozytose-Schutz. WA-CpTTSSYopE und -YopT konnten je-
weils allein die Phagozytose der Yersinien durch HUVEC-Zellen auf ca. 65% bzw. 50%
reduzieren. Eventuell erreichen diese drei Yops gemeinsam eine nahezu vollstindige Ver-
hinderung der Phagozytose, wie im Wildtyp realisiert; moglicherweise ist dies die Haupt-
funktion der Yops. Eine starke Verringerung des Wanderverhaltens mag dariiber hinaus
eine weitere sinnvolle Ergdnzung in der Beeinflussung der befallenen Zellen sein, um ein
Wandern z.B. von Immunzellen zum néichstgelegenen lymphatischen Organ bzw. Lymph-

knoten zu verhindern.

4.3 Verhalten der Wirtszellen ohne Injektion von Yops

Zellen wie z. B. Epithel- und Endothelzellen bewegen sich entlang ganz bestimmter Rou-
ten (Ridley 2001; Ldmmermann et al. 2008). Das Integrin-Repertoir jeder dieser Zellen
bestimmt, welche Substrate fiir die adhdsionsabhéngige Migration genutzt werden konnen.
Diese limitierten Moglichkeiten zwischen substratspezifischer Bindung und Migration be-
wirken die Wanderung der Zellen auf vorbestimmten Wegen. Eine wichtige Vorrausset-
zung fiir die Zellmigration in der 2-dimensionalen Ebene und fiir die Migration von Zellen,
die integrinabhidngig wandern, ist die Zelladhésion. Die Zelladhdsion fiihrt zu einer Um-
strukturierung des Zytoskeletts und zur Induktion von Signalkaskaden. Durch spezielle
Zelloberflachen-Rezeptoren (vor allem durch Integrine) wird die Zelladhédsion vermittelt.
Dieser Prozess der Migration setzt sich bei der adhdsionsabhidngigen Migration aus der
Bildung von Lamellipodien, der Ausbildung neuer Adhédsionen an der fithrenden Seite, der
Zell-Kontraktion und der Ablosung des hinteren Endes der Zelle zusammen (Raftopoulou
und Hall 2003). Um den FEinfluss der Yersinien auf die Migration in 2-dimensionalen
Raum zu untersuchen, eignen sich Endothelzellen, da diese Zellen auch in ihrer natiirlichen
Umgebung integrinabhidngig und daher 2-dimensional wandern. Zusétzlich kénnen Endo-
thelzellen Bakterien phagozytieren und zeigen Ahnlichkeiten zu professionellen Zellen des
Immunsystems (Pober und Sessa 2007).

Es wurden daher primére humane Endothelzellen (HUVEC) als Wirtszellen verwendet.
Nach Verletzung des Zellrasens wanderten die Zellen mit einer konstanten Geschwindig-

keit von 38 um/h mit einer klaren Ausrichtung in das zellfreie Areal. Circa 22% der Zellen
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teilten sich wihrend 15 h, und nur wenige Zellen (0,5%) gingen in Apoptose. In den zum
Wundrand gelegenen Zellen war das Aktin-Zytoskelett wihrend der Migration stark aus-
gepragt.

Im Folgenden wurden diese Parameter fiir Zellen, infiziert mit Yersinien, bestimmt, ohne
dass Yops in die Wirtszellen iibertragen wurden. Drei verschiedene Yersinien-Mutanten

wurden eingesetzt:

* Mutante WA-C enthélt kein Virulenzplasmid (pYV’). Auf dem Virulenzplasmid
sind neben den Yops auch das bakterielle Oberflaichen-Protein YadA und das Typ-
ITI-Sekretions-System kodiert. Der WA-C-Mutante fehlen also die Yops, YadA und
das Translokations-System.

*  Mutante WA-CpTTSS enthélt das Typ-III-Sekretions-System und YadA ohne wei-
tere Elemente des Virulenzplasmids. Diese Mutante verfiigt also nicht {iber die
Yops.

* Mutante Y.e. 5/15 enthdlt ein mutiertes Virulenzplasmid, in dem das Typ-III-
Sekretions-System verdndert und nicht funktional ist, so dass YadA und die Yops

exprimiert werden, die Yops aber nicht iibertragen werden konnen.

Mit diesen drei Mutanten infizierte Endothelzellen zeigten das gleiche Wanderverhalten
wie nicht-infizierte HUVEC-Zellen. Dies betraf sowohl die Wander-Geschwindigkeit als
auch die Wander-Orientierung in den zellfreien Raum. Das bedeutet, dass weder das chro-
mosomal-kodierte Oberflichenprotein Inv noch das plasmid-kodierte, bakterielle Oberfla-
chen-Protein YadA noch das Typ-III-Sekretions-System noch irgendein anderer mit Infek-
tion verbundener, zelluldrer Parameter einen relevanten Einfluss auf das Wanderverhalten
der HUVEC-Zellen haben. Diese mutierten Yersinien beeinflussten die Zellen allerdings,
wenn auch nur sehr geringfiigig, in der Verteilungsbreite der Wander-Orientierung. Dieser,
wenn auch kleine Effekt zeigte aber, dass ein bakterieller Einfluss nachweisbar ist, der mit
dem Zell-Zell-Kontakt in Verbindung gebracht werden kann. Verwundete, einschichtige
Zellrasen reagieren auf die Zerstorung der Zell-Zell-Kontakte und auf die erh6hte Konzen-
tration von Wachstumsfaktoren an den Wundridndern mit einem Wundverschluss durch
Zellproliferation und Migration (Wong und Gotlieb 1988; Coomber und Gotlieb 1990;
Zahm et al. 1997). Da bei Infektion mit den Yersinien-Kontrol-Mutanten zusétzlich zu der

Wunde im Zellrasen Oberflachen-Strukturen der HUVEC-Zellen durch den Bakterien-
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Wirtszell-Kontakt beeinflusst sind, mag dies eine Erklarung fiir die Beeinflussung der Ver-
teilungsbreite der Wander-Orientierung sein.

Es traten auch keine Abweichungen in der Struktur des Aktin-Zytoskeletts auf: es wurden
keine Unterschiede in der Anzahl und Auspragung der Stressfasern, der Lamellipodien und
der Mikrospikes beobachtet. Die Anwesenheit der Yersinien beeinflusste also nicht die
zellinterne Struktur des Aktin-Zytoskeletts. Dieses Ergebnis ist konsistent mit dem oben
beschriebenen, unverdnderten Wanderverhalten der Zellen, da das Aktin-Zytoskelett als
Grundstruktur in direktem Zusammenhang mit dem Zellwandern steht. Dabei beeinflusste
die Phagozytose der nicht-virulenten Yersinien offensichtlich die Struktur des Aktin-
Zytoskeletts der HUVEC-Zellen kaum.

Erkennbare Unterschiede zwischen nicht-infizierten und mit Kontroll-Stimmen infizierten
HUVEC-Zellen wurden hingegen fiir die Zellteilung beobachtet. Offensichtlich verringert
die Anwesenheit der Yersinien die Zellteilungs-Rate der HUVEC-Zellen.

4.4 Infektion mit dem Yersinien-Wildtyp (WA-314)

Das Wanderverhalten der Zellen, die mit Wildtyp-Yersinien infiziert wurden, war stark
beeinflusst: die Wander-Geschwindigkeit war reduziert auf 14% des Wertes der nicht-
infizierten Zellen. Dartliber hinaus war die Wander-Orientierung in den zellfreien Bereich
praktisch vollig verloren: die Wildtyp-infizierten HUVEC-Zellen wanderten in alle Rich-
tungen, ohne Bevorzugung der Richtung des zellfreien Raumes. Die Zellteilung war stark
reduziert. Dabei war die Apoptoserate weiterhin sehr niedrig und gegeniiber den nicht-
infizierten HUVEC-Zellen nicht meBbar erhoht. Das Aktin-Zytoskelett war stark verdn-
dert: Lamellipodien wurden nicht mehr beobachtet, Stressfasern und Mikrospikes traten in
Anzahl und Auspriagung erkennbar reduziert auf. Ein kleiner, aber klar messbarer Anteil
der Zellen war in der Lage, die Zellteilung einzuleiten, aber nicht erfolgreich abzuschlie-
Ben; offensichtlich war die Zytokinese gestort. Dies konnte verursacht sein durch die beo-
bachtete Verdnderung des Zytoskeletts, d. h. der Reduktion der Stressfasern, Lamellipodi-
en und Mikrospikes.

Da das Zytoskelett jeder Zelle die Basis fiir die aktive Bewegung der Zelle darstellt, kon-
nen die Verdanderungen im Aktin-Zytoskelett die Reduktion der Migration der HUVEC-

Zellen gut erkléren.
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Die Yersinien sind also in der Lage, die Funktion der Zellen stark zu beeinflussen: sie ver-
hindern die eigene Phagozytose und blockieren eine gerichtete Bewegung der Zellen. Der
Vergleich dieser Ergebnisse fiir mit dem Wildtyp infizierte HUVEC-Zellen mit den Daten
zu den oben beschriebenen Yersinien-Mutanten zeigt eindeutig, dass diese Verdnderungen
der Zelleigenschaften durch die Injektion der Yops zustande kommen. Es bleibt bei diesen
Beobachtungen aber unklar, inwieweit diese Zellverdnderungen iiber die vielfdltige Funk-

tion des Aktin-Zytoskeletts kausal miteinander verkniipft sind.

4.5 Injektion einzelner Yops

Um die Zellen des subepithelialen Gewebes in ihren Eigenschaften zu verdndern, injizieren
die Yersinien eine Reihe von Proteinen, die Yops, in ihre Zielzellen (Heesemann et al.
2006). Diese Yops sind in der Lage, essentielle Parameter der Zellen, wie oben fiir HU-
VEC-Zellen gezeigt, mehr oder minder stark zu beeinflussen: das Teilungsverhalten, das
Zytoskelett und die gerichtete Bewegung (nicht aber, wie hier gezeigt, die Apoptose). In
dieser Arbeit wurde deshalb bestimmt, welche der Yops jeweils in welchem Ausmal fiir
diese Verdnderungen verantwortlich sind. Die Yops wurden mit Hilfe der bereits beschrie-

benen Monosekretions-Mutanten in die HUVEC-Zellen injiziert.

45.1 YopO, YopM

Wurden Zellen mit WA-CpTTSSYopO oder -YopM infiziert, reduzierte sich die Wander-
geschwindigkeit geringfiigig auf 70% des Wertes der nicht-infizierten Zellen fiir mit WA-
CpTTSSYopO und auf 58% fiir mit WA-CpTTSSYopM infizierten Zellen. Die Wander-
Orientierung in Richtung des zellfreien Raumes war leicht reduziert, aber eindeutig weni-
ger reduziert als flir den Yersinien-Wildtyp. Auch die Zellteilungsrate war leicht verrin-
gert. Das Aktin-Zytoskelett wurde geringfiigig durch Infektion mit WA-CpTTSSYopO
oder -YopM beeinflusst: Mikrospikes wurden nach 2 h und Stressfasern nach 10 min ver-

mindert ausgebildet. Ansonsten war das Aktinzytoskelett dem der Kontrollzellen &hnlich.

YopO wird als inaktive Serin/Threonin-Kinase produziert, die durch die Interaktion mit
Aktin aktiviert wird (Viboud und Bliska 2005). Die hier beobachtete Aktin-beeinflussende
Wirkung von YopO ist nur gering ausgeprdgt und kann den geringen Phagozytose-Schutz

und die geringe migrationshemmende Wirkung von YopO gut erkldren. Dies Ergebnisse
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decken sich nicht mit den Daten von Trasak et al. (2007), die eine vollstindige Zerstérung
des Zytoskeletts durch transfiziertes GFP-markiertes YopO beobachteten.

YopO assoziiert mit Racl. Im Lamellipodium wird die Aktin-Polymerisation durch Racl
induziert (Ridley 2001). Die Racl-abhéngig entstehenden, kleinen Filamente bilden den
Ausgangspunkt fiir den Aufbau hoherer Aktinstrukturen wie Stressfasern (Small et al.
1998). YopO konnte Racl teilweise oder ganz inhibieren. Im Einklang mit diesem moleku-
laren Wirkmechanismus wurde in den hier durchgefiihrten Versuchen nach einer 10 minii-
tigen Wanderzeit eine geringere Anzahl und Auspragung der Lamellipodien und Stressfa-
sern beobachtet, also eine Reduktion im Vergleich zur Wirkung der Yersinien-Mutanten,
die keine Yops expremierten. Nach einer Migrationszeit von 2 h dagegen waren aber die
Aktinstrukturen wieder entsprechend der Strukturen in den Kontrollzellen ausgebildet (sie-
he Abbildung 24). Racl scheint in HUVEC-Zellen also, wenn iiberhaupt, nur zu Beginn
der Migrationsphase durch Infektion mit WA-CpTTSSYopO inhibiert zu sein, oder es gibt
weitere Signalwege, iiber die es Racl-unabhidngig zur Ausbildung der entsprechenden

Strukturen kommen kann.

Die hier gefundene Wirkung durch Infektion mit WA-CpTTSSYopM auf die Phagozytose
und das Aktin-Zytoskelett sind gering. YopM verursacht allerdings, dass HUVEC-Zellen,
die mit WA-CpTTSSYopM infiziert wurden, in ihrer Migrationsfahigkeit inhibiert sind.
Die Wanderorientierung der Zellen bleibt aber unverdndert gut. YopM wirkt v.a. auf die
Wander-Geschwindigkeit, aber nicht iiber direkten Einflufl auf das Aktinzytoskelett. Ande-
re Yops beeinflussen die Teilungsrate stirker als YopM. Eventuell sind die beobachteten

Veridnderungen nur ein Begleiteffekt der tatsdchlichen Wirkung von YopM.

45.2 YopP

Yersinien, die nur YopP expremieren, zeigten eine verringerte Wandergeschwindigkeit auf
51% (bezogen auf nicht-infizierte Zellen) mit einer nur geringfiigig verminderten Wander-
Orientierung. Veranderungen im Aktin-Zytoskelett waren deutlicher: bereits kurzfristig
(schon nach 10 min) wurden die Mikrospikes in einem deutlich reduzierten Ausmal} gebil-
det und waren nach 2 h nahezu vollstindig verschwunden. Die Lamellipodien waren in
Zellen, die nur mit YopP infiziert wurden, nach 10 min geringfiigig reduziert, hingegen

nach 2 h wieder stirker ausgeprigt. Die Stressfasern waren bereits nach kurzer Migrations-
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zeit in geringerer Anzahl vorhanden und weniger stark ausgebildet. Die Zellteilungsrate
der HUVEC-Zellen war, wie bei Infektion mit WA-CpTTSSYopO und -YopM, nur leicht
verringert und der Anteil an apoptotischen Zellen im Vergleich zu den Kontrolle-Zellen
kaum veréndert.

Als einziges der Yop-Proteine zeigt YopP eine starke Verdnderung des Aktin-Zytoskeletts
und der Migration, gekoppelt mit fehlendem Phagozytose-Schutz. Dies weist darauf hin,
dass beide Prozesse, Phagozytose und Migration, nicht automatisch miteinander funktio-
nell verknlipft sind.

Die Hemmung der MAPK- und NF-kB-Signalwege durch YopP wird benétigt, um die
angeborene Immunabwehr zu unterdriicken; auBBerdem soll YopP die Apoptose von Ma-
krophagen vermitteln (Palmer et al. 1998). Die Transfektion von YopP in eukaryotische
Zellen resultierte aber nicht im Sterben der Zellen (Monack et al. 1997; Palmer et al.
1999). Mit WA-CpTTSSYopP infizierte HUVEC-Zellen zeigten, wie hier beobachtet, auch
keinen signifikant erhohten Anteil an apoptotischen Zellen. Mdglicherweise 16st YopP nur
in Makrophagen, nicht aber in Endothelzellen Apoptose aus. Ein solcher zellspeziefischer
Effekt wire moglich, ist aber zur Zeit nicht bewiesen: sollten Makrophagen durch die bak-
terielle Translokation von YopP apoptotisch werden, wére die Inhibition der Phagozytose
durch andere Yops irrelevant, da die phagozytierenden Zellen ohnehin sterben. Allerdings
ist zu beriicksichtigen, dass die Yops evtl. zeitlich versetzt transloziert werden, desweiteren
ist die Menge der translozierten Yops vermutlich relevant.

Invasin, das die Yersinien auf ihrer Oberfldche exprimieren, vermittelt nicht nur die Inter-
nalisation in Epithelzellen des Darms, sondern auch, unabhéngig von der Aufnahme, die
Aktivierung von Signalkaskaden, die zur Aktivierung von NF-kB und zur Produktion von
zahlreichen proinflamatorischen Zytokinen fithren (Schulte und Autenrieth 1998; Kampik
et al. 2000; Schulte et al. 2000). Unabhéngig von der Aufnahme von Bakterien in humane
Zellen kann auch YadA die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen induzieren.
Wirtszell-Signalkaskaden, die in Gang gesetzt werden, fiihren zu einer dhnlichen Zytokin-
Freisetzung wie die, die durch Invasin hervorgerufen wird (Bliska et al. 1993; Yang und
Isberg 1993; Eitel und Dersch 2002; Schmidt et al. 2004). Die Hemmung der MAPK- und
NF-kB-Signalwege durch YopP und die Aktivierung dieser Signalwege durch Invasin und
YadA sind gegensétzliche Mechanismen, die eventuell zeitgleich ablaufen. Makrophagen
werden vermutlich resistent gegeniiber der Apoptose, da sie mit dem aktivierten Immunsy-

stem in Kontakt kommen. Im Laufe der Infektion ist die Entwicklung einer Endotoxin-
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Toleranz potenziell vorteilhaft fiir den Wirt, weil die LPS-Desensibilisierung die Phagozy-
tose-Funktion der Makrophagen nicht beeinflusst, aber einen Schutz vor der Yersinien in-
duzierten Apoptose liefert. Das Reprogrammieren der Makrophagen wahrend des Infekti-
onsprozesses resultiert in einer Endotoxin-Toleranz und kann dem Wirt helfen, die Infekti-
on zu beenden (Ruckdeschel und Richter 2002). Desweiteren wird zu Beginn der Infektion
YopE in die Makrophagen sezerniert. YopE ist ein bakterielles Protein, dem die Rolle des
Porenverschlusses zugeschrieben wird. YopE kénnte somit das Ubertreten von YopP
blockieren; dies wiirde die Apoptose zu Beginn der Infektion ebenfalls verhindern. Auch
andere Zellen konnen phagozytieren (Pober und Sessa 2007), die sehr wahrscheinlich nicht
apoptotisch werden, z. B. Endothelzellen. Eventuell vermittelt YopP nur in der Zellkultur
die Apoptose der Makrophagen, nicht aber in vivo.

Die hier erzielten Daten deuten an, dass andere Yops fiir das extrazellulire Uberleben der
Yersinien verantwortlich zu sein scheinen, insbesondere die Yops, die die Phagozytose
inhibieren und die Migration beeinflussen. Welchen Stellenwert die Inhibition der Migrati-
on, hervorgerufen durch die Translokation von YopP, auf das Pathogenitéts-Potential der

Yersinien hat, ist unklar.

453 YopT

Von Aepfelbacher et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass YopT iiberexprimierende Yer-
sinien-Mutanten Aktin-reiche, phagozytotische ,,cups® und podosomale Adhésionen zer-
storen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten unterstiitzen die oben getroffenen Aussa-
gen: Yersinien, die nur iliber das Effektorprotein YopT verfligen, werden zu 42% weniger
phagozytiert als Yersinien, die {iber keine Yops verfiigen. YopT-infizierte Zellen zeigten
eine Wandergeschwindigkeit von 48% des Wertes der nicht-infizierten Zellen, allerdings
mit stark reduzierter Wander-Orientierung. Die Zellteilungsrate ist dhnlich beeinflusst wie
bei anderen Yops. Das Aktin-Zytoskelett ist in allen drei Struktur-Typen reduziert.

Die zerstorende Wirkung von YopT auf Stressfasern wurde bereits beschrieben (Iriarte et
al. 1998). YopT fungiert als Cystein-Protease, die Lipidanker von RhoA, Racl und Cdc42
abspaltet (Zumbihl et al. 1999; Shao et al. 2003). Bakteriell transloziertes YopT wirkt in
vivo liberwiegend auf RhoA und weniger auf Racl oder Cdc42. Die Kontraktion des Zell-
korpers wird unter anderem durch RhoA reguliert (Ridley 2001; Mitchison und Cramer

1996). Die von den Fokalkontakten ausgehenden Stressfasern aus Aktomyosin sind an das
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restliche Mikrofilamentsystem der Zelle angebunden und helfen bei der Vorwértsbewe-
gung der Zelle. In dieser Arbeit wurde in mit WA-CpTTSSYopT-infizierten HUVEC-
Zellen eine starke Reduktion der Stressfasern beobachtet, was mit der ebenfalls beobachte-
ten Reduktion der Migration in Verbindung gebracht werden kann. Diese Beobachtung
wire konsistent mit der beschriebenen Wechselwirkung von YopT mit RhoA, da YopT
tiber die Verdnderung von RhoA die Bildung von kontraktilen Stressfasern inhibieren
konnte. Entsprechend dieser Vermutung wiirde eine Cystein-Protease-Minus-Mutante von
YopT (WA-CpTTSSYopT(C139A)), die nicht mit der GTPase RhoA interagieren kann,
nicht mehr dieses sondern das Verhalten der mit Kontroll-Stimmen infizierten HUVEC-
Zellen zeigen (keine Beeinflussung des Zytoskeletts und der Migration). Dies ist aber nicht
der Fall (siehe unten): die oben beschriebene Funktion von YopT ist fiir diese Prozesse
also nicht verantwortlich.

Zusitzlich kann YopT iiber seine Cystein-Protease-Aktivitit die aktive GTP-gebundene
Form von Racl von der Plasmamembran trennen (Wong und Isberg 2005). Zu beriicksich-
tigen ist, dass diese Daten durch Uberexpression der Reaktionskomponenten gewonnen
wurden. Racl reguliert durch viele nachfolgende Signalproteine die F-Aktin-
Akkumulation am Leitsaum der Zelle, die die Basis fiir die Ausbildung von Lamellipodien
darstellt. Desweiteren entstehen Racl-abhéngig kleine Filamente, die den Ausgangspunkt
fiir den Aufbau von Stressfasern bilden (Small et al. 1998). Eventuell kann das durch YopT
nicht mehr an der Plasmamembran gebundene Racl die F-Aktin-Akkumulation am Leit-
saum der Zelle (und damit die Ausbildung von Lamellipodien) nicht mehr regulieren, was
direkt die Migrations-Eigenschaften der Zelle beeinflussen wiirde. Wieder miiflte eine
YopT-Cystein-Protease-Minus-Mutante (WA-CpTTSSYopT (C139A)), die ja nicht mehr
Rac-1 modifiziert, das Verhalten der Kontroll-Mutanten zeigen. Dies wurde in den hier
vorgestellten Versuchen nicht gefunden.

Die katalytische Aktivitdt von YopT ist C-terminal lokalisiert (Sorg et al. 2003) und drei
Doménen in dieser Region (Cys-139, His-258 und Asp-274) werden fiir die enzymatische
Aktivitdt von YopT als Cystein-Protease benotigt. Wird die katalytische Proteaseaktivitét
von YopT inaktiviert (Mutante WA-CpTTSSYopT(C139A)), dnderte sich iiberraschen-
derweise und im Widerspruch zu den obigen Erklarungs-Vorschligen weder die Wander-
geschwindigkeit noch die Zellteilungsrate; die Wander-Orientierung ist allerdings leicht

verbessert. Die hier erzielten Ergebnisse belegen also, dass die Protease-Doméne von
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YopT offensichtlich nicht die Aktivitét ist, die die Verdnderungen des Wanderverhaltens

der infizierten Zellen bestimmt.

454 YopE

YopE ist in verschiedenen Yersinien-Serotypen leicht unterschiedlich. WA-CpTTSSYopE
O:9-infizierte Zellen zeigten eine Wandergeschwindigkeit von 44% relativ zu nicht-
infizierten Zellen mit einer hohen Wander-Orientierung. Anders als bei den anderen Yops
zeigten mit WA-CpTTSSYopE O:9-infizierte Zellen eine starke Reduktion sowohl der
Anzahl der Stressfasern als auch der Zahl der Lamellipodien und Mikrospikes, und waren
damit dem Wildtyp sehr dhnlich. Eine YopE-Mutante mit zusétzlichen Ubiquitinylierungs-
Stellen wird schneller proteosomal abgebaut (Hentschke et al. 2007). Wurden Zellen mit
einer entsprechenden Mutante mit zusétzlichen Ubiquitinylierungsstellen (WA-
CpTTSSYopE 0:8) infiziert, dnderte sich, wie hier beobachtet wurde, weder die Wander-
geschwindigkeit, noch die Wander-Orientierung oder die Zellteilung.

YopE bindet iiber seine GAP-Domédne an GTPasen und vermittelt eine effiziente GTP-
Hydrolyse speziell bei den Rho-Proteinen RhoA, Racl und Cdc42 (von Pawel-Rammingen
et al. 2000; Andor et al. 2001; Aili et al. 2006). Eine Inaktivierung dieser Proteine fiihrt zur
Depolymerisation von Aktinfilamenten (Trosky et al. 2008). Dies steht im Einklang mit
den in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen im Aktin-Zytoskelett. In Wirtszellen, die
Kontakt zum Yersinien-Invasin haben, werden RhoG und Racl hoch reguliert, was zur
Phagozytose des Bakteriums flihrt. YopE in der Wirtszelle kann diesem Effekt entgegen-
wirken: YopE inhibiert RhoG und Racl und erreicht so, dass die Bakterien extrazellular
bleiben (Roppenser et al. 2008). Auch dieser Mechanismus ist konsistent mit den hier ge-
messenen Ergebnissen. Allerdings vermittelt YopE nur einen ca. 50%igen Phagozytose-
Schutz.

Ein essentieller Bestandteil fiir die GAP-Aktivitat ist Argl44 im ,,Arginin Finger“-Motiv
(Aepfelbacher 2004). Wird die katalytische GAP-Aktivitit ausgeschaltet (Mutante WA-
CpTTSSYopE(R144A)), verdanderten sich aber, wie hier beobachtet wurde, das Zytoskelett
und die Migration der infizierten Zellen gegeniiber GAP-aktivem YopE nicht. Offensicht-
lich hat die GAP-Aktivitit also keinen Einfluss auf die Wander-Eigenschaften der Zellen.
Dies deckt sich mit der Beobachtung von Aili et al. (2003), dass YopE-Mutanten, denen
die in vitro GAP-Aktivitdt fiir RhoA, Racl und Cdc42 fehlte, dennoch zytotoxisch fiir He-
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La-Zellen waren. Von Aziz Awa (2004) wird ebenfalls herausgestellt, dass die GAP-
negative YopE-Mutante podosomale Adhdsionen zerstort, eine Funktion, die der GAP-
Aktivitidt zugeschrieben wurde. Demnach wiirde die Funktion der Rho-GTPasen, die ja
durch YopE moduliert wird, die Zell-Migration nicht beeinflussen. Andere Gruppen dage-
gen stellten im Widerspruch dazu fest, dass die YopE GAP-Mutante (R144A) bei Mausin-
fektionen keine Virulenz mehr zeigte und nicht mehr in der Lage war, zytotoxische Effekte
in HeLa-Zellen auszuldsen (Black und Bliska 2000; von Pawel-Rammingen et al. 2000;
Aili et al. 2006). Diese Frage ist also nicht abschlieBend geklért.

N-terminal hat YopE eine Membran-Lokalisationsdoméne, iiber die es in Wirtszellen an
der Plasmamembran verankert wird (Krall et al. 2004). Wurde die Membran-Lokalisations-
Doméne (MLD) entfernt (Mutante WA-CpTTSSYopE(AMLD)), erhohte sich die Wander-
geschwindigkeit der infizierten Zellen auf 64% des Wildtyp-Verhaltens mit einer leicht
verringerten Orientierung. Die beobachteten Verdnderungen im Aktin-Zytoskelett bei mit
dieser Mutante infizierten HUVEC-Zellen korrelierten mit der leicht verbesserten Migrati-
onsfahigkeit: Mikrospikes und Stressfasern wurden etwas haufiger und in stirkerem Aus-
mal} ausgebildet als bei mit WA-CpTTSSYopE O:9 infizierten Zellen. Die Membran-
Bindedomiéne von YopE beeinflusste also das Wanderverhalten der Zellen. Sie ist aber
nicht die einzige YopE-Funktion, weil ihre Inaktivierung nicht den Phenotyp der nicht-
infizierten Zellen wiederherstellte.

Diese hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass YopE die Wander-Eigenschaften der infizier-
ten Zellen nicht iiber die GAP-Aktivitit wohl aber iiber die Membran-Bindedomine beein-

flusst, und dass YopE neben der MLD-Domine weitere Aktivititen besitzen muss.

45.5 YopH

WA-CpTTSSYopH-infizierte Zellen zeigten ein stark reduziertes Wanderverhalten: die
Wandergeschwindigkeit betrug 34% der Geschwindigkeit der mit Wildtyp-Yersinien (WA-
314) infizierten Zellen, mit vollstindig reduzierter Wander-Orientierung. Visuelle Inspek-
tion der Mikroskop-Bilder zeigte, dass mit WA-CpTTSSYopH infizierte HUVEC-Zellen
zu einem groflen Teil aus dem Zellverband des Zellrasens gelost waren. Dieser Effekt kor-
relierte mit der Stirke der Anderung der Wanderrichtung. YopH ist also bereits allein in
der Lage, die Richtungslosigkeit der mit Wildtyp infizierten Zellen hervorzurufen. Gene-

rell waren mit YopH infizierte Zellen in Bezug auf ihr Wanderverhalten dem Wildtyp am
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nichsten. Die Zellteilungs-Rate war bei mit WA-CpTTSSYopH infizierten Zellen stark
reduziert, die Apoptoserate hingegen war kaum verandert.

Das Aktin-Zytoskelett war in allen drei Elementen reduziert, aber nicht so stark wie bei mit
WA-CpTTSSYopE und dem Wildtyp (WA-314) infizierten Zellen. Viele YopH-Substrate
sind Anteile von fokalen Adhésionen wie z.B. p130Cas (Viboud und Bliska 2005) und foka-
le Adhédsions-Kinasen (FAK): Paxillin, Lck, Fyb und SKAP-HOM (Cornelis 2002). Fokal-
kontakte (,,small focal complex structures®) sind in den Lamellipodien der meisten wan-
dernden Zellen vorhanden, und es wird angenommen, dass sie wichtig fiir die Vermittlung
des Haftens der sich ausbreitenden Lamellipodien an der extrazelluldren Matrix sind (Lauf-
fenburger und Horwitz 1996). Racl wird fiir die Ansammlung fokaler Komplexe benétigt
(Nobes und Hall 1995; Allen et al. 1997). Die Zelladhdsion an die extrazelluldre Matrix
fiihrt zu einer Aktivierung von Racl und Cdc42 (Price et al. 1998). Cdc42 scheint eine
wichtige Rolle in der Regulation der Wanderrichtung zu spielen (Raftopoulou und Hall,
2004). Wird die Zelladhédsion der HUVEC-Zellen durch die Anwesenheit von YopH ge-
stort, ist eventuell auch Cdc42 in der Aktivitit eingeschrankt, und die Zellen wandern
eventuell deshalb richtungslos.

Der Hauptangriffspunkt von YopH ist p130“*. Die Inaktivierung von p130“* durch YopH-
vermittelte Dephosphorylierung fiihrt zu einer Zerstdorung von Aktinstrukturen, die iiber
den Verlust von fokalen Adhéisionen die Phagozytose inhibiert. Diese Inhibition der Pha-
gozytose wird durch die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestétigt. Die durch An-
dersson et al. (1996) beschriebene Zerstorung des Zytoskeletts kann die hier beobachtete
verminderte Migrationsleistung der HUVEC-Zellen durch YopH-Infektion gut erkléren.
Die vorgestellten Daten zeigen, dass der Hauptteil des Effekts des Wildtyp-Stamms (WA-
314) auf das Wanderverhalten von infizierten HUVEC-Zellen bereits allein durch die In-
jektion von YopH erzielt werden kann. Allerdings ist derzeit unklar, ob die Monosekreti-
ons-Mutanten gleiche Mengen der jeweiligen Yops translozieren wie die Wildtyp Yersini-
en. Aus den hier durchgefiihrten Versuchen kann nicht abgeleitet werden, welche funktio-
nelle Aktivitdt von YopH bevorzugt fiir diesen Einfluss verantwortlich ist. In Frage kommt
hierfiir weniger die N-terminale Doméne, die fiir die YopH-Sekretion aus dem Bakterium
und Translokation in die Zelle zustdndig ist (Evdokimov et al. 2001), als vielmehr die
Phosphatase-Aktivitdt (aa 223-460), da diese Domine unter anderem fiir die generelle Re-
duktion der Phosphorylierung von Tyrosin verantwortlich gemacht wird (Viboud und

Bliska 2005). Auch die anderen Yops haben einen, wenn auch geringeren Einfluss auf das
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Wanderverhalten und verstirken vermutlich den YopH-Einfluss, so dass konzertiert das
Wildtyp-Verhalten hieraus resultiert.

Neben YopH beeinflusste auch YopE die Migration der HUVEC-Zellen stark. Ob die bei-
den Yops gemeinsam in der Lage sind, den Effekt des Wildtyps auszuldsen, bleibt zu kla-
ren. Fiir diese Fragen sind Studien mit Yop-Doppelmutanten, insbesondere von YopE mit

YopH, notwendig.

4.6 Beeinflussung der Migrations-Richtung

Es ist zu vermuten, dass Cdc42, welches die Bildung von Filopodien/Mikrospikes regu-
liert, fir das ,,Fiithlen* der Richtung wahrend der Chemotaxis benétigt wird (Allen et al.
1998, Nobes und Hall, 1999). Die Rolle von Cdc42 in diesem Prozess ist vermutlich, die
Aktin-Polymerisation zu initiieren, die fiir die Verldngerung des Filopodiums bendtigt
wird.

Wurden die HUVEC-Zellen mit den Monosekretions-Mutanten WA-CpTTSSYopE, -
YopP, -YopM und -YopO infiziert, zeigte die Rosette des Wanderverhaltens keinen deutli-
chen Unterschied zum Verhalten der nicht-infizierten HUVEC-Zellen.

Von den hier untersuchten Yops wird YopE u.a. eine Cdc42 modifizierende Wirkung zu-
geschrieben (von Pawel-Rammingen et al. 2000). AuBlerdem verhindert YopE schon zu
einem frithen Zeitpunkt der Infektion die Ausbildung von Mikrospikes. Beide Griinde
spriachen dafiir, dass YopE die Migrations-Richtung beeinflusst. Ein Einfluss von YopE
auf die Migrations-Richtung wurde hier aber liberraschenderweise nicht gefunden.

Neben YopH, welches die Migrations-Richtung in stirkstem Ausmal} beeinflusst, nimmt
auch YopT auf die Migrations-Richtung Einfluss. Von YopT ist allerdings primér die
RhoA modifizierende Wirkung beschrieben. Die Infektion mit WA-CpTTSSYopT bewirkt
zu einem frithen Zeitpunkt, dass keine Mikrospikes mehr ausgebildet werden, was auf eine
modifizierende Wirkung von YopT auf Cdc42 schlielen lassen wiirde. HUVEC-Zellen, die
mit der WA-CpTTSSYopT-Mutante sowie WA-CpTTSSYopT C139A infiziert wurden,
zeigten allerdings nur ein geringfiigig anderes Bild.

Die Monosekretionsmutante WA-CpTTSSYopH ruft die geringste Orientierung des Zell-
wanderverhaltens hervor; die HUVEC-Zellen wanderten orientierungslos dhnlich wie bei
der Infektion mit dem Yersinien-Wildtyp. YopH ist eine hoch aktive Tyrosinphosphatase,

und YopH-Substrate sind Bestandteile von fokalen Adhésionen. Fokale Adhésionen spie-
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len eine Rolle in der Regulation dynamischer Interaktionen zwischen dem Aktinzytoskelett
und extrazellularen Matrix-Proteinen (Brakebusch und Fassler 2003). Das Hauptziel von
YopH ist p130“*, dessen Inaktivierung fiihrt zu einer Zerstorung von Aktinstrukturen, die
mit einem Verlust von fokalen Adhdsionen einhergeht und so die Phagozytose inhibiert
(Andersson et al. 1996) und moglicherweise so auch die Migration und Migrations-

Richtung angreifen.

4.7 Kopplung von Phagozytose und Migration

Der Yersinien-Wildtyp WA-314 war in der Lage, seine Phagozytose nahezu vollstindig zu
verhindern. Dazu war keines der einzelnen Yops allein fdhig. Eventuell erreichen aber
YopH, YopE und YopT gemeinsam eine nahezu vollstindige Verhinderung der Phagozy-
tose, wie im Wildtyp realisiert; moglicherweise ist dies die Hauptfunktion der Yops. Eine
starke Verringerung des Wanderverhaltens mag dariiber hinaus eine weitere, sinnvolle Er-
ginzung in der Beeinflussung der befallenen Zellen sein, um ein Wandern der Zellen zum
nichstgelegenen lymphatischen Organ bzw. Lymphknoten zu verhindern und damit die
Einleitung der sekundidren Immunantwort zu verzogern. Eventuell ist dies aber flir das
Uberleben und die Vermehrung der Yersinien nicht unbedingt notwendig, und man kénnte
spekulieren, dass die Beeinflussung des Wanderverhaltens eher ein Nebeneffekt als eine
gezielte, zusitzliche Beeinflussung ist. Dies wire moglich, da zur Verhinderung der Pha-
gozytose Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts angegriffen werden, die auch fiir das Wan-
derverhalten verantwortlich zeichnen. Die Yops interagieren mit Proteinen zelluldrer Si-
gnalwege, so dass solche Nebeneffekte durchaus wahrscheinlich wiren. In diesem Zu-
sammenhang sind die Eigenschaften von YopP bedeutsam: YopP zeigt keinen Einfluss auf
die Phagozytose sehr wohl aber auf das Aktin-Zytoskelett und das Wanderverhalten. Dies
zeigt, dass diese beiden Funktionen, Phagozytose-Unterdriickung und Migrations-

Behinderung, von den Yops entkoppelt und getrennt voneinander erreicht werden.
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4.8  Teilungs-Verhalten

In dieser Arbeit wurde die Teilungsrate der HUVEC-Zellen abgeschitzt. Durch Infektion
mit Yersinien als auch mit einzelnen Yops wird die Teilungsrate herabgesetzt. Zum einen
konnte diese Reaktion der HUVEC-Zellen zur gezielt ausgeldsten Strategie der Yersinien
gehoren, zum anderen konnte es sich dabei aber auch um einen generellen Schutz der Zel-
len gegen Bakterienbefall handeln. Der Reaktionsweg konnte iiber das Auslosen der
Caspase-Signalkaskade in Gang gesetzt werden. Caspase 8 ist in der Lage, Caspase 7 zu
aktivieren, die das innere Kinetochor-Protein CENP-C und INCENP schneidet (Faragher et
al. 2007) und damit die Funktion des Kinetochor-Komplexes zerstort. Damit wire eine
fehlerfreie Zellteilung in der Mitose nicht mehr méglich. In der Tat wurden hier fehlerhafte

Zellteilungen in Yersinien-infizierten HUVEC-Zellen beobachtet.

4.9  Apoptose

HUVEC-Zellen zeigten eine nur geringe Apoptose-Rate, die sich auch nach Infektion mit
Kontroll-Mutanten nicht erhohte. Die Apoptose-Rate blieb gering, wenn nur mit YopH
infiziert wurde, und erhéhte sich im Rahmen des Melifehlers auch nicht bei Infektion mit
YopP oder dem Wildtyp-Stamm. Die hier gemessenen Daten zeigen, dass Yersinien bei
HUVEC-Zellen praktisch keine Apoptose auslosen. Dies wire eventuell auch keine erfolg-
versprechende Strategie: vermutlich setzen in Apoptose gehende Makrophagen Botenstoffe
frei, die das Immunsystem aktivieren, so dass das Sterben von Makrophagen die Immun-
abwehr eher verstirkt als unterdriickt. Eine Verstdrkung der Immunabwehr wiirde die

Uberlebensmdglichkeiten der Yersinien stark beeintriichtigen.

4.10 Migration von Immunzellen

Um definitive Aussagen tiber die Migration von Immunzellen machen zu kdnnen, miisste
die Integrin-unabhéngige Migration im 3-dimensionalen Raum untersucht werden. Es ist
zu vermuten, dass der Einfluss von YopH unter diesen Bedingungen weniger stark ausge-
pragt ist, da den fokalen Adhésionen, auf die YopH zerstorend wirkt (Andersson 1996),
unter diesen Bedingungen eine weit geringere Bedeutung zugeschrieben wird (Ldmmer-

mann et al. 2008). Die Migration von Immunzellen ist aber auch von der Dynamik des
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Aktin-Zytoskelletts abhdngig. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die Migration

dieser Zellen in einem starken Ausmal} von den Yops beeintrachtigt wird.

Von Riissmann et al. (1996) konnte gezeigt werden, dass polymorphkernige Leukozyten
(PMNSs), die mit Yersinien infiziert wurden und Yersinien internalisiert hatten, in der Lage
waren, einen artifiziellen einschichtigen Zellrasen, der sich auf einer mikroporésen Mem-
bran befand, zu tiberwinden. Dies bedeutet, dass die von Riissmann et al. (1996) beschrie-
benen Yersinien (Y-108-P) nicht iiber die Fahigkeit verfiigten, ihre eigene Phagozytose zu
verhindern und die Migration von Immunzellen zu inhibieren. Nur auf den ersten Blick
stehen diese Ergebnisse im Widerspruch zu den hier erziehlten Daten, denn Riissmann et
al. (2006) haben die Virulenzplasmid-tragenden Yersinien (Y-108-P) bei 26 °C kultiviert,
sodass die Yops bei den niedrigen Temperaturen nicht exprimiert wurden und die Yersini-
en deshalb nicht iiber die Virulenzplasmid-koodierten Pathogenitétsfaktoren verfiigten. Die
von Riissmann et al. (1996) erzielten Ergebnisse sind deshalb mit den Negativ-Kontroll-
Daten dieser Arbeit zu vergleichen. Liegen dagegen Yersinien (WA-314) wie hier be-
schrieben bei 37 °C vor, exprimieren sie die Yops, verfligen also iiber die Virulenzplas-
mid-kodierten Determinanten, sind damit weitestgehend Phagozytose-resistent und kon-
nen, wie hier gezeigt, sehrwohl die Migration der Zellen inhibieren, ein Prozess, der die
Einleitung der sekundédren Immunantwort verzogern kann und damit vermutlich entschei-
dent zur Virulenz der Yersinien beitragt. Somit verfiigen enteropathogene Yersinien, wie
hier zum ersten Mal gezeigt wird, iiber eine zweite (neben der Inhibition der Phagozytose)
immunsupressive Strategie: liber die Fahigkeit, die Migration von Immunzellen zu inhibie-
ren. Es wiére wichtig, diese Zusammenhénge auch fiir dendritische Zellen (DCs) nachzu-
weisen. DCs wird eine Schliissel-Rolle in der Schnittstelle zwischen der angeborenen und
der adaptiven Immunitét zugeschrieben, u.a. durch ihr Wandern vom priméren Infektions-
herd zum regionalen Lympfknoten. Es wére eine erfolgsversprechende Strategie der Yersi-
nien, auch die Beeinflussung der Initiation einer Immunantwort durch DCs dadurch zu
hemmen, dass deren Migration behindert wird. Wir vermuten einen solchen Einfluss von

Yersinien auf DCs.

Fiir Yersinia pestis (37°C) wurde eine inhibierende Wirkung auf die Migration von DCs
bereits beschrieben (Velan et al. 2006; Robinson et al. 2008): die Migration der DCs ist

Temperatur- und Virulenzplasmid-abhéngig. Dies wird in der vorliegenden Arbeit auch fiir
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die Inhibition der Migration durch enteropathogene Yersinien gezeigt. Fiir die Inhibition
der Migration der DC durch Yersinia pestis wird von Robinson et al. (2008) zwar eine Ab-
hingigkeit vom Virulenzplasmid gesehen, aber kein Zusammenhang mit den Yops herge-
stellt. Robinson et al. (2008) sehen die Ursache der Hemmung der Migration von DC durch
Yersinia pestis in einer Temperatur- und Virulenzplasmid-abhéngigen Verdnderung in der
Struktur des Lipids A. In dieser Arbeit werden die Yops fiir die Inhibition der Migration
von Zellen verantwortlich gemacht. Es bleibt abschieend zu kldren, ob die gefundenen

Mechanismen kausal miteinander verkniipft sind.

4.11 Zukunftsvision: Yop-Proteine in der Tumortherapie

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Yop-Proteine die Migration von Endo-
thelzellen inhibieren. Diese Migration spielt aber nicht nur bei der Wundheilung eine wich-
tige Rolle sondern auch bei der Neubildung von Gefédllen, der Angiogenese.

Die Angiogenese ist ein Prozess, bei dem Blutgefia3e aus einem bereits vorhandenen Blut-
gefdBsystem entstehen (Auerbach et al. 2003). Die Angiogenese ist ein integraler Bestand-
teil von normalen Korperprozessen, spielt aber auch eine Rolle bei pathologischen Prozes-
sen wie dem Tumorwachstum und der Metastasierung (Auerbach et al. 2003). Die angio-
genetischen Stimuli, die zu einer gerichteten Migration der Endothelzellen fithren, werden
von Tumorzellen, aktivierten Lymphozyten oder Makrophagen ausgeschiittet. Die Endo-
thelzellen durchbrechen daraufhin die Basalmembran, migrieren in Richtung der Stimuli
und teilen sich, um die notige Zellzahl, die zur Auskleidung neuer GefaBle bendtigt wird,
bereitzustellen (Auerbach et al. 2003). Die meisten Tumore sind von der Angiogenese ab-
héngig, um weiter wachsen zu konnen und um Metastasen bilden zu konnen (Verheul et al.
2004). Die Tumore bendtigen eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstof-
fen und miissen Abfallprodukte entsorgen; dafiir ist eine vermehrte Blutversorgung essen-
tiell (Verheul et al. 2004). Anti-angiogenetische Substanzen konnten daher entscheidend
zur Verbesserung der Tumortherapie beitragen. Die anti-angiogenetische Therapie hat
nicht die Zerstérung des Tumors zur Folge, konnte aber zu einer Reduktion der Tumor-
masse oder zu einer Wachstumshemmung des Tumorgewebes flihren (Folkman 1996).
Hashimoto et al. (2007) zeigten, dass Alandronat die Migration von HUVEC-Zellen und
die Ausbildung von kapillardhnlichen Strukturen in vitro inhibieren. Diese Effekte sind

assoziiert mit einer reduzierten Rho-Aktivitdt und einer verminderten Bildung von Stress-
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fasern und fokalen Adhisionen. HUVEC-Zellen, die fiir 10 min mit ,,vascular endothelial
growth factor” (VEGF) behandelt wurden, zeigten vermehrt Rho-GTP, d. h. Rho in seinem
aktivierten Zustand. In Anwesenheit von Alandronat konnte dieser Effekt nicht beobachtet
werden, was die verminderte Ausbildung von Stressfasern und fokalen Adhdsionen erkla-
ren kann. Alandronat hat in vitro anti-angiogenetische Effekte, die iiber das Eingreifen in
die VEGF-induzierte Rho-Aktivierung vermittelt werden. Die Therapie mit Alandronat
reduzierte die Intra-Tumor-Angiogenese bei Ovarial-Krebs bei Maiausen, obwohl die
VEGF-Expression nicht verdndert war (Hashimoto et al. 2007).

Da auch die Yops in viele intrazellulire Prozesse iiber eine Beeinflussung von Rho-
GTPasen eingreifen, konnten Yops dhnlich auf Tumore wirken wie Alandronat. Um dies
zu Uberpriifen, miisste zuerst der Einfluss von Yop-Proteinen auf die Angiogenese in vitro
untersucht werden. Gerade YopH und YopE scheinen Proteine zu sein, die moglicherweise
die Angiogenese sehr effektiv inhibieren; eventuell zeigen diese Proteine in vivo einen dhn-
lichen Effekt auf Tumore wie Alandronat. Es miisste allerdings sichergestellt werden, dass
die Proteine keine, nicht mit dem Leben vereinbarende Effekte auf das vorhandene Gefal3-
system ausiiben. YopO, -M, -P und -T zeigen vermutlich einen zu geringen Effekt auf die
Zellmigration, um als anti-angiogenetische Proteine Einsatz zu finden. Eine genauere Un-
tersuchung von YopM ist aber dennoch wichtig, da vermutet wird, dass YopM auch ohne
Typ-11I-Sekretion in humane Zellen gelangen kann. Denkbar ist, dass andere Yop-Proteine
(besonders erfolgversprechend wéren YopH oder YopE) mit Hilfe von YopM in die Zellen

eingebracht werden konnen um so das Tumorwachstum einzuschrianken.
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6 Anhang
6 Anhang
Anhang 1:

Richtungs-Rosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit den

ziert wurden.

Abbildung A1: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-C* infiziert wurden.

Abbildung A2: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-CpTTSS* infiziert wurden.
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Abbildung A3: Richtungsrosetten flir HUVEC-Zellen, die mit ,,Y.e.5/15* infiziert wurden.

Anhang 2:
Die Rosetten der Migrations-Richtungen fiir HUVEC-Zellen infiziert mit
314(AYopH), WA-CpTTSSYopE RI144A, WA-CpTTSSYopE AMLD und

CpTTSSYopT C139A sind anschlilend aufgefiihrt.
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Abbildung A4: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-314(AYopH)* infiziert wurden.
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Abbildung A5: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-CpTTSSYopE R144A* infiziert wur-

den.
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Abbildung A6: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-CpTTSSYopE AMLD* infiziert wur-

den.
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Abbildung A7: Richtungsrosetten fiir HUVEC-Zellen, die mit ,,WA-CpTTSSYopT C139A* infiziert wur-

den.
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Anhang 3: Untersuchungen des Aktinzytoskeletts: Mikrospikes, Lamellipodien und

Stressfasern zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (nach 10 min und nach 2 h).

Stamm Stressfasern | Stressfasern | Lamellipodien | Lamellipodien | Mikrospikes | Mikrospikes
10 min 2h 10min 2h 10min 2h
PBS Z 100 Z 100 720 720 Z 100 Z 100
A 80 A 50 A 20 A 20 A 80 A 50
WA-C Z 100 Z 100 720 Z20 Z 100 Z 100
A 50 A 80 A 20 A 20 A 80-100 A 20
Y.e. 5/15 Z 100 Z 100 720 720 Z 100 Z 100
A 50 A 50 A 50 A 20 A 100 A 50
WA-314 Z 20 Z20 Z0 Z0 Z20 Z 10
A 20 A 20 A0 A0 A 10 A 10
WA- Z 10 Z 50 Z 10 Z 30 Z 80 Z 30
CpTTSSYopO A 10 A 80 A 10 A 80 A 80 A 80
WA- Z 50 Z 100 Z 50 Z 30 Z 80 Z 30
CpTTSSYopM = A 50 A 80 A 80 A 80 A 80 A 30
WA- Z0 Z 80 Z10 Z 30 Z 50 Z 80
CpTTSSYopP A0 A 50 A10 A 50 A 80 A 100
WA- Z10 Z20 Z10 Z0 Z10 Z 80
CpTTSSYopT A 10 A 20 A 80 A0 A 10 A 100
WA- Z0 Z0 Z0 Z0 Z0 Z0
CpTTSSYopE A0 A0 A0 A0 A0 A0
WA- Z0 Z 50 Z0 Z0 Z20 Z0
CpTTSSYopE A0 A 10 A0 A0 A 80 A0
R144A
WA- Z 10 Z 50 Z0 Z0 Z20 Z 50
CpTTSSYopE A 10 A 80 A0 A0 A 50 A 80
AMLD
WA- Z 10 Z 30 Z 10 Z 10 Z 80 Z 10
CpTTSSYopH A 10 A 30 A 10 A 10 A 80 A 10
WA- Z 10 Z20 Z0 Z 10 Z 10 Z 50
314(AYopH) A 10 A 30 A0 A 80 A 20 A 80

Tabelle A8: Die Untersuchungen des Aktinzytoskeletts wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten durchge-

fiihrt (nach 10 min und nach 2 h), da sich die drei Strukturen Mikrospikes, Lamellipodien und Stressfasern

zeitlich unterschiedlich entwickeln. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass ein eventuell zeitlich unter-

schiedlicher Einfluss der Yops auf die Entwicklung der Strukturen detektiert wird. Als Negativ-Kontrollen
dienten unbehandelte HUVEC-Zellen (PBS) und die Mutanten WA-C (Yersinien ohne Virulenz-Plasmid)

und Y.e. 5/15 (Yersinien mit Virulenzplasmid, aber mit mutiertem nicht funktionsfahigen Translokalisations-

Apparat). Zur Quantifizierung wurden zum einen die Anzahl (Z) der Zellen gezihlt, die diese Struktur auf-

wiesen, zum anderen wurde das Ausmal (A) der Auspriagung in diesen identifizierten Zellen bestimmt.
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