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I.ZUSAMMENFASSUNG

.  ZUSAMMENFASSUNG

Das enteropathogene Bakteriofersinia enterocoliticdhat verschiedene Virulenzmechanismen
entwickelt, um die Immunantwort zu modulieren, ddragozytose zu entgehen und sich das
Uberleben im Extrazellularraum lymphoider Gewebe gichern. Uber das Typ-lll-
Sekretionssystem schleust dieser Erreger nach demiaki mit der eukaryotischen Wirtszelle
sechs verschiedene Effektorproteine, die sogenanviggsinia outer proteins (Yops), in die
Zelle. Diese modulieren verschiedenste Signalwegd beeintrachtigen so antibakterielle
Abwehrmechanismen, wie die Phagozytose, die Austcigi von Zytokinen und zellulares
Uberleben durch unterschiedliche biochemische Aktien. Eines dieser Effektorproteine in
Y. enterocoliticaist die 729 Aminosduren grol3e Serin/Threonin-Ken&pO. Neben seiner
Kinase-Domane (Aminosauren 89-440) beinhaltet date noch eine Membran-Lokalisations-
Doméne (MLD, Aminosauren 1-89) und eine C-termin@l@l-ahnliche Region (Aminosauren
440-729). Die Translokation von YopO fuhrt zu eirfarstérung des Aktin-Zytoskeletts und
damit zur Inhibition der Phagozytose, dabei sind derursachenden Mechanismen und die
Beteiligung der verschiedenen Doménen allerding$ nmklar.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit CIB1 ein Sulistim die Serin/Threonin-Kinase YopO
identifiziert werden, welchem vitro an den Serinen —185 und —186 phosphoryliert vfid.
Hilfe von Koimmunprazipitationsversuchen konnte zemen die Interaktion bestatigt werden
und zum anderen der CIB1-YopO-Interaktionsberencterhalb des YopO-Molekils identifiziert
werden. Dabei ist die MLD-Doméane von YopO essentigldie Interaktion mit CIB1. Bei der
Untersuchung der Rolle der CIB1-Phosphorylierung die Zellmorphologie mit Hilfe eines
Spreading-Assays konnte allerdings kein Einflugseli Phosphorylierung auf die Morphologie
der Zellen festgestellt werden. Fur die Charakienisg weiterer zellularer Effekte von
transloziertem YopO wurde mit Hilfe des FIp/thT-REx"™-Systems eine HEK293Zelllinie
etabliert, die tetracyclinabhangig das EffektorpnotYopO exprimiert. So konnte mit Hilfe von
fluorimetrischen C&-Messungen ein inhibitorischer Einfluss von Yopd den zytosolischen
Cd*-Einstrom aus intrazelluldaren Speichern, der fiir rseleiedenste antibakterielle
Abwehrmechanismen essentiell ist, in dieser stabflelllinie dargestellt werden. Luciferase-
Assays zeigten aul3erdem in Abhangigkeit von Yop@e everminderte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors N#B, der fur die Produktion und Ausschittung von ZXijten,

Chemokinen und Apoptoseregulatoren wahrend deartnflation verantwortlich ist.
-1-
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[I.  EINLEITUNG

1. Die GattungYersinia

Der Name der Gattunyersinia geht auf Alexandre J. Yersin zurlck, der 1894 &tamm
Yersinia pestisisolierte und damit als den Erreger der Pest ifigette (Schleifstein and
Coleman 1939; Frederiksen 1964). Yersinien sinadngeggative Stabchen aus der Familie der
Enterobacteriacaesie wachsen fakultativ anaerob, sind Katalaséipasd bilden keine Sporen
(Brenner 1979; Miller et al. 1988). Ihr Wachstumismpim liegt bei 27 °C, wobei sie aber auch
bei niedrigeren Temperaturen zur Vermehrung fahigd.s Y. enterocolitica und

Y. pseudotuberculosieigen eine mono- bis petriche BegeifRelung und damit im Gegensatz
zuY. pestidei 20-28 °C beweglich (Aepfelbacher and Heesen2édn).

Es sind mittlerweile 11 Yersinia-Arten bekannt, vadenen dreiY. pestis, Y. pseudotuberculosis
und Y. enterocolitida humanpathogene Bedeutung besitzen (Heesemann Po@fker et al.
2001). Die Bandbreite der Erkrankungen, die siédmses, reicht dabei von der tddlichen Pest bis
zur Gastroenteritis (Brenner 1979; Cornelis eL@87; Knapp 1988).

Y. pestisals Erreger der Pest wird Uber den ,Rattenfloh@n Menschen Ubertragen und hat
nach Schatzungen ca. 200 Mio Menschenleben im Mevian 3 grof3en Pandemien gefordert
(Perry and Fetherston 1997; Keeling and GilligarO®0 Der Erreger verfugt Uber zwei
spezifische Virulenzplasmide, die fur Pathogeritdt®ren kodieren. Einerseits sind diese fir
den Befall des ,Rattenflohs” und dessen Funktienkalankheitsvektor notwendig (Hinnebusch
et al. 2002), andererseits sind sie fur die Ausiniff einer Proteinschutzkapsel verantwortlich
(Brubaker 1972; Benner et al. 1999). Nach dem Bess ,Rattenflohs” zeigt sich in der Regel
nach 1-7 Tagen Inkubationszeit das Krankheitsbiéd 8eulenpest. Dabei treten Kklinisch
blauschwarze und schmerzhafte Schwellungen der higngien (Bubonen) auf, die dieser Form
der Pest ihren Namen gegeben haben. Bei einemnsggsteen Verlauf endet die sich
anschlie3ende Pestsepsis unbehandelt in 50 —90 Fllie lethal.

Die sekundare Lungenpest resultiert aus einer @tigeales Erregers in die Lunge. Dieser kann
dann durch Tropfcheninfektion von Mensch zu Mensidertragen werden und ist damit
hochansteckend. Nach einer Inkubationszeit vorwanigen Stunden weist die Pestpneumonie
unbehandelt eine Lethalitatsrate von nahezu 100f%Jasko 2004).
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Mit einer Homologie in der chromosomalen DNA von%7ist Y. pseudotuberculosis Y. pestis
phylogenetisch am nachsten. Die durch sie verutsacKrankheitsbilder unterscheiden sich
jedoch trotz dieser Ahnlichkeiten enorm, was aué dinterschiedlichen plasmidkodierten
Pathogenitatsfaktoren zuriickzufihren ist. Der ep&hogene ErregeY. pseudotuberkulosis
befallt vorwiegend Tiere (Brubaker 2004; Chainle804), wobei die Infektion beim Menschen
vor allem durch Verzehr von Fleisch latent infigger Tiere erfolgt. Diese fuhrt nach einer
Inkubationszeit von 1-2 Wochen zu einer Yersinidse, der mesenteriale Lymphknoten und
lymphatisches Gewebe des terminalen lleums befaNenden. Neben landwirtschaftlichen
Nutztieren sind Nager ein wichtiges Erregerreserfimi Y. pseudotuberculosiBei infizierten
Tieren tritt meist eine Septikamie auf und es kommi einer Ausbildung von
tuberkuloseédhnlichen Herden in Milz, Leber, Niengl ymphknoten, die namensgebend fur das
Bakterium waren.

NebenY. pseudotuberculosist Y. enterocoliticaein Erreger der humanen Yersiniose (Arvastson
et al. 1971; Vantrappen et al. 1977) und wird atlchr kontaminierte Lebensmittel wie Milch
und Schweinefleisch auf den Menschen ibertrageist BebernSalmonellaund Campylobacter
der dritthaufigste bakterielle Enteritiserreger.

Alle drei humanpathogeneiersiniaBakterien sind invasiv, lymphotroph und kénnen der
angeborenen Immunantwort, dabei im speziellen deseBigung durch Makrophagen und
polymorphkernige Leukozyten (PMN’s), entgehen (@tmet al. 1998). Sie unterscheiden sich
allerdings massiv in ihrer Invasivita¥.. enterocoliticaund Y. pseudotuberculosisbnnen die
gastrointestinale Mukosa uberwinden und daruntegelndes Gewebe infizieren, wahrend
Y. pestisdurch den ,Rattenfloh” in den Koérper injiziert wiund damit selbst keine Epithelien

durchdringen muss (Cornelis et al. 1998).

2. Yersinia enterocolitica

Dieser Erreger ist weit verbreitet und findet snchist in aquatischen und tierischen Reservoiren,
wobei das Hausschwein als Hauptreservoir fir hupsthogene Stamme dient (Bottone 1997).
Die Infektion mit Y. enterocoliticaerfolgt oral durch die Aufnahme von kontaminierten
Lebensmitteln (Cover and Aber 1989; Aleksic and i&wouhl 1990). Dabei gelangen die
Bakterien in das terminale lleum, durchwandern dpzielle Epithelzellen der intestinalen

Mukosa (sogenannte M-Zellen) und besiedeln schdief3las darmassoziierte lymphatische
-3-
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Gewebe der Peyerschen Plaques. Dabei scheint dedl&@benprotein Invasin von groR3er
Bedeutung in diesem frihen Stadium der Infektionsein, indem eg1-Integrin-Signalwege
aktiviert und damit die Internalisierung der Baldar ermdglicht (Grassl et al. 2003). Im
submukosalen Lymphgewebe kann die Vermehrung desiMen stattfinden, Abzessbildung
durch die M-Zellen kann beobachtet werden bzw.YBesinien kdnnen sich tber abflieRende
lymphatische GefaRe bis in die mesenterialen Lymptdn ausbreiten. Nach einer
Inkubationszeit von 4-7 Tagen konnen je nach Alted Immunstatus des Patienten Symptome
von leichtem Durchfall mit Erbrechen und leichtenelder, bis hin zu akuter mesenterialer
Lymphadenitis auftreten (Bottone 1997). Im Allgenex verlauft die Krankheit gutartig und
selbstlimitierend. Ein septischer Verlauf tritt stenur bei immunsuppremierten Patienten auf
und kann antibiotisch behandelt werden. Bei 30 %olnkezierten konnen Folgerkrankungen wie
das Erythema nodosum, die reaktive Arthritis, dimethritis und das sogenannte Guillain-Barré-
Syndrom auftreten (Fredriksson-Ahomaa et al. 2006).

Aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften laslt¥s enterocolitican biochemischen Tests
in 6 verschiedene Biotypen (1A, 1B und die Grupger8, 4 und 5) einteilen (Wauters et al.
1987). Serologisch kanry. enterocolitcazudem noch nach der Expression verschiedener
Oberflachen- (O) bzw. GeilRelantigene (H) unterstdre werden. Bisher sind fast 60
verschiedene Serotypen beschrieben, von denentlibfektionen im Menschen in Verbindung
gebracht werden. Die Serotypen O:3, 0:9, 0:5,27 Orftl verursachen weltweit die meisten
Infektionen, wobei in den USA meist die Serotyped,dD:8, 0:13, 0:18, 0:20 und O:21 zu
finden sind, die alle dem hoch pathogenen Biotyp al§iehéren. In Europa dagegen treten
vermehrt O:3, 0:5,27 und O:9 als Serotypen aufzdiden weniger pathogenen Biotypen 2 bis 5
gezéhlt werden (Aleksic and Bockemuhl 1990). Bissveikann auch eirlY. enterocolitica
Serotyp O:8 in Deutschland isoliert werden (Schuéteal. 2003).

3. Chromosomal kodierte Virulenzfaktoren

Der Lebenszyklus von enteropathogenen Yersiniert g8t Uberleben auRerhalb des Wirtes
voraus, was durch eine Anpassung der Genexpreasialie jeweilige Umgebung erreicht wird.

Bevor diese Mikroorganismen durch den Menschenesgigimen werden, kénnen sie aufgrund
hochadaptiver Stoffwechselwege, die typisch flclselfrei lebenden Enterobakterien sind, auch

feuchte natirliche Lebensraume bzw. Lebensmittel siedeln. Dabei ist die
-4 -
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Umgebungstemperatur von entscheidender Bedeutungdii Genexpression. So werden
Flagellen, die fur die Motilitdt der Bakterien widh sind, s-LPS §mooth lipopolysaccherijle
das Adhéasin Invasin und das hitzestabile Enterotdsst bei Temperaturen unter 30 °C stark
exprimiert, bei 37 °C jedoch nur sehr schwach bpar nicht (Straley and Perry 1995).
Verschiedene Virulenzfaktoren sind fir Resistengegentber der Immunabwehr des Wirtes
verantwortlich, aber auch fur den Tropismus fur pyratisches Gewebe und die Fahigkeit sich im
Wirt weiter zu verbreiten. Diese Virulenzfaktorendsin Yersinien im Genom verankert bzw.

liegen zum Teil auch plasmidkodiert vor.

3.1  High Pathogenicity Island (HPI)

Einer dieser genomkodierten Virulenzfaktoren ist Eisenaufnahmesystem, welches in allen
drei human pathogenen Yersinien nahezu identigamis fir die Versorgung der Yersinien mit
Eisenionen aus ihrer Umgebung eine wichtige Rqgliels Die Gene dafur liegen auf einer ca.
45 kb grofRen Pathogenitatsinsdligh pathogenicity Island= HPI) und kodieren fir das
Yersiniabaktin-Siderophor dessen Biosynthese, TPams und Aufnahmemechanismus
(Heesemann et al. 1993; Carniel et al. 1996; Sch@beal. 2004). Das exprimierte Siderophor
komplexiert Eisenionen in der Wirtszelle und wirbeti das Membranprotein FyuAe(ric
yersiniabactin uptakevon den Yersinien wieder aufgenommen. Die HPfliskeine systemische
Infektion essentiell und daher meist bei hochpatheg Stammen zu finden. Bei Patienten mit
erhohten Eisenspiegeln (z.B. Hamochromatose) kommiktionen mit pathogenen Yersinien

deshalb leichter zu schweren Septikdmien flhren.

3.2 Ail (attachment invasion locus)

Ail ist ein Membranprotein, dem eine Rolle bei dénheftung an Epithelzellen und der
anschliellenden Invasion dieser duréhenterocoliticazugeschrieben wird. Nicht adhésive
E. coli Stamme konnten durch die Ubertragung désGens an verschiedene Epithelzellen
adharieren (Hep-2) und bestimmte Zelllinien, wiB.zCHO-Zellen ¢hinese hamster ovary
auch invadieren (Miller and Falkow 198&il-Sequenzen wurden nur in pathogen@mrsinia
Stammen gefunden, wobei die Ubertragung diesere®egum nicht pathogenéersiniaStamme

jedoch zu keinem invasiven Phenotyp flhrte. Allegdi zeigten diese Stamme Resistenzen

-5-
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bezlglich der Abtotung durch humanes Serum (Piesswh Falkow 1993). All ist ein 17 kDa
grolRes Protein, dessen Expression abhangig istlemomemperatur und der Wachstumsphase der
Bakterien. Im Gegensatz zu Invasin, das nur bangeren Temperaturen (30 °C) exprimiert
wird, kann Ail sowohl bei 30 °C in der logarithmiemn Wachstumsphase der Bakterien
exprimiert werden als auch bei hoheren Temperat(8ériC) in der stationaren Phase (Pierson
and Falkow 1993). Bei der Infektion von Mausen kpiil verglichen mit den anderen

Adhasinen Invasin und YadA eine eher untergeordRetke (Pepe et al. 1995).

3.3 Invasin

Invasin ist der wichtigste InternalisierungsfakiorY. enterocoliticaund Y. pseudotuberculosis.
Es weist Ahnlichkeiten zur Famile der Intimine adi vor allem fiir die Besiedlung des Darms
durch enteropathogeliiie coliStamme eine wichtige Rolle spielen (Hayward e2@06). Invasin
ist chromosomal kodiert und wird bei einer Temparabn 26 °C und einem pH von 8 bzw. bei
37°C und einem pH von 5,5 auf der Oberflache wonenterocolitica (92 kDa) und
Y. pseudotuberculos{803 kDa) exprimiert (Isberg et al. 1987; Pepe Bhilter 1993; Revell and
Miller 2000). Damit kann eine Expression von Invasn Darmgewebe durchaus angenommen
werden. Hier vermittelt Invasin die Internalisiequder Bakterien durch M-Zellen, indem es an
verschiedeng;-Integrine, wie z.BasP1, a4p1, 0sP1, agB1 und a,P1, binden kann (Isberg and
Leong 1990). Invasin bindet an die gleiche Regien[d-Integrine wie das nattrliche Substrat
Fibronektin, jedoch mit einer sehr viel héhereniditét. Dadurch wird ein stabiler Kontakt
zwischen Wirt und Bakterie gewdhrleistet und eimghB von Regulatoren des Aktinzytoskeletts
werden aktiviert. Diese Aktivierung fuhrt zu eiredfizienten Internalisierung der Bakterien (Van
Nhieu and Isberg 1991) und involviert sowohl TymKinasen der Src-Familie als auch die
Phosphatidylinositol-3-Kinase, Proteine der WASPa@ (Wiskott-Aldrich syndrome proteins
den Arp2/3-Komplex und Mitglieder der Rho-GTPasbte¢sas et al. 1998; Black and Bliska
2000; Fincham et al. 2000; Von Pawel-Rammingenl.e2G00; Alrutz et al. 2001; Isberg and
Barnes 2001; McGee et al. 2001; Wiedemann et 820

Bei Infektionen von Mausen zeigtefi enterocoliticaStamme, bei denen das/-Gen deletiert
war, eine sehr viel geringere Invasivitat, woberdsin in spateren Phasen der Infektion keine
Rolle mehr fur die Infektion von Mausen spielt (Beggnd Miller 1993). Digd;-Integrine werden

im Dinndarm ausschliel3lich auf der Oberflache dezeMlen exprimiert, was die Spezifitat der
-6 -
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enteropathogenen Yersinien fur diesen Zelltyp infdéhen Phase der Infektion erklart (Clark et
al. 1998; Isberg and Barnes 200Y).pestiszeigt keine Darminvasivitat, da bei diesem Erreger
dasinv-Gen durch eine Insertion inaktiviert ist.

Fur die Bindung der Integrine sind die 192 c-tem@n Aminosauren des Invasin in
Y. pseudotuberculosessentiell und ausreichend (Leong et al. 1990d@#f&nn et al. 2001). In
diesem Bereich sind die Proteine aus den zwei gpa#inogenen Yersinien zu 79 % homolog,
wobei die Gesamtproteine eine Homologie von 69 % eine Identitat von 57 % zeigen. Der c-
terminale extrazellulare Bereich des Proteins upseudotuberculosisonnte strukturell Uber
Rontgenkristallografie aufgeklart werden. Diese 49#inosduren sind stabférmig angeordnet
und konnen in funf Domanen unterteilt werden. Dalzeigen die Domé&nen D1-D4
Immunglobulin-&hnliche Faltstrukturen und die Domdd5 weist eine C-Typ-Lektin-ahnliche
Doméne auf (Hamburger et al. 1999). Fiur @ie Integrin vermittelte Adhasion und Invasion
sind vorwiegend die Doménen D4 und D5 verantwdrlidaher werden sie auch als
Zelladhasions- bzw. Invasionsdoméne bezeichnets@eand Isberg 1999). Die essentiellen
Aminosauren konnten beY. enterocoliticaals die Aspartatreste 659 und 760 bzw. bei
Y. pseudotuberculosials Aspartatreste 811 und 911 identifiziert werdeeahy et al. 1996;
Hamburger et al. 1999; Isberg and Barnes 2001).

5—35
Y. pseudotuberculosis N[ | —— o1t H pzH p3s Hlos  [ps|c
1 LERER Asp911 086
pﬂg;}i transmembrane ass:ggtlm integrin binding
§—§
Y. enterocolitica N| H I—l D1 |-/\-F D3 H I D4 E iDE |E
1 AspB50  AspTED B35

Abbildung II-1 Funktionale Doménen desrersinia Invasins (Grassl 2003, modifiziert)

Das Protein ist Uber den transmembranen N-Termimusder &uReren Membran verankert. Invasin aus
Y. pseudotuberculosibesteht aus 5 extrazellularen Doméanen (D1-D5), evob4 und D5 die Integrin-
Bindungsmotive enthalten (die hervorgehobenen Aap&este Asp811 und Asp 911 sind essentiell f@rmliegrin-
Bindung). Integrin-Molekule au¥. pseudotuberculasibilden Homomultimere tber die Domane D2. Das dwot
ausY. enterocoliticast stark homolog mit Ausnahme der fehlenden DaiaR. Die Aspartatreste Asp 659 und Asp
760 sind die korrespondierenden Aminoséauren, diergll fir die Integrin-Bindung sind.

Die Domane D2, auch als Homomultimerisierungsdoméeeeichnet, findet sich nur in
Y. pseudotuberculosisnd ist fur dessen Invasivitat von besonderer Bedwy. Sie induziert die

Bildung von Multimeren in der AuRenmembran, was euner Anhaufung der Integrine

-7-
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(clustering fuhrt, wenn eine direkte Wechselwirkung der Réaegn mit der Wirtszelle vorliegt.
Dadurch werden vermutlich Signalwege verstérkt,zdieReorganisation des Zytoskeletts fihren
und den Invasionsvorgang einleiten (Dersch andr¢sb@99).

RovA (regulator of virulencg wurde als ein Regulator fir die Transkription deg-Gens
identifiziert. Es ist in allen drei human pathogerversiniaSpezies zu finden und aktiviert die
Transkription desnv-Gens. Ein weiterer Regulator der-Transkription ist das DNA-bindende
Protein H-NS, welches die Expression von Invaspringiert (Nagel et al. 2001; Nagel et al.
2003; Heroven et al. 2004). RovA ist auBerdem flre dRegulation weiterer
Virulenzmechanismen enteropathogenéersiniaSpezies verantwortlich, wie z.B. fir die
Resistenzvermittlung gegen Hitze und oxidativeretr(Nagel et al. 2003). Die Virulenz von
Y. enterocoliticaundY. pestigst bei Mutanten ohne dasvA-Gen deutlich vermindert (Pepe and
Miller 1993; Nagel et al. 2001; Revell and Milled@L; Dube et al. 2003; Cathelyn et al. 2006).
Neben der Internalisierung der Bakterien durch hgellen vermittelt Invasin auch die
Aktivierung von NKB und damit verbunden die Expression diverser fiaimmatorischer
Zytokine und Chemokine (Schulte and Autenrieth 13@8npik et al. 2000; Schulte et al. 2000).

4. Das Yersinia Virulenzplasmid (pYV)

4.1  Allgemeine Eigenschaften

Die Fahigkeit der Yersinien, sich extrazellular Whrt zu vermehren und dabei der angeborenen
unspezifischen Immunabwehr zu entgehen, hat iheadhe im 70 kb grof3en Virulenzplasmid
pYV. Die Virulenzplasmide verschieden€ersiniaSpezies sind sich sehr dhnlich, bis auf einige
Transposons, die im Laufe der Evolution aufgetreseamd. Bei Y. pseudotuberculosisind

Y. enterocoliticaunterscheiden sich die Virulenzplasmide durch &mersion, die fast die halbe
Sequenz des Plasmids betrifft (Biot and Cornel88)9PYV kodiert neben dem Adhéasin YadA
und einigen regulatorischen Proteinen auch ein MyPekretionssystem (TTSS), welches die
ebenfalls auf diesem Plasmid kodierten Effektogiret, die sogenannteersinia outer proteins
(Yops), in die Wirtszelle transloziert (Heesemanrake 1986; Snellings et al. 2001; Cornelis
2002).
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4.2  Yersinia Adhasin A (YadA)

Das Adhasin YadA wird inY. enterocoliticaund Y. pseudotuberculosiauf der &aufRReren
Bakterienmenbran exprimiert. M. pestisweist dasyadAGen eine Punktmutation auf und wird
S0 nicht exprimiert (Rosqvist et al. 1988). Fir Wieulenz vonY. pseudotuberculosscheint es
eine eher untergeordnete Rolle zu spielen, da sinyadAGen mutierter Stamm von
Y. pseudotuberculoserotyp O:3 verglichen mit dem Wildtyp-Stamm ke&iténterschied in der
Virulenz gezeigt hat (Bolin and Wolf-Watz 1984).dpateren Studien konnte zwar eine gréf3ere
Virulenz fir den Wildtyp-Stamm nachgewiesen wer@dan and Miller 1997), der Unterschied
zur Mutante war jedoch sehr gering. Mirenterocoliticast YadA ein wichtiger Virulenzfaktor.

In Mausexperimenten konnte gezeigt werden, gadg-Mutanten de¥. enterocoliticaSerotyps
0:9 effizienter durch die Immunabwehr des Wirtes alem Darmgewebe beseitigt werden
konnten (Kapperud et al. 1987) uyddAMutanten des Serotyps O:8 sich vollig avirulent
verhielten (Kapperud et al. 1987; Tamm et al. 19¥3)dA scheint also eine wichtige Rolle fir
die Persistenz der Bakterien in den lymphatischewében einzunehmen, indem es fir eine
einwandfreie Translokation der Yops in die Wirtézelsorgt (Rosqvist et al. 1991, Bliska et al.
1993).

DasyadAGen ist inY. enterocoliticaund Y. pseudotuberculosauf dem Virulenzplasmid pYV
kodiert (Bolin and Wolf-Watz 1984; Balligand et 4/985; Simonet et al. 1996) und wird bei
einer Temperatur von 37 °C in Abhangigkeit sein&tivators VirF/LcrF transkribiert (Lambert
de Rouvroit et al. 1992; Skurnik and Toivanen 199Xg Transkription ist dabei nicht &a
abhangig, wie bei anderen von VirF/LcrF regulier@anen (Bolin et al. 1982; Skurnik et al.
1984; Skurnik 1985). Das Protein kann bereits Minutnach einer Anderung der
Wachstumstemperatur zu 37 °C auf der ul3eren Menad@aBakterien detektiert werden (Bolin
et al. 1982). Es wird als homotrimeres Protein amiter Grof3e von 200-240 kDa (Bolin et al.
1982; Skurnik et al. 1984; Mack et al. 1994) expein Dabei entsteht zun&chst ein Praprotein,
welches post-translational modifiziert wird, indeame N-terminale Signalsequenz von 25
Aminoséauren bei der Einlagerung in die Membran algat wird (Bolin and Wolf-Watz 1984).
YadA bildet oligomere Fibrillen und Kopfchenstrukdn (ollipops) aus und vermittelt die
Adharenz an Zellen und Gewebe (Heesemann et al; ®8ygenkamp et al. 1996) Uber die

Bindung an extrauzellulare Matrixproteine, wie zkllagen, Fibronektin und Laminin (Emody
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et al. 1989; Schulze-Koops et al. 1992; Tertti letl892; Flugel et al. 1994). YadA ist in der
Lage, Uber Fibronektin in einem sogenannten BrUclemmanismus auch pil-Integrine zu
binden, und vermittelt so auch die Invasion in eygsche Zellen (Yang and Isberg 1993).
Dabei werden Uber Tyrosinkinasen der Src-Familen&igansduktionswege induziert, die zur
Ausbildung von Pseudopodien und zur InternalisigrifiadA-exprimierender Bakterien fiihren
(Eitel and Dersch 2002). Darluberhinaus schitzt Yai& Yersinien vor Defensinen und der
Beseitigung durch das Komplementsystem, indem @s Kiemplentfaktor H bindet und zur
Inaktivierung des Komplementfaktors C3b fihrt. Iggdessen werden vermindert aktive
Membranangriffskomplexe auf der Oberflache der Bag&h ausgebildet (Balligand et al. 1985;
Pilz et al. 1992; China et al. 1993; Roggenkanmgl.et996; Hoiczyk et al. 2000).

YadA kann an die Oberflache von Neutrophilen unckidphagen binden, begtinstigt damit die
Translokation der Yop-Effektorproteine und kann der Eliminierung der Bakterien durch
Phagozytose entgegenwirken (Rosqvist et al. 1994ickéeschel et al. 1996). Die
Autoagglutination von Yersinien kann auch auf dietetaktion von YadA-Molekilen
zurtckgefuhrt werden (Hoiczyk et al. 2000; El Tadmid Skurnik 2001), was bei der Ausbildung
von Mikrokolonien und Abzessen in lymphatischen @ban und Organen, ganz besonders in
Leber und Milz, von Bedeutung ist. YadA ist auchiggHamagglutination zu vermitteln, indem
es mit Erythrozyten in Wechselwirkung tritt (Kapperet al. 1985) .

4.3  Das Typ-llI-Sekretionssystem (TTSS)

Alle drei human pathogenen Yersinien exprimierehdam Virulenzplasmid pYV ein Typ-IlI-
Sekretionssystem (TTSS), welches den wichtigstami&fizfaktor der Bakterien darstellt. Das
TTSS befahigt die Mikroorganismen, im lymphatisci@awebe ihres Wirtes extrazellular zu
Uberleben und dessen angeborene Immunitat zu migngru(Aepfelbacher et al. 1999; Cornelis
2002; Wren 2003). Mehr als 20 verschiedene Tyfs#kretionssysteme konnten bisher in
human- und zoopathogenen Bakterien (&Bigella SalmonellaEscherichia coliBurkholderig
Pseudomonas Bordetelld und phytopathogenen Erregern (z.BErwinia amylovora
Pseudomonas syringaganthomonas campestrisachgewiesen werden. Es dient gramnegativen
Bakterien als Translokationsapparat, Uber den Eifpkoteine direkt in die eukaryotische
Wirtszelle eingeschleust werden (Rosqvist et 841 %acnab 2004; Gerlach and Hensel 2007).
Yersinien im Speziellen translozieren 6 verschied&ffektoren, sogenannte Yopge(sinia
-10 -
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outer proteiny in Immunzellen und blockieren so Phagozytose uhd Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine. Weiterhin induziersie Apoptose und die Reorganisation des
Zytoskeletts und kontrollieren neben vielen weitereffekten die Proliferation der Zellen.
Dadurch wird das Uberleben und die extrazelluldeemehrung der Bakterien in lymphatischen
Geweben gewaéhrleistet und die Verbreitung in an@ngane vermittelt (Simonet et al. 1990;
Fallman et al. 1995; Cornelis 2002). Das sequetezi®irulenzplasmid vonY. enterocolitica
Serotyp O:8 kodiert nicht nur fir das TTSS an ssdndern auch fir die sekretierten Yops, ihre
Chaperone und weitere regulatorische Faktoren l{Bgelet al. 2001).

Das Sekretionssystem wird von mehr als 20 sogeeanksc-Proteinenyérsinia secretion
proteing gebildet, welche sowohl die aulRere und inneretd@@mnmembran als auch die
eukaryotische Membran der Zielzelle umfassen. Esitateeine nadelartige Struktur, die
Homologien zu bakteriellen Flagellen aufweist. Di&del ist in die Peptidoglycanschicht und die
zytoplasmatische Membran der Bakterien integrielie Ysc-Proteine Ubernehmen
verschiedenste Funktionen bei der Ausbildung ddseBensapparates. Der Basalkorper wird
von den Proteinen YscD, YscR, YscS, YscT, YscU WwstV gebildet und umschliel3t
ringférmig die zur Nadel fihrende zentrale Porec@'sind YscF bilden durch Polymerisation die
Nadel aus, die etwa 600-800 A lang ist und eineemdurchmesser von etwa 20 A hat (Hoiczyk
and Blobel 2001; Cornelis 2002; Cornelis 2006). Pastein YscN ahnelt der FOF1-ATPase-
Protonenpumpe der Flagellen (Woestyn et al. 1994awa 2001) und Gbernimmt damit eine
wichtige Funktion bei der Translokation.

-11 -
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Abbildung 11-2 Der Nadelkomplex (Cornelis, 2002, modifiziert)
links: schematische Darstellung der Injektionsnadel Yersinia; OM: duf3ere Membran; PG: Peptidogigchicht,
CM: zytoplasmatische Membran; rechts: elektronenosikopische Aufnahme der Nadel auf der Bakterienbram

Zunachst werden die Effektorproteine von den Yeégsginer Bakterienzelle ausgeschleust, dabei
werden die innere und A&ulRere Bakterienmembran euassiFir den eigentlichen
Translokationsprozess mussen die Yops die eukagymi Plasmamembran tUberwinden, um in
deren Zytosol zu gelangen. Der isolierte Sekrepormess kanin vitro durch den Entzug von
C&* aus dem Wachstumsmedium induziert werden. Ber éikeibation der Yersinien bei 37 °C
in einem C&'-defizientem Medium kommt es zum Stillstand destér@édlen Wachstums und die
Sekretion der Effektoren in den Kulturiberstandlgtf (Carter et al. 1980). Es wird vermutet,
dass der Entzug von €adie Blockierung des Sekretionskanals durch dasuRgprotein
YopN aufhebt (Forsberg et al. 1991; Cornelis andfWiatz 1997). Die Translokatiom vivo
erfolgt allerdings nur nach Kontakt mit der Wirtdee Die Transmembran-proteine YopB und

YopD bilden in der eukaryotischen Membran eine Pdrie Uber YopQ und LcrV stabilisiert
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wird (Hakansson et al. 1996; Tardy et al. 1999hid& der translozierten Effektoren bendtigen
fur den Transport in die Wirtszelle bestimmte Chiape, sogenannte Syc-Protein@é€8ific yop
chaperong. Diese Chaperone sind in Genabschnitten kodiextdirekt neben dem Gen des zu
translozierenden Effektorproteins liegen, und werdei der Sekretion der Effektoren nicht
sekretiert (Wattiau et al. 1994; Trulzsch et al020 Es wird angenommen, dass die Chaperone
das Effektorprotein in einem partiell entfaltetensiand stabilisieren, da fur die Translokation
des vollstandig gefalteten Effektors der Durchmedss Nadelkomplexes zu gering ist (Hoiczyk
and Blobel 2001; Cornelis 2002).

Die sechs translozierten Effektoren sind YopH, YopXbpT, YopP (YopJ bely. pestisund

Y. pseudotuberculogi®¥opE und YopO (YpkA bely. pestisund Y. pseudotuberculogisAllein
vier von ihnen (YopT, YopO/YpkA, YopE und YopH) befussen das Aktinzytoskelett der
Wirtszelle, dass fir die Phagozytose eine wichiRgde spielt (Rosqvist et al. 1990; Hakansson
et al. 1996; Iriarte and Cornelis 1998).

4.4  YopM — ein Protein mit Leucin-reichen Sequenzen

YopM ist ein Protein, das in seiner Grof3e variigrthnachdem aus welcheviersinia Stamm es
isoliert wurde. Diese Variablitdt ist auf die urgehiedliche Anzahl der Leucin-reichen
Sequenzen (LRR) in dgropM Sequenz zurtickzufuihren. Die ersten drei LRRs bildabel
zusammen mit den 32 C-terminalen Aminosduren einrnlkalisationssignal (NLS)
(Benabdillah et al. 2004) aus. Nach der Injekti@s d0 kDa grol3en Proteins ins Zytoplasma
wird es vesikelassoziiert zum Zellkern transpott{€krzypek et al. 1998). Im Zytoplasma bindet
und aktiviert YopM die Serin-/Threonin-Kinasen PRI{f&otein kinase C-like 2und RSK1
(ribosomal S6 protein kinase,lderen Zielmoleklle die Expression von Genen lregan, die
fur das Zellwachstum und den Zellzyklus eine wightRolle spielen. (McDonald et al. 2003).
Dies geht einher mit friheredicroarray-Studien von Makrophagen, die m¥t enterocolitica
infiziert waren. Hier konnte flir YopM auch eine wégforische Funktion fir die Expression
bestimmter Gene gezeigt werden, die in die Reguiation Zellwachstum und Zellzyklus
involviert sind (Sauvonnet et al. 2002). YopM besitls einziges Effektorprotein keine
enzymatische Aktivitdt und hat keine offensichtécdntiphagozytare Funktion. Fur die Virulenz

in Mausen ist es jedoch unabdingbar (Leung et®#l0;1Aepfelbacher 2004).
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4.5  YopT - eine Cysteintransferase

YopT wurde als letztes Effektorprotein Mersinia identifiziert (Carniel 2002). Es wird in
Y. pestisund Y. enterocoliticaals ein 35 kDa grol3es Protein exprimiert, jedoathtnin den
virulenten Y. pseudotuberculosiBtdmmen des Serotyps O:3. Es gehort zur GruppeCder
Cysteinproteasen und kann aktive Rho-GTPasen vonMggnbran ablésen und damit die
Translokation ins Zytosol bewirken (Iriarte and @a&is 1998; Shao et al. 2002; Viboud and
Bliska 2005). Dies geschieht tiber Abspaltung desr@inalen Geranylgeranyl-Cystein-Restes,
der den GTPasen als Lipid-Anker dient (Shao €2@03; Aepfelbacher 2004In vitro konnte die
proteolytische Aktivitat von YopT auf RhoA, Racldu@€dc42 gezeigt werdeim vivo scheint
RhoA das bevorzugte Substrat zu sein, was mit dsbdchteten Zerstérung der Aktin-
Stressfasern einhergeht (Iriarte and Cornelis 18@8felbacher et al. 2003).

Nach der Injektion von YopT in das Zytoplasma deirt¥¥elle transloziert YopT zur
Plasmamembran, kann dort RhoA binden und den LApikler abspalten. Zusétzlich kann es
auch an GDI duanine dissociation inhibitrgebundenes RhoA proteolytisch spalten, was die
Akkumulation von RhoA im Zytosol zur Folge hat (Aelbacher et al. 2003). YopT inhibiert
uber die Modifikation der Rho-GTPasen die Phagaa/teon opsonierten und nicht-opsonierten
Yersinien durch Makrophagen und Neutrophile (Grasd al. 2002). Auch die Reorganisation
von Aktin in sogenanntephagocytic cupsind podosomalen Adhasionsstrukturen, die fur die
Chemotaxis benétigt werden, wird durch YopT expeirande Yersinien in humanen
Makrophagen inhibiert (Aepfelbacher et al. 2003p#&bacher 2004). Eine andere Studie konnte
das Zusammenspiel von YopT mit dem Effektorprot®iopE bei der Modifikation von
transfiziertem Racl zeigen (Wong and Isberg 20D8hei konkurrierten die zwei Effektoren um
membrangebundenes GTP-Racl, was sowohl zu aktiegrenyliertem Racl im Zellkern als
auch zu inaktivem Racl im Zytoplasma fuhrte. Invagwdieser Mechanismus zur Virulenz
beitragt, ist noch nicht bekannt (Aepfelbacher e2@07).

4.6  YopH - eine Tyrosin-Phosphatase

Dieses Effektorprotein ist eine sehr aktive TyreBhosphatase, deren katalytische Domane im
C-terminalen Bereich des 50 kDa grof3en Proteingsaadelt ist (Juris et al. 2002). YopH hat
Effekt auf verschiedene Signalwege sowohl der amiggien als auch der adaptiven Immun-
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antwort (Guan et al. 1990; Aepfelbacher 2004; Vibaund Bliska 2005). Viele Substrate von
YopH gehoéren zu Proteinen in fokalen Adh&sionskexgh, die eine regulatorische Rolle bei
der Interaktion des Aktinzytoskeletts mit Integnnspielt (Brakebusch and Fassler 2003).
Proteine wie p130 cas, FAKocal adhesion kina3ePaxilin, FyB Eyn binding proteih und
SKAP-HOM werden von YopH in verschiedensten Zelimdephosphoryliert (Black and Bliska
1997; Persson et al. 1997; Hamid et al. 1999). Ed angenommen, dass diese in fokalen
Adhasionskomplexen lokalisierten Proteine auch eséthrder Invasin-vermittelten Phagozytose
von YopH modifiziert werden und damit die Phagozgtoder Bakterien inhibiert wird
(Aepfelbacher 2004).

Infektionsstudien mitr. enterocoliticabei Mausen zeigten, dass die Virulenz der Yersimiach
der Deletion von YopH stark vermindert (Trulzschakét2004) und auch die Kolonisation der
Lunge durchY. pseudotuberculosgark beeintrachtigt wam vitro Daten lassen vermuten, dass
YopH fir bis zu 50 % der antiphagozytaren Wirkureg ¥ersinien gegentuber Neutrophilen und
murinen J774-Makrophagen verantwortlich ist (Fatinehal. 1995; Ruckdeschel et al. 1996).
YopH ist aber auch in der Lage andere Signalwegdmdmunantwort negativ zu beeinflussen.
So kann es sowohl die Produktion demcrophage chemoattractant protein idhibieren
(Sauvonnet et al. 2002) als auch die Aktivierung ¥e und B-Lymphozyten (Yao et al. 1999;
Viboud and Bliska 2005). Es ist allerdings nochhhibekannt, ob diese Effekte auch auf der
Dephosphorylierung bekannter Substrate bzw. unbe&arsubstrate beruhen (Aepfelbacher et
al. 2007).

4.7  YopP/YopJ — eine Acetyltransferase

Bevor das 33 kDa groR3e Protein Beienterocoliticanachgewiesen werden konnte und als YopP
bezeichnet wurde (Cornelis et al. 1987), konntane¥. pestisund Y. pseudotuberculosials
YopJ beschrieben werden (Straley and Bowmer 19&3). spielt fir die Virulenz der
enteropathogenen Stdmme in Mausen eine wichtigke Ridionack et al. 1998; Trulzsch et al.
2004). YopP/J interagiert direkt mit dem RB-(nuclear factorx B) aktivierenden IKK-Komplex
und mehreren Kinasen der MAPK-Kinase-Familie (MKKJen Aktivatoren der MAPK
(mitogen- activated protein kindseEs wirkt damit als Inhibitor der nachgeschalteMAPK-
und NFKB-Signalwege in Wirtszellen, was zu einer Suppoessier Zytokinproduktion in

Makrophagen (TN&), Epithel- (IL-8) und Endothelzellen (IL-6, IL-8Juhrt. Auch die
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verminderte Expression von Adhasionsmolekilen (IGAMtercellular adhesion molecule}1
auf der Oberflache und der Zelltod durch Apoptose Makrophagen wird durch YopP/J
vermittelt (Mills et al. 1997; Monack et al. 199Ruckdeschel et al. 1997; Palmer et al. 1998;
Ruckdeschel et al. 1998; Schesser et al. 1998;éDdh 1999; Denecker et al. 2002).

Der molekulare Mechanismus, der diese Effekte vigeihiwar lange umstritten. Zunachst wurde
angenommen, dass YopP/J aufgrund seiner Homologierentsprechenden Proteasen in
Saugerzellen und Hefen eine Cysteinprotease ist, ddis ubiquitin-dhnliche SUMO-1 von
zellularen Signalproteinen abspaltet (Boland anth€les 1998; Orth et al. 2000; Cornelis and
Denecker 2001). Durch diese Modifikation wirde slibzellulére Lokalisation verandert und die
Stabilitdt von Proteinkomplexen und intrazellul&@gnaltransduktionswege gehemmt. Spater
konnte durch massenspektrometrische Untersuchunggezeigt werden, dass YopJ als
Acetyltransferase fungiert, und so wichtige Seund Threoninreste in der Aktivierungsschleife
von IKKa, B, sowie MKK1, 2 und 6 acetyliert. Dadurch wird diktivierung dieser
Signalproteine durch die Phosphorylierung an digsmmosauren gehemmt (Mittal et al. 2006;
Mukherjee et al. 2006).

4.8  YopE — ein Protein mit GAP-Aktivitat

YopE ist ein ca. 25 kDa grof3es GTPase-aktiviere®lesein (GAP) fur Rho-GTP bindende
Proteine (Black and Bliska 2000; Von Pawel-Rammingeal. 2000; Andor et al. 2001). YopE
bindet die GTPasen und Uberfuihrt sie in einen imaktZustand, indem es die Hydrolyse von
GTP zu GDP katalysiert. Da Rho-GTPasen unter anddre Organisation des Aktinzytoskeletts
regulieren, hat die Inaktivierung eine InhibitioerdAktinmikrofilamentbildung zur Folge und
beglnstigt die Phagozytoseresistenz der Yersiridsck and Bliska 2000; Aepfelbacher and
Heesemann 2001; Cornelis 2002). Die Inaktivieruogclkd YopE konntan vitro bei Rho, Rac
und Cdc42 beobachtet werden (Black and Bliska 2Q@f61 Pawel-Rammingen et al. 2000).
Auch nach der Infektion mit Yersinien, nicht abet yopEMutanten konnte wesentlich weniger
GTP gebundenes und damit aktives RhoA und Rac&nnZe:llen nachgewiesen werden (Aili et
al. 2006; Ruckdeschel et al. 2006). Neben der treknaktivierung von Racl kann YopE auch
tber die Inhibierung von RhoG und damit Gber disbéibende Aktivierung des Racl-GEFs
(guanine exchange facfobock180 die Racl-Aktivierung verhindern (Roppereteal. 2009).
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YopE inhibiert die Phagozytose von opsonierten umdht-opsonierten Yersinien durch
Makrophagen, Neutrophile und Epithelzellen (Grosdsnal. 2002; Juris et al. 2002). Andere
Effekte, die durch YopE hervorgerufen werden simal Idhibition der Kaspase-1 vermittelten
Reifung von Immunzellen, die Sekretion von Intekiedl3 und die Blockierung der
Translokationspore der Yersinien (Viboud and Bligk#1; Schotte et al. 2004; Viboud et al.
2006). Die meisten zellularen Effekte von YopE kémrdurch die Inaktivierung von RhoA und
Racl erklart werden, obwohl eine direkte Interaktton YopE mit diesen GTPasen, z.B. durch
Koimmunoprazipitationen, noch nicht gezeigt wurlls. ware daher auch maoglich, dass YopE
mit andere GTP-bindenden Proteinen interagiertdiese wiederum die Aktivitat von RhoA und
Racl regulieren (Aepfelbacher et al. 2007). YopE as wichtiger Bestandteil fur die
Pathogenitat von Yersinien, der einmal als Inhibder Immunabwehr und des Weiteren als
Regulator fur die Translokation der anderen Effgktoteine fungiert. (Aepfelbacher et al. 2007).

5. YopO - ein multifunktionales Protein

5.1  Der strukturelle Aufbau von YopO

YopO ausyY. entercoliticdbzw. das homologe YpkArérsinia_ potein knase_ A ausY. pestiaund

Y. pseudotuberculosist ein ca. 80 kDa grof3es Protein mit 4 Domanen woterschiedlicher
funktionaler Bedeutung. Der N-Terminus von YopOy d&h Uber die Aminosauren 1-77
erstreckt, erfullt zwei Aufgaben. Zum einen versitter die Sekretion aus den Bakterien und die
Translokation in die Wirtszelle, zum anderen istfié@r die Lokalisation von YopO an der
Zellmembran der Wirtszelle verantwortlich (Galyov a&. 1993; Hakansson et al. 1996;

Dukuzumuremyi et al. 2000; Letzelter et al. 2006).
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Abbildungll-3 Funktioneller Aufbau des Yersinia YopO (Aepfelbacher et al. 2007, modifiziert)

S/T-Sekretions- und Translokationsdoméne fur daSS;Die Serinreste 90 und 95 werden autophosplkearyler
Aspartatrest 267 und das Lysin 269 sind esseffiielie Aktivitdt der Kinaase-Doméane. Die AminoséurTyrosin
591, Asparagin 595 und Glutamat 599 sind fur diadBhg von Rho-GTPasen an die GDI-ahnliche Doméne
essentiell. Die CH-Doméne zeigt in der Sequenz ihkeiten.

Fur die Translokation benotigt YopO ein Chaperoas dor kurzem identifizierte SycO. Es
bindet den N-Terminus von YopO in den Yersiniermhuglert so die Aggregation von YopO in
den Bakterien und verdeckt die Membranlokalisatoondne (Letzelter et al. 2006). Die Kinase-
Doméne erstreckt sich Uber 250 Aminosauren (150;400bei die Mutation eines Aspartat-
(267) und eines Lysinrestes (269) die Kinase-Donfaseganzlich inaktiviert (Dukuzumuremyi
et al. 2000; Trasak et al. 2007). Die Kristallisatides C-Terminus von YopO (Aminosauren
434-732) offenbarte eine Racl-Bindungsdomane, thektarell und funktionell den GDls
(guanidine nucleotide dissociation inhibijoron Rho-GTPasen &hnelt (Prehna et al. 2006). Wie
bei eukaryotischen GDIs inhibiert die GDI-ahnlidbeméane von YopO den Austausch von GDP
zu GTP bei RhoA und Racl, was fur die Aktivitdt d&FPasen unabdingbar ist. Es konnte
gezeigt werden, dass zellulare Effekte von YpkActudrei Mutationen in der GDI-&hnlichen
Doméne verhindert werden konnten. Diese Mutatioverdinderten das Bindungsmotiv derart,
dass eine Bindung von RhoGTPasen an das mutierk& Yip vitro nicht mehr moglich war
(Prehna et al. 2006). Es konnte weiterhin ein @Giteales Aktinbindungsmotiv in dieser GDI-
ahnlichen Domane identifiziert werden. Bisher kengézeigt werden, dass die C-terminalen 21
Aminoséauren (709-729), die Homologien zum Aktindenden Protein Coronin aufweisen,
essentiell fr die Aktinbindung sind (Juris et2000; Trasak et al. 2007).

5.2  Die funktionelle Bedeutung von YopO

Als morphologischer Effekt in HelLa-Zellen, die mginer YpkA uberexprimierenden

Y. pseudotuberculosiMutante infiziert wurden, konnte eine Abrundung dellen und die
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Ausbildung sogenannteetraction fibers(Arborisierung) beobachtet werden. (Hakansson.et a
1996). Zusatzlich zu diesem Phanotyp konnte in Ewmmten, in denen Zellen mit
YpkA/YopO-Expressionsvektoren transfiziert wurdech die Zerstérung sogenannter Aktin-
Stressfasern gezeigt werden (Dukuzumuremyi etQf102Juris et al. 2000; Prehna et al. 2006;
Wiley et al. 2006; Trasak et al. 2007). Wenn in transfizierten Expressionsvektoren eine oder
mehrere Funktionen des YopO/YpkA ausgeschaltet nyakennte ein synergistischer Effekt
zwischen der Kinase- und der Rho-Bindungsfunktieoldachtet werden (Prehna et al. 2006;
Trasak et al. 2007). In humanen Endothelzellenteesiigh die Kinasefunktion des YopO fur das
Abrunden der Zellen und die Arborisierung veranticr, wogegen die Zerstérung der
Stressfasern eher auf die Aktivitdt der GDI-ahrdichDomane zuriickgefiuihrt werden kann
(Trasak et al. 2007).
Der Mechanismus der antiphagozytdren Wirkung vorpQYobei Yersinien ist noch nicht
vollstandig verstanden (Grosdent et al. 2002; Wéewl. 2006). Es wird jedoch vermutet, dass
eher der Phagozytoseweg inhibiert wird, der duiehBindung von YadA und nicht durch den
Fcy- bzw. den Komplementrezeptor aktiviert wird (Thasgt al. 2007). Eine aktuelle Studie
belegt allerdings, dass YopO dieyHRezeptor vermittelte Phagozytose inhibiert undnéei
Effekt auf die CR3 (Komplement-Rezeptor 3) abhaadigkterienaufnahme hat (Groves et al.
2009). Hierbei sind sowohl die N-Terminale Membadalisationsdoméane als auch die GDI-
ahnliche Doméne fur den Effekt verantwortlich, wioblee Kinase-Doméne héchstens einen
regulatorischen Einfluss zu haben scheint.
Die Rolle von YopO/YpkA bei der Infektion ist ebefif noch nicht ganz Kklar.
Infektionsversuche in Mausen erzielten bei der Wt@r dieser Fragestellung widersprichliche
Daten, was auch durch die Verwendung unterschiestke Stdmme, Herangehensweisen und
Auswerteverfahren zu erklaren ist. So konnte eimdr sviel geringere Virulenz von
Y. pseudotuberculosBtdmmen nachgewiesen werden, die eine Kinasehneakliutante des
YpkA exprimieren (Galyov et al. 1993; Wiley et &006). Im Gegensatz dazu zeigtgopO
Mutanten inY. enterocoliticaSerotyp O:8 keine nennenswerte Verminderung deul&fiz
(Trulzsch et al. 2004). Auch eine Deletion von YpkA\Y. pseudotuberculosikatte keinen
Effekt auf die Lethalitatsrate von infizierten M&uas(Prehna et al. 2006). In der gleichen Studie
zeigte sich allerdings ein grof3er Effekt, wenn dig GDI-ahnliche Domé&ne mutiert war, das
Protein mit seinen anderen Funktionen jedoch exhditieb. Dies bedeutet, dass diese Doméane
einein vivo Relevanz besitzt, allerdings nur, wenn die andé&wanktionen des YpkA aktiv sind
-19 -
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(Aepfelbacher et al. 2007). Gleichzeitig wird delit)] dass man eher durch das Ausschalten
einzelner Funktionen im Protein und nicht durch @eletion des ganzen Proteins neue

Erkenntnisse Uber die Funktion gewinnen kann (Albpfeher et al. 2007).

5.3  Die Kinase-Aktivitat von YopO

Die Kinase-Aktivitat von YopO ist abhangig von dateraktion mit bestimmten Faktoren aus
der Wirtszelle, wobei einer dieser Faktoren alsiiktlentifiziert wurde (Barz et al. 2000;
Dukuzumuremyi et al. 2000; Juris et al. 2000). Esnrite gezeigt werden, dass die
Autophosphorylierung des Proteins an den Serirmmes®0 und 95, die einem
Autoaktivierungsprozess entspricht, durch die bitéon mit monomeren Aktin (G-Aktin) und
nicht mit filamentésen Aktin (F-Aktin) induziert vd. Es wird angenommen, dass YopO das
monomere Aktin mit seinen N- und C-terminalen Aktmdungsstellen bindet, es somit
umschlief3t und die Autophosphorylierung induziiese ist fur die Aktivitat der Kinase und
damit fur die Phosphorylierung anderer Substrashdimgbar (Trasak et al. 2007).

Als Substrate fir die Kinase-Doméane von YopO kommé&tin und Otubain-1dvarian tumor
domain ubiquitin aldehyde bindind) in vitro identifiziert werden, allerdings konnte die
physiologische Relevanz dieser Ergebnisse bishadtt geklart werden (Juris et al. 2006). Die
Studie von Navarreet al. konnte @Giq, eine Untereinheit eines heterotrimeren G-Preieats
Substrat der YpkA-Kinase identifizieren. Die spesdhe Inhibition des GPCR-Signalweges (G-
Protein gekoppelter Rezeptor), der mit Carbachoiudtert werden konnte, wurde nur mit dem
voll funktionsfahigen YpkA erreicht, nicht aber mainer Kinase-inaktiven (YpkA-D267A)
Mutante. Dieser Signalweg fuhrt Uber die Aktiviegwon Qxq zu einer Aktivierung von RhoA,
wobei RhoA ein entscheidender Faktor fur die Akblymerisation bzw. die Ausbildung von
Stressfasern und fokalen Adhasionen darstellt Jaffd Hall 2005). Die Kinase-Domane des
YpkA bindet und phosphoryliert @) am Serinrest 47, wobei diese Aminosaure in dregion
lokalisiert ist, die fur die Bindung von GTP einetgcheidende Rolle spielt (Sprang 1997). Die
Phosphorylierung dieses Restes macht die Bindund3aP unmdéglich und verhindert somit die
Aktivierung von @Qxq (Navarro et al. 2007). Auch konnte ein EffektsgieAktivierungsinhibition
sowohl auf den Transkriptionsfaktrbbyals auch auf das Aktinzytoskelett gezeigt werdiaa.
Translokation vortubbyin den Zellkern, die einer Aktivierung vono@ folgt, konnte durch die

Expression von YpkA inhibiert werden, nicht aberatudie Expression der Kinase-inaktiven
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Mutante. Die Ausbildung von Stressfasern wurde aumeh durch die Expression des
vollstandigen YpkA-Proteins inhibiert und nicht dirdie Kinase-inaktive Mutante. Somit wird
die These weiter untersttitzt, dass die ZerstorieggAktinzytoskeletts wahrend einer Infektion
mit Yersinien auf der Inhibierung desuG-Signalweges beruht (Navarro et al. 2007). Weitere
Effekte, die auf die Inhibition von @ zuriickzufihren sind, wurden noch nicht beschriebe
Allerdings kdnnte auch die Aktivierung der NADPH i@ase betroffen sein, die in deroG
Signalweg eingebunden ist. Damit ware die Produktion Superoxid-Radikalen gestdrt, die fir
die Abtotung von Bakterien in Lysosomen von entstdrader Bedeutung sind (Laskowski-Arce
and Orth 2007).

6. Das Calcium- und Integrin-bindende Protein CIB1

CIB1 wurde erstmals in der Studie von (Naik etl&97) identifiziert. Das 22 kDa grol3e Protein
interagiert mit dem zytoplasmatischen Teil der Weitéheita des Integrin®,33 und gehort zu
einer neuen Gruppe der Kalzium-bindenden Protezmeder auch CIB2-4 gehdren, die sich
deutlich von ihren néachsten Verwandten, dem CaleineB und Chpl Calcineurin-homologous
protein), unterscheiden (Naik et al. 1997; Gentry et @0%). Genau wie Calcineurin B ist es an
einem Glycinrest des N-Terminus myristyliert undMembran-assoziiert lokalisiert (Stabler et
al. 1999; Barry et al. 2002), wobei die Myristyliag fir die Interaktion mit,,33 keine Rolle
spielt (Shock et al. 1999; Barry et al. 2002; Yamknand Vogel 2005). Es ist auch noch nicht
geklart, ob CIB1 als sogenannter “Ghlyristoyl-Schalter fungiert, &hnlich wie das Prate
Recoverin, dessen Sequenz Ahnlichkeiten mit CIBfiveist (Barry et al. 2002; Gentry et al.
2005). CIB1 beinhaltet 4 EF-Bindungsmotive (EF13n denen zwei (EF3 und EF4) Canit
einer Affinitdt von 1,9 bzw 0,54 uM binden (Yamniek al. 2004; Gentry et al. 2005). NMR-
Studien konnten auch die Bedeutung der Bindung @afi und Mg an CIB1 fiir die
Konformation und damit fur die Stabilisierung dexk8ndar- und Tertiarstruktur des Proteins
verdeutlichen (Yamniuk et al. 2004). Zwei verscleieel Ansatze zur Kristallisation von CIB1
konnten weitere Einsichten in die Struktur des €inst geben. So zeigte (Gentry et al. 2005),
dass CIB1 als Monomer vorliegt, wobei diese Ergsetminoch durch Diffusions-NMR-
Spektroskopie und Gelfiltrations-Studien bestatigtden. Im Gegensatz dazu konnte CIB1 auch
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als Homodimer kristallisiert werden, zuséatzlich getten an Glutathion, was eine eventuelle
Redox-Regulation des Proteins andeutet (Blamely 2085).

Neben dem Integrin;,33 und Kalzium konnten noch einige andere Bindungepa fir CIB1
identifiziert werden, wie zum Beispiel PAKPpZ1-activated kinage WASp Wiskott-Adrich
syndrome protein Presenilin2, Snkserum inducible kinajeund Rac3 (Stabler et al. 1999;
Haataja et al. 2002; Ma et al. 2003; Leisner et28D5; Tsuboi et al. 2006). Dabei ist die

Bedeutung all dieser Interaktionen auf zellularieete noch nicht verstanden.

6.1 CIB1 bindende Proteine

Es wurden in den letzten Jahren eine Reihe vomaktienspartnern von CIB1, abgesehen vom
Integrin a,p33, identifiziert. Dabei ist es moglich, dass eingpon zusammen mit CIB1 und
pPB3 die Funktion der Thrombozyten regulieren. Diequiiire Expression von CIB1 deutet
aber auch auf eine zellulare Bedeutung von CIB1 seithen Interaktionspartnern hin, die
unabhangig von der Regulation der Thrombozyten dewah Integrina,,33 ist (Leisner et al.
2007).

Die starke Expression von CIB1 im Gehirn hat ein@@ippen veranlasst, die Interaktion von
CIB1 mit Presenilin-2 und die damit verbundendel&®blki der Alzheimer Krankheit ndher zu
untersuchen (Zhu et al. 2004; Bernstein et al. 2@&zejczyk et al. 2006). CIB1 bindet und
reguliert auch verschiedene Serin/Threonin-KinaSenstimuliert CIB1 die Aktivitat von PAK1
unabhangig jeglicher Rho-GTPasen, inhibiert PAKh&lyig die Zellmigration (Leisner et al.
2005) und inhibiert gleichzeitig die Aktivitat dBNK (Ma et al. 2003).

Die Interaktion mit aktivem Rac3, nicht aber RadkmoRac?2, ist abhangig von den C-terminalen
47 Aminosauren und stimuliert doe33 vermittelte Adhasion und somit die Ausbreitungnvo
ipPB3 exprimierenden CHO-Zellen (Haataja et al. 20021 bindet auch an WASp, wobei die
Bindungsdoméane grob auf die N-terminalen 113 Aménosn des CIB1 eingegrenzt werden
konnte (Tsuboi 2006). Die Interaktion von CIB1 MfASp spielt auch eine grof3e Rolle bei der
abPB3 vermittelten Zelladhasion, wobei jedoch noch niklar ist, ob dabei der CIB1-WASp-
Komplex das Integrin direkt aktiviert, oder WASpBZI als Inhibitor vom Integrin entfernt und
damit die Aktivierung induziert (Tsuboi 2006). Audls Ligand des Inositol-1,4,5-triphosphat
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Rezeptors (InsfR) wurde CIB1 beschrieben, wobei der Kalziumkanasifiv bzw. negativ
reguliert werden kann, abhangig vom Kalziumgehatter Zelle (White et al. 2006).

Um die Rolle von CIBin vivo aufzuzeigen, wurden Méause generiert, bei denencileGen
deletiert war. Bei diesen CibMausen konnte kein Phanotyp aufgezeigt werdenAmmnahme
der mannliche Mause, die aufgrund einer defektearr8atogenese steril waren. Eine stark
verminderte Wachstumsrate und eine vermehrte Esijoresdes Zellzyklus Regulators
Cdc2/Cdkl wurde auRerdem in den Fibroblasten bétdiaaie aus diesen Mausen gewonnen
wurden (Yuan 2006). Diese Daten zeigen, dass CHtem der gut charakterisierten Interaktion
mit dem Integrina B3 sowohl mit Regulatoren des Zytoskeletts als adeb Zellzyklus

interagiert.

Tabelle 1I-1 Liste der CIB1 Bindungspartner ( madért aus (Leisner et al. 2007)

CIB1 bindende Proteine madgliche CIB1-Funktion

Integrinallb inhibiert diea;,33 Aktivierung (Yuan et al. 2006)

PAK1 aktiviert PAK1, inhibiert die Migration (Leigm et al. 2005)

Rac interagiert mit Rac3 und stimuliert Adhasion dellausbreitung (Haataja et
al. 2002)

FNK/ SNK Inhibiert die SNK-Aktivitat (47)

FAK reguliert die FAK-Aktivitat rauf und induzieMigration (Naik and Naik 2003)

Presinilin-2 induziert Apoptose (Zhu et al. 2004rBstein et al. 2005; Blazejczyk et al.
2006)

Caspase-2S inhibiert die Caspase-Aktivitat

DNA-PKcs stimuliert die Telomerase-Aktivitat (Wudhhieber 1997)

PAX3 inhibiert die transkriptionale Aktivitat vonAX3 (Hollenbach et al. 2002)

Wasp aktivierta,,3 und fordert die Adhasion (Tsuboi et al. 2006)

Insk-Rezeptor aktiviert und inhibiert den InsiRanal

PAK (p21l-activated kinage FAK (focal adhesion kina3e FNK (FGF-inducible kinasg SNK (serum-
inducible kinasg PAX3 (paired box gene3), WASp (Wiskott-Aldrich Syndrom Protein), IngP
(Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor)

6.2  CIB1 und das Integrina,; 33

Das Integrino,B3 ist nur auf der Oberflache von Thrombozyten ndén und seine Bindung an

Komponenten der extrazellularen Matrix und angradeeEndothelzellen ist fir eine normale
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Wundheilung unabdingbar (Ni and Freedman 2003). Aggregation von Thrombozyten im
Wundheilungsprozess wird durch das Integrin vegijtdas nach seiner Aktivierung multiple
Faktoren der extrazellularen Matrix, wie Fibrinogerw. den van Willebrand-Faktor, binden
kann. In nicht-aktivierten Thrombozyten wind;,33 konstitutiv auf der Oberflache in einem
wenig affinen Zustand exprimiert. Intrazellulargislwege, stimuliert durch die Interaktion mit
Agonisten (z.B. ADP, Thrombin oder Kollagen), fuhreu einer Konformationsanderung des
Integrins und damit zu dessen Aktivierung. Dieseuet, dassp33 aus seinem wenig affinen
Zustand in einen Zustand uberfihrt wird, der ihre 8indung seiner Liganden mit grof3er
Affinitat erlaubt. Dieser Prozess wird auch aissjde-out signallinfj bezeichnet. Die Bindung
der Liganden wiederum vermittelt nun Signale aus dgtrazellularen Umgebung der
Thrombozyten in die Zelle durch das sogenanotgsjde-in signalling (Ruoslahti and Engvall
1997; Shattil et al. 1998; Shattil 1999). Dieseireitionalen Signalwege unterliegen in den
Thrombozyten einer strengen Kontrolle und die Zetstg der Regulationsmechanismen kann
schwerwiegende Folgen, wie Thrombose bzw. einebgesGerinnung, haben (Leisner et al.
2007).

pP3 ist ein transmembranes, heterodimeres Protestelbend aus einer- und eineiB-Einheit,
wobei der zytoplasmatische Teil fur die Bindung vBegulatoren wahrend desside-out
signallings verantwortlich ist (Ginsberg et al. 2005). CIB wer 1997 erstmals als
Bindungspartner fir den zytoplasmatischen Teil eqpn beschrieben (Naik et al. 1997). Die
Bindung erfolgt tber die Aminosauren 983-995 \mp (Barry et al. 2002) und, wie bei den
anderen Interaktionspartnern des CIB1, Uber diedpftbbe Bindungstasche des CIB1 (Barry et
al. 2002; Gentry et al. 2005; Yamniuk et al. 2006)MR-Studien haben gezeigt, dass wahrend
der Bindung von CIB1 an, die Konformation des C-Terminus von CIB1 starkavefert wird.
Dieser ist mit einer geringen Affinitdt an die hgghobe Bindungsstasche vom CIB1 gebunden
und scheint so eine regulatorische Rolle bei deeifipchen Bindung von Interaktionspartnern
des CIB1 einzunehmen. Die C-terminalen Aminosauwseheinen auf die Aktivierung des
Integrins durch Agonisten folgend von der hydrogolBindungstasche verdrangt zu werden
und damit diese fir die Bindung an das Integriizédegen (Yamniuk et al. 2006).

Die Funktion von CIB1 in Bezug auf die Interaktiont o,[33 ist noch nicht vollstandig geklart.
Je nach verwendetem Zellmodell, dem Grad der Ubpeession des Proteins und der

verwendeten Methode zur Aktivitdtsbestimmung wepB3 konnte ein inhibitorischer bzw. ein
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aktivierender Effekt von CIB1 auf das Integrin tgttellt werden (Haataja et al. 2002; Tsuboi
2002; Yuan et al. 2006). Fur diese Studien konk&ne Thrombozyten verwendet werden, da
diese keinen Zellkern besitzen und sich so eineetggchen Manipulation entziehen. So wurden
die verschiedenen Fragestellungen mit Hilfe von CE&Den Chinese hamster ovarydie
ektopisch das Integria ;33 exprimieren, dieses aber nach Agonist-Stimulati@ht aktivieren
konnen, beantwortet. Neuere Studien haben Megakgsi eingesetzt. Diese exprimieren das
Integrin, kdnnen es im Prozess deside-out signallingsauch aktivieren und sind zudem noch
genetisch manipulierbar (Shiraga et al. 1999; 8lzeuti Leavitt 2001).

Es konnte auch ein Einfluss von CIB1 auf die Audgbng von Thrombozyten ausgemacht
werden. So ist die Interaktion von CIB1 mit demebynin o,,33 fir die Ausbreitung von
Thrombozyten auf immobilisiertem Fibrinogen im Rysz des outside-in signallings
unabdingbar. Dabei ist die Regulation der Aktivitdh FAK focal adhesion kina3elurch CIB1
fur diesen Prozess von entscheidender Bedeutunk @Nd Naik 2003; Naik and Naik 2003).

Im Gegensatz dazu wurde in Thrombozyten bzw. Megakgten, die aus Mausen isoliert
wurden, in denen CIB1 ausgeschaltet walB{L"), kein Effekt auf die Aktivierung vou B33
beobachtet (Denofrio et al. 2008). Eine mdglichkl&ung dafir ware, dass andere Mitglieder
der CIB-Familie (CIB1-4) kompensatorisch die Fuokgn des CIB1 wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus Ubernommen haberdiéser Studie konnte gezeigt werden,
dass parallel zum Ausschalten von CIB1 die mRNA @83 hochreguliert wird (Denofrio et al.
2008). CIB3 ist dabei im Gegensatz zu CIB2 alsddnohoch nicht beschrieben (Mayhew et al.
2006), aber CIB1 in der Sequenz sehr ahnlich (62d¥mologie) (Gentry et al. 2005). Es weist
zudem die konservierte hydrophobe BindungstascheGIB1 auf und kdnnte somit das Integrin
ipP3 binden und hypothetisch die Aufgaben von CIBIrigekemen (Denofrio et al. 2008).

Um die Bedeutung von CIB1 in denyB3 vermittelten Signalwegen und fur die Funktion der
Thrombozyten vollstandig zu verstehen, sind wditende Studien notwendig. Auch die Rolle

der anderen Mitglieder der CIB-Familie ist von geoR3Interesse.

7. Die Rolle von Calcium in Infektionen

Das zweiwertige Calciumion (€2 spielt eine herausragende Rolle bei einer Viglzahularer

Vorgange. Die durch Calcium gesteuerten Vorgangaecheea von Skelett- und
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Herzmuskelkontraktion, Blutgerinnung und Sekretiobis hin zu Genexpression,
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose (Bdge et al. 2000). Die strikte Regulation der
intrazellularen Konzentration des als sekundarerteixioff agierenden Calciumions ist
Voraussetzung flr seine vielfaltigen Wirkungsweiseiso liegt die intrazellulare
Calciumkonzentration in Vertebratenzellen mit 100 etwa 16-mal niedriger als auferhalb der
Zelle und kann durch extrazellulare Signale tramtsiem das 10-100-fache erhéht werden
(Carafoli and Penniston 1985). Zur Generierung eig3alciumsignale verwenden die Zellen
zum Einen Calciumionen, die aus intrazellulareni@pen freigesetzt werden und zum anderen
extrazellulares G4, welches (iber die Plasmamembran in die Zellenngeldn den meisten
Zellen fungieren dabei das endoplasmatische bzsvsdecoplasmatische Retikulum (ER/SR) als
intrazellulére Calciumspeicher. Ein Mechanismus,zileeinem C&-Ausstrom aus dem ER fihrt
und damit zu einem zytosolischen Calciumanstieg,volinert den klassischen
Phosphatidylinositol-Signaltransduktionsweg. Extth#are Signal aktivieren dabei G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und fiihren Uber die Unteedii®ng des heterotrimeren G-Proteins zur
Aktivierung des Enzyms Phospholipase C. Dieseslysa¢at die Hydrolyse des Phospholipids
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PJP zu  Inositol-1,4,5-trisphosphat P und
Diacylglycerin (DAG). Das IRRMolekl ist ein wasserloslicher sekundarer Boteffistier durch

das Zytoplasma zum endoplasmatischen Retikulunurdifert und dort den [Rgesteuerten

Cd *-Kanal bindet. Die Bindung fuhrt zu einer Konformsats&nderung des Kanals, der daraufhin
durch seine Offnung den Ausstrom von Calciumiomedds Zytosol erlaubt. Zugleich wird die
Offnung des CZ-Kanals auch durch die zytosolische “Gionzentration reguliert. Dies
ermoglicht die schnelle Amplifikation kleiner Sidaa(Berridge et al. 2000).

Das Calciumion an sich kann als sekundéarer Botéinsine Reihe von Prozessen bei der
Immunantwort in der Zelle regulieren. So regulieg die Proliferation von Lymphozyten
(Berridge et al. 2000) und kann Apoptose induzigkass and Orrenius 1999). In mit Viren oder
Bakterien infizierten Zellen wird durch Apoptose dntrazellulare Vermehrung und Freisetzung
der Erreger verhindert (Navarre and Zychlinsky 200@iller and Rudel 2001; DeLeo 2004).
Calcium beeinflusst auch die Aktivitat von Trangkionsfaktoren wie NF-AT, CREB und KB
(Chawla et al. 1998; Crabtree 1999; Hardinghamletl@99) und reguliert so vielfaltig die
Expression von Genen , die wahrend der unspezéistimmunantwort von Bedeutung sind. Die

Aktivierung des Transkriptionsfaktors KB erfolgt Uber den IKK-Komplex, der aus den drei
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Untereinheiten IKK, IKK3 und IKKy/Nemo (NFxB essential modulatpraufgebaut ist. N&B

ist ein Dimer, bestehend aus den Proteinen p50p@% und befindet sich im Zytoplasma
gebunden an seinen InhibitatB (inhibitor of xB). Eine Aktivierung von IKK3 fuhrt zu einer
Phosphoylierung vonkB, dessen Ubiquitinierung und anschlieRenden Althaeh das 26S-
Proteasom (Zhang and Ghosh 2000; Yamamoto and Gagdd; Kawai and Akira 2006). Eine
Erhdhung der zytosolischen €a&onzentration fiihrt auch zur Proteolyse der irfioitischen
IkB-Einheit und zur Translokation der aktiven dB=Einheit in den Nukleus (Frantz et al. 1994).
Damit konnen Calciumionen auch indirekt die unsimzie Immunantwort durch die
Transkription proinflammatorischer Mediatoren inguien.

Die Aufnahme und Zerstbérung von bakteriellen Pagimeg durch Makrophagen und neutrophile
Granulozyten sind weitere wichtige Mechanismen @ageborenen Immunantwort. Alle
phagozytotische Prozesse sind von der Reorgamsalss Aktinzytoskelettes abhangig und
werden letztendlich dadurch reguliert. Calcium Wpidabei Uber die Interaktion mit
verschiedensten kontraktilen Proteinen eine enidehde Rolle (Melendez and Tay 2008).

Auch sind Calciumionen teilweise an der Aktivierurdes respiratory burst und der
Degranulation von Phagozyten beteiligt und Uberrezhiohamit eine weitere wichtige Funktion

bei der unspezifischen Immunantwort (Brumell etl8B5; Tapper 1996).
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YopO ist eines von sechs Effektorproteinen, dasr Utes Typ-llI-Sekretionssystem von
Y. enterocolitica in infizierte Wirtszellen transloziert wird, wo egur Uberwindung
antibakterieller Abwehrmechanismen beitragt. Esogetiabei, neben YopE, YopT und YopH,
zu den Effektorproteinen, die die Phagozytose Vensiniainhibieren. Neben seiner Kinase-
Doméne (Aminosauren 89-440) beinhaltet das Proteoh eine Membran-Lokalisations-
Doméne (MLD) im N-Terminus (Aminosauren 1-89) umideeC-terminale GDI-ahnliche Region
(Aminosauren 440-729). Die Translokation von Yop@hrf zu einer Zerstérung des Aktin-
Zytoskeletts und zur Abrundung der Zellen und begamtigt damit den Phagozytoseapperat der
Wirtszellen stark (Hakansson et al. 1996; Groséeral. 2002). Dabei sind die verursachenden
Mechanismen und die Beteiligung der verschiedenem&hen mit ihren unterschiedlichen
biochemischen Aktivitaten allerdings noch unklar.

Ziel dieser Arbeit war es, nach der Identifikaties Calcium- und Integrin- bindenden Proteins
(CIB1) als Interaktionspartner der Kinase YopO sdiénteraktion ndher zu charakterisieren. Der
Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei auf dettifizierung der Phosphorylierungsstellen
innerhalb des CIB1-Molekiils und der CIB1-YopO-lateionsbereiche. Weiterhin sollte die
Rolle der CIB1-Phosphorylierung fiir die Zellmorpbgie genauer analysiert werden.

Ein weiterer Gesichtspunkt dieser Arbeit war dienEtung weiterer zellularer Effekte des
translozierten Effektorproteins YopO, die zu eiMwdulation der angeborenen Immunantwort
fuhren. So sollten die Auswirkungen der YopO-Trakation auf wichtige Mediatoren der
unspezifischen Immunantwort, wie die die Aktividdgs Transkriptionsfaktors MB bzw. der
zytosolische Einstrom des sekundaren Botenstoffsi®a aus intrazellularen Speichern, néher

charakterisiert werden.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1.Verwendete Materialien und Gerate

1.1 Gerate

Tabelle IV-1 Laborgerate

Geratebezeichnung

Anbieter

Eletrophorese-/Agarosegelkammer
Elektrophorese-/ SDS-PAGE
Fluorometer / Luminometer
Gefrierschranke -20 T
Gefrierschrank -80 T

Gel Trockner

Deckglaschen, rund ( @ 12 mm)
Inkubatoren

Kassette flur Filmexposition
Kippschuttler
Kuhlschranke

Mikroskop (binocular)
Mikroskop (konfokal)

Objekttrager
Mikrowelle
Netzgerate
PCR-Cycler
pH-Meter
Phosphoimager

Photometer
Pipetten

Pinzette
Rotationsschuttler
Scanner

Sterile Werkbanke
Thermoschuttler

Thermostat
UV-Transilluminator
UV-Dokumentationsstation

Vortexer
Waagen

Roth

Bio-Rad, Hoefer

Infinite M200, Multidetektionsgerat, TECAN
Liebherr comfort

Hera freeze, Thermo electron cooperation
BioRad

Hartenstein GmbH

Heraeus, BBD 6220; Heraeus, B5090E; Certomat
BS-1, Sartorius
Hartenstein GmbH

EB WS-10, Hartenstein GmbH

Liebherr premium; Kryotec

Carl Zeiss, Axiovert 25

Carl Zeiss, Axiovert 200M, Software Volocity 4.3,
Improvision

Marienfeld GmbH

Panasonic Dimension4

Bio-Rad, Power Pac 1000; BluePower 500, Serva
Mastercycler epgradient, Eppendorf

Mettler, Toledo 320 pH Meter

FLA 7000 mit Software FLA-7000IR,
Bildauswertung mit Multi Gauge V3.0, Fuijifilm
Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000

Eppendorf (2, 10, 20, 100, 200 und 1000 pl); accu-
jet pro, Brand

Hartenstein GmbH

Hartenstein GmbH
ScanJet 4c/ScanJet 5470c, Hewlett Packard
Hera safe, Thermo Scientific

Thermomixer comp., Eppendorf; TS-100,
Hartenstein GmbH
Thermo Block TDB-120, Hartenstein GmbH

ETX-20.M, Vilber Lourmat, Hartenstein GmbH

Bio-Rad Universal Hood Il, Software Quantity One
4.5.0.
Heidolph

Kern 440-47N, Hartenstein GmbH
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Wasserbad
Western-Blot-Kammer
Zentrifugen

GFL Typ 1013, GFL
Hartenstein GmbH

Sigma 3-18K ; Eppendorf Tisch-zentrifuge 5417 R;
Sorvall RC-5B bzw. RC 28S Du Pont Instruments

1.2 Chemikalien und Enzyme

1.2.1 Kits und Enzyme

Tabelle V-2 verwendete Kits und Enzyme

Kits

Name Anbieter
BioRad Protein Assay BioRad
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen GmbH
ExGen 500 in vivo Transfection Reagent Fermentas
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH
QIAprep spin Miniprep Kit Qiagen GmbH
QuikChangell Site Directed Mutagenesis Kit Stratagene

SuperSignal West Femto detection reagents

Thermo Scientific

Enzyme

PCR-Extender System 200U
T4-DNA-Ligase
Go-Tag-DNA Polymerase

5-Prime
Roche
Promega

1.2.2 Chemikalien und Antibiotika

Alle Chemikalien und Antibiotika wurden von Amershi&E-Healthcare, AppliChem, Biomol,

Biozym, Dianova, Fermentas, Fluka, Invitrogen, MereAA, Perkin Elmer, Roche, Roth bzw.

Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle V-3 Antibiotika

Antibiotikum Abkirzung gelost in Endkonzentration ( mg/mL)
Ampicillin Amp H,Odd 100

Kanamycin Kan H,Odd 100

Nalidixinsaure Nal 0,5 M NaOH 35

Chloramphenicol Cm 70 % EtOH 20
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Spectomycin Spec H,Odd 100
Tetracyclin Tet 70 % EtOH 15

Gentamicin Gen H,Odd 100
Penicillin Pen H,Odd 100

1.2.4 Protein- und DNA-Standard

PageRuler (Fermentas)-Proteinstandard O’Gene RHleiStandard (Fermentas)

bp ng/0.5mg %

A
L —_ 10000 30 5
w Jam
— % - 5000 30 6
_Tm— 0 6
. : 5
70
il =
= s
R g % 5
34— 2 60 12
el a6 [
— 2% 2 o0
& 25 ]
—— 7 —| — i 2% 5
—— 10 — z
g 5 £

0.5p0/1ane, 8cm length gel,
1% TAE, 7V/cm, 45min

1.3 Bakterienstamme und Plasmide

1.3.1 Bakterienstdmme

Tabelle V-5 verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp/Beschreibung Referenz

E. coli

BL21 F—, ompT, hsdSg(rg-, mg-), dcm, gal, A (Moffatt and Studier
1987)

Topl0 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC), (Grant et al. 1990)

¢ 80lacZAM15AlacX74 nupG recAl
araD139A(ara-leu)7697

XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rc-, mg+), Stratagene
SUpE44, relAl, lac, [ F', proAB, lacl’ZAM15,
Tni0(tet")]
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Yersinia enterocolitica
WA-P
WA-C

WA-AyopO
WA-C-pTTSS-pYopO

WA-314 0:8, pYVO8-Virulenzplasmid,
Biogruppe 1B, intrinsische Nal-Resistenz
pYVOB8-defizienter WA-314

WA-P, yopO-Gen durch Kan-Kassette ersetzt

WA-C mit Plasmiden pTTSS (kodiert fur den

Se-kretions-/Translokationsapparat und YadA
von WA-314) und pYopO; Cm/Spec-Resistenz

(Heesemann and Laufs
1983)

(Heesemann and Laufs
1983)

(Trulzsch et al. 2004)
(Trulzsch et al. 2003)

1.3.2 Vektoren

Tabelle IV-6 verwendete Vektoren

Plasmid- Beschreibung Referenz
prokaryotische Expression
pGex-4T-1 Proteinexpression, Leervektor Amersham
pGex-4T-2 Proteinexpression, Leervektor Amersham
pGex-1A-T Proteinexpression, Leervektor Amersham
pcR2.1 Topo Klonierungsvektor Invitrogen
Saugerexpression
PEGFP-N1 Expressionsvektor; enhanced green BD Clontech
fluorescent protein, MCS N-terminal von
EGFP
pPEGFP-C1 Expressionsvektor; enhanced green BD Clontech
fluorescent protein, MCS C-terminal von
EGFP
pPCDNA3.1 Expressionsvektor Invitrogen
pmCherry EGFP wurde gegen mCherry ausgetauscht in dieser Arbeit
in pEGFP-C1
pPCDNA/FRT/TO exprimiert TET-Operon und FRT-Sequenz Invitrogen
pOG44 exprimiert FLP-Rekombinase Invitrogen
1.3.3 Konstrukte
Tabelle V-7 verwendete Konstrukte
Plasmid- Beschreibung Referenz
prokaryotische Expression
GST-CIB pGex-1A-T, mit CIB wt C. Barz
GST-CIB-S180A pGex-1A-T, mit CIB S180A diese Arbeit
GST-CIB-S185A pGex-1A-T, mit CIB S185A diese Arbeit
GST-CIB-S186A pGex-1A-T, mit CIB S186A diese Arbeit
GST-CIB-S185/186A pGex-1A-T, mit CIB S185/186A diese Arbeit
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GST-PAK-CRIB
GST-Rothekin
GST-YopO wt
GST-YopO D267/K269A

Saugerexpression
Flag-YopO
CIB-HA

GFP-YopO wt
GFP-YopO 89-440

GFP-YopO 89-729
GFP-YopO 151-729
GFP-YopO 1-440

GFP-YopO 1-710

GFP-YopO Y589/N593/E597A

pCDNA/FRT/TO-YopO

pGex-4T-2 ; mit PAK-CRIB
pGex-4T-2 ; mit Rothekin
pGex-4T-1; mit wildtyp YopO (1-729)
pGex-4T-1; mit YopO D267/K269A

(Sander et al. 1998)
(Sander et al. 1998)
G. Zenner
G. Zenner

pPCDNAS.1 Flag-YopO (8-729) (Juris et al. 2000)

pCDNAS3; mit CIB; C-terminaler HA-Tag C. Trasak
PEGFP-C1; mit YopO (1-729) G. Zenner
pEGFP-C1; mit YopO (89-440) ; C- und N- G. Zenner
terminale Deletion

pEGFP-C1; mit YopO (89-729); N-terminale G. Zenner
Deletion

PEGFP-C1; mit YopO (151-729); N-terminale ~ G. Zenner
Deletion

pEGFP-C1; mit YopO (1-440); C-terminale G. Zenner
Deletion

PEGFP-C1; mit YopO (1-710); C-terminale G. Zenner
Deletion

pEGFP-C1; mit YopO Y589/N593/E597A; diese Arbeit
Bindungsmotiv fir RhoA/Racl mutiert

PCDNA/FRT/TO; mit YopO; stabile Expression diese Arbeit

von YopO in Flp in-Zellen

pPELAM-luc AMPR endothelial leukocyte adhesion Promega, (Madison,
molecule (ELAM)-1-NFkB-Luciferase, USA)
synthetische Firefly-Luciferase mit NFkB-
Promotor im pGL2-Vektor

pNFkB-luc AMPR, synthetische Firefly-Luciferase mit Stratagene
NFkB-Promotor

pRL-0 Renilla Luc Gen, AmpR Promega

1.4  Oligonukleotide

Tabelle V-8 verwendete Primer

Name Primersequenz

CIB S180A se 5-GTC ATC TCC CGT GCT CCA GAC TTT GCC AGC TCC-3’ (vorwarts)
CIB S180A as 5-GGA GCT GGC AAA GTC TGG AGC ACG GGA GAT GAC-3' (ruckwarts)
CIB S185A se 5-CCA GAC TTT GCC GCC TCC TTT AAG ATT GTC CTG-3' (vorwarts)
CIB S185A as 5'-CAG GAC AAT CTT AAA GGA GGC GGC AAA GTC TGG-3' (rickwarts)
CIB S186A se 5-CCA GAC TTT GCC AGC GCC TTT AAG ATT GTC CTG-3' (vorwarts)
CIB S186A as 5'-CAG GAC AAT CTT AAA GGC GCT GGC AAA GTC TGG-3' (rickwarts)

CIB S185/186A se
CIB S185/186A as
YopO Y589A se
YopO Y589A as
YopO N593/E597A se
YopO N593/E597A as
Flp-YopO-Kpn-for
Flp-YopO-Xho-rev

5'-CCA GAC TTT GCC GCC GCC TTT AAG ATT GTC CTG-3' (vorwérts)
5'-CAG GAC AAT CTT AAA GGC GGC GGC AAA GTC TGG-3' (riickwérts)
5-CAG CCC GTG TCC TCT GAA ACC GCC AGC TTC CTG-3’ (vorwarts)
5'-CAG GAA GCT GGC GGT TTC AGA GGA CAC GGG CTG-3' (riickwarts)
5-GC TTC CTG GCT CGA TTA GCT GCG GCT AAG GTC ACC-3’ (vorwérts)
5-GGT GAC CTT AGC CGC AGC TAA TCG AGC CAG GAA GC-3' (riickwarts)
5-AGAGGTACCGGCATGAAAATC-3’ (vorwarts)
5-GCACTCGAGTCACATCCA-3’ (riickwérts)

-33-



IV. MATERIAL UND METHODEN

1.5  Antikorper

Tabelle 1V-9 verwendete Antikrper

anti- Spezies Anbieter

primére Antikérper

CiB IgG Kaninchen (1:5000) in dieser Arbeit
FLAG IgG Maus (1:200) SIGMA (F3165)

HA IgG Ratte (1:200) Roche

Integrin Beta 3 IgG Maus (1:200) Chemicon (AB1932)
Rac 1 IgG Maus (1 :2000) BD Biosciences
RhoA IgG Maus (1:1000) Santa Cruz

Vinculin IgG Maus (1:200) SIGMA (V4505)
YopO IgG Kaninchen (1:10.000) Barz et al. (2000)

Sekundéare Antikdrper

Kaninchen AlexaFluor®488 IgG Ziege (1:200) Invitrogen

Kaninchen AlexaFluor®568 IgG Ziege (1:200) Invitrogen

Kaninchen IgG Meerrettichperoxidase-gekoppelt Esel ~ GE Healthcare
(1:100.000)

Maus AlexaFluor®488 I1gG Ziege Invitrogen

Maus AlexaFluor®568 IgG Ziege Invitrogen

Maus IgG Meerrettichperoxidase-gekoppelt Ziege GE Healthcare
(1:50.000)

Ratte AlexaFluor®488 IgG Ziege (1:200) Invitrogen

Ratte AlexaFluor®568 I1gG Ziege (1:200) Invitrogen
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2. Molekularbiologische Methoden

2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.1.1 PCR zur Amplifikation von DNS-Abschnitten

Die PCR ist eine Methode, um spezifische DNS-Abgthexponentiell zu vervielfaltigen. Die
Sequenz wird dabei vom 3-OH-Ende ausgehend zwischeOligonukleotiden (Primer)
amplifiziert. Alle PCR-Reaktionen wurden in 0,2 Re¢aktionsgefalien (TreffLab), auf Eis und in
20 pl bzw. 50 ul durchgefiihrt. Die Polymerasen wardem Anbieter entsprechend eingesetzt.

Ein typischer Ansatz sah wie folgt aus:

2 ng/pl Plasmid

10 % Tag-Puffer (10x)
0,2 mM dNTP-Mix

1uM 5’ Oligonukleotid
1uM 3’ Oligonukleotid

0,05 U/ul Polymerase
Die vollstandigen Ansétze wurden bei 95 °C im PORI€r platziert und die Reaktion erfolgte
nach folgendem Programm. Dabei war die TemperatuOtigonukleotid-Anlagerung abhéngig

vom Oligonukleotidpaar selbst.

initiales Doppelstrangschmelzen 5 min 95 °C (1x)

Doppelstrangschmelzen 60s 95°C
Oligonukleotid-Anlagerung 30s 50-65°C
Oligonukleotid-Verlangerung 60 s/1 kb PCR-Produkt 2 °C

Der Zyklus wurde dreil3igmal wiederholt und ansdbdied noch um 7 min bei 72 °C verlangert,
um maglichst vollstéandig synthetisierte Strangeerdualten. Die PCR-Produkte wurden bis zur

Analyse mittels Agarosegelelektrophorese (s. Kapite.3) bei 4 °C aufbewahrt.
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2.1.2 mutagene PCR

Alle Mutationen wurden mit denQuickChangell Site Directed Mutagenesis Kdtratagene)
nach Herstellerprotokoll erreicht. Die eingefligteMutationen wurden mittels DNA-

Sequenzierung uUberprift.

2.2  Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, DMN#ker molekularen Masse nach
aufzutrennen. Dabei wandert negativ geladene DN@inem elektrischen Feld zur Anode. Die
negative Ladung erhalt sie durch PhosphatgruppenWanderungsgeschwindigkeit wird dabei
durch ein Agarosenetzwerk unterschiedlich starkinbeeshtigt und ist damit bei linearer,
doppelstréangiger DNA umgekehrt proportional zum &apmus ihrer LaAnge in Basenpaaren.
Fur das Giel3en von Agarosegelen wurde eine entsgimde Menge an Agarose eingewogen und
durch Aufkochen in der Mikrowelle in TAE-Puffer (40M Tris/Azetat pH 8,3, 10 mM EDTA)
gelost, so dass eine 0,7-2 %-ige Agaroselosundtenhaurde. Die Agarosekonzentration wurde
dabei abhangig von der GréRe des zu untersucheDd&kFragments gewahlt. Die DNA-
Proben wurden mit einem Ladepuffer (30 % (v/v) @lyz, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau und
0,25 % (w/v) Xylenblau versetzt und auf das Gelgatragen. Die Auftrennung erfolgte dann
durch das Anlegen einer Spannung, die je nach @&grwischen 80-150 V gewahlt wurde,
wobei der TAE-Puffer als Laufpuffer verwendet wurdem Sichtbarmachen der DNA wurde
das Gel nach dem Lauf in einem Ethidiumbromidbagdml) gefarbt und konnte anschliel3end
unter UV-Licht beobachtet werden. Dabei interkatligthidiumbromid mit der DNA und wird
durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Die Fragige3e wurde durch das Mitfihren eines

GrolRenstandards (s. Kapitel 1V-1.5) bestimmit.
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2.3 Nukleinsaure-Analytik

2.3.1 Plasmidpraparation

Alle Praparationen zur Gewinnung von Plasmid-DNAaean nach Herstellerprotokoll entweder
mit demPlasmid Mini Kitoder demEndofree Plasmid Maxi Ki(Qiagen) zur endotoxinfreien

Aufreinigung durchgeflnhrt.

2.3.2 Gelextraktion

DNA-Fragmente wurden mit der@IAquick Gel Extraction Kit(Qiagen) aus Agarosegelen
isoliert. Dazu wurden die gewilinschten DNA-Fragmentsgeschnitten, gewogen und die DNA

entsprechend der Herstellerangaben extrahiert.

2.3.3 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme binden spezifisch an palindroh@sErkennungssequenzen in der DNA und
spalten sie dort durch Hydrolyse einer Phosphostiestdung. Die Aufgabe dieser Enzyme in
ihrem Ursprungsorganismus ist die Inaktivierung iloemder DNA durch deren Spaltung.
Bakterieneigene DNA wird durch ein individuelles tigierungsmuster als eigen erkannt und
nicht gespalten. Je nach Enzym entstehen bei daituBg entweder doppelstrdngige Enden
(blunt end¥ bzw. Enden mit einem 5'- oder 3’-Uberharsj¢ky ends

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden mit ilregehdrigen 10x Reaktionspuffern von
Fermentas bezogen. Die Reaktionen wurden nach éllerangaben meist bei 37 °C in einem
Heizblock fur 90-120 min in Anwesenheit des entspemden 10x Puffers, eventuell 10 mg/ml
BSA und ddHO durchgefuhrt. Fir die Spaltung von 1 ug DNA wurd® Enzym eingesetzt.
Die Spaltung mit zwei Enzymen gleichzeitig konmedem entsprechenden Puffer durchgefihrt
werden. Nach der Beendigung der Restriktionsspgltunurden die Enzyme nach

Herstellerangaben entweder bei 65 °C bzw. bei 8&ifQ0 min hitzeinaktiviert.
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2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor-DNA mit der gewunschten Bequenz erfolgt nach der
Restriktionsspaltung beider DNA-Sequenzen mit d&itigen Restriktionsenzym. Die T4-DNA-
Ligase (Roche) ist dann in der Lage, die passeBaelen zu verbinden, indem sie die Formation

einer Phosphodiesterbindung zwischen den 3’-OH-GxRhosphatgruppe katalysiert.

2.3.5 Bestimmung der DNA-Konzentration und —Reinhei

Nukleinsduren haben ein Absorbtionsmaximum beiréfidellenlange von 260 nm. Die isolierte
DNA wurde mit ddHO entsprechend verdinnt und die Absorbtion in eirnenotometer
(Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000) gegenfaibei einer Wellenl&ange von 260 nm gemessen.
Zur Bestimmung der Reinheit der DNA wurde der K@t Agsor2s0 photometrisch bestimmit.
Ein Wert< 1,8 deutet dabei auf eine Verunreinigung wahresrdDNA-Praparation mit Protein

hin, wahrend ein Wert 2,0 auf eine Verunreinigung mit RNA hinweist.

2.3.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzen sind mittels Sequenzierung awef Richtigkeit hin Uberprift worden. Dazu
wurden 1-2 pug Plasmid mit den entsprechenden Paiman AGOWA bzw. MWG
(Sequenzierungslabore) geschickt. Die von dort lenhen Sequenzen wurden dann mit den
Programmen BLAST (NCBI) bzw. mit Vector-NTI (Invitgen) analysiert.

2.4  CaClb-kompetente Bakterien

2.4.1 Herstellung

Die verwendeten BakterierE(coli BL21, Top10) fur Hitzeschock-Transformationen dem

mit Hilfe von CaC} nach folgender Methode kompetent gemacht:

2ml einer Ubernacht-Vorkultur wurden in 100 ml LBeMlum verdiinnt und anschlieRend bei

37 °C geschiittelt, bis eine @9 von 0,6 erreicht war. Die Zellen wurden dann béiCAflr

15 min bei 3000 g zentrifugiert. Sie wurden ansfbdind mit 50 ml kaltem Mg&100 mM)
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gewaschen, fur 30 min auf Eis inkubiert und anefdnd unter denselben Bedingungen wie
zuvor zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Balderin 50 ml kaltem Cagl (100 mM)
gewaschen und erneut fir 30 min auf Eis inkubiew.ldanach zentrifugiert. Sie wurden dann in
2 ml kaltem CaGlaufgenommen und Uber Nacht auf Eis inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 2,5 ml kaltes Ga@id 0,5 ml steriles Glyzerin (Endkonzentration
von 10 %) hinzugefiigt. Die 50-100 pl grof3en Aliquotvurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren und im Anschluss bei —80 °C aufbetwah

2.4.2 Transformation

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetiul der Zellen wurden mit Plasmid-DNA
(0,5-50 ng) bzw. mit einem Ligations-Ansatz (1-1D mersetzt und dann in sterilen 1,5 mi
Reaktionsgefallen fur 30 min auf Eis inkubiert. DBakterien wurde anschlielend ein
Hitzeschock fur 50 s bei 42 °C zugefihrt, der dektBrien die Aufnahme der DNA ermdglicht.
Bei gekauften kompetenten Bakterien (Invitrogenydeuder Hitzschock wie vom Hersteller
empfohlen durchgefiihrt. Nach diesem Schritt wurdienZellen noch fir 2 min auf Eis inkubiert
und dann mit 200-1000 pl SOC-Medium versetzt und »2°C fur 60 min geschuttelt.

Anschlieend wurden sie auf Agarplatten mit dens@eichenden Antibiotikum ausplattiert, um

die transformierten Bakterien zu selektionieren.
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3. Zellbiologische Methoden

3.1  Zelllinien und Kulturbedingungen

3.1.1 verwendete Zelllinien, Medien und Medienzusaé

Tabelle 1V-10 verwendete Zelllinien/Medien und Zizsa

Name

Beschreibung

Kulturbedingungen

HEK293T

Flp-In™ T-Rex™-293 Zelllinie
(Flp-in-Zellen)

Flp-GFP

Flp-YO

CHO-K1

A5-CHO

J774A.1

Zellkulturmedien

Human embryonic kidney Zellen
(ATCC: CRL 1573)
immortalisierte humane
embryonale Nierenzelllinie

HEK293T-Zelllinie (Invitrogen);
exprimiert stabil lacZ-Zeocin™-
Fusionsgen und den Tet-
Repressor; enthalt eine FRT-
Sequenz

Flp-In™ T-Rex™-293 Zelllinie;
exprimiert GFP unter der
Kontrolle des Tet-Operon

Flp-In™ T-Rex™-293 Zelllinie;
exprimiert YopO unter der
Kontrolle des Tet-Operon

Chinese Hamster Ovarien Zellen
(ATTC CCL-61)

CHO-Zellen ; exprimieren stabil
Integrin allbB3 (O'Toole et al.
1990)

Immortalisierte murine
Makrophagen Zelllinie (ATTC:
TIB-67)

DMEM, 10 % FBS; optional
100 pg/ml Pen/Strep

DMEM, 10 % FBS; 100 pg/mi
Pen/Strep, 100 pg/ml Zeocin,
15 pg/ml Blasticidin

DMEM, 10 % FBS; 100 pg/ml
Pen/Strep, 100 pug/ml
Hygromycin, 15 pg/ml Blasticidin

DMEM, 10 % FBS; 100 pg/mi
Pen/Strep, 100 pug/ml
Hygromycin, 15 pg/ml Blasticidin

DMEM; 10 % FBS; optional
100 pg/ml Pen/Strep; 1IXNEAA

DMEM; 10 % FBS; optional
100 pg/ml Pen/Strep; NEAA
(Vielreicher et al. 2007)

RPMI1640; 10 % FBS; 5 mM L-
Glutamin; optional 100 pg/mi
Pen/Strep

Name Beschreibung Anbieter

DMEM Dulbecco’s Modiefied Eagle GIBCO
Medium mit Glutamax

RPMI RPMI1640 mit L-Glutamin GIBCO
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Zusatze/Zellkulturlésungen

Blasticidin Blasticidin S HCI Invitrogen
FBS fotales Rinderserum (fetal bovine  GIBCO
serum)
Hygromycin Hygromycin B Roche
NEAA Non-Essential-Aminoacids GIBCO
PBS PBS ohne Mg* und Ca* GIBCO
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin GIBCO
Zeocin Zeocin Invitrogen

3.1.2 Passagieren adharenter Zellen

Die Zellen wurden nach dem Entfernen des Mediummai mit sterilem PBS gewaschen. Sie
wurden dann mittels Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsitb®mM EDTA, GIBCO) abgel6st, wobei

die Reaktion durch die Zugabe von Wachstumsmediiin$erum gestoppt wurde. Das Medium
wurde per Zentrifugation (200 g, 5 min) abgetremiig, Zellen in neuem Medium aufgenommen

und in das entsprechende Zellkulturgefal} tberfuhrt.

3.1.3 Beschichtung von Deckglaschen

Deckglaschen aus Glas (Durchmesser 12 mm, Hariensteirden in 100 %-igem Ethanol
eingetaucht, durch eine Flamme gefuhrt, um sie teulisieren und im Anschluss in eine
Vertiefung einer 6wnell- oder 12well-Platte Uberfihrt (Nunc).

Fir die Beschichtung mit Fibrinogen (Sigma) wurdién Deckglaschen bei 4 °C Uber Nacht mit
einer Fibrinogenldsung (100 pg/ml in sterilem PB&ubiert, anschlieRend wurde diese entfernt
und die Zellen konnten direkt ausgeséat werden.

Deckglaschen wurden auch mit Poly-L-Lysin besclathim die Adhésion der FIp-YopO Zellen
an diese zu verbessern. Dazu erfolgte eine Inkubatier Deckglaschen mit Poly-L-Lysin
(Sigma) in ddHO (0,1 mg/ml) fur 3 h bei 37 °C, anschlieRend wardech 3 Waschschritte mit

-41 -



IV. MATERIAL UND METHODEN

sterilem PBS durchgefiihrt, nach denen die Zelldndaubeschichteten Deckglaschen ausgeséat

werden konnten.

3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren

Die Zellen wurden von der Zellkulturoberflache mligt Trypsin abgeldst und bei 1000 rpm flr
5 min pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommee, Zellen in 1 ml steril filtriertem
Einfriermedium (10 % DMSO, Sigma in FBS) aufgenommend anschlieRend in 1,5 ml
Cryogefal3e Uberfuihrt. Die Zellen sind dann in ein@efrierbehalter (Nalgene) bei —80 °C

schonend mit einer konstanten Geschwindigkeit vo@/inin eingefroren worden.

Auftauen
Die Zellen in den CryogefalRen wurden sehr schrnelleinem 37 °C warmen Wasserbad
aufgetaut, sofort in warmes Wachstumsmedium Ubdrfiind in den entsprechenden

Zellkulturschalen ausgesat.

3.2  Beschichtung von LatexBeads

Fluoreszierende polystyrol Mikroklgelchen (Durcheees4 um, blau, Ex./Em.=350/440 nm) mit
aktivierten Sulfat-Gruppen, die eine Bindung vorotBinen erlauben, wurden bei Molecular
Probes (Invitrogen) erworben. 200 pul d8eadlLosung wurden bei 4 °C und 10.000 g
zentrifugiert und mit 1 ml PBS gewaschen. Diesedeardann in 1 ml Proteinlésung (1mg/ml)
resuspendiert und Uber Nacht auf dem Rotationsteehtiei 4 °C inkubiert. DidBeadswurden
dann pelletiert und in 500 pl 1 % BSA in PBS resumsjert. Bis zum Gebrauch wurden sie bei
4 °C aufbewahrt und direkt vor der Zugabe zu defie@eim Ultraschallbad fur 3x10 s
sonifiziert, um ein Verklumpen d&eadszu vermeiden.
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3.3 Transfektion von Zellen
3.3.1 Transfektion mit ExGen 500, Turbofect und Fugne

Fir eine Uberexpression von Proteinen in Zellendenr3x16 Hek293T-Zellen pro 10 cm-
Schale, 6x19Zellen pro 15 cm Schale bzw. 1,5x105 Zellen proti¢fing einer 12well Platte
ausgesat. Am nachsten Tag wurden sie dann entweitldrurbofect Fugenebzw. ExGen500
nach Herstellerangaben transfiziert. 12-24 h naemsfektion wurden die Zellen dann entweder

lysiert, infiziert oder mit Stimulatoren (s. Kagdit¥/-1.4) behandelt.
3.3.2 Transfektion mitAmaxa

Dieses Transfektionssystem kombiniert Elektroporatind Lipofektion, um Plasmide in Zellen
zu transfizieren, womit sich eine hodhere Transteldeffizienz bei bestimmten Zelllinien
erreichen liel3. Diese Methode wurde angewandt, H® Cellen fir bspw. deBpreading-Assay

zu transfizieren, da andere Methoden wie Fugeneunaureichende Transfektionseffizienzen
ergaben.

Fur die Transfektion der CHO-Zellen wurde déucleofectorKit T nach Herstellerangaben

verwendet, wobei die empfohlene Menge an ZelleMifd) mit 2 pg Plasmid transfiziert wurde.

3.4 Infektion von Zellen

Bei Infektionsversuchen wurde am Vorabend eine &Jb@rnacht-Vorkultur in LB-Medium mit

dem entsprechenden Selektionsantibiotikum angesetttbei 27 °C geschuttelt. Diese wurde
dann nach einer 1:10 Verdinnung mit LB-Medium weitB0 min geschdttelt, allerdings bei
37 °C, um die Expression des Typlll-Sekretionssystezu aktivieren und damit die

Translokation der Effektor-Yops in die Zielzelle gewahrleisten. Im Anschluss wurden die
Bakterien bei 4 °C und 6000 g fur 15 min sedimettidann in kaltem PBS resuspendiert und
eine OQo von 0,36 bei einer 1:10 Verdinnung eingestelltteBo nicht anders angegeben
wurden die Bakterien mit einer MOI von 10 zu defiefegegeben, denen zuvor antibiotikafreies

Medium zugesetzt wurde. Fluoreszierende L&erdswurden mit Fibrinogen beschichtet und
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zu den Zellen ins Medium gegeben. Nach der entspreten Infektionsdauer wurden die Zellen

entweder fixiert und mikroskopisch ausgewertet dideproteinchemische Methoden lysiert.

3.5 Immunfluoreszenzfarbung bei Zellen

Die Zellen wurden zu Beginn des Versuchs mit eid@hte von 2x 16-Zellen auf ein mit
Gelatine bzw. Poly-L-Lysin beschichtetes Deckgl&schausgesat. Nach Beendigung des
Versuches wurden die Zellen mit 3,7 % Formaldehypdert, mit 0,01 % Triton-X-100
permeabilisiert und im Anschluss 30 min mit Blockpu (1 % BSA, 5 % NGS, 5% NHS in
PBS) inkubiert. Durch die Inkubation mit BSA, NGSofmal goat serupnund NHS Qormal
human serumwurden unspezifische Bindungsstellen fur die Rarper abgesattigt. Nach dem
Blocken wurden die Deckglaschen in einer feuchtemier mit dem Primarantikorper fur
45 min inkubiert, im Anschluss mit PBS gewascherd uiir weitere 30 min mit einem
Fluoreszenz-markiertem Sekundarantikérper inkubMath erneutem Waschen mit PBS wurden
die Deckglaschen getrocknet, die Zellen in Mowialf aObjekttragern eingebettet und

anschliel3end mit Nagellack versiegelt.

3.6  Radioaktive Markierung von Zellen

Damit Phosphorylierungsreaktionen in lebenden Betlachvollzogen werden kénnen, werden
die Zellen radioaktiv markiert, um die zu untersertten Proteine anschlielend per
Immunprazipitation zu isolieren und sie Uber SDSEFEAUNndWestern Blokzu analysieren.

Dazu wurden HEK 293T-Zellen nach Transfektion mib-GFP mit phosphat-, serum- und
antibiotika-freiem Medium (Invitrogen) gewaschendum diesem mit zusatzlich 32[P]Na-
orthophosphat fur 4 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkdb[@abei werden radioaktive Phosphatreste
von den Kinasen fir die Phosphorylierungen mit et und so in die entsprechenden
Substrate eingelagert. AnschlieRend wurden dieedeibch einmal mit Medium gewaschen, um
sie dann mit der¥ersinia Stammen WA-314 und WA-31MopO zu infizieren. Nach einer
weiteren Inkubationszeit von 90 min wurden die &ellysiert, CIB-GFP prazipitiert (s.Kapitel
IV-4.7) und der Phosphorylierungszustand wurde rabis-PAGE undVestern Blotiber eine
Autoradiongrafie (s.Kapitel 1V-4.9) detektiert.
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3.7  Spreading-Assay

Um die Interaktion von CIB bzw. CIB-Mutanten mitrddntegrinallbf33 und seinem Substrat
Fibrinogen in Abhangigkeit von YopO zu untersuchearde die Fahigkeit von A5-CHO-Zellen
(exprimieren stabilallbf33) zur Ausbreitung (engl.spreading auf Fibrinogen beschichteten
Oberflachen beobachtet.

Dazu wurden die Zellen mit dem GFP-YopO-Fusionginotind den entsprechenden Mutanten
bzw. mit CIB-GFP und der pseudophosphorylierten avite mit Amaxa (Nucleofector Kit T)
transfiziert. Nach einer Expressionszeit der Pldemmon 6-24 h wurden die transfizierten Zellen
mittels Trypsin abgeldst und 150.000 Zellen singeis auf ein mit Fibrinogen beschichtetes
Deckglaschen ausgesat worden. Nach 30-45 min wulderZellen mit Formaldehyd (3,7 %)
fixiert und die Zellen sind nach entsprechenden dhsshritten und dem Einbetten in Mowiol

mikroskopisch auf ihre Ausbreitung auf der Fibriangberflache hin untersucht worden.
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4. Proteinbiochemische Methoden

4.1  GST-Fusionsproteine

4.1.1 Expression und Aufreinigung

Die Gluthathion-S-Transferase (GST) besitzt einleehAffinitat zu seinem Substrat Gluthathion
(GSH), weshalb es sich fur die Aufreinigung rekomaliter Proteine eignet. Das gewlnschte
Protein wird an seinem N-Terminus mit GST fusioniemd mittels eines bakteriellen
Expressionsvektors (pGex4T-1) in einem Proteaseidefen E. coli Stamm (BL21) nach
Induktion exprimiert. Das GST-Fusionsprotein kananml tber eine Glutathion-Sepharose
aufgereinigt werden. Dabei bindet es spezifisch daese, wahrend andere Proteine nur
unspezifisch binden. Uber verschiedene Waschsehvittrden die unspezifsch gebundenen
Proteine entfernt werden und das aufgereinigtetefrr&ann eluiert werden.

Die Plasmide, die fur die jeweiligen GST-Fusionspiale kodieren, wurden mittels Hitzeschock
in E. coli BL21 transformiert. Eine Ubernacht-Vorkultur hienvwurde 1:20 mit frischem LB-
Medium mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikunrd@&nnt und konnte bis zu einer @pvon
0,5-0,7 bei 37 °C im Schuttelinkubator wachsen. dfesem Zeitpunkt wurde die Expression
durch die Zugabe von 0,4 mM IPTG (IsoprofyDB-Thiogalactopyranosid) induziert und die
Kulturen wurden je nach zu exprimierendem Protegm B3-37 °C fur weitere 3-4 h unter
Schutteln inkubiert. Im Anschluss wurden die Baktelbei 4 °C und 6000 g fir 15 min pelletiert.
Das Pellet wurde dann auf Eis in 5 ml Lysepuffd8$P0,1 mM PMSF und bei der Expression
von GST-YopO zusatzlich 0,1 % Triton-X-100) aufgemoen und sonifiziert.

Die Lysate wurden durch Zentrifugation bei 4 °C .00 g; 30 min) von den Zelltrimmern
abgetrennt und tber eine mit Glutathion-Sephar@éMnersham) gepackte Saule aufgereinigt.
Nach mehreren Waschschritten mit dem Lysepuffemi@rdas an die Sepharose gebundene
GST-Fusionsprotein (Rothekin) entweder direkt fullddwn-Versuche eingesetzt werden bzw.
von der Sepharose abgetrennt werden. Dabei warogticm je nach folgendem Versuch die
Proteine entweder mit einem Elutionspuffer (30 mMit&hion, 50mM Tris pH 7,5) als GST-
Fusionsprotein zu eluieren bzw. mit Thrombin (5MUGSH-Sepharose in Lysepuffer) tber
Nacht vom GST-Tag abzuspalten. Bei Bedarf wurdenGb T-Fusionsproteine noch gegen PBS

dialysiert.
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4.1.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration geldster Proteine wurde basieraumidder Methode nach Bradford mit dem
BioRad Protein-AssayKit bestimmt. Dabei wurden als Standard versched8SA (Sigma-
Aldrich) Konzentrationen von 20 pg/ml, 15 pg/ml, @§/ml, 5 pg/ml und 1 pg/ml mitgefihrt,
daraus eine Eichgerade erstellt, an der dann dieiRkonzentration der entsprechenden Proben
abgelesen werden konnte. 800 pl der Proteinléswavg leiner entsprechenden Verdinnung
wurden mit 200 pl des Bradfor-Reagenz vermischhirb bei Raumtemperatur inkubiert und
dann die Absorbtion bei einer Wellenlange von 58bgegen den entsprechenden Leerwert

gemessen.

4.2  SDS-PAGE ¢odium dodecylsulfat polyacrylamide gel electrophoresis)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine ihrem Molekulaigbtentsprechend aufgetrennt, wahrend
sie ein Polyacrylamid-Gel durchlaufen. SDS ist @nionisches Detergenz, das Proteine
denaturiert und gleichzeitig durch seine starkeatieg Ladung die urspringliche Ladung des
Proteins maskiert. Dadurch weisen alle Proteineh rder Behandlung mit SDS ein gleiches
Ladung-zu-Masse Verhéltnis und eine gleiche auBeren auf und kdnnen demnach bei der
Filtration durch ein Polymer in einer Gelelektropt®e nach ihrer molekularen Masse
aufgetrennt werden.

Die zu untersuchenden Proteinproben wurden mitch-fRrobenpuffer (5xSB mit 5 98-
Mercaptoethanol ) versetzt, der SDS enthalt und®b€iC fur 5 min denaturiert. Danach wurden
sie auf ein Gel aufgetragen und die Migration detdétne bei einer Stromstéarke von 25 mA im
Sammelgel und 35 mA im Trenngel induziert. Das Safgel hat dabei eine geringere
Acrylamidkonzentration (4 %) und einen anderen pHEAV weshalb die Proteine an der
Sammelgel-Trenngelfront ,gesammelt* werden und eitlibh in das Trenngel einlaufen kénnen.
Zur Abschéatzung des Molekulargewichtes der apptieie Proteine wurde ein angefarbter
Proteinstandard (s. Kapitel 1V-1.5) mit auf das Geladen.
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SDS-Ladepuffer (5xSB) SDS-Laufpuffer

0,5M Tris/HCL pH 6,8 5 ml Tris 25 mM

Glyzerin 2 mi Glycin 192 mM

SDS 08¢ SDS 0,1 % (wiv)

0,05 % Bromphenolblau 1ml

ddH,O 2 ml

SDS-Sammelgel Trenngel

SDS 0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v)
Tris/HCL pH 6,8 125 mM Tris/HCL pH 6,8 375 mM
Acrylamid 4 % (wiv) Acrylamid 8-15 % (w/v)
APS 0,1% APS 0,1 %
TEMED 0,01 % TEMED 0,01 %

4.2.1 Coomassie-Farbung

Um Proteine direkt nach der SDS/PAGE anzufarbamdes das Gel fur ca. 10 min in einer
Coomassid-arbelésung (0,1 %Coomassie Brilliant BlueR250, 25 % Methanol und 10 %
Essigsaure) inkubiert. Die enthaltene Essigsawierfi dabei die Proteine. Der unspezifisch
angefarbte Hintergrund wurde mittels einer Inkutratin einer Loésung aus 25 % Methanol und

10 % Essigsaure entfarbt.

4.2.2 \Western Blot

Der semi-dryWestern Blot (Immunoblot) ist eine Technik, bei dereits aufgetrennte Proteine
(Uber SDS-PAGE) aus dem Gel elektrophoretisch smé &rdgermembran Membran (PVDF,
Imibilion-P, Millipore) tGbertragen (engblotting) werden. Dazu wurden drei Filterpapiere in der
Grol3e des Trenngels luftblasenfrei auf die AnodeBletkammer aufgelegt, wobei zwei davon
zuvor in Puffer A und eines in Puffer B getranktrder Darauf sind eine zuvor mit Methanol

aktivierte PVDF-Membran, das zuvor in Puffer C &iQuerte Trenngel, 3 in Puffer C getrankte
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Filterpapiere und zum Schluss die Kathode aufgéibraorden. Der Transfer der Proteine wurde

dann bei 1,2 mA/cm? fur eine Stunde durchgefihrt.

Puffer A (Anode I)
Tris/HCI

Methanol

ddH,O

Puffer B (Anode II)
Tris/HCI

Methanol

ddH,O

Puffer C (Kathode)

Tris/HCI

0,3 M (7,26 g)
10 % (20 ml)
200 ml, pH 10,4

0,25 mM (0,605 g)
10 % (20 ml)
200 ml, pH 10,4

0,25 mM (0,605 g)

e-Aminocapronsaure 40 mM (1,049 g)
Methanol 10 % (20 ml)

ddH,0O 200 ml, pH 9,4

Nach der Ubertragung der Proteine konnten diese Abkoradiografie (s.Kapitel IV-) oder
immunchemisch detektiert werden. Zur Detektion rhitife von Antikdrper-gekoppelter
Chemilumineszenz wurde die Membran fur 1 h bei Raomperatur, oder Uber Nacht bei 4 °C in
einer Blocklosung (PBS-T/ 2% BSA oder 5% Milchger) inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen abzublocken.
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PBS-T (10x)

NaCl 1,37 M (80 g)
KCI 26,5mM (2 g)
NaHPO, 0,1 M (17,8 g)
KH-PQ, 17,6 mM (2,4 g)
Tween 20 0,05 %

ddH,O 1, pH 7,7

Nach dem Blocken wurde die Membran fur 1 h mit demweiligen Priméarantikdrper in der
entsprechenden Verdinnung inkubiert, anschlieReeundl fir 5 min mit PBS-T gewaschen,
bevor sie fir eine weitere Stunde mit einem Megdwgieroxidase (horseradish
peroxidase = HRP) gekoppelten Sekundarantikérpgerbiert wurde. Die Detektion des Enzyms
und damit der gewilnschten Proteine erfolgte darh daei erneuten Waschschritten durch die
5-minttige Inkubation der Membran mit dem Subst&tperSignal WestFemto, Pierce). Dabei
wird das im Substrat enthaltene Luminol durch diespaltung von reaktivem Sauerstoff (O?) des
ebenfalls im Substrat enthaltenen H202 mittels HRP oxidiert. Das Luminol zerfallt dabei
unter Emission von Strahlung, welche mit Hilfe ainRontgenfilms (Fuji) detektiert und
anschliel3end entwickelt (Entwickler Curix 60, Agfeggrden konnte.

4.3 Immunprazipitation und Koimmunprazipitation von Proteinen

Diese Methode wird angewandt, um Antigene aus @dealtétels der entsprechenden Antikdrper
zu isolieren. Diese konnen dann mit anderen Methodnsichtlich ihrer Quantitat,
posttranslationaler Modifikationen bzw. ihrer Enaktivitat charakterisiert werden. Bei der
Koimmunprazipitation wird das gleiche Prinzip angesdt, nur werden hier physiologischere
Pufferkonditionen gewahlt, um eventuelle Bindungspsr des préazipitierten Antigens zu
identifizieren.

Die Antikorper wurden an kolloidale, paramagnetesdfiikrokiigelchen (engllbeads pMacs,
Miltenyi) immobilisiert, an die Protein A gekoppelit. Dabei bindet Protein A, ein 42 kDa
grol3er Zellwandbestandteil a8saphylococcus aureusoch spezifisch an den Fc-Teil von IgG.,

wobei die Fab-Region des Antikorpers unverandesibblund mit dem entsprechenden Antigen
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interagieren kann. Fur die Prazipitation von CIBran dabei 100 pl der Protein Beadsmit

1 pl anti-CIB-Serum inkubiert. Zum Teil wurden aubkereits Antikorper-gekoppeltBeads
(uMacs GFP/HAIsolation Kit) der gleichen Firma nach Herstellerprotoko#irwendet. Diese
wurden dann mit Zelllysaten inkubiert, die entspesad transfiziert oder infiziert wurden bzw.
unbehandelt blieben. Die Lyse der Zellen erfolgibed mit dem mitgelieferten Lysepuffer, dem
zusatzlich noch der Protease Inhibitor Cocktailzhgefiigt wurde. Nach einer Inkubationszeit
von einer Stunde bei 4 °C auf dem Rotationsschittlerde der Reaktionsansatz uber die
mitgelieferten Mikrosdulen gegeben und mehreren dhWashritten mit dem Waschpuffer 1
unterzogen. Zur Analyse der préazipitierten Proteineden sie direkt von der S&ule mit dem
Elutionspuffer eluiert und konnten direkt mittelerdSDS-PAGE und Immunoblot aufgetrennt

und detektiert werden.

4.4  Kinase-Assay

Ein Kinase-Assay dient dazin-vitro Phosphorylierungen von Kinasen zu verfolgen. D&han
einmal der Phosphorylierungszustand passender r&tésuntersucht werden bzw. der

Aktivierungszustand oder der Autophosphorylierumgdgler Kinase selbst.

4.4.1 Kinase-Assay mit rekombinant exprimierten Preeinen

Die Kinasereaktion wurde mit 5 pug rekombinant expertem GST-YopO Protein bzw. der
Mutante GST-YopO D267K, 2 pg G-Aktin (Thrombozytaktin, Cytoskeleton) und 5 pg des
GST-CIB Proteins bzw. der entsprechenden MutamePOiul Kinasepuffer mit 5 pCiy{32P]

Adenosintriphosphat (Amersham) durchgefiihrt. Ddbed die Reaktion fir 30 min bei 30 °C
statt und wurde durch die Zugabe von SDS-Ladept&apitel 1V-4.3) und eine Inkubation fur
5 min bei 95 °C gestoppt. Die Proteine wurden dpen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Von dieser ist dann eMgoradiografie angefertigt worden und
zur Kontrolle gleicher Proteinmengen wurden diead&befindlichen Proteine m@oomassie

Blau gefarbt.
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Kinasepuffer:

HEPES 20 mM
ATP 1 mM
DTT 1 mM
MgCl, 10 mM
MnCl, 2 mM

4.4.2 Kinase-Assay nach Koimmunprazipitation

Hierbei sind die Proteine zunachst wie in Kapidl4l.7 beschrieben prézipitiert, anschlielRend
jedoch nicht von der Mikroséule eluiert worden. Nadem letzten Waschschritt mit
Waschpuffer 1 wurde zunachst noch zweimal mit deimagepuffer (s. oben) gewaschen. Im
Anschluss wurden die auf der Saule befindlichentdime einer Kinasereaktion unterzogen,
indem 20 pl Kinasepuffer mit 5 pGy-B2P] Adenosintriphosphat auf die Saule gegebemenyr
was ihrem Totvolumen entspricht. Die Reaktion favidderum bei 30 °C fur 30 min statt und
wurde dann durch die Zugabe von SDS-Laufpuffer dre Inkubation fir 5 min bei 95 °C
gestoppt. Darauffolgend konnten die phosphorylrerteroteine Uber eine Autoradiografie
detektiert werden und die Proteinmengen wurden (deen anschlieBend durchgefihrten

Immunoblot kontrolliert.

4.4.3 Anfertigen einer Autoradiografie

Zur Anfertigung von Autoradiogrammen wurdé/estern BloMembranen einer radiosensitiven
Folie PhosphoimageBcreen exponiert. DeiScreenbesteht aus einer PSPhpspho-stimluable
phospholayerSchicht BaFBr (mit Europium dotiert). Die Expasitszeit hing dabei von der
Aktivitat der Probe und dem verwendeten Nuklid @brch die radioaktive Strahlung wurden die
Molekule in der PSP-Schicht angeregt und in einéhehen, metastabilen Energiezustand
versetzt. DeiScreenwurde schliel3lich inPhosphoimagef(FLA 3000, Fuji) ausgewertet, wo er
unter Lichtausschluss von einem Laser abgetastetiavuDadurch werden die angeregten
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Molekule wieder in den stabilen Grundzustand vetsetobei Energie in Form von Photonen
ausgesendet wird. Das Signal wird Uber einBhotomultiplier durch Erzeugen von

Sekundéarelektronen verstarkt, deren Ladung scidle®lurch eine Anode detektiert wird. Die
erhaltenen Daten kdnnen Uber einen angeschlosg&wmer mit Hilfe der geeigneten Software

als Autoradiogramm dargestellt werden.

4.5  Dual-Luciferase-Assay

In diesen Versuchen wird mit Hilfe dé&irefly-Luciferase als Reporterenzym die Aktivierung
zellularer Transkriptionsfaktoren (KB und SRE) nachgewiesen. Die Expression Flezfly-
Luciferase ist dabei abhangig von der Aktivierumg @ranskription, so dass die Quantifizierung
des Reporterenzyms Ruckschlisse auf die Aktiviederdl ranskriptionsfaktoren zulasst.

In diesem Fall wurde der Dual-Luciferase Assay vBromega nach Herstellerangaben
verwendet. Hier wird eine zweite Luciferagefilla-Luciferase) als interner Standard eingesetzt,
d.h. diese wird konstant von den transfiziertenefekexprimiert und minimiert experimentelle
Unterschiede, die auf unterschiedliche Transfek@fiizienzen bzw. unterschiedliche

Zellviabilitaten zuriickgehen.

Recomhbinant Firefly

HO 5 j/ COOH Luciferase —0 o~
\in g +ATP1O, e Uj o +AMP+PPCOLight
Beetle Luciferin Dxyluciferin
DH_Q* OH Renilla D{QDH
0 Luciferase +CO_+Light
N . —_— NH i
| ]
ﬁ N
HO HO
Coelenterazine Coelenleramide

Abbildung IV- ausTechnical ManuaD40, Dual® Reporter Assay System, Promega, zé&gRdaktionsgleichungen
der von den Luciferase katalysierten Substraturnagen
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Zunachst wurden die Zellen mit der entsprechendektor-DNA fur dasFirefly-Luciferase-
Reporterplasmid und das Renilla-Luciferase-Kongttrdnsfiziert. Je nach verwendeter Zelllinie
(HEK293T) wurde zuséatzlich die Vektor-DNA fur dasFiYopO-Fusionsprotein bzw.
entsprechende Mutanten mit Fugene transfiziert.deaiFlp-YopO-Zellen wurde die Expression
von YopO durch die Zugabe von Doxycyclin induziert.

Nach erfolgter Transfektion wurde serumfreies Madinu den Zellen gegeben und fir 24 h
inkubiert. Die evtl. Induktion der YopO-Expressiomt Doxycyclin bzw. die Stimulation der
Signalwege, die zu einer Aktivierung der unterseohTranskriptionsfaktoren fuhrte, fand im
Anschluss statt. Dabei wurden die entsprechenddst&wzen (PMA 60 ng/ml; FBS 10 %)
ebenfalls in serumfreiem Medium zu den Zellen gegealnd fir weitere 16 h bei 37 °C und 5 %
CO; inkubiert. Dann erfolgte die Zelllyse und Aufariogig der Proben nach Herstellerprotokoll.
Bei den J774A.1 Zellen wurde nach Infektion mit damsprechenden Yersinia-Stammen die
Luciferase quantifiziert. Dazu wurden sie wie dip-FFopO-Zellen transfiziert, nach 6 h wurde
frisches Wachstumsmedium hinzugegeben und die riZellm nachsten Tag infiziert. Nach
verschieden langen Infektionszeiten wurden dieefelliederum nach Herstellerangaben lysiert
und die Proben aufgearbeitet.

Die Messung erfolgte im 9&ell Format am Luminometer (Infinite M200,Tecan). Dalveirde
zunachst die Lumineszenz gemessen, die bei detr8§ulmssetzung voBeetleLuciferin durch
die Firefly-Luciferase entsteht. Im Anschluss wurde durchziligabe de$Stop&Glo®-Reagenz
das Signal unterdriickt und gleichzeitig Substratdié RenillaLuciferase bereitgestellt, so dass

sofort die Substratumsetzung dieser als interreerdéird detektiert werden konnte.
4.6  Fluorimetrische Bestimmung der intrazelluldren C&*-Konzentration

Veranderungen der zytosolischen’Gonzentrationen in Flp-I'T-Rex™-293-Zellen bzw. in
HEK293T-Zellen wurden in Anlehnung an die von (Ztuwal. 1998) beschriebene Methode, mit
dem C&*-sensitiven Farbstoff Fura-2AM (Molecular Probes)fulgt. Fura-2AM liegt zunéchst
als Acyetoxymethylester vor und ist in dieser Faipophil und damit membranpermeabel. Bei
der Inkubation der Zellen mit Fura-2AM diffundieder Farbstoff durch die Zellmembran und
wird intrazellular durch unspezifische Esterasespgéien. Es entsteht eine hydrophile Form des
Farbstoffes, die nicht mehr membrangéngig ist uak isn Zytosol der Zelle anreichert. Fura-2
ist ein sehr selektiver €aChelator, dessen Maximum im Absorptionsspektruméalig von
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der Bindung der Calciumionen ist. In beiden Falard Licht einer Wellenlange = 510 nm
emittiert. Durch die Anregung von Fura-2 bei versdenen Wellenlangen und Bildung des
Verhaltnisses der gemessenen EmissionsintensitgRatio) erhdlt man ein Mal3 fir die
intrazelluldre C&-Konzentration, die unabhéngig von potentiellenrfatdoren, wie Zelldicke,
das Ausbleichen und der Verlust des FarbstoffeshdDiffusion ist. Vor allem ist die Ratio aber
unabhangig von der unterschiedlichen Farbstoffaglgd der jeweiligen Zelle. Als
Anregungswellenlangen werden idealerweise diejeniéllenlangen gewahlt, bei denen der
Unterschied in den Absorptionsspektren zwischenci@al-beladenem A(= 340 nm) und
Calcium-freiem Fura-2X= 380 nm) am maximalsten ist. Es wird also in nobgit kurzer
zeitlicher Abfolge mit A =340 nm und A =380 nm angeregt und aus den erhaltenen
Emissionsintensitaten das Verhaltnigdsogebildet. Aus diesem Verhaltnis lasst sich darehna
der Formel von Grynkiewicz direkt die zugehérigesalbte C&'-Konzentration berechnen
(Grynkiewicz et al. 1985).

[CaZ+]i =K, x Frnin 12 % R - Ruin

FmaX/lZ Rmax -R
Kp - Dissoziationskonstante fiir Fura-2 (135 nMol/l)
Frima - Emmissionsintensitat bei Anregung a2=380 nm bei minimaler

Calcium-Konzentration
Frana2 - Emmissionsintensitat bei Anregung a2=380 nm bei maximaler

Calcium-Konzentration

Rmin - Ratio340/340 bei minimaler Calcium-Konzentati
Rmax - Ratio340/340 bei maximaler Calcium-Konzentmati

R - Ratio340/380 der zu ermittelnden Calcium-Kamzation
[Ca™]; - intrazellulare Calcium-Konzentration

Die Werte fur Rim2, Fmaxz, Rmin Und Rnax mussten anschlie3end an jede Messung durch eine
Kalibrierung bestimmt werden.
Fur eine Messung wurden Zellen einer konfluent ggasanen 10cm Schale verwendet, denen je

nach Ansatz 15h-17 h zuvor 100 ng/ml Doxycyclin Msedium gegeben wurde. Die Zellen
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wurden mit Trypsin abgelést und mit Ca-MesspuffEC(+C&") gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen in 1ml ECL+Camit 4uM Fura-2/AM aufgenommen und fir 30 min bei
37°C inkubiert, erneut in ECL+é+egewaschen und in einer Dichte von 2&1dellen/ml
resuspendiert. Aliquots der Zellsuspension wurdsrzbr Messung im Dunkeln (max. 3 h) bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Vor jeder Messung wudierZellen noch einmal mit ECcL+&a
gewaschen. Veranderungen der Fluoreszenz von FwatBen mit einem Hitachi 2000
Spektralfluorimeter verfolgt, wobei die Zellsuspemsin einer Quarzkivette kontinuierlich
geruhrt wurde. Die Emissionswerte wurden dabei4®& nm nach wechselnder Anregung bei
340 nm und 380 nm gemessen. Zu einem gegebenepuiititwurden die Zellen durch die
Zugabe von 100 uM ATP/Carbachol bzw. 1 uM lonomystimuliert und das CG&Signal
aufgezeichnet. Im Anschluss konnte die Ca-Konz&atradurch Kalibrierung mit 0,1 % Triton

X-100 fur die maximale Ratio und 8 mM EGTA/ 60 mMisTfir die minimale Ratio errechnet

werden.

ECL+Ca?"

HEPES pH 7,4 (mit NaOH) 15 mM
NaCl 140 mM
KCI 5mM
MgCl, 1mM
Glukose 10 mM
BSA 0,1 % (w/v)
CaCb 1,8 mM
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V. ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der Interaktion zwischen YopOund CIB

1.1 Die Kinase YopO phosphoryliert CIB1

1.1.1 Phosphorylierung von CIB1in vitro

Auf der Suche nach Substraten fur die Kinase Yop@den verschiedene Proteine, unter
anderem CIB1 und Otubain-1, einem vitro Kinaseexperiment unterzogen. Beide Proteine
wurden bereits als Interaktionspartner fur YopO/Xpkeschrieben. CIB1 interagierte mit
YopO/YpKA in Yeast Two Hybrid Experimenten (Dukuzuramyi 2003) und Otubain-1 konnte
mit einemin vitro Kinase-Assay als Substrat von YpkA/YopO identdiziwerden (Juris et al.
2006).

Die rekombinant exprimierten Substratproteine bdas allgemeine Substrat Myelin Basisches
Protein (MBP) wurden zusammen mit Aktin, GST-Yop@d *’P]-ATP inkubiert, die Proteine
anschlieRend elektrophoretisch aufgetrennt und auie Membran transferiert. Die
Autoradiografie der Membran (Abbildung V-1) zeighe deuliche Inkorporation vort?P] in
CIB1 und MBP, was eine Phosphorylieruingvitro durch die Kinase YopO anzeigt. In diesem
Ansatz konnte die von Juris et al. beschriebenesptwylierung von Otubain-1 dagegen nicht
nachgewiesen werden.

Um die Phosphorylierung von CIB1 weiter zu charagieren und die Phosphorylierungsstellen
im CIB1-Molekul zu lokalisieren, wurdan vitro phosphoryliertes CIB1 aus SDS-PAGE-Gelen
extrahiert und mit Trypsin verdaut (in Kooperatioit Lars Israel und Axel Imhof, Zentrum fr
Proteinanalytik, Institut fur Biochemie, LMU Mulname Die erhaltenen Peptide wurden Uber
HPLC mit einer hydrophoben C18-Séaule aufgetrendtdie erhaltenen Fraktionen der MALDI-
TOF Massenspektrometrie bzw. des VorlauferionemScaugefiihrt. Die identifizierten

Phospho-Peptide der verschiedenen Experimentarsoiel Tabelle V-1 dargestellt.
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GST-YopOWT
-+ - |otbain1
+ - - CiB1
- - 4 MBP
Otubain1—»{ [32P]
Cib1—>{%
MBP —»|
—» ~100
~ | Coomassie

Otubainl—» e |

25

Cibl—>|ww
MBP —» s
MW

Abbildung V-1 Die Kinase YopO phosphoryliert CIB1in vitro. Die
rekombinant als GST-Fusionsprotein exprimierte K& opO wurde
in einem Kinaseansatz (s. Kap. IV-4.5) auf ihre iilét hinsichtlich
der rekombinant exprimierten, potentiell physiotmiien Substrate
CIB1 und Otubainl, sowie des allgemeinen Substidi@&B untersucht.
Die Proben wurden anschlieBend elektrophoretiséietennt, auf eine
Membran transferiert und autoradiografisch anatygaberes Feld). Die
Prasenz und das SDS-PAGE Mobilitatsverhalten dereéien Proteine
wurde mittels Coomassie-Farbung der Membran kdigrbl(unteres
Feld)

Es wurden C-terminale Peptide identifiziert, diee dAminosauren 180-188 bzw. 180-189
umfassen. Das Peptid 180-189 wies dabei immer Pwesphatreste auf, wobei es beim Peptid
180-188 Ergebnisse mit einem oder zwei nachgewssdtosphatresten gab. Innerhalb der
identifizierten Peptide gibt es durch die Serin®18185 und -186 drei potentielle
Phosphorylierungsstellen fur die Serin/Threoninkea opO.

Zur exakten ldentifizierung der Phosphorylierungistim CIB1-Molekul wurden CIB-Mutanten
generiert, bei denen die drei in Frage kommendam&€180, 185 und 186) gegen Alanin
ausgetauscht wurden, was eine PhosphorylierungiemerdStelle unmdéglich macht. Zunachst
wurden die Mutanten CIBS180A, CIBS185A, CIBS186Aduspéater die Doppelmutante
CIBS185/186A als GST-Fusionsprotein rekombinantriexiert und in einem Kinase-Ansatz auf
ihre Phosphorylierbarkeit durch die Kinase YopCQeusiicht.
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Tabelle V-1Zusammenfassung der Ergebnisse der Massenspektrormiet

GST-CIB wurde durch GST-YopOn vitro phosphoryliert, mit Trypsin verdaut und mittels MBI-TOF
Massenspektrometrie untersucht.

Anzahl der Experimente Konstrukt m/z [M-zH]z-  korrespondierendes Peptid CIB1-SequeAnzahl der Phosphatreste

2 GST-CIB_ 1063,07; SPDFASSFK 180-188 1

1063,08 [M-
1H]1-

2 GST-CIB  694,12; 694,14 SPDFASSFKI 180-189 2
[M-2H]2-

2 GST-CIB 1061,95;1061,98 SPDFASSFK 180-188 1
[M-1H]1-

2 GST-CIB  530,47; 530,46 SPDFASSFK 180-188 2
[M-2H]2-

1 GST-CIB 734,23 [M-2H]2 SPDFASSFKI 180-189 2

Die Autophosphorylierung des YopO an den Serinen 8@ —95 wird im unteren Teil der
Abbildung durch die Inkorporation vori?P] deutlich und kontrolliert die Kinaseaktivitat e
rekombinant exprimierten YopO. CIBS180A zeigt hamdlich der Bandenintensitdt keinen
Unterschied zum CIB1 (Bande 4), womit deutlich widdss der Phosphatrest von der Kinase
YopO nicht auf den Serinrest 180 Ubertragen wird.

N T
{_o(‘\ {_o(‘\ %\3,% BN 6\‘}’0 \l_oé {_o‘y‘” 150 1 Banden-Nr.
GST-Yop089-729 + + + + + + + - 1 2 3 4 5 6
D267/269A - - - - - -+ S
GST-CIBL + + + + + + + + 7 100
Aktin + - + + + + + + %
FPIATP - + + + + + o+ 4+ &
[
-1 0 it 2 3 4 5 6 -
[3%P]-CIB1 , 2 %0
R ST (G
©
[32P]_Yopo B T = i — 0
1 2 3 | hohere
[3?P]-CIB1 £ = _ \,\C/b N3
Xpositionszeit &
oy
O\‘b

Abbildung V-2YopO phosphoryliert die Serine 185 und 18iin vitro

GST-CIB1 (Bande 5) bzw. die erwéhnten Mutanten CUE3\/186A (Bande 1), CIBS186A (Bande2), CIBS185A
(Bande3) oder CIBS180A (Bande 4) wurden zusammeriktin, YopO und 32P-ATP in einem Kinaseexperiment
inkubiert, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eidembran transferiert und autradiografisch ausgestieDie
Intensitat der Banden wurde densitometrisch bestjmmobei hier die relativen Prozentsatze, bezoga die
Phosphorylierung des CIB1 durch YopO (Bande 5=100a¥tgegeben sind. Die Negativkontrollen ohne desei
von Aktin bzw. f?P]-ATP zeigen keine Banden. Die Kinase-inaktive &hie des YopO (YopOD267/K269A) fiihrt
zu einer sehr geringen Inkorporation vé#P] und markiert den Hintergrund (Bande 6). Die Iaration von 12P]
durch YopO kontrolliert die Kinaseaktivitat des Yop
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Die Einzelmutanten CIBS185A (Bande 3) und CIBS18¢Bande 2) und auch die
Doppelmutante CIBS185/186A (Bande 1) zeigen alhgsli eine deutlich verminderte
Inkorporation von ¥P]. Verglichen mit der Intensitat der Bande des GBildtyps zeigen die
Einzelmutanten CIBS185A und CIBS186A noch einetre@aBandenintensitat von ca. 20 % und
die Doppelmutante CIBS185/186 sogar nur noch eimensitdt von ca. 5 %. Letztere ist
vergleichbar mit der Bandenintensitat des Ansamagsier Kinase-inaktiven Mutante des YopO
(YopOD267/K269A) und entspricht damit dem Hintergiu Die Serine —185 und —-186 sind
damit die von YopO verwendeten Phosphorylierungissteim C-Terminus von CIB1.
Allerdings lasst sich nicht eindeutig sagen, ob enibeide Serine phosphoryliert werden, oder
die Mutation des einen Serinrestes bei Mutationgledth die Phosphorylierung des anderen
behindert. Die Massenspektrometrie-Daten sprechiendimgs fur die Phosphorylierung von
Serin —185 und Serin —186 durch YopO in CIB1.

1.1.2 Phophorylierung von CIB1lin vivo

Um die Phosphorylierung von CIB1 durch die Kinasgp® auchin vivo zeigen zu kdnnen,
wurde Uberexprimiertes Flag-YopO aus HEK293T-Zellmit CIB-GFP koprazipitiert. Die
prazipitierten Proteine wurden dabei nicht eluiesgndern verblieben gebunden an die
Antikorper-gekoppelten SepharoBeads auf der Saule. Dort wurden sie einem
Kinaseexperiment unterzogen, anschlieRend elurettelektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine Membran erfolgte die autradiagcake Auswertung und im Anschluss wurden
die prazipitierten Proteine hinsichtlich ihrer Ldkation auf der Membran mitte/estern Blot
kontrolliert.

Die Autoradiografie in Abbildung V-3A zeigt, dasbdiexprimiertes und koprazipitiertes Flag-
YopO keinen Einfluss auf die Inkorporation votiF] durch prazipitiertes CIB1-GFP zu haben
scheint. Die Intensitat der®’P] CIB1-GFP-Banden nach der Prazipitation und died s
anschliel3enden Kinaseexperimentes ist annahermch glenabhangig von der Koprazipitation
der Kinase YopO. Dies bedeutet, dass entgegenatangegangenen Ergebnisse (s. Abbildung
V-1) CIB1 unter diesen Versuchsbedingungen nicitldtYopO phosphoryliert wird. Allerdings
scheint CIB1 unabhangig von YopO durch andere Kangshosphoryliert zu werden, die mit
CIB1 koprazipitiert werden, da eine geringe Inkagion von fP] sichtbar ist. Die

Kinaseaktivitdat von YopO wahrend des Experimentasrde durch die Prazipitation und
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Autophosphorylierung von GFP-YopO bestatigt. Dabed in Abbildung V-3B deutlich, dass
im Gegensatz zum koprazipitierten Flag-YopO einsemdich groRere Menge an GFP-YopO
préazipitiert wurde. Dadurch erklart sich auch deaitich intensivere Autphosphorylierungsbande
im oberen Teil der Abbildung V-3A. Zur Kontrolle dé&ransfektionseffizienz wurden vor der
Préazipitation Lysatproben enthommen und mittels tAfesBlot hinsichtlich der transfizierten
Fusionsproteine Uberpruft. (Abbildung V-3C). Didodgte Préazipitation von CIB1-GFP und
GFP-YopO bzw. die Koimmunprazipitation von Flag-Ybpvurden mittelsWestern Blotin
Abbildung V-3B uberprift.

A IP: GFP B _ IPiGFP
CIB1- GFP clBl-GFP
A
= o
o 2 o Q N 2
Q = Q. o 173} (@]
o o o > c >
> £ X > S a
o> & a a 2 0o
oz W L 3 O
L S O
WB: YopO — 109 kD
[32P] YopO ' o . 4.
WB: CIB1-GFP .
[32P] CIB1 - - 50 kD
Abbildung V-3 Der Phosphorylierungsstatus von
C Lysate CIB1 wird nicht durch koprazipitiertes Flag-YopO
beeinflusst.
CIB1- GFP Uberexprimiertes CIB1-GFP aus HEK293T-Zellen
- wurde mittels eines anti-GFP-Antikdrpers
o o immunprazipitiert und noch an die Antikorper-
%_ E Qo beschichteten Mikrokiigelchen gebunden einem
>C_’ @ >c3 Kinase-experiment unterzogen, anschlieBend eluiert
5> 2O o und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfe
g § L(DL auf eine Membran erfolgte die Auswertung mittels
Autoradiografie und Western BloA: zeigt mittels
WB: YopO s — 109 kD Autoradiografie die Autophosphorylierung von YopO
; und den Phosphorylierungsstatus von CIB1-GBP.
zeigt die Kontrolle der Immunprézipitation udie
WB: CIB1-GFP * — 50 kD der Transfektion mittelgVestern Blat

Um sicher zu gehen, dass alle essentiellen endngéaktoren der Kinasereaktion vorhanden
sind, wurden HEK293T-Zellen mit®¥P] Natrium-ortho-phosphat behandelt, nachdem sie mi
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CIB1-GFP transfiziert wurden. Damit sollt&#f] bei denin vivo ablaufenden Kinasereaktionen
auf die jeweiligen Substrate Ubertragen werden uwullte so nach anschlielender
Immunprazipitation des Substrates, elektrophoredis@uftrennung und dem Transfer auf eine
Membran autoradiografisch ausgewertet werden. ésaifh Experiment wurden die Zellen nach
ihrer Behandlung mit 3fP] Natrium-ortho-phosphat mit def. enterocoliticaWildtypstamm
WA-P oder der YopO-defizienten Mutante WAyopOinfiziert, um den Einfluss von YopO auf
den Phosphorylierungsstatus des tberexprimiertBd-GIFP zu beobachten. Nach Infektion und
anschlieRender Immunprazipitation von CIB1-GFP teettje Autoradiografie (Abbildung V-4)
jedoch keinen Unterschied hinsichtlich der Intégitsder CIB1-GFP-Banden. Damit zeigt sich
hier, dass CIB1-GFP phosphoryliert wird, allerdingsders als erwartet unabhéngig von
transloziertem YopO.

A IP:GFP B
o Lysate
h o
o o
S o g + 3
E I < G o
5 = =2 8 o 3
‘ £ < <
(zP)ciBL [ 5 2 3
WB: CIB1-GFP E 50 kD WB: CIB1-GFP m — 50 kD

Abbildung V-4Transloziertes YopO hat keinen Einfluss auf den Prephorylierungsstatus von CIB1 Mit CIB1-
GFP transfizierte HEK293T-Zellen wurden mitd] Natrium-ortho-phosphat behandelt und mit dem®i&n WA-
P und WAZyopO infiziert bzw. uninfiziert belassen. CIB1-GFP wurdrittels eines anti-GFP-Antikdrpers
immunpréazipitiert, elektrophoretisch aufgetrennif eine Membran transferiert und mittels Autoradadg bzw.
Western Blotausgewertet. A: zeigt die Autoradiografie des ipifierten CIB1-GFP und die Kontrolle der
Immunpréazipitation mittel$Vestern BlaB: zeigt die Kontrolle der Transfektion von CIBEFB in den HEK 293T-
Lysaten mittelsVestern Blat

1.2  YopO wird im Komplex mit endogenem CIB prazipitiert

Bisher wurde Interaktion von CIB1 mit der Kinasepfdin einem Yeast Two Hybrid-Ansatz

(Dukuzumuremyi 2003) und Uber die spezifische Phosgierung des rekombinanten CIB1 an
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den Serinen —185 und/oder —186 durch das rekomtginopO gezeigt. Diese Phosphorylierung
konnte in vivo nicht bestatigt werden. Allerdings war in dieserxp&imenten die
Koimmunprazipitation der beiden Proteine nach Ukgmession als Fusionsproteine in
HEK293T-Zellen erfolgreich. Die Koimmunopréazipitati von endogenem CIB1 wirde die
Interaktion weiterhin bestatigen. So wurden HEK222len mit Flag-YopO transfiziert. Die
Immunprazipitation von YopO und eventuelle Kopr#aijpon von endogenem CIB1 erfolgte
mittels der entsprechenden anti-Flag- bzw. antilCMtikorper woran sich die
elektrophoretische Auftrennung der préazipitierteot&ine und der Transfer auf eine Membran
anschloss.

o
1
D
Q

A IP-CIB1 B

Flag-YopO
untransfiziert
Flag-YopO
Lysepuffer

Lysepuffer

WB: YopO | — 81 kD WB:CIB1 | s  — 22kD
WB: CIB1 F_ 99 KD WB: YopO L— 81 kD

Abbildung V-5Endogenes CIB1 koprazipitiert mit YopO.

Uberexprimiertes Flag-YopO (B) bzw. endogenes C(B)Y aus HEK293T-Zellen wurden mit den
entsprechenden Antikérpern (anti-Flag, anti-CIBLjazipitiert, die Proteine elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. iitWestern Bloterfolgte die Detektion der
immunprazipitierten und koimmunprazipitierten Pioge

Dabei zeigt sich imWestern Blgt dass endogenes CIB1 im Komplex mit Flag-YopO
koprazipitiert wird (Abbildung V-5B). In der entgeggesetzen Richtung konnte auch Flag-YopO
im Komplex mit endogenem CIB1 koprazipitiert werdébildung V-5A). Dies deutet auf eine

spezifische Interaktion der beiden Proteine hinhevalie Beteiligung anderer Proteine, an dieser

Komplexbildung unter Verwendung dieser Methodemnausgeschlossen werden kann.
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1.3  YopO bindet an den CIB1-enthaltenden Komplex tber gt MLD-Doméne

YopO weist an seinem N-Terminus eine Doméane Blédnfjbrane-Lokalisation-DomaiMLD),

die fur die Lokalisation von YopO an die Zellmembder Wirtszelle verantwortlich ist. Da auch
CIB1 Uber eine Myristylierung teilweise membranasgsot vorliegt, scheint eine Interaktion
abhanging von der MLD-Doméane des YopO wahrschdinlicur Identifizierung der CIB1-
YopO-Interaktionsbereiche innerhalb des YopO-Molgkiiurden verschiedene C-terminal und
N-terminal trunkierte GFP-YopO-Fragmente in HEK29&dllen transfiziert und mit einem
entsprechenden anti-GFP-Antikérper immunprazigitislach elektrophoretischer Auftrennung
und dem Transfer der Proteine auf eine Membran teonmittels Western Blotdie YopO-
Fragmente identifiziert werden, denen die Koimmaégjpitation von Uberexprimerten CIB1-HA
und damit eine wie auch immer geartete Interaktidglich war.

A IP: GFP IP-GFP
GFP-YopO GFP-YopO
| — o
(@] N =4 o
(@)} o N N~ < <
N — N~ < v 3
NN o b 8 -
— — (o] — o0} i
WB: CIB1-HA | s 4D — 22 kD WB: CIB1-HA - — 22 kD
WB: YOPO | 4 P G g, — 100 kD WB: YopO z 78 kD
B Lysate Lysate
GFP-YopO GFP-YopO
I o | |
(o)) o g Q g o
Y R 3 3 3 3
— i (o] i 6] i
WB: CIB1-HA | = G s s — 22 kD WB: CIB1-HA |« s — 22 kD
WB: YOPO | " s e ., 1 109kD WB: YOPO | se™" [~ 78 kD

Abbildung V-6 YopO koimmunprazipitiert CIB1 tber die MLD -Domé&ne

A: Uberexprimierte GFP-YopO-Fragmente wurden aus HE2Zellen mittels eines anti-GFP-Antikérpers
prazipitiert, elektrophoretisch aufgetrennt und aeihe Membran (bertragen. Die Detektion von
koimmunpréazipitiertem CIB1-HA erfolgte inVestern BlgtB: Uberexprimierte GFP-YopO-Fragmente und
Uberexprimiertes CIB-HA aus HEK293T-Lysaten wurddektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
Ubertragen und mitteM/esten Blotetektiert.
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Dabei konnte festgestellt werden, dass nur Yop@hRemte, die noch die ersten 89 Aminosauren
besitzen, zu einer Koimmunprazipitation von CIB1-khder Lage waren (Abbildung V-6A). Im
Gegensatz dazu wirkten sich Trunkierungen des @iheis indifferent auf das
Koprézipitationsverhalten von GFP-YopO aus. Diesflaktion mit CIB1 erfolgt also Uber die
MLD-Doméane von YopO. Parallel zu den Prazipitatenurden auch Lysatproben
elektrophoretisch aufgetrennt und die FusionspmetenWestern Blotletektiert, um die erfolgte
Transfektion und die Beteiligung in etwa gleicheotBinmengen zu Uberprifen (Abbildung V-
6B). Zusammenfassend lasst sich demnach sagen, dasgohl die in vitro
Phosphorylierungsdaten als auch die Prazipitatenssiehe eine Interaktion von CIB1 und YopO
anzeigen, wobei die MLD-Domane von YopO essentiaflir ist. Dass CIB1 als Substrat fur die
Kinase YopO fungiert und dabei die Serine —185 uh86 eine wichtige Rolle spielen, konnte
mit rekombinant exprimierten Proteinenim vitro Kinaseansatzen gezeigt werden. Allerdings

konnte diese Phosphorylierungsreakiionivo nicht nachgewiesen werden.

2. Zellulare Funktionen desYersinia Outer Proteins YopO

2.1  Dasspreading der Zellen auf Fibrinogen wird durch YopO beeinflusst

CIB1 wurde zunéachst als Interaktionspartner desghims o33 in Thrombozyten identifiziert
(Naik et al. 1997) und hat einen Einfluss auf desAg&tivitat. Das Integrinoy3s fungiert in
Thrombozyten als Fibrinogenrezeptor und vermittiellurch zum einen die Aggregation und
zum anderen die Ausbreitun@greading der Thrombozyten auf der extrazellularen Matrix
wahrend der Wundheilung (Shattil et al. 1998; Rati899). In nicht-aktivierten Thrombozyten
wird das Integrin in einem wenig affinen Zustand der Oberflache exprimiert und erst durch
die Interaktion der Thrombozyten mit Agonisten (z-Barombin oder Kollagen) wird eine
Konformationsénderung des Integrins in einen hdfinesm Zustand stimuliert und damit die
Moglichkeit zur Bindung von I6slichen Liganden gbge. Immobilisiertes Fibrinogen
dahingegen kann auch im wenig affinen Zustand desegtins gebunden werden. Diese
Interaktion fuhrt dann zu einer Reihe von Prozessha eine Reorganisation des Aktin-
Zytoskelettes beeinhalten. So kommt es zum Beismeh der Bindung von immobilisiertem

Fibrinogen zur Extension von Filopodien und d8preadingder Thrombozyten. CIB1 reguliert
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diesesSpreading wenn es an das Integrim;,33 gebunden ist, mittels der Modulation der
Aktivitat der FAK (focal adhesion kina3€Naik and Naik 2003). Es ergab sich die Fragesiob
YopO auf diese Regulation d&preadingsdurch CIB1 auswirken wirde und ob ein eventueller
Effekt auf die Kinase-Funktion bzw. auf andere Riorlen des YopO zurtickzufiihren ware. Da
das Integrin ausschlief3lich in Thrombozyten expeitnivird, diese sich aber durch den fehlenden
Zellkern einer genetischen Manipulationen entzighaurden fur diese Experimente CHO-A5-
Zellen chinese hamster ovgryerwendet, die ektopisch das Integoim,; exprimieren. Diese
Zellen wurden zundchst hinsichtlich ihrer Expressides Integrins im Vergleich zu
Kontrollzellen (CHO-K1-Zellen) mittels einer Immuabreszenzfarbung untersucht. Dabei
konnte nur in den CHO-A5-Zellen das Integrin mitrdanti{3-3-Antikoérpers detektiert werden
(Abbildung V-7).

Anti- 3 Alexa-568-Phalloidin

CHO-A5

CHO-K1

Abbildung V-7CHO-A5 Zellen exprimieren das Integrinay, B3

CHO-A5- und CHO-K1-Zellen wurden auf mit Gelatinesibhichteten Deckglaschen
ausgesat, 24 h spater fixiert und mit einem R&tAntikdrper bzw. mit Alexa-568-
Phalloidin angefarbt. Die Lange des Referenzbaéitgapricht 6 pum.
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Diese Zellen wurden dann mit GFP-YopO-Konstruktew bCIB1-GFP-Konstrukten mit Hilfe
des Amaxa Nucleofector-Systems transfiziert undsfiithden nach der Transfektion fiir 30 min
bzw. 45 min auf Fibrinogen-beschichteten Deckgléachusgesat. Im Anschluss wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert, eingedeckelt unkroskopisch analysiert. Dabei wurden fiir jedes
Konstrukt jeweils dreimal 40 Zellen hinsichtlich rén Ausbreitung auf den Fibrinogen

beschichteten Deckglaschen beurteilt.

GFP Phasenkontrast

Abbildung V-8 Abgerundete und ausgebreitete CH(-A5-Zellen
CHO-A5-Zellen wurden mit GFP-Leervektor transfiriemd 12 h
danach auf Fibrinogen beschichtete Deckglaschen 48rmin
ausgesat. Die Zellen wurden dann fixiert, perméaeit und
mikroskopisch hinsichtlich ihrer Ausbreitung ausegetst. Im oberen
Teil ist eine ausgebreitete Zelle und im untereit diee abgerundete
Zelle abgebildet.

Die Abbildung V-8A zeigt dabei eine transfiziertel, die als ausgebreitet bewertet worden ist
und Abbildung V-8B eine, die zur Gruppe der abgdaian Zellen gezahlt wurde. In Abbildung
V-9 sind dann dann die Prozentsatze der abgerumdZmlen nach Transfektion mit
verschiedenen GFP-YopO-Konstrukten im Vergleich zG#P-Leervektor dargestellt. Dabei
sollte die Uberexpression der Kinase-inaktiven GfépO-Mutante (GFP-YopO D267/K269A)
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bzw. die Uberexpression der GFP-YopO-Mutante, d&keo-Bindungsmotiv so mutiert wurde,
dass eine Bindung von Rho-GTPasen nicht mehr mdggic(GFP-YopO Y589/N593/E597A),
aufzeigen, ob eventuelle Effekte eher auf die Kenaktivitat bzw. auf die Interaktion mit Rho-
GTPasen zurickzufihren sind. Hierbei wurde deytldhss dasSpreadingder Zellen auf
Fibrinogen nach 30 min (Abbildung V-9A) bzw. nach min (Abbildung V-9B) deutlich
inhibiert ist, da der Prozentsatz der abgerundefetien im Vergleich zu den GFP-
exprimierenden Zellen um ca. 60 % erhoht ist. Dakainten allerdings keine relevanten
Unterschiede zwischen dem Wildtyp-YopO und den Miga ausgemacht werden, so dass
weder die putative Phosphorylierung von CIB1 noiehlateraktion von YopO mit Rho-GTPasen
fur die Inhibierung deSpreadings/erantwortlich gemacht werden konnte.

Um Sekundareffekte auszuschlieBen, die auf untediathen Mengen der Fusionsproteine
beruhen, aufgrund unterschiedlicher Transfektidisenhzen, wurden die transfizierten CHO-
A5-Zellen lysiert. Gleiche Proteinmengen der Zaldlie wurden auf ein SDS-Gel geladen und
elektrophoretisch aufgtrennt. IWestern Blotkonnten dann annéhernd gleiche Mengen der
transfizierten Fusionsproteine detektiert werdebhbifdung V-9C), womit Sekundareffekte, die
dasSpreadingder Zellen beeinflussen konnten, durch untersdbledtark transfizierte Proteine
ausgeschlossen werden konnten.

Um noch deutlicher zu machen, dass eine mogliclosgttorylierung von CIB1 durch die YopO-
Kinase keinen Einfluss auf das Spreading der Zdtlaeth wurden in den CHO-A5-Zellen die
CIB1-GFP-Mutante Uberexprimiert, deren Serine —18&l —186 durch Alaninreste ersetzt
wurden (S185/186A) und so keine Phosphorylierungrm@glich ist. In Abbildung V-10 wurde
sichtbar, dass die Uberexpression von CIB1-GFP ahmh der S185/186A-Mutante im
Vergleich zur Uberexpression von GFP auch einehfeit inhibitorischen Effekt auf die
Ausbreitung der Zellen zu haben scheint. 30 minhnder Interaktion mit immobilisiertem
Fibrinogen (Abbildung V-10A) wurden etwa 20 % melngerundete Zellen gezéahlt und 45 min
nach der Interaktion noch etwa 10 % (Abbildung \BLODies konnte bedeuten, dass die
Uberexpression von CIB1 die Interaktion mit dem egrtn-Fibrinogen-Komplex negativ
beeinflusst und dies zu einem verminde$gmeadingder Zellen auf der Oberflache fihrt.
Verglichen mit dem Wildttyp-CIB1 ist bei der CIB1RB-Mutante (S185/186A) jedoch auch
kein Unterschied beziiglich des Spreadings zu egkerso dass die Phosphorylierung des CIB1
an den putativen Phosphorylierungsstellen des Yea© Ursache fur eine Inhibition des

Spreadingswusgeschlossen werden kann. Dies bedeutet, gaBsdsphorylierung von CIB1 an
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Abbildung V-9 Die Kinaseaktivitat und Rho-
Bindung von YopO hat keinen Einfluss auf
die Reduzierung desSpreading von CHO-
A5-Zellen auf immobilisiertem Fibrinogen.

(A) CHO-A5-Zellen wurden mit GFP-YopO-
Konstrukten bzw. dem GFP-Leervektor
transfiziert und 12 h danach auf Fibrinogen
beschichtete Deckglaschen fur 30 min  bzw.
45 min (B) ausgesat. Die Zellen wurden dann
fixiert, permeabilisiert und mikroskopisch
ausgewertet, wobei jeweils die Prozentsatze der
abgerundeten Zellen fur 3x40 Zellen angegeben
wurden. Jeder Balken entspricht dem
Mittelwert £ SD von 2 Versuchen. (C) Die mit
den GFP-YopO-Konstrukten bzw. den CIB-
GFP-Konstrukten  transfizierten = CHO-A5-
Zellen wurden lysiert und elektrophoretisch
aufgetrennt. Die GFP-Fusionsproteine wurden
mit Hilfe eines anti-GFP-Antikorpers im
Western Blotletektiert.
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den Serinen —-185 und —186 keinen Einfluss auf déd-thtegrin-Komplex hat, der sich negativ
auf dasSpreadingder Zellen auswirkt. Verglichen mit dem WildttydB1 ist bei der CIB1-GFP-
Mutante (S185/186A) jedoch auch kein Unterschieziigkch des Spreadings zu erkennen, so
dass die Phosphorylierung des CIB1 an den putatRtesphorylierungsstellen des YopO als
Ursache fur eine Inhibition de&preadingsausgeschlossen werden kann. Dies bedeutet, dass di
Phosphorylierung von CIB1 an den Serinen —185 ub86—keinen Einfluss auf den CIB1-
Integrin-Komplex hat, der sich negativ auf dagreadingder Zellen auswirkt. Auch fir die
transfizierten CIB1-GFP-Konstrukte konnten in etglaiche Proteinmengen detektiert werden
(Abbildung V-9C) und somit konnten Sekundareffekta@nsichtlich unterschiedlicher

Transfektionseffizienzen ausgeschlossen werden.

A ciererp  30min B CIB1-GFP 45 min
80+ 40+
G G
9 60 9 301
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Abbildung V-10Die Phosphorylierung von CIB1 an den Seriner-185 und-186 keinen
Einfluss auf das Spreading von CHO-A5-Zellen auf imobilisiertem Fibrinogen.
CHO-A5-Zellen wurden mit CIB-GFP-Konstrukten bzvend GFP-Leervektor transfiziert und
12 h danach auf Fibrinogen beschichtete Deckglasdbe 30 min A) bzw. 45 min B)
ausgesat. Die Zellen wurden dann fixiert, permésbit und mikroskopisch ausgewertet,
wobei jeweils die Prozentsatze der abgerundetelerzélir 3x40 Zellen angegeben wurden.
Jeder Balken entspricht dem MittelwerSD von 2 Versuchen.
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2.2  Etablierung einer stabil YopO exprimierenden Zelllinie

Fur weitere Untersuchungen bezuglich zellulareel&# von YopO in den Wirtszellen wurde
eine stabile, induzierbare Saugerzellinie etablidi¢ unter der Kontrolle eines mit Tetracyclin
induzierbaren Promotors YopO exprimiert. Dazu war#p-In"T-Rex' ™-293 Zellen der Firma
Invitrogen verwendet, die auf der Basis der DNA-&ekination vonSaccharomyces cerevisiae
das Gen des zu exprimierenden Proteins in das Geleordelle integrieren. Dies geschieht mit
Hilfe der Flp-Rekombinase und der homologen Rekoatinn. Die Flp-InYT-Rex'™-293
Zellen beinhalten bereits zwei stabil und unabhgngtegrierte Plasmide. Zum einen das
pcDNAG6/TR Plasmid, welches stabil das Gen fir detracyclin-Repressor exprimiert und fur
eine Blasticidin-Resistenz kodiert (Abbildung V-1)1@nd zum anderen das pFRT/lacZeo
Plasmid (Abbildung V-11D)Dieses integriert die Erkennungssequenz fir dieRdRombinase
(FRT-Sequenz) stabil in die genomische Sequenz Z#ditinie. Diese Erkennungssequenz
befindet sich direkt 3’ nach dem Start-Codon ina#shder kodierenden Sequenz fir ein
Fusionsprotein auB-Galactosidase und einem Protein, das die ZeocsisRez bewirkt. Zellen
des Flp-IHtMT-RexX™-Systems zeigen mit diesem KonstrgkGalactosidase-Aktivitat und sind
resistent gegeniiber dem Antibiotikum Zeocin. Dieigreschte Sequenz, hier YopO, kann nun in
den pcDNAS5S/FRT/TO-Vektor (Abbildung V-11A) klonienverden, der eine FRT-Sequenz
enthalt. Gemeinsam mit dem Plasmid, das fir dieoRdinase kodiert (pOG44, Abbildung V-
11B), werden die Flp-Y'T-Rex'™-293 Zellen mittels Turbofect transfiziert.
In den Zellen, die mit beiden Plasmiden transfiziearden, erkennt die Flp-Rekombinase die
FRT-Sequenzen im Genom und auf dem Plasmid undykegda zwischen diesen Stellen den
DNA-Doppelstrangaustausch (Abbildung V-11E). Datlurbefindet sich die auf dem
pPCDNAS/FRT/TO kodierte Hygromycin-Resistenz nurostabwarts vom SV40-Promotor. Das
Start-Codon, das sich dort vorher befand, bildeh men Beginn des Leserahmens der
Hygromycin-Resistenz. Die aus CMV-Promotor mit zwketracyclin-Operons und YopO
bestehende Expressionskassette ist nun stromasfwié@g Fusionskonstruktes ala&Z und
Zeocin im Genom integriert. Dieses Gen kann jetdbgh nicht mehr transkribiert werden, da
durch die Integration SV40-Promotor und Translahleginn entfernt wurden. Diese
Rekombination bewirkt, dass die FIpttr-Rex™-293 Zellen resistent gegen Hygromycin und
nun empfindlich gegentber Zeocin sind und das geulite Protein tetracyclinabhangig
exprimieren (Abbildung V-11F).
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Abbildung V-11Das Flg-In™T-Rex™-Systen

A: Karte des eukaryotischen Expressionsvektors pcDRRB/TO; B: Vektorkarte des die Flp-Rekombinase
kodierenden Plasmids}: Karte des eukaryotischen Expressionsvektors pcDNRSD: in eine Flp-Id“T-
RexX™-Zelllinie ist das Plasmid pFRIBcZeo mit der FRT-Sequenz ist stabil ins Genom ireegrE:
schematische Darstellung des durch die Flp-Rekoaskikatalysierten DNA-Doppelstrang-Austausckegslas
stabil im Genom integrierte Konstrukt nach erfoigher homologer Rekombination; FRFtp Recombination
Target (Flp-Erkennungssequenz); GOIl: gewinschtes Inskier YopO; Die Abbildungen sind mit
Modifikationen dem Handbuch des FIpAW-Rex™-Systems entnommen.
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Dabei bildet, wie in Abbildung V-12 schematisch gistellt, der auf dem pCDNA6/TR
exprimierte Teracyclin—Repressor in Abwesenheit Vetracyclin ein Homodimer, das mit einer
extrem hohen Affinitat an die Tetracyclin-Operons CMV-Promotor des pCDNAS5S/FRT/TO
Vektors bindet. Dadurch wird die Transkription dgwiinschten Sequenz unterdrickt und das
Protein nicht exprimiert. Die Zugabe von Tetraaydbewirkt nun die Bindung von Tetracyclin
mit einer hohen Affinitdt an die Homodimere des raeyclin-Repressors und damit eine
Konformationsénderung im Repressor. Aufgrund die€enformationséanderung ist es dem
Tetracyclin-Repressor nicht mehr mdglich, das Tgtthn-Operon zu binden und die

Transkription der gewlinschten Sequenz wird indtizier

Expression von Hygromycin
puUC ori

Amp  PomvexTeo, Amp  pUC ori

GOl BGH pA .I lacZ-Zeocin

ATG -I Hygromycin
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Abbildung V-12Mechanismus der Repression und Derepression im F-In™T-REx™ Systen

Das Konstrukt wird nach erfolgreicher homologer &akination stabil im Genom integriert, wobei die
Expression des gewunschten Gens (GOI), hier Yop®©nach Zugabe von Tetracyclin erfolgt. TetR,
Tetracyclin-Repressor, Die Abbildungen sind mit Mik@tionen dem Handbuch des FIp -
REx™Systems entnomme

/

Nach Transfektion und Selektion der FIgMT-Rex™-293 Zellen wurden mehrere resistente
Klone identifiziert, isoliert und hinsichtlich ihrdetracyclinabhangigen Expression von YopO
untersucht. Dazu wurden die Zellen fur 24 StundenDoxycyclin, welches Tetracyclin sehr
ahnlich ist, aber eine langere Halbwertszeit bedizhandelt. Die erhaltenen Zelllysate wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und YopO konnté/ifestern Blotletektiert werden. Dabei zeigte

sich, dass alle Zellklone YopO nach Zugabe vonabgtlin in etwa gleicher Menge exprimieren
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(Abbildung V-13). Aber auch ohne Zugabe von Tetdiioykonnte die Expression geringer
Mengen an YopO festgestellt werden.

Klonnummer 1 2 3 4 5 6 7 8

Doxycyclin + -

- + + - + -+ - 4+ - 4+ - 4+

B A ————— 11KDA

Abbildung V-13 YopO-Expression in verschiedenen Klonen in Abhéngigkeivon der
Behandlung mit Doxycyclin

Verschiedene Klone von FlpiHT-RexX™-293-YopO-Zellen wurde 24 h mit 1 ug/ml
Doxycyclin behandelt, anschlieBend lysiert und Rlieteine elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Detektion von YopO erfolgte mitteWWestern Blat

Eine Ursache dafir kénnte im Serum, das fir dashétamsmedium bendtigt wird, enthaltenes
Tetracyclin sein, das fir die Induktion der YopOpEession ausreichend ist. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurden Zellen des Knsler fir alle folgenden Versuche
verwendet wurde, einmal in Medium mit normalem &erozw. mit Tetracyclin-reduziertem
Serum kultiviert. Diese wurden dann mit verschiegeionzentrationen an Doxycyclin fur 24
Stunden behandelt und anschliel3end lysiert undrefgtoretisch aufgetrennt. IWestern Blot
wurde sichtbar, dass auch die Zellen, die in Tgtlatreduziertem Medium Kultiviert wurden,
eine basale Expression von YopO aufweisen (Abbtddusl4). Dabei konnte kein quantitativer
Unterschied zu den Zellen, die in Medium mit niobduziertem Serum kultiviert wurden,
festgestellt werden, so dass im Serum vorhandeegackclin als Ursache fur die basale YopO-
Expression ausgeschlossen werden konnte. Gleichreirde festgestellt, dass die Expression
von YopO bei einer Doxycyclin-Konzentration zwisoh& pg/ml und 10 ng/ml am grof3ten ist
und ab einer Konzentration von 1 ng/ml sehr vielngger ausfallt. Fir die folgenden Versuche
wurde daher immer eine Doxycyclin-Konzentration vd@0 ng/ml eingesetzt, um eine
gleichbleibende maximale Expression von YopO zu&eleisten.
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Doxycyclinkonzentration
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Abbildung V-14 Die Expression von YopO in Abhangigkeit verschiedesr
Doxycyclinkonzentration

Die Zellen wurden einmal in DMEM mit 10 % Tetradyeteduziertem FBSA) bzw. in
DMEM mit 10% FBS Medium E) Kkultiviert und fir 24 h mit verschiedenen
Konzentrationen an Doxycyclin behandelt. Anschlief3evurden sie lysiert, die Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt und YopO im Westdot Betektiert.

1 pg/mi
10 ng/mli
1 ng/ml
0,1 ng/ml
10 pg/ml
ohne

Zur Bestimmung der Stimulationsdauer mit Doxycyctire fur eine maximale YopO-Expression
notig ist, wurden die Zellen fir verschieden Zeitrie mit 100 ng/ml Doxycyclin behandelt,
anschlieRend lysiert und die Proteine elektroplswiet aufgetrennt. Die inWestern Blot
detektierte YopO-Expression (Abbildung V-15) zeigeben der basalen YopO-Expression bei
Oh, bereits nach 2h eine starkere YopO-Bande,endemtensitat mit wachsender
Stimulationsdauer anstieg und zwischen 10 und ldnd&n Doxycyclin-Stimulation ihr
Maximum erreichte. Eine langere Stimulation derletelmit Doxycyclin hatte keinen Einfluss

mehr auf die quantitative Ausbeute der YopO-ExpoessSo wurde flr alle weiteren Versuche
eine Stimulationsdauer von mindestens 14 h eintgrhal

Stimulationsdauer [h] 0O 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22 24

WB: YopO L e s D G e < —— - 81kDA

v

hohere Expositionszeit

Abbildung V-15YopO-Expression in Abhangigkeit der Stimulationsdauer mi Doxycyclin
Flp-IN"T-RexX™-293-YopO-Zellen wurde fiir verschiedene Zeitraumi¢ H00 ng/ml Doxycyclin

behandelt, anschlieRend lysiert und die Proteie&tmphoretisch aufgetrennt. Die Detektion von
YopO erfolgte mitteldVestern Blat
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Die YopO-Expression unter den oben getesteten Bedgen wurde auch mittels der
Immunfluoreszenzfarbung Uberprift. Dazu wurden delen auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckglaschen ausgesat und nach 24 h mit 100 ngdxydyclin fur eine Mindestdauer von 14 h
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fixigogrmeabilisiert und YopO mittels eines anti-
YopO-Antikorpers detektiert. Die mikroskopischernd®r (Abbildung V-16) zeigen, dass nach
der Induktion der YopO-Expression mittels Doxycgc¥opO in diesen Zellen in variierender
Quantititat detektierbar ist. Demnach exprimieréchnalle Zellen YopO in gleichen Mengen
und bei manchen Zellen ist gar kein YopO detekéieribie Zellen, die nicht mit Doxycylin

behandelt wurden, zeigten keine detektierbare YBg@ression.

Anti-YopO Phasenkontrast

100 ng/ml
Doxycyclin

ohne
Doxycyclin

Abbildung V-16YopO-Expression detektiert mittels Immunfluoreszenzfarbung
Flp-In"™MT-RexX™-293-YopO-Zellen wurden fiir 14 h mit 100 ng/ml Deyyglin behandelt
und anschlieRend fixiert. Die Detektion von Yop(Qemierenden Zellen erfolgte mit Hilfe
eines anti-YopO-Antikdrpers in der ImmunfluoresZénaung. Der Referenzbalken
entspricht 2,5 um.

-76 -



V. ERGEBNISSE

2.3 Der zytosolische C&'-Einstrom aus dem ER ist durch YopO vermindert

In den folgenden Versuchen sollte der Einfluss wowpO auf intrazellulare C?éSignaIe
untersucht werden. Es ist bereits beschrieben, d@¢#\ (das YopO-Pendant iryYersinia
pseudotuberculosisiurch die Phosphorylierung voroG in die damit verbundenen Signalwege
eingreift (Navarro et al. 2007). Die Phosphorylieglam Ser47 desd® verhindert die Bindung
von GTP und damit die Aktivierung dera@-vermittelten Signaltransduktionswege. Davon ist
auch die Aktivierung der Phospholipase C betrofi2iese katalysiert die Hydrolyse von BIRu
IP; und DAG, wobei IR als sekundarer Botenstoff wirkt, denslfesteuerten ¢aKanal am
endoplasmatischen Retikulum (ER) bindet und darait Ausstrom von G in das Zytosol
ermoglicht. Ein Einfluss von YopO auf den zytosdtsn C&' -Einstrom scheint damit maglich
und sollte hier untersucht werden.
Flp-In"™T-Rex™-293-YopO-Zellen wurden mit dem Calcium-sensitiiearbstoff Fura-2/AM
beladen und die Bestimmung der intazellularen @aleKonzentration erfolgte ratiometrisch
uber die Messung der Emissionsintensitaten ber &felenlange von 495 nm nach wechselnder
Anregung bei einer Wellenlange von 340 nm und 38@ @u einem gegebenen Zeitpunkt
wurden die Zellen durch die Zugabe von ATP stinttllimd das C&-Signal aufgezeichnet. Im
Anschluss konnte die &aKonzentration durch Kalibrierung mit Triton X-1@hd EGTA/Tris
errechnet werden.
Fur die Untersuchungen wurde die F|6MIT-REXTM—293 Zelllinie von Invitrogen
herangezogen, die tetracyclinabhangig YopO exprtmi(=FIp-InTMT-RExTM—293-YopO).
Zunachst sind diese Zellen nach Inkubation mit balane Doxycyclin hinsichtlich ihrer éa
Signale nach ATP-Stimulation untersucht worden. A3tRdabei ein Agonist fir den G-Protein
gekoppelten Purinrezeptor P2Y. Dieser aktivierthnaer ATP-Bindung Gqg-vermittelt die
Phospholipase C. Somit kann nach ATP-Stimulation Ei@fluss von YopO auf die &j-
vermittelten C%f’-Signale beobachtet werden.
Die Abbildung V-17 zeigt einen Anstieg der zytosohen Calcium-Konzentration nach ATP-
Applikation. Die GroRe des Anstiegs war dabei u@algig von der Inkubation der Zellen mit
Doxycyclin und damit unabhangig von der Induktiar & opO-Expression. Allerdings konnte in
Vorarbeiten zur Charakterisierung der F|6MHT-REXTM—293-YODO -Zellen gezeigt werden, dass
auch ohne Tetracyclin in diesen Zellen kleine Menga YopO exprimiert werden (Abbildung
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V-13/14). Diese Mengen an YopO koénnten durchauseaisend sein, um einen Effekt auf die

intrazelluléaren C%T—Signale auszuiben, der auch durch eine groR3enegsipn von YopO nach

Zugabe von Tetracyclin nicht mehr zu steigern ist.

>

150+ Bl 100 ng/ml Doxycyclin
T 3 ohne Doxycyclin

100+
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Abbildung V-17 Die Induktion der YopO-
Expression hat keinen Effekt auf den
zytosolischen C&'-Einstrom.

A zeigt die Maximalwerte der €a
Konzentrationen nach Abzug der Basislinie
mit und ohne Doxycyclinzugabe nach
Stimulation mit 100 uM ATP. Dabei ist kein
Unterschied in der GréRe des “G8ignals
sichtbar.B: Exemplarisch wird der Verlauf
der C&"-Konzentration von FIp-ITnMT-
REXTM—293-Y0pO-ZeIIen mit (schwarz) und
ohne (grau) Doxycyclinzugabe (100 ng/ml)
Uber die Zeit gezeigt. Nach 300s wurden 100
UM ATP appliziert, was zu einem gleich
groRen Anstieg des €aSignals bei beiden
Ansatzen gefuhrt hat.

Die FIp-InTMT-RExTM—293-YopO-ZeIIen sind unter Bedingungen mit DoxyiryStimulation

auch im Vergleich zu ihren Ausgangszellen (FIE)MrﬁRExTM—293-ZeIIen) bzw. im Vergleich

zu Zellen, die tetracyclinabhéngig GFP exprimieréh'flp-lnTMT-RExTM—293-GFP-ZeIIen),

hinsichtlich zytosolischer (féAnderungen nach ATP-Stimulation untersucht wordém.

Vergleich zu den GFP-exprimierenden Zellen (Abhigu V-18) zeigen die YopO-

exprimierenden Zellen nach Doxycyclingabe ein umBanM geringeres é&SignaI.

-78 -



V. ERGEBNISSE

A 3007 Bl Flp-In™T-Rex™-293-YopO
— — 3 Flp-In™T-Rex™-293-GFP
=
£, 200
S
_E Abbildung V-18 Der zytosolische C*-Einstrom
~ 100- der YopO-exprimierenden Zellen ist vermindert.
8 A: Die Maximalwerte der C&Konzentrationen
— wurden nach Abzug der Basislinie von Flﬂlvl'fﬁ-
RExTM—293-YopO-ZeIIen (schwarz) und GFP-
0- ! exprimierenden Zellen (grau) nach Stimulation mit
100 uM ATP bestimmt. Beiden Zelllinien wurde
B 600 Tetracyclin 15-17h vor dem Experiment (100ng/ml)
appliziert. Der zytosolische Anstieg der “Ga
= Konzentration ist bei den YopO-exprimierenden
= 400 Zellen im Vergleich zu den Flp-INT-REX"-293-
— ATP Zell+en um ca. 8_0 nM verminderm:_Der Ve_rlauf der
Ny 2004 Cea*-Konzentrationen (iber die Zeit wurde
O, aufgetragen.
C ) L) L)
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Auch im Vergleich zu den FIp-Tr'\{'T-RExTM—ZQB-ZeIIen fallt der intrazellulare EaEinstrom

der YopO-exprimierenden Zellen weniger stark ausb{dlung V-19).

A 150- B Flp-In™T-Rex™-293-YopO
L 3 Flp-In™T-Rex™-293
S
L. 1004
x
E Abbildung V-19Der zytosolische C**-Einstrom
£ der YopO-exprimierenden Zellen ist
‘w901 vermindert.
O, A: Die Maximalwerte der CG&Konzentrationen
wurden nach Abzug der Basislinie von Flrmn'-
0- T REXTM—293-Y0pO-ZeIIen (schwarz) und Flp-
In"'T-REX "-293-Zellen (grau) nach Stimulation
B 600 mit 100 pM ATP bestimmt. Beiden Zelllinien
wurde Tetracyclin 15-17h vor dem Experiment
s (100ng/ml) appliziert. Der zytosolische Anstieg der
‘= 400+ Cd'-Konzentration ist bei den  YopO-
— ATP exTrgArimiereTnMden Zellen im Vergleich zu den Flp-
“© 2004 In"T-REx "-293-Zellen um ca. 65 nM
@) ~ vermindert. B: zeigt den Verlauf der éh
- Konzentrationen iiber die Z¢
0 ) L) L)

]
0 100 200 300 400 500
t[s]
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Die Unterschiede in der Grol3e derzt-:ﬁignale nach ATP-Stimulation sind in Abbildung @-2
noch einmal zusammenfassend dargestellt. Daberkshnbar, dass der Einstrom ded’cas
dem ER ins Cytosol nach ATP-Stimulation bei den @egxprimierenden Zellen gleich grol3 ist,
unabhangig von der Zugabe von Doxycyclin. Im Vddjlezu den GFP-exprimierenden

Kontrollzellen bzw. den FIp-ITr'Y'T-RExTM—293-ZeIIen ist er jedoch deutlich vermindert.

300+ Bl Flp-In™T-Rex™-293-YopO
- E3 Flp-In™T-Rex™-293-YopO
E 2004 EE Flp-In™T-Rex™-293
x 3 Flp-In™T-Rex™-293-GFP
IS
&
s 1004
O,
0- T
Doxycyclin + - + +
100 ng/ml

Abbildung V-20 Der zytosolische C&'-Einstrom wird durch YopO inhibiert.

Es sind die Maximalwerte der Ea&Konzentrationen nach Abzug der Basislinie von IIﬁITpMT-RExTM—293-
YopO-Zellen, FIp-IrTlMT-RExTM—293-ZeIIen und FIp-ITnMT-RExTM—ZQS-GFP-ZeIIen nach Stimulation mit
100 pM ATP aufgezeigt. Der Anstieg der “G&onzentration ist bei den Flp-YO-Zellen mit odehne
Doxycyclin, anndhernd gleich. Im Vergleich zu dép-i-Zellen und den Flp-GFP-Zellen ist der Anstibes
Cc&-Signals jedoch deutlich vermindert.

Um klonale Unterschiede bei den FIpT-“fﬁ'-RExTM—293-YopO-ZeIIen auszuschlieen, wurden
auch andere isolierte Klone (Nr. 7,5,9,13,16) &uém zytosolischen G&Einstrom nach ATP-
Stimulation hin untersucht. Hier musste festgestekrden, dass diese gar nicht auf ATP
reagieren (Abbildung V-21/22).
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Abbildung V-21 Die Klone 5 und 13 der FIp-InTMT-REXTM—293-Y0pO-ZeIIen
reagieren nicht auf ATP-Stimulation.
Der Verlauf der C&-Konzentrationen der Klone 5 und 13 der FIFT)MIﬁ-RExTM—Z%-

YopO-Zellen Uber die Zeit wurde bestimmt, wobei ma&200 s die Applikation von

100 uM ATP erfolgte.
Die Reaktion der Klone 7,9 und 16 auf lonomycin lalsophor (Abbildung V-22), welches die
intrazellulire C&-Konzentration unspezifisch erhoht, zeigt Signatakter Zellen, so dass eine

Schéadigung der Zellen wahrend des Versuchablaudgesgehend ausgeschlossen werden kann.

600 — Flp-In™T-Rex™-293-YopO
. Klon 9
E 4004 — Flp-In™T-Rex™-293-YopO
- Klon 16
¥ 2004 ATR  lonomydn — Flp-In™T-Rex™-293-YopO
O, Klon 7
C ) ) ]

1
0 100 200 300 400 500
t[s]

Abbildung V-22 Die Klone 7, 9 und 16 der Flp-In"T-REx "'—293-YopO-Zellen
reagieren nicht auf ATP-, aber auf lononmycin-Stimdation.

Der Verlauf der C&-Konzentrationen der Klone 7, 9 und 16 der FIBMthExTM—Z%-
YopO-Zellen Uber die Zeit wurde bestimmt, wobei m&200 s die Applikation von
100 uM ATP und nach 300 s bzw. 400 s die ZugabelvoM lonomycin erfolgte.

Gleichzeitig wurden auch die &uf3eren Versuchsbediggn noch einmal mit bereits getesteten
Zellen (Flp-In " T-REX '~293-YopO und Flp-In" T-REX'"—293) und Referenzzellen (HEK293-
Zellen aus der Arbeitsgruppe Prof. Guse) kontndll{@bbildung V-23). Diese Zellen zeigen

zytosolische Ca-Konzentrationen nach ATP-Stimulation, die deners arorangegangen
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Versuchen &hneln (Abbildung V-17/19), so dass nuifobe Fehler weitesgehend
ausgeschlossen werden kdénnen.

Eine Erklarung fur die fehlende Reaktion auf ATPdas Fehlen des P2Y-Rezeptors auf der
Zelloberflache. Dies deutet auf Unterschiede zwascklen isolierten FIp-WT-RExTM—293-
YopO-Klonen bezlglich ihrer Zelloberflache hin. Défergleich zwischen den YopO-
exprimierenden Zellen und den GFP-exprimierendelieZebzw. den FIp-IF]MT-RExTM—293-
Zellen ist aufgrund dieser klonalen Unterschiedeskh zu betrachten. Im Gegenzug zeigen die
HEK293-Zellen und die Flp-fr'}AT-RExTM—293-ZeIIen jedoch fast gleiche 2CE{SignaIe nach
ATP-Stimulation, obwohl hier auch gravierende Ustbiede in der Zelloberfliche bestehen

mussen.

600 — HEK293
s — Flp-In™T-Rex™-293
4004
A= — Flp-In™T-Rex™-293-YopO
&
< 2004 ATR
O,
C L) L) L) L)

]
0 100 200 300 400 500
tfs]

Abbildung V-23 Inhibitorischer Einfluss von YopO auf den zytosolishen C&*-
Einstrom

Der Verlauf der C&-Konzentrationen der HEK293-Zellen als ReferenezelFIp-InTMT-
REX "—293-Zellen und YopO-exprimierender Zellen GberZié wurde bestimmt, wobei
nach 200 s die Applikation von 100 uM ATP erfolgte.

Diese Unterschiede werden in Abbildung V-24 duréd 8timulation dieser Zelltypen mit
Carbachol deutlich. Das Strukturanalogon des Neamsmitters Acetylcholin und Agonist des
muskarinergischen Acetycholinrezeptors M3 aktivieuch das Enzym Phospholipase C uber
Gaq und fuhrt damit zu einem vermehrten’ CEinstrom ins Cytosol. Dabei reagieren die Flp-
In""T-REX"'-293-Zellen und die YopO-exprimierenden Zellen igénsatz zu den HEK293-

Zellen gar nicht auf Carbachol, was auf ein Feldien Rezeptors auf der Oberflache hindeutet.
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Abbildung V-24Der zytosolische C&'-Einstrom kann in den FIp-InTMT-RExTM—293-
Zellen nicht durch Carbachol induziert werden.

Der Verlauf der C&-Konzentrationen der Klone 7, 9 und 16 der FIB\fthExTM—Z%-
YopO-Zellen Uber die Zeit wurde bestimmt, wobei m&200 s die Applikation von
100 uM ATP und nach 300 s bzw. 400 s die ZugabelvoM lonomycin erfolgte.

Trotz dieser offensichtlichen, die Zelloberflachetrbffenden Unterschiede zeigen die HEK293-
Zellen und die FIp-IBMT-RExTM—ZQB-ZeIIen jedoch einen ahnlich grofRen zytosoéacAnstieg
der C&'-Konzentration nach der Stimulation mit ATP. Im Ykeich zu diesen Zellen weisen die
YopO-exprimierenden Zellen ein um ca. 100 nM vexdrites C&-Signal auf. Damit ist ein
weiterer Hinweis auf die inhibierende Wirkung voopO auf den zytosolischen €&instrom
gegeben.

Zusammenfassend lasst sich ein inhibitorischer [&Ssf des Effektorproteins YopO auf den
Ausstrom von C&-lonen aus dem endoplasmatischen Retikulum in g&ssdl feststellen, der
mit der bereits publizierten Inaktivierung desi@sbegrindbar ist. Allerdings muissen diese
Beobachtungen mit weiterfihrenden Experimentendtigstwerden, da Sekundareffekte nicht

ausgeschlossen werden kdénnen.

2.4 YopO vermindert die NFKB-Aktivierung

Der Transkriptionsfaktor N€B ist die Voraussetzung fir die Expression einef3gn Anzahl an

Genen, die fur die Induktion der angeborenen Immtwart essentiell sind. Die Inhibition der
NFkB-Aktivierung, die in einer supprimierten Zytokimmluktion und in der Induktion von
Apoptose in Makrophagen resultiert, konnte berdiis die Acetyltransferase YopP aus

Y. enterocoliticagezeigt werden (Mills et al. 1997; Monack et &97; Ruckdeschel et al. 1997,
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Ruckdeschel et al. 1998; Denecker et al. 2002). Hillite eines Luciferase-Reporter-Systems
sollte geklart werden, ob auch YopO einen Einflusaif die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors hat und damit die Wirtszetiehrer Reaktion auf eine Yersinien-Infektion
beeintrachtigt.

Dazu wurden zunéchst FIpIMT-RExTM—293-YopO-ZeIIen mit dem Né&B-Luciferase-
Reporterplasmid (N€B-LUC) und dem Renilla-Luciferase-kodierenden Plastransfiziert und
in serumfreiem Medium fir 24 h kultiviert. Dann @dte zum einen je nach Ansatz die
Induktion der YopO-Expression durch die Zugabe Jdoxycyclin und zum anderen die
Stimulation der NKB-Aktivierung durch die Zugabe von TPA (12-O-Tetadnoylphorbol-13-
acetate). Dieser Phorbolester induziert durch seingkturelle Ahnlichkeit zum sekundaren
Botenstoff 6econd messengddiacylglycerol (DAG) die Aktivierung die Proteiimase C (PKC)
und fuhrt zu einer Transaktivierung des EGERdpthelial growth factor receptp(Prenzel et al.
1999). Die Aktivierung des G-Protein gekoppelterzépgors wiederum resultiert in der kB~
Aktivierung (Obata et al. 1996; Sun and Carpen®98] Biswas et al. 2000).

150+
Bl Flp-In™T-Rex™-293-YopO
3 Flp-In™T-Rex™-293
. 1004 p
S,
-]
|
x
504
0- i‘[l”-‘ﬁ—i

NFKkB-LUC ++++ ++++ - - - -
Doxycyclin 0,1 pg/ml + -+ - o+ -+ -+ -+ -
TPAGONg/ml 4 4 4 4+ - - - 444+

Abbildung V-25Die NFkB-Aktivierung wird durch die Expression von YopO vemindert.
FIp-InTMT-RExTM—293-YopO-ZeIIen und FIp-ITr'\{'T-RExTM—293-ZeIIen wurden je nach Ansatz mit
dem NFB-Luciferase-Reporterplasmid und dem Renilla-Luei$e-kodierenden Plasmid transfiziert
und nach 24-stiindiger Kultivierung der Zellen inusefreiem Medium fur 16 h mit TPA (60 ng/ml)
und Doxycyclin (0,1 pg/ml) behandelt. Die LumineszalerFirefly-Luciferase in Abhangikeit der
NFkB-Aktivierung wurde detektiert mittels d&enillaLuciferase normalisiert. Die RLUsdative
light unit9 wurden dabei als Prozentsatz der fir die FTB"-THREXTM—Z%-ZeIIen nach Doxycyclin-
und TP/A-Behandlung detektierten und normalisierten Lucge-Lumineszenz angegeb
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Die Lumineszenz defirefyly-Luciferase wurde detektiert und auf die &amilla-Luciferase, die
hierbei als interner Standard dient, bezogen. Hwmmnte kein Unterschied hinsichtlich der
NFkB-Aktivierung zwischen Flp-IBMT-REXTM—ZQB-YopO-ZeIIen, bei denen die YopO-
Expression mit Doxycyclin induziert wurde und dendie nicht mit Doxycyclin behandelt
wurden, festgestellt werden (Abbildung V-25).

Da geringe Mengen an YopO sicher ausreichend fianeleffekt auf die NEB-Aktivierung sind,

ist auch hier die Basalexpression von YopO, unafpigiron der Doxycyclin-Zugabe, als
Ursache in Betracht zu ziehen. Verglichen mit déxBFAktivierung durch die FIp-IHV'T-
REX "—293-Zellen ist die der YopO-exprimierenden Zellem ca. 40 % vermindert. Diese
Inhibition der Aktivierung des TranskriptionsfakioNFKB scheint dabei unabhangig von der
vorherigen Aktivierung durch TPA zu sein. Die Sifyniensitat ohne die TPA-induzierte NB-
Aktivierung ist zwar wie erwartet geringer (ca. 30%ber der relative Unterschied zwischen den
YopO-exprimierenden und nicht-exprimierenden Zeb&ab mit —40 % ungefahr gleich.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurden auch HBRZZ:llen, die mit GFP-YopO-

Konstrukten transfiziert wurden, hinsichtlich ihiktivierung von NkB untersucht.

150+

Bl YopOwr
Bl YopOD267/K269A
100- T E& YopOY589/N593/E597A
S, [ GFP
-
|
x

+60 ng/ml ohne TPA  Kontrolle
TPA

Abbildung V-26Die NFkB-Aktivierung wird durch die Expression von YopO vamindert.
HEK293T-Zellen wurden je nach Ansatz mit verschieeGFP-YopO-Konstrukten bzw. dem GFP-
Leervektor, dem NkB-Luciferase-Reporterplasmid und dem Renilla-Lueife-kodierenden
Plasmid transfiziert und nach 24-stiindiger Kultivigg der Zellen in serumfreiem Medium fir 16 h
mit TPA (60 ng/ml) in (0,1 pug/ml) behandelt. Diell2a der Kontrolle wurden nicht mit dem
Luciferase-Reporter-Plasmid transfiziert. Die Lupsrenz deFirefly-Luciferase in Abhangikeit der
NFkB-Aktivierung wurde detektiert und mittels d&enillaLuciferase normalisiert. Die RLUs
(relative light unit3 wurden dabei als Prozentsatz der fur die GFPhex@renden Zellen nach TPA-
Behandlung detektierten und normalisierten Lucgeraumineszenz angegeben.
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Zusatzlich zum Wildtyp-YopO wurden auch eine Mug&nderen Fahigkeit zur Bindung von
Rho-GTPasen zerstért worden war (GFP-YopOY589/NB937A), und eine Kinase-inaktive
Mutante (GFP-YopOD267/K269A) im Luciferase-Experitheanalysiert. Auch in diesem
Versuch konnte eine um ca. 50 % vermindertecBHAktivierung der YopO-exprimierenden
Zellen nach TPA-Behandlung beobachtet werden (Abbiy V-26). Dabei wurde allerdings kein
Unterschied zwischen dem Wildtyp-YopO und der Kerasaktiven Mutante festgestellt. GFP-
YopOY589/N593/E597A zeigte eine leicht vermindeA&tivierung von NKB. Ohne die
vorherige Zugabe von TPA fallt die Inhibition deFRB-Aktivierung der YopO-exprimierenden
Zellen nicht ganz so stark aus. Das Wildtyp-YopOd uGFP-YopOY589/N593/E597A
vermindern die NKB-Aktivierung im Vergleich zu den GFP-exprimierendéellen um etwa 10
bzw. 15 %. Die Kinase-inaktive YopO-Mutante (YopQiJZK269A) zeigt verglichen mit den
GFP-exprimierenden Zellen keinen Unterschied.

Zusammenfassend lasst sich ein inhibitorischer kEffdes YopO auf die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NEB feststellen. Dabei scheint weder die Kinase-Atdivnoch die
Bindung an Rho-GTPasen fur diesen Effekt verantwbrtzu sein. Inwiefern die vorherige
Stimulation der Zellen mit TPA eine Rolle spieltuss in weiterfiihrenden Experimenten geklart

werden.
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VI. DISKUSSION

1. Die Interaktion der Kinase YopO mit CIB1

Yersinien sind in der Lage der Phagozytose durctkrbfdhagen zu entgehen, indem sie
Effektorproteine in die Zellen injizieren, die aktlie Phagozytose und damit die Immunantwort
des Wirtes blockieren. YopO gehdrt neben YopH, Yopid YopT zu der Gruppe von
Effektorproteinen, die das Aktinzytoskelett der ¥zellen manipulieren und so die Aufnahme
der Bakterien verhindern (Grosdent et al. 2002;eWikt al. 2006; Trasak et al. 2007). Die
Manipulation des Aktinzytoskeletts kann dabei aigf synergistische Zusammenarbeit mehrerer
Doménen des YopO zurlckgefihrt werden. Sowohl diease-Domane als auch die GDI-
ahnliche Domane sind fur diese Prozesse notwemthgansson et al. 1996; Dukuzumuremyi et
al. 2000; Juris et al. 2000). Inwiefern diese Doemanm Einzelnen zur Manipulation des
Aktinzytoskeletts beitragen ist noch nicht verseamdDie bisher identifiziertem vitro Substrate
der Kinase-Doméane, wie Otubain-1 (Juris et al. 2006nnten keinen hinreichenden
Zusammenhang zu den beobachteten Effekten henstelle

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass CdiBich die Kinase Yop@n vitro an den
Serinen —-185 und -186 phosphoryliert wird (vgl. kKelpV-1.1, Abb. V-1, V-2). Diese
Phosphorylierung lief3 sicim vivo nicht zeigen. Ein Grund dafir kénnte sein, dasd1Cton
anderen Kinasen phosphoryliert wird, wie in den ikhingen V-3 und V-4 in Kapitel V-1.2
gezeigt wird. So wurden Konsensus-Sequenzen furPtiesphorylierung durch die Protein-
Kinase C (PKC) und die Kasein-Kinase Il in der Ssgudes CIB1-Proteins gefunden (Naik et
al. 1997). Eine der moglichen Phosphorylierungkstaller Protein-Kinase C ist das Serin —185,
welchesin vitro auch von YopO phosphoryliert wird. So kénnte dms$phorylierung von CIB1
durch YopO an diesem Serin die sonst stattfindeRtlesphorylierung durch die Protein-
Kinase C verhindern und CIB1 so einer mdoglichen URegn durch die Protein-Kinase C
entziehen. Da es dabei zu keiner Veranderung irAdeahl der Phosphatreste im CIB-Molekill
kommmt, ist dies in den durchgefiihrten Experimergemicht sichtbar und musste durch den
Einsatz von PKC-Inhibitoren bestétigt werden.

Die Interaktion der beiden Proteine konnte in Koiompréazipitationsversuchen bestatigt werden
(vol. Kapitel V-1.2, Abb. V-3). Dabei zeigte sichuch, dass diese Interaktion an der
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Plasmamembran der Zelle und damit in einem Komparit der Zelle stattfindet, welches bei
der Yersinien-Infektion und speziell bei der Aufnah der Bakterien durch Makrophagen eine
wichtige Rolle spielt (vgl. Kapitel V-1.3, Abb.V-B). Hier adharieren die Bakterien an die
Wirtszelle und injizieren die Effektorproteine, dienter anderem die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts behindern und damit Bedingungeha#fen, unter denen keine Phagozytose
stattfinden kann.

CIB1 interagiert mit einer Reihe von bekannten Ratguen des Aktinzytoskeletts, wie Rac3,
PAK1 (p21-aktivierte Kinase 1) und WASp (Wiskottedhich-Syndrom-Protein), und moduliert
deren Aktivitat (Haataja et al. 2002; Leisner et28l05; Tsuboi et al. 2006). Damit scheint CIB1
neben der Regulierung der Integrinaktivitat in Thbmzyten auch eine wichtige Rolle in der
Regulation des Aktinzytoskeletts und den damit uedenen Prozessen wie Phagozytose und
Migration zu spielen. YopO erhalt Gber die Interakt mit CIB1 eine Mdglichkeit zur
Modulation dieser Prozesse. Dazu muisste die Irtieraknit YopO auch einen funktionellen
Einfluss auf CIB1 haben. Eine wichtige Aufgabe voiB1 ist die Regulierung der Aktivitat des
Integrin apBs in Thrombozyten, welches als Fibrinogenrezeptorgfert und damit fur die
Migration und die Ausbreitung der Thrombozyten aufrazellularer Matrix verantwortlich ist
(Shattil et al. 1998; Parise 1999). Es wurde bempitzeigt, dass die Uberexpression von CIB1 in
CHO-Zellen die Ausbildung von fokalen Adh&sionerd udamit dasSpreadingder Zellen auf
einer Matrix aus Fibronektin positiv beeinflusstduzur Induktion von Migration fihrt.
Verantwortlich daflr ist die Assoziation von CIBitrder FAK (focal adhesion kinageind der
damit verbundenen Aktivierung dieser (Naik and N2k 3). Dabei ist die Interaktion von CIB1
und der FAK in Thrombozyten zum einen abhangig #engleichzeitigen Assoziation von CIB1
mit dem Integrina;p,Bs und zum anderen von der Bindung des IntegripBs -Liganden
Fibrinogen und dem damit aktivierteautside-inSignalweg (Naik and Naik 2003). Zur
Untersuchung eines Effektes von YopO auf CIB1 uacdhitl méglicherweise auf das Spreading
und die Migration von Zellen wurden CHO-A5-Zellahie ektopisch das Thrombozyten Integrin
ObPBs exprimieren und sich gleichzeitig im Gegensatd htombozyten vergleichsweise einfach
genetisch manipulieren lassen, herangezogen. Bs#tivgoEinfluss von Uberexprimiertem CIB1
auf dasSpreadingder Zellen konnte in dem hier verwendetem Zellsyséaif einer Fibrinogen-
Matrix allerdings nicht beobachtet werden (vgl. Kelp2.1, Abb. V-12). Die Uberexpression
sowohl von CIB1 als auch von der nicht mehr phosglebaren CIB1l-Mutante

(CIBS185/186A) inhibierte die Ausbreitung der Zallauf immobilisiertem Fibrinogen leicht.
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Die Uberexpression von YopO bzw. der Kinase-inaktiwopO-Mutante (YopOD267/K269A)
fuhrte zu einer gleichstarken, fast vollstandigehibition des Spreadings, was die Modulation
von CIB1 durch die Kinase-Aktivitat des YopO alssblche daflr ausschlief3t. Auch die Bindung
von Rho-GTPasen an die GDI-&hnliche Doméane undlaimsit verbundene Inaktivierung dieser
kann als Grund fir die Inhibition d&preadingsausgeschlossen werden (vgl. Kapitel 2.1, Abb.
V-11).

Fur die Aktivierung der FAK ist eine Reorganisataes Aktin-Zytoskelettes essentiell und eine
Behandlung von Zellen mit Cytochalasin D, einem ifpxdas die Aktin-Polymerisation
blockiert, verhindert die Interaktion von CIB1 uR@&K (Naik and Naik 2003). Damit konnte
YopO auch einen sekundaren Effekt auf digreadingder Zellen haben, indem es die
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts Uber andeshdn noch nicht bekannte Mechanismen
unmdglich macht. Dies hatte eine Inhibition deefaktion von CIB1 und FAK zur Folge, was
sich wahrscheinlich negativ auf d&preadingder Zellen auswirken wirde. Weitergehende
Untersuchungen in Bezug auf andere Funktionen di8$ @issten angestrebt werden, um eine
funktionelle Modulation des Proteins durch YopOhmaveisen. So ist die Interaktion von CIB1
mit dem Aktin-Regulator WASp (Tsuboi et al. 200@her auch ein guter Angriffspunkt fur
YopO, um die Reorganisation des Aktin-Zytoskelettsnhibieren.

Die Interaktion des Effektorproteins YopO aué. enterocolitica auf der Basis einer
Phosphorylierung an den Serinen —185/186 durchKthase-Domane des Proteins konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, die funktien&edeutung dieser Interaktion konnte

allerdings nicht aufgeklart werden.
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2. Zellulare Funktionen des YopO

Calcium ist ein ubiquitares intrazellulares Signallekill, das eine ganze Bandbreite von
Prozessen reguliert. Besonders bei Infektionennifpent Calcium die Rolle eines sekundaren
Botenstoffs und steuert die angeborene Immunantwort

So ist es an der Proliferation von Lymphozyten (Blge et al. 2000) und der Induktion von
Apoptose beteiligt (Kass and Orrenius 1999), diedsrum die intrazellulare Vermehrung und
die Freisetzung der Erreger verhindert (Navarre Aychlinsky 2000; Muller and Rudel 2001,
DeLeo 2004). Eine Inhibition der Ausschittung vaddiim aus intrazellularen Speichern wirde
eine ganze Reihe von Prozessen der angeborenembmimort modulieren. Die Fahigkeit von
YopO Goqg zu phosphorylieren und damit zu inhibieren (Newagt al. 2007), macht eine
negative Regulation der &€aAusschiittung wahrscheinlich.o ist ein wichtiger molekularer
Bestandteil innerhalb des Phosphatidyl-Inositolveegger letztlich zum zytosolischen a
Einstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum fihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, das#\nwesenheit von YopO in der Zelle
den zytosolischen G&Einstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum ietilfvgl. Kapitel
2.3, Abb. V-20-22). Diese Inhibition zeigte sichleallings nur im Vergleich der YopO-
exprimierenden Flp-T-Rex™™-293-YopO-Zellen mit den GFP-exprimierenden FIPYMh-
Rex™-293-GFP-Zellen bzw. den Ausgangszellen (FIP!RRex™-293-Zellen) nach
Doxycyclingabe. Zwischen den FlpIfir-Rex™-293-YopO-Zellen, bei denen mittels
Doxycyclin-Applikation die Expression von YopO ,asghaltet” wurde und denen, die keiner
Doxycyclin-Applikation unterzogen wurden, zeigtetskein Unterschied im zytosolischen’Ga
Einstrom (vgl. Kapitel 2.3, Abb. V-19). Allerdind®nnte in Vorarbeiten zur Charakterisierung
der FIp-InTMT-RExTM—293-YopO -Zellen gezeigt werden, dass auch ohney®@elin in diesen
Zellen kleine Mengen an YopO exprimiert werden (Vghpitel 2.2, Abb. V-15/16). Diese
Mengen an YopO kdnnten durchaus ausreichend seinginen Effekt auf die intrazellularen
Ca2+-SignaIe auszutben, der auch durch eine groRereegsipn von YopO nach Zugabe von
Doxycyclin nicht mehr zu steigern ist.

Ob der beobachtete Effekt auf den zytosolischefi-Emstrom nur auf die Phosphorylierung
von Gaqg und damit auf die Kinase-Aktivitat von YopO zukiéafiihren ist, oder ob auch andere

Domanen wie die GDI-ahnliche Domane eine Rollelspidasst sich anhand der hier gezeigten
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Daten nicht darstellen. Mittels der Etablierungtensr stabiler Zelllinien, die die Kinase-inaktive
YopO-Mutante bzw. die YopO-Mutante, deren Bindung8wmfir Rho-GTPasen zerstort ist,
exprimieren, lieRen sich genauere Aussagen zur karng dieses Effektes treffen. Eine weitere
Maoglichkeit zur Bestatigung der hier gefundenen dbrgsse ware die mikroskopische
Untersuchung des zytosolischen ?GRinstromes mittels FURA auf Einzelzellebene. Hier
kénnten ganz gezielt Zellen hinsichtlich ihrer?G&ignale untersucht werden, die mit YopO
bzw. den oben bereits erwahnten Mutanten transfizigrden.

Die Inhibition der C&-Ausschittung aus den intrazelluldren Speichern nkatie
Phagozytosefahigkeit von Zellen beeinflussen. Digdirde mit der beobachteten
antiphagozytaren Wirkung von YopO einhergehen (@zotset al. 2002; Wiley et al. 2006). Alle
phagozytotischen Prozesse werden letztlich durehR#iorganisation des Aktin-Zytoskelettes
vorangetrieben und reguliert (Kaplan 1977). Dabet Galcium durch die Modulation der
Aktivitat einer Reihe von kontraktilen Proteinemen entscheidenden Einfluss auf diese fur die
Phagozytose essentielle Reorganisation aus. S€dlaium einen Effekt auf das Zytoskelett,
indem es beispielsweise die Myosin-Kontraktilitétmsiliert (Tan and Boss 1992) und die
Vernetzung von Aktin durclm-Actinin inhibiert (Witke et al. 1993) bzw. an Calp bindet
(Huttenlocher et al. 1997). Des Weiteren Uberniramuch als Kofaktor von Signalmolekdlen,
die essentiell fir den Phagozytoseprozess sind,veichtige Rolle.

Eines der ersten Signale, die als Antwort auf eikéivierung phagozytotischer Rezeptoren
beobachtet wurden, ist ein Anstieg der intrazeleisC&*-Konzentration (Young et al. 1984). In
neutrophilen Granulozyten konnte auBerdem gezelyden, dass dieser zytosolische’’ca
Anstieg essentiell fir die fRezeptor (FgR)-vermittelte Phagzytose ist (Kobayashi et al.5)99
Genau dieser RFR- vermittelten Phagozytoseweg wird durch YopO bt (Groves et al.
2009), so dass hier durchaus ein Zusammenhangesieg@lerden konnte.

Weiterhin vemittelt Calcium teilweise auch die Bily von Sauerstoffradikaleme§piratory
burs?) und die Sekretion antimikrobieller Substanzen @ders Granula von Leukozyten (Brumell
et al. 1995; Tapper 1996). AuRerdem scheint aueh RBifung von Phagosomen und die
letztliche Fusion von Phagosomen und Lysosomenhd@edcium reguliert zu sein (Jaconi et al.
1990; Bengtsson et al. 1993). Damit ist YopO dudéh Inhibierung des zytosolischen Ga
Einstromes nicht nur die Mdglichkeit zur Verhindeguder eigentlichen Aufnahme der Bakterien
durch Makrophagen gegeben, sondern auch zur Untknbg des Abbaus aufgenommener

Bakterien in Phagosomen.
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Bei bakteriellen und viralen Infektionen spielt diktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren
eine groRe Rolle. Diese fuhrt dann zur Initialisiey der Transkription von Zytokinen,
Chemokinen, Zelladhasionsmolekilen und Akute-Plaasginen und tragt damit zur
Eliminierung pathogener Erreger bei, indem sieHEl@vanderung von Phagozyten in infizierte
Gewebe bewirken und Zellen des Immunsystems aktivieEine Erh6hung der zytosolischen
C&*-Konzentration fiihrt zu einer Aktivierung der Trariptionsfaktoren NF-AT und NiB im
Zytosol und CREB im Nukleus (Chawla et al. 1998&lfiree 1999; Hardingham et al. 1999). Die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors MB, der als Dimer (Proteine p50 und p65) und an
seinen Inhibitor &B) gebunden im Zytosol vorliegt, erfolgt Uber dews arei Untereinheiten
bestehenden IKK-Komplex (IKé& IKK(3, IKKY'NEMO). Die Aktivierung von IKK3 fuhrt zu
einer Phosphorylierung des Inhibitors, dessen Utigerung und anschlieBendem Abbau durch
das 26S Proteasom (Zhang and Ghosh 2000; Yamamdt@aynor 2004; Kawai and Akira
2006). Die aktive NEB-Einheit transloziert anschlieend in den Zellkerd initialisiert die
Gentranskription. Ein verminderter zytosolischer “@nstieg hervorgerufen, durch die
Anwesenheit des Yersinia-Effektors YopO, der im Reah dieser Arbeit beobachtet wurde,
sollte auch zu einer verminderten Aktivierung deanBkriptionsfaktors NEB fiihren.

In einigen ersten Luciferase-Experimenten konnteeigg werden, dass die Aktivierung von
NFkB durch die Anwesenheit von YopO tatsachlich vedremist (vgl. Kapitel 2.4, Abb. V-27).
Dabei wird deutlich, dass sich die FIpT-'Y'ﬁ'-RExTM—293-YopO-ZeIIen mit und ohne
Doxycyclingabe und damit mit intialisierter YopO4ahession und ohne diese hinsichtlich ihrer
NFkB-Aktivitat nicht unterscheiden. Der Grund dafut die bereits oben diskutierte basale
YopO-Expression in der FIp-WT-RExTM—293-YopO-ZeIIIinie. Verglichen mit den
Ausgangszellen (FIp-WT-RExTM—293-ZeIIen) zeigten die YopO-exprimierenden Zelieth
Doxycyclingabe jedoch eine um ca. 40 %-vermindeMfexB-Aktivierung. Diese Inhibition
zeigte sich unabhangig von der Voraktivierung dean3kriptionsfaktors mit 12-O-Tetra-
decanoylphorbol-13-acetat (TPA). Damit scheintkBFin dieser Zelllinie und unter den
gegebenen Versuchsbedingungen bereits zu einensggwGrad voraktiviert vorzuliegen, was
durch die Behandlung mit TPA nur noch verstarktdwiDie Verminderung der NdB-
Aktivierung scheint nicht durch eine spezifischeniZme des YopO verursacht zu werden, da
zwischen YopO und dessen Mutanten nach Transfekkieime relevanten Unterschiede
hinsichtlich der NKB-Aktivitat bestanden (vgl. Kapitel 2.4, Abb. V-28ie zeigten alle eine um
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ca. 50 % verminderte NdB-Aktivitdt verglichen mit Zellen, denen nur der drgektor
transfiziert wurde. Die hier verwendeten Zellen &283T) scheinen im Gegensatz zu den Flp-
In""T-REX "—293-Zellen keine so grol3e Voraktivierung des Tkapsonsfaktors aufzuweisen,
da ohne die zusatzliche Voraktivierung mit TPA dérterschied in der NEB-Aktivitat der
YopO-exprimierenden Zellen verglichen mit den GHKprenierenden Zellen wesentlich
geringer (10 %) ausfallt. Es ware sicher interetssard wirde die hier erhaltenen Daten
bestatigen die NEB-Aktivitat nach Infektion mit verschiedenen. enterocoliticaStammen zu
beobachten. Da auch das Effektorprotein YopP didivAdt dieses Transkripionsfaktors
vermindert waren Stdmme geeignet, in denen YopP YoplO bzw. nur YopO durch die
Insertion einer Kanamycin-Kassette deletiert wurdem eine gesicherte Aussage Uber den
Effekt zu treffen den nur das Effektorprotein Yopfter Infektionsbedingungen auf die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors B hat. Ein weiterer Gesichtspunkt wére der Einfldeser, durch
die Anwesenheit von YopO verursachten, vermindeNEérB-Aktivierung auf die eigentliche
Zytokinproduktion. Mittels eines ELISA-Versuchesfe sich feststellen, ob und welche
Zytokine auf der Proteinebene durch den Einfluse YopO deutlich vermindert produziert

werden.
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A Adenin, Alanin, Ampere

Ail attachment invasion locus

CREB CAMP response element binding protein

C Cytosin

ce” Calcium-lon

CiB1 Calcium- und Integrin- bindendes Protein 1
DAG Diacylglycerin

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK extracellular signal-regulated kinases

FAK focal adhesion kinase

FBS Fotales Rinderserurie{al bovine seruin
FGF fibroblast growth factor

FNK FGF-inducible kinase

G Guanosin

Gaq a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins
GAP GTPase activating protein

GDI GDP-dissociation inhibitory protein

GDP Guanosin-5’-diphosphat

GEF guaninnucleotide exchange factor

GFP green fluorescent protein

GSH Glutathion (reduziert)

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosin-5’-triphosphat

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfons#
HPI high-pathogenicity island

kB inhibitor of kB
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IKK
InskAR
Inv
IPTG
IP3
LPS
MAPK
MCP
MCS
MLD
MyfA
Nemo/IKKy
NFkB
NGS
NHS
ODegoo
PAGE
PAK
PAX3
PBS
PIP,
Pla
PMSF
PsaA
pYV
ROS
RT
SDS
SNK
SR
Syc

T
TEMED

| kB kinase

Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor
Invasin

Isopropylp-D-thiogalactosid
Inositol-1,4,5-triphosphat
Lipopolysaccharid

mitogen activated protein kinase
monocyte chemoattractant protein
multiple cloning site

Membrane Lokalisation Domain
mucoid Yersinia factor A

NF-«B essential modulator

nuclear factorx B
Ziegenserumrmal goat serum
humanes Serumdrmal human serum
Extinktion einer Loésung bei 600 nm
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
p21 activated kinase

paired box gene 3
Phosphatpuffepljosphate buffered salipe
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
plasminogen activator protease
Phenylmethylsulfonylchlorid

pH6 antigen
YersiniaVirulenzplasmid

reactive oxygen species
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

serum inducible kinase
Sarcoplasmatisches Retikulum
specific Yop chaperone

Thymin, Threonin
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
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TNF

TNFR

TRIS

TTSS
WASP

YadA

Yop
Ysc-Proteine

tumor necrosis factor

TNF-Rezeptor
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
Typ-llI-Sekretionssystem

Wiskott-Aldrich syndromproteins
YersiniaAdhasin A

Yersinia outer protein
YersiniaSekretionsproteine
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