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Zusammenfassung und Abstract

1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Zusammenfassung

Pathogene Yersinien verfligen Uber das in bakteriellen Krankheitserregern weit verbreitete und
hoch konservierte Typ-llI-Sekretionssystem (T3SS oder Injektisom). Diese bakterielle
Nanomaschine setzt sich aus den Komponenten Basalkorper, Nadel und Translokon/Porenkomplex
(aufgebaut aus den Translokatoren YopB und YopD) zusammen und dient dem direkten Transport
bakterieller Effektorproteine in die Wirtszelle. Bei Zellkontakt inseriert das Translokon in die
Wirtszellmembran und bildet damit eine fir die Effektor-Translokation essentielle Struktur.
Dennoch sind viele Aspekte zur Translokationspore nicht ausreichend verstanden; so ist bislang
unklar, ob das Translokon in direkter Verbindung mit der Injektisomnadel steht. Auch die
Wirtszellfaktoren, welche die Ausbildung der Pore beeinflussen, sind noch nicht eingehend
untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte das Translokon in Yersinia enterocolitica wahrend
der Wirtszellinfektion mithilfe hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie (SIM, STED) und
Immungold-Elektronenmikroskopie visualisiert werden. Hierbei konnten Translokationsporen in
Verbindung mit Nadel und Basalkorper innerhalb der gleichen Injektisome dargestellt werden, was
auf einen einstufigen Prozess der Effektortranslokation hinweist. Die Translokatoren konnten
inseriert in die Wirtszellmembran visualisiert werden und zeigten eine gruppierte raumliche
Verteilung in Verbindung mit den infizierenden Bakterien. Darliber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Bildung der Translokationsporen in einem spezifischen Plasmamembran-assoziierten
Wirtszellkompartiment initiiert wird, das die Bakterien von grolRen extrazellularen Proteinen wie
Antikorpern abschirmt, aber zugdnglich fir kleinere Molekiile bleibt. Dieses als Prédvakuole
bezeichnete Kompartiment zeigte eine starke Anreicherung des Phosphoinositids PI(4,5)P,. Des
Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die aktive Rho-GTPase Racl als zelluldrer
Faktor die Bildung der Prdvakuolen und damit verbunden die Ausbildung von Translokons
stimulieren kann. Bei Infektionsversuchen wurde deutlich, dass auch der Wirtszelltyp einen grof3en
Einfluss auf die Ausbildung des Translokons hat. So zeigte sich, dass bei Infektion von primaren
humanen Makrophagen deutlich mehr Bakterien bereits zu friiheren Zeitpunkten Translokons
ausbilden als bei Infektion von Hela-Zellen. Darliber hinaus zeigte die STED-Mikroskopie eine

erhohte Anzahl von Translokons pro Bakterium bei der Infektion von Makrophagen.

Zusammenfassend konnten im Rahmen in dieser Arbeit Translokons als Teil vollstandig
assemblierter Injektisome in einem intrazelluldren Kompartiment humaner Makrophagen
visualisiert werden. Diese Ergebnisse geben neue Einblicke in die Ausbildung der

Translokationspore und ihre Regulation durch Wirtszellfaktoren.
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1.2 Abstract

Pathogenic Yersinia spp. employ a type lll secretion system (T3SS or injectisome) to inject effector
proteins into host cells. This bacterial nanomachine consists of basal body, needle and
translocon/pore complex (consisting of the translocators YopB and YopD) and is highly conserved
in numerous bacterial pathogens. The formation of the translocon, which is triggered by
bacteria-host cell contact, and its integration into host cell membranes is a highly critical step for
effector protein translocation. Yet, it remains unclear whether and how the translocon is physically
connected to the injectisome needle. Also, the host cell factors affecting the formation of the
translocon are poorly understood. In this work, the translocon of Yersinia enterocolitica could be
visualized during host cell infection by using super-resolution fluorescence microscopy (SIM, STED)
and immunogold electron microscopy. Super resolution microscopy showed the translocators in
conjunction with the needle and the basal body within the same injectisome, suggesting a one-step
process for effector translocation from the bacterial- directly into the host cell cytoplasm. It was
demonstrated that the formation of the translocon is initiated in a specific plasma
membrane-associated host cell compartment, which shields the bacteria from large extracellular
molecules like antibodies but remains accessible to low-molecular substances. This compartment,
called prevacuole, was characterized by a strong accumulation of the phosphoinositide P1(4,5)P..
Moreover, it was demonstrated that cellular factors such as the active Rho-GTPase Racl can
stimulate the formation of the prevacuole and thereby increase the proportion of cell-associated
bacteria forming translocons. Furthermore, infection experiments revealed that also the host cell
type has a huge impact on the formation of translocons. Primary human macrophages could trigger
the formation of translocons much more effectively than Hela cells leading to a higher proportion
of translocon forming bacteria already at earlier timepoints during infection. In addition, STED
microscopy revealed higher numbers of translocons per individual bacterium during infection of

macrophages.

In summary, in this study translocons were visualized as part of fully assembled injectisomes in
Y. enterocolitica residing in a unique host cell compartment under physiological conditions. With
these results novel insights into translocon formation and its regulation by host cell factors could

be provided.
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2 Einleitung

2.1 Pathogene Yersinien

Die Gattung Yersinia, benannt nach dem Schweizer Bakteriologen Alexandre Yersin, gehort zur
Familie der Yersiniaceae (Adeolu et al. 2016). Im Jahr 1894 gelang es neben A. Yersin dem
japanischen Bakteriologen Shibasaburo Kitasato erstmals den Erreger der Beulen- und Lungenpest
aus menschlichen Geweben zu isolieren (Treille und Yersin; Kitasato 1894; Bibel und Chen 1976).
Zum heutigen Stand der Forschung umfasst die Gattung 18 Spezies, wovon drei eine Pathogenitat
gegeniber Mensch und Tier zeigen (McNally et al. 2016). Neben dem Erreger der Beulen- und
Lungenpest Yersinia pestis sind die enteropathogenen Spezies Yersinia enterocolitica und Yersinia
pseudotuberculosis von medizinischer Bedeutung. Nach Campylobacter spp. und Salmonella spp.
sind Yersinien die dritthaufigste Ursache bakterieller Gastroenteritis in Deutschland und Europa
(Rosner et al. 2010; van Pelt et al. 2003; McNally et al. 2016). Y. enterocolitica und
Y. pseudotuberculosis sind durch ein ubiquitdres Vorkommen in Boden, Wasser und Tieren
gekennzeichnet und werden vorwiegend durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel
Ubertragen. Die enteropathogenen Yersinien I6sen eine oft selbst-limitierende Infektion aus, die
sich auf den Gastrointestinaltrakt und das intestinale Lymphsystem beschrankt (Carniel 2002).
Y. pestis hingegen wird (iber Aerosole oder durch den Biss des Rattenflohs von Nagetieren auf den
Menschen lbertragen und verursacht systemische Infektionen, die unbehandelt zum Tod fihren
konnen (Brubaker 2003). Genomsequenzierungen zeigten, dass Y. pestis und Y. pseudotuberculosis
trotz der unterschiedlichen Pathogenese und Infektionswege phylogenetisch ndher verwandt sind
als die beiden enteropathogenen Spezies. Vor etwa 200 Millionen Jahren trennten sich zunachst
Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis, der Pesterreger Y. pestis entwickelte sich vor
1.500 — 20.000 Jahren aus Y. pseudotuberculosis (Achtman et al. 1999). Dabei spielten besonders
Gengewinne, Genverluste und Rearrangements des Genoms eine wichtige Rolle (Wren 2003;

Achtman et al. 1999).

Unabhangig von Infektionsweg und Pathogenese haben alle drei pathogenen Yersinien gemeinsam,
dass sie bevorzugt lymphatisches Gewebe besiedeln, extrazellular in Mikroabszessen replizieren
und die unspezifische Immunantwort abwenden kdnnen (Cornelis 1997). Die Virulenz der Yersinien
wird durch mehrere chromosomale und Plasmid-assoziierte Faktoren vermittelt. Das
Virluenzplasmid pYV (Plasmid Yersinia Virulence) ist in allen drei pathogenen Yersinien vorhanden
und kodiert u.a. fur das Typ-lll-Sekretionssystem (T3SS, siehe 2.5.2) und bakterielle
Effektorproteine (2.6.6). Die Effektoren werden Uber die Sekretionsmaschinerie in die Wirtszellen

transloziert, inhibieren die Phagozytose der Bakterien und unterdriicken die Immunantwort des
8



Einleitung

Wirts (Viboud und Bliska 2005; Pha und Navarro 2016). Y. pestis hat zwei weitere Virulenzplasmide
erworben, die das Uberdauern im Vektor, die Ubertragung und die schnelle Besiedlung des Wirts
ermoglichen. Der Plasminogenaktivator Pla wird durch das 9,5 kDa groRe pPst/pPCP1-Plasmid
kodiert und dient vermutlich der Verbreitung der Yersinien nach subkutaner Infektion durch den
Flohbiss. Das zweite Plasmid, pFra/pMT1 genannt (100 - 110 kDa), kodiert fur das F1-Kapselprotein
und Phospholipase D (Maustoxin Ymt), welche beide wichtig sind fir das Uberdauern und

Kolonisieren des Flohs (Hu et al. 1998; Brubaker 1991).

2.2 Charakteristika enteropathogener Yersinien

2.2.1 Klassifizierung

Yersinien sind Gram-negative Stibchen, die eine fakultativ-anaerobe Lebensweise mit einem
optimalen Wachstum bei 24 - 27°C aufzeigen. Ursache vieler Infektionen ist durch die Fahigkeit der
Yersinien begriindet innerhalb eines groRen Temperaturspektrums (4 - 40°C) zu wachsen. So
replizieren die psychrotrophen Yersinien bei 4°C und Uberdauern auch in gefrorenem Essen
(Yehualaeshet et al. 2013; Bursova et al. 2017; Fredriksson-Ahomaa et al. 2007; Sabina et al. 2011).
Die Erreger sind Katalase-positiv, Oxidase-negativ, fermentieren Glukose und kénnen anhand der
Bunten Reihe, serologisch oder mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie differenziert werden. Im
Gegensatz zum Pesterreger Y. pestis zeigen die enteropathogenen Yersinien eine peritriche
BegeiRRelung bei 22 - 30°C (Kapatral und Minnich 1995; Bleves et al. 2002; Freund et al. 2008; Dhar
und Virdi 2014).

Die Spezies Y. enterocolitica ist sehr heterogen und lasst sich anhand biochemischer Charakteristika
in sechs Biovare (1A, 1B, 2-5) und anhand von Oberflachenantigenen in mehr als 50 Serotypen
unterteilen (Wauters et al. 1987; Aleksi¢ und Bockemiihl 1984; Sabina et al. 2011). Gegenstand der
Forschung sind hauptsachlich die medizinisch relevanten, in Nordamerika verbreiteten Biovare 1B
mit den Serotypen 0:4, 0:8, 0:13, 0:18, 0:20 und 0:21, sowie die in Europa vertretenen Biovare 2
und 4 mit den Serotypen 0:3, O:5 und 0:9. Die Serotypen kénnen anhand der spezifischen
O-Antigene auf der Bakterienoberflache charakterisiert werden (Aleksi¢ und Bockemiihl 1984). Die
bakterienspezifischen Polysaccharidketten sind in der Infektion essentiell fiir die Interaktion mit
Proteinen und Phospholipiden und dienen als Schutz vor dem Immunsystem des Wirts. Die
Serotypen 0:3, 0:8 und 0:9 wurden am héufigsten in klinischen Isolaten gefunden (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2007; Galindo et al. 2011). Stdmme des Biovars 1A besitzen kein Virulenzplasmid und

werden als apathogen angesehen (Bottone 1999).
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Der in dieser Studie verwendete Stamm Y. enterocolitica WA-314 (Tabelle 7-14) wird dem Biovar
1B mit dem Serotyp O:8 zugeordnet (Heesemann et al. 1983; Heesemann und Laufs 1983). Yersinien
des Biovars 1B zeigten in zahlreichen Studien die hochste Pathogenitat, gefolgt von Yersinien der
Biovare 2-5 mit maRiger Pathogenitat gegeniiber dem Menschen (Wren 2003). Y. enterocolitica des
Biotyps 1B/0:8 zeigte in der Infektion des lleums eine besonders starke Bindung an den Mucus und
Besiedlung der Peyer Plaques (Mantle und Husar 1993; Gritzkau et al. 1990). Zudem besitzen
Yersinien dieses Biotyps das Yersiniabactin, ein Siderophor welches auf dem Virulenzplasmid durch
die zusatzliche High-Pathogenecity Island (HP1) codiert wird. Dieses Eisen-Aufnahmesystem erlaubt
auch unter Eisen-restriktiven Bedingungen das Yersinia-Wachstum und ist dadurch ein wichtiger

Pathogenitatsfaktor (Sabina et al. 2011).

2.2.2 Das klinische Bild der Yersiniose

Yersiniose durch Y. enterocolitica ist eine der wichtigsten durch Nahrungsmittel Ubertragene
zoonotische Erkrankung in Europa (EFSA 2016). Die Vertreter der Gattung Yersinia sind durch ein
ubiquitdres Vorkommen gekennzeichnet. Die haufigsten Infektionsquellen sind kontaminierte
Lebensmittel wie rohe oder halbgare Schweinefleischprodukte, unpasteurisierte Milch und
verunreinigtes Wasser (Shayegani et al. 1981; Carniel et al. 2006). Eine direkte Ubertragung durch
Bluttransfusionen und eine damit verbundene Sepsis ist aullerst selten, jedoch fatal (Tipple et al.
1990). Die infektiése Dosis ist bisher nicht bekannt, wird jedoch auf 10* bis 10° geschatzt (Food and
Drug Administration (FDA) 2012). Infektionen treten fiir gewdhnlich ganzjahrig mit Ausbriichen
vorwiegend im Herbst und im Winter auf. Kinder sind ofter von Infektionen betroffen als

Erwachsene (Food and Drug Administration (FDA) 2012).

Die enteropathogenen Yersinien verursachen eine Enterokolitis mit Bauchschmerzen, Diarrhée und
maRigem Fieber, die vorwiegend selbstlimitierend ist (Bottone 1997; Drummond et al. 2012). Die
Diarrhée wird durch das Enterotoxin Yst ausgelost (Pai und Mors 1978; Takao et al. 1984). In
seltenen Fallen kann es zu post-infektiosen, immunpathologischen Komplikationen wie eine
angeschlossene, reaktive Arthritis oder ein Erythema nodosum kommen (Fredriksson-Ahomaa et
al. 2006; Koornhof et al. 1999). Typisch fir eine Yersinien-Infektion bei Jugendlichen ist eine
Pseudoappendizits, die sich als mesenteriale Lymphadenitis mit Bauchschmerzen dufert (Lee et al.
1990; Gupta et al.). In histologischen Untersuchungen des Follikel-assoziierten Epithels (FAE) wurde
festgestellt, dass sich Geschwiire und Nekrosen ausbilden. Die mesenterialen Lymphknoten
vergroRerten sich und zeigten ebenfalls Nekrosen und vermehrt Leukozyten (Viboud und Bliska
2005). Y. pseudotuberculosis zeigt in der Infektion Tuberkulose-dhnliche Symptome mit
mesenterialer Adenitis und Entziindungen des terminalen Ileums und Caecums (Viboud und Bliska

2005).
10
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2.2.3 Pathogenese

Die Infektion mit Y. enterocolitica erfolgt vorwiegend peroral. Zu Beginn der Infektion vermittelt die
Expression von Urease Schutz vor dem sauren Milieu des Magens (Bhagat und Virdi 2009; Koning-
Ward et al. 1995; Autenrieth und Firsching 1996; Agrain et al. 2005; Gu et al. 2012; Dhar und Virdi
2014). Die entscheidende Pathogen-Wirtszell-Interaktion findet im Follikel-assoziierten Epithel des
Ileums statt (Autenrieth und Firsching 1996). Yersinien miissen hier zunéchst den gastrointestinalen
Mukus passieren und nutzen dann das Oberflachenprotein Invasin zur Aufnahme in die
M (microfold)-Zellen. Invasin aktiviert Integrine auf der apikalen Seite der M-Zellen und sorgt durch
Umstrukturierung des Zytoskelettes fiir die Internalisierung der Yersinien (Wong und Isberg 2005).
Nach ihrer Freisetzung aus den M-Zellen besiedeln Yersinien die Peyer Plaques und treten erstmals
in Kontakt mit Zellen des Immunsystems wie Makrophagen oder Neutrophilen (Jepson und Clark
1998). In vivo Mausstudien zeigten, dass Y. enterocolitica das FAE und die Peyer Plaques finf bis
sieben Tage nach Infektion zerstért (Autenrieth und Firsching 1996). Durch Ausbildung des
Typ-llI-Sekretionssystem (2.5.2) und die Translokation von anti-phagozytischen Effektorproteinen
(2.6.6) sind Yersinien in der Lage extrazelluldar im lymphatischen Gewebe zu replizieren und
Mikrokolonien zu bilden (Cornelis et al. 1998; Viboud und Bliska 2005; Aepfelbacher et al. 2007).
Ausgehend von den Peyer Plaques verbreiten sich die Yersinien in die mesenterialen Lymphknoten
und bilden Abszesse, um schlieBlich weitere innere Organe wie Leber und Milz zu besiedeln (Pepe

und Miller 1993; Pepe et al. 1995; Cornelis und Wolf-Watz 1997).

2.3 Pathogen-Wirtszell-Interaktion

Das angeborene Immunsystem ist die erste Barriere, die pathogene Erreger wahrend einer
Infektion liberwinden missen. Nach Passage mechanischer und physiologischer Barrieren wie Haut
und Magen, treffen Erreger auf Zellen der angeborenen Immunantwort, die in BlutgefaRen und
Geweben zirkulieren. Die zelluldren und humoralen Bestandteile der angeborenen Immunantwort
sind Makrophagen, natlirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen und das Komplementsystem
(Akira et al. 2006; Pha und Navarro 2016). Pathogene haben verschiedene Strategien entwickelt
diese Barrieren zu umgehen oder zu manipulieren. Die Erkennung von korperfremden Partikeln
erfolgt durch die Erkennung sogenannter Pathogen-assoziierter molekularer Muster
(Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) durch Rezeptoren auf der Zelloberflache oder im
Zellinneren von Immunzellen. Diese Gruppe von Rezeptoren, die Pattern-Recognition-Rezeptoren
(PRR), erkennen fiir Mikroorganismen typische Charakteristika wie Lipopolysaccharide,
Peptidoglykan oder Lipoteichonsauren (Akira et al. 2006; Medzhitov 2007). Die wichtigsten und

bestuntersuchte Klasse der Erkennungsrezeptoren bilden die Toll-like-Rezeptoren (TLR) (Medzhitov
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2007; Akira et al. 2006). Um genau diesen PRRs zu entkommen und sich im Wirt zu disseminieren,
vermindern bakterielle Erreger ihre immunogenen Oberflachenproteine. So verandert Yersinia bei
37°C die Lipopolysaccharide. Das hypoacylierte LipidA wird als schwacher Agonist vom
Erkennungsrezeptor TLR-4 nicht mehr erkannt und die Bakterien entziehen sich den Rezeptoren
der angeborenen Immunantwort (Montminy et al. 2006; Bengoechea et al. 2004; Rebeil et al.
2004). GleichermaRen verhindert der Verlust der Flagelle bei 37°C die Erkennung durch TLR-5
(Kapatral und Minnich 1995). Bei Besiedlung des lympathischen Gewebes bilden Yersinien die
Oberflachenmolekiile YadA und Ail aus, die Komplementfaktoren wie das C4b-Bindeprotein oder
Faktor H binden und neutralisieren (Kirjavainen et al. 2008; Biedzka-Sarek et al. 2008; Biedzka-Sarek

et al. 2005; Bliska und Falkow 1992).

Makrophagen stehen meist in Erstkontakt mit Erregern und haben vielseitige Aufgaben in Form von
Detektion, Phagozytose, Abtétung und Anschalten der adaptiven Immunantwort (Galli et al. 2011).
Bei der Infektion mit enteropathogenen Yersinien treffen diese in den Peyer Plaques erstmals auf
phagozytische Zellen. Yersinia ist durch eine extrazelluldre Lebensweise gekennzeichnet, welche
durch die Translokation von anti-phagozytischen Effektoren (iber das T3SS vermittelt wird. Im
Tierversuch konnten nach 12-stiindiger Infektion Aggregate von extrazelluldren Bakterien (in
Schnitten des Lymphgewebes) gefunden werden. Innerhalb von Abszessen sind die Yersinien
resistent gegenlber der Phagozytose durch Neutrophile (Lian et al. 1987; Hanski et al. 1989) und
induzieren Apoptose in Makrophagen (Monack et al. 1997). Die anti-phagozytische Wirkung sowie
Modulation der Immunantwort durch die Yops (kurz fiir Yersinia outer proteins) ist bereits gut
erforscht. Unter bestimmten Bedingungen werden Y. enterocolitica allerdings trotz Expression der
Yops phagozytiert (Grosdent et al. 2002). Unklar bleibt, ob Y. enterocolitica nach Aufnahme in
Makrophagen replizieren kann und das T3SS in intrazellularen Kompartimenten ausbildet. Fir die
enteropathogenen Y. enterocolitica sind bisher wenige Mechanismen bekannt, die das Uberleben
in den Makrophagen férdern kdnnten. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Expression von
regulatorischen Faktoren wie OmpR und GsrA die Anpassung an Stressbedingungen wie
Osmolaritat oder Hitzeschock moglich ist (Yamamoto et al. 1996; Brzostek et al. 2003). Die Fahigkeit
enteropathogener Yersinien in vitro in Makrophagen zu replizieren wird weiterhin kontrovers
diskutiert. Einerseits zeigten verschiedene Studien, dass Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis
nicht fahig sind in Neutrophilen oder Makrophagen zu tiberleben (Cornelis et al. 1998). Die Autoren
folgerten daraus, dass die Yersinien vermutlich direkt nach Passage des Darmepithels in die
extrazelluldre Wachstumsphase (ibergehen (Lian et al. 1987; Hanski et al. 1989). Andererseits
wurde flr Y. pseudotuberculosis und Y. pestis mehrfach ein intrazellulares Kompartiment zur
Replikation beschrieben. In verschiedenen Studien mit murinen Makrophagen konnte auch fir

Y. enterocolitica eine intrazelluldre Replikation beobachtet werden (Une 1977; Tabrizi und Robins-
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Browne 1992; Yamamoto et al. 1996; Brzostek et al. 2003; Pujol und Bliska 2003). Bei der Infektion
von Kaninchen konnten nach 3 bis 6 Stunden Infektionsdauer in Gewebeschnitten von Peyer
Plaques intakte Bakterien in Monozyten beobachtet werden (Une 1977). Bei intraperitonealen
Infektionen von Mausen mit voraktivierten, bei 37°C kultivierten oder mit bei 28°C kultivierten
Yersinien konnte gezeigt werden, dass die voraktivierten Yersinien resistenter gegeniber der
Phagozytose durch Makrophagen waren. Dennoch konnte eine signifikante Anzahl von
intrazelluldren Bakterien beobachtet werden (Hanski et al. 1991; Charnetzky und Shuford 1985;
Cavanaugh und Randall 1959). Innerhalb der ersten Stunden der Infektion blieb die Anzahl der
intakten Yersinien konstant und nahm dann stetig ab. Daraus folgerten die Autoren, dass die
intrazelluldren Yersinien (iber die Zeit abgettétet werden (Hanski et al. 1991; Charnetzky und
Shuford 1985). Pujol und Bliska konnten in der Infektion mit Yersinien zeigen, dass diese in dichten
Aggregaten in der Zelle sitzen, die sich nur schwierig auflésen lassen und damit moéglicherweise die
Bakterienzdhlung beeintrachtigen (Pujol und Bliska 2003). Als weiteren Grund fiir die mit der Zeit
abnehmende intrazellulare Bakterienzahl sehen sie, dass Makrophagen abwandern kénnten oder
Neutrophile zustrémen und die Yersinien abtoten (Pujol und Bliska 2003). Um tiefere Gewebe wie
Leber und Milz zu besiedeln, kbnnen Y. enterocolitica vermutlich in Immunzellen Giberdauern, wie

fiir CD18-positive Zellen gezeigt werden konnte (Autenrieth et al. 1996).

2.4 Phagozytose und die Ausbildung Yersinia-spezifischer Zellkompartimente

Die Phagozytose ist ein komplexer, Rezeptor-vermittelter Prozess zur kontrollierten Aufnahme von
Fremdstoffen (Flannagan et al. 2012). Die Aktin-abhdngige Aufnahme von infektiésen wie auch
nicht-infektiosen Partikeln (>0,5 um) erfolgt vorwiegend durch sogenannte professionelle
Phagozyten (z.B. Makrophagen) durch die Umstrukturierung des Zytoskeletts und der

Plasmamembran (Flannagan et al. 2012; Greenberg et al. 1991).

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P,) ist ein wichtiger Faktor in der Phagozytose und
damit Angriffspunkt zahlreicher Pathogene, um die Internalisierung zu ihrem Vorteil zu
manipulieren (Pizarro-Cerda et al. 2015). PI(4,5)P, stellt eins von sieben verschiedenen
sogenannten Phosphoinositiden dar, die je eine eigene Funktion und Lokalisation in der Membran
aufzeigen (Di Paolo und Camilli 2006). Sie dienen als Signalmolekiile oder Vorlaufer von sekundaren
Botenstoffen und entstehen durch die reversible Phosphorylierung des Ausgangsmolekiils
Phosphatidylinositol (an Position 3, 4 und 5 des Inositolrings) (Di Paolo und Camilli 2006).
Phosphatidylinositol (ein Phosphoglycerid) wird im endoplasmatischen Retikulum gebildet und an
die Plasmamembran transportiert. Hier unterstlitzt es einerseits als Phospholipid die

Membranstruktur (~15% aller zelluldren Phospholipide), andererseits dient es als Ausgangsmolekil
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fiir P1(4,5)P, (Di Paolo und Camilli 2006). PI(4,5)P, bildet sich vorwiegend aus Phosphatidylinositol-
4-Phosphat (PI(4)P) durch Typ I-Phosphatidylinositolphosphat-Kinasen oder seltener aus
Phosphatidylinositol-5-Phosphat (PI(5)P) durch Typ II-Phosphatidylinositolphosphat-Kinasen (Yin
und Janmey 2003; Rameh et al. 1997; Roth 2004; Di Paolo und Camilli 2006). Das Phosphoinositid
P1(4,5)P; ist durch seine Lokalisation an der Plasmamembran in nahezu alle Prozesse invoviert, die
die Zelloberflache oder die Transduktion extrazelluldrer Signale betreffen. Es kann einerseits als
Substrat fiir die Phospholipase C (PLC) oder Phospholipase A2 (PLA2) dienen, um sekundare
Botenstoffe zu bilden, oder um andere Proteine zu rekrutieren, die spezifisch Phosphatidylinositole
erkennen. Bei Dephosphorylierung von PI(4,5)P, durch Phosphoinositid-5-Phosphatasen kann die
Signalkaskade durch die lokale Anderung des PI(4,5)P,-Levels unterbunden werden (Di Paolo und
Camilli 2006). Zur vollstandigen Phagozytose sind biphasische Veranderungen von PI(4,5)P; notig
und erst das Verschwinden von PI(4,5)P, und gleichzeitige Depolymerisieren von Aktin am
phagosomalen Cup flihrt zur Abschnirung der Vakuole (Sarantis und Grinstein 2012; Clarke 2003).
PI(4,5)P; kann mithilfe seiner Kopfgruppe Pleckstrin-Homologie-Doméanen oder Lysin- oder Arginin-
reiche hydrophobe Motive erkennen und damit verschiedenen Aktin-Bindeproteine regulieren
(Lemmon 2003). Die PLC hydrolysiert PI(4,5)P, und Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen)
katalysieren die Phosphorylierung von PI(4,5)P, zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
(P1(3,4,5)P3) und tragen gemeinsam zur SchlieBung des Phagosoms bei (Botelho et al. 2000; Clarke
2003).

Yersinia nutzt die Invasin-vermittelte Phagozytose (Zipper-Mechanismus) nicht nur fir die
Aufnahme in M-Zellen, sondern auch zur Invasion von phagozytischen Immunzellen (Pepe et al.
1995; Cornelis und Wolf-Watz 1997; Fallman et al. 1995). Durch die Bindung von Invasin an
B1-Integrine wird die Integrin-Cluster-Bildung induziert und die nachgeschaltete Signalkaskade wird
aktiviert (Isberg und Leong 1990) (Abbildung 2-1). Die Umorganisation des Aktinzytoskeletts zur
Phagozytose wird durch die Aktivitdt verschiedener Rho-GTPasen reguliert, so werden
Tyrosinkinasen wie FAK und Src, zusammen mit der PI3-Kinase und Rac zum C-Terminus der
B1-Untereinheit rekrutiert (Alrutz et al. 2001; Alrutz und Isberg 1998; Schulte et al. 1998). Um die
vollstandige Internalisierung zu bewerkstelligen sind u.a. Rho-GTPasen, NPFs (nucelation promoting
factors) wie  WAVE und  WASP  (Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteine) und  der
Aktinnukleator-Komplex Arp2/3 notig. Die Rho-GTPase Racl wird zu den Yersinia Eintrittsstellen
rekrutiert und induziert dort die Aktinpolymerisierung Giber Aktivierung des Arp2/3-Komplexes und
damit die Internalisierung durch die Zipper-Phagozytose (Alrutz et al. 2001) (Abbildung 2-1). In
Makrophagen hingegen spielen neben Racl die Rho-GTPasen Cdcd42 und Rho eine wichtige Rolle
in der Invasin-vermittelten Phagozytose von Y. enterocolitica (Wiedemann et al. 2001). Clathrin

wurde als ein weiterer wichtiger Faktor fir Internalisierung in der Zipper-Phagozytose beschrieben
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(Veiga et al. 2007). Arf6 ist ebenfalls an der Internalisierung beteiligt, indem es zusammen mit Racl
die Phosphoinositol-4-Phophat-5-Kinase (PIP5-Kinase) aktiviert, sodass lokal an den Eintrittsstellen

der Yersinien mehr P1(4,5)P, gebildet wird (Wong und Isberg 2003) (Abbildung 2-1).

Yersinia species

Invasin
R l/ as

PIP(S 111 -integrin

) Kl *Oh'o.‘

»

‘ Rac1
-~

Arf6

Abbildung 2-1 Internalisierung von Yersinia. Bei Zellkontakt interagiert Yersinia Giber das Oberflachenprotein
Invasin mit B-Integrinen der Zielzelle, was zur Rekrutierung von Racl zu den Eintrittsstellen fiihrt. Durch die
Arf6-abhdngige Aktivierung der PIP5-Kinasen (hier als PIP(5)Kla bezeichnet) kommt es zu einer lokalen
Anreicherung von PI(4,5)P2 (hier als PtdIns(4,5)P. bezeichnet). Originalabbildung aus Pizarro-Cerda und
Cossart 2004

Eine Besonderheit bei der Internalisierung der Yersinien ist die in verschiedenen Studien
beobachtete bestandige Anreicherung von PI(4,5)P, (Sarantis et al. 2012; Wong und Isberg 2003;
Bahnan et al. 2015). Das Phosphoinositid PI(4,5)P; persistiert an den Yersinia-Vakuolen und bildet
ein Kompartiment (die Pravakuole), das zu diesem Zeitpunkt noch Zugang zum extrazelluldren
Bereich hat (Wong und Isberg 2003). Sarantis und Kollegen zeigten, dass die Internalisierung von
avirulenten Yersinien in Epithelzellen ein mehrstufiger Prozess mit kontinuierlichen
PI(4,5)P,-Strukturen an der Plasmamembran ist (Sarantis et al. 2012). Y. pseudotuberculosis
manipuliert die B1-Integrin-vermittelte Internalisierung, indem es die Hydrolyse von PI(4,5)P, und
damit die Abschniirung und vollstdndige SchlieBung des Phagosoms verzbogert (Sarantis und
Grinstein 2012; Wong und Isberg 2003). Zur vollstédndigen Invasion der Yersinien ist die
PI3-Kinase-abhange Fusion von Rab5-Vesikeln mit dem bakteriellen Kompartiment noétig. Wie die
Rekrutierung von Rab5-Vesikeln zur Pravakuole erfolgt ist bislang unklar. Die dadurch rekrutierten
Lipid-Phosphatasen ORCL und Inpp5b sind in der Lage PI(4,5)P2zu hydrolysieren, was schliefRlich zur

vollstandigen Abschniirung der Vakuole von der Plasmamembran fiihrt (Sarantis et al. 2012).

Bahnan und Kollegen beschrieben kiirzlich ebenfalls die Ausbildung eines Yersinia-spezifischen
Kompartiments, das zugdnglich ist fir kleine Molekile wie pHrodo, Gentamicin oder
pH-neutralisierende Reagenzien (Bahnan et al. 2015). Die anti-phagozytischen, wildtypischen
Yersinien persistieren auf der Zelloberflache von Makrophagen in einem sauren Kompartiment, das

sogenannte Yersinia acidic compartment (YAC). Das YAC zeigt keine Anreicherung oder Interaktion
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mit Faktoren des endosomalen oder lysosomalen Abbaus wie EEA1 und LAMP1. Versuche mit
Translokations-inkompetenten Yersinia-Stammen verdeutlichten die Rolle der Yersinien (mit
funktionalem  Virulenzplasmid) in der Ausbildung des sauren Kompartiments.
Translokatormutanten konnen das YAC auf der Makrophagenoberflache nicht aufrechterhalten
(Bahnan et al. 2015). Die Autoren folgern aus ihren Ergebnissen, dass die Ansduerung
moglicherweise die Integration der Poren in die Wirtszellmembran beglinstigt, dhnlich zu AB-
Toxinen wie verschiedene in vitro Versuche zur Poreninsertion indizierten (Bahnan et al. 2015;
Romano et al. 2016). Moglicherweise ist auch hier ein mehrstufiger Prozess zu beobachten.
Tsukano und Kollegen zeigten, dass Y. pseudotuberculosis die Ansduerung im Phagolysosom in
murinen Makrophagen verhindert. Die Yersinien befinden sich in einem leicht sauren
Kompartiment (pH 6), indem sie die Aktivitdt der V-ATPase-Pumpe um das 10-fache vermindern
(Tsukano et al. 1999). Der genaue Mechanismus in der Ausbildung und Aufrechterhaltung der
Yersinia-spezifischen Zellkompartimente sowie die Rolle des T3SS der internalisierten Yersinien

bleiben weiterhin Gegenstand der Forschung.

2.5 Virulenzstrategien pathogener Yersinien

Y. enterocolitica hat eine Vielzahl von Virulenzfaktoren erworben, die das Uberleben und die
Replikation im Wirt ermoglichen. In den verschiedenen Phasen der Infektion wird die Virulenz durch

chromosomale und Plasmid-basierte Virulenzfaktoren vermittelt.

Das etwa 70 kb grol3e Virulenzplasmid pYV ist essentiell fir die Pathogenitat der Yersinien und die
Plasmid-kodierten Virulenzfaktoren vermitteln die ausgepragte Suppression der Immunantwort
(Viboud und Bliska 2005; Bolin et al. 1982; Brubaker 1991). Die Expression des Virulenzplasmids,
und damit des T3SS (ysc, yersinia secretion und yop, yersinia outer protein) und des Zelladhasins
YadA, sind strikt reguliert und werden Temperatur- und Calcium-abhéangig exprimiert (Horne und
Priss 2006). Die Plasmid-kodierten Gene unterliegen dem globalen Regulator VirF, welcher bei 37°C
exprimiert und durch den chromosomal-kodierten Faktor YmoA negativ reguliert wird (Rouvroit et
al. 1992; Cornelis et al. 1991; Bancerz-Kisiel et al. 2018). Virulenzmarker auf der Oberflache der
Yersinien wie Invasin werden durch das Chaperon Hfg moduliert, welches die Transkription von
rovA beeinflusst, RovA wiederum induziert die invA-Expression (Kakoschke et al. 2016; Bancerz-
Kisiel et al. 2018). Dies verdeutlicht die strikt regulierte Expression der Virulenzfaktoren. Zusatzlich
konnte beobachtet werden, dass VYersinia die Anzahl der Virulenzplasmide unter

Infektionsbedingungen erhéht (Wang et al. 2016).

In Infektionsexperimenten in Madusen konnte gezeigt werden, dass nicht nur Plasmid-kodierte

Faktoren wichtig sind fiir die Virulenz der enteropathogenen Yersinien, auch Plasmid-freie Yersinien
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konnen an Zellen adhérieren und in diese eindringen (Heesemann und Laufs 1983; Heesemann et
al. 1984). Ohne funktionelles Typ-llI-Sekretionssystem werden Yersinien jedoch nach wenigen
Tagen aus dem Wirt eliminiert (Pujol und Bliska 2005; Viboud und Bliska 2005). Die Persistenz im
Korper und die Besiedlung der Peyer Plagues, mesenterialen Lymphknoten und inneren Organe,
sowie die Ausbildung nekrotischer Abszesse sind essentiell in der Aufrechterhaltung der Infektion

(Hein et al. 2000).

2.5.1 Adhasion und Invasion

Adhasine sind  bakterielle Oberflichenmolekiile, die es Bakterien ermoglichen an
Oberflachenstrukturen der Wirtszellen anzuheften. Ohne die Adhasine Invasin, Ail und YadA sind
Yersinien nicht mehr in der Lage die Peyer Plaques zu besiedeln (Pepe et al. 1995; Marra und Isberg
1997; Heise und Dersch 2006). Sie binden an Kollagen, Fibronectin, Laminin und B1-Integrine und
sind damit essentiell fiir die Invasion der epithelialen Wirtszellen (Isberg et al. 1987; Clark et al.
1998; Mikula et al. 2012; Forman et al. 2007; Miller et al. 2001; Miller et al. 1990). Die Expression
der Adhasine und Invasine erfolgt temperaturabhdngig und im Fall von YadA in Abhangigkeit des
pYV-Plasmids. In Y. pestis sind die Adhasine Invasin und YadA durch Insertionen und Mutationen

inaktiv und tragen nicht zur Virulenz bei (Parkhill et al. 2001; Song et al. 2004; Chain et al. 2006).

Die Ausbildung des Adhésins Invasin auf der Bakterienoberflache erfolgt in der friihen Phase der
Infektion in Abhangigkeit von Serotyp und Wachstumsphase (Uliczka et al. 2011). Mit einer
maximalen Expression bei 26°C ist Invasin essentiell fir die Aufnahme in die M-Zellen des
Darmepithels und die nachfolgende Besiedlung der Peyer Plaques (Schmid et al. 2004; Grassl et al.
2003). Die InvA-Expression kann auch bei 37°C induziert werden, jedoch nur unter sauren
Bedingungen (Pepe et al. 1995). Die direkte Interaktion mit Bi-Integrinen (asPi, aafi, asPi, asPs,
oB1) fiihrt durch die Umstrukturierung des Zytoskeletts zur Internalisierung der Yersinien (Biatas et
al. 2012). Invasin zeigt eine 100-fach héhere Bindungsaffinitdt zu Integrinen als der natiirliche
Ligand Fibronektin, sodass die stabile Bindung der Yersinien an die Zielzellen ihre Phagozytose nach
dem Zipper-Mechanismus fordert (van Nhieu und Isberg 1991; Hamburger et al. 1999; Isberg und
Barnes 2001). Die Bindung von Invasin aktiviert eine Vielzahl von zelluldren Signalkaskaden wie
Tyrosinkinasen (Rosenshine et al. 1992), PI3-Kinasen (Mecsas et al. 1998) und MAP-Kinasen
(Fincham et al. 2000). Zudem wird eine Entziindungsreaktion ausgeldst was u.a. zur Ausschittung
von Interleukin-8 (IL-8) und zur Rekrutierung von Phagozyten fihrt (Grassl et al. 2003; Thinwa et al.

2014).

Das bakterielle Oberflachenprotein Ail (attachment invasion locus) wird bei 37°C gebildet und dient

neben Invasin zur Bindung an Zellen und zur Invasion (Miller und Falkow 1988). Das nur 17 kDa
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groBe Protein ist erst bei Verlust der O-Gruppen-Zuckerketten bei 37°C frei zuganglich (Biedzka-
Sarek et al. 2005; Dhar und Virdi 2014). Ail wurde fur alle drei pathogenen Spezies als wichtiger
Faktor in der Serum-Resistenz beschrieben (Miller et al. 1989; Pierson und Falkow 1993) und bildet
Schutz vor dem Komplementsystem des Wirts (Biedzka-Sarek et al. 2005; Kirjavainen et al. 2008).
Zudem konnte gezeigt werden, dass Ail unter anderem das intrazellulire Uberleben erméglicht

(Bliska und Falkow 1992).

Das Adhasin YadA bildet bei 37°C eine fibrillare Matrix auf der Bakterienoberflache (Miihlenkamp
et al. 2015). Es gehort zu den trimeren Autotransporter-Adhasinen (TAA) und bildet eine Struktur
auf der Bakterienoberflache aus, die eine Bindung an epitheliale Zellen und Mikrovilli vermittelt
(Miihlenkamp et al. 2015). Dabei bindet YadA indirekt Gber Proteine der extrazellularen Matrix an
Integrine der Wirtszellen (Deuschle et al. 2016). Die Bindung an Kollagen 1, 1l, IV und Laminin I6st
vermutlich die reaktive Arthritis aus (Galindo et al. 2011). YadA unterstitzt die Bildung von
Mikrokolonien wie Freund und Kollegen in 3D-Kollagen-Gelen zeigten (Freund et al. 2008). YadA
vermittelt neben Ail ebenfalls Serumresistenz (Pilz et al. 1992; Kirjavainen et al. 2008) und induziert
die Produktion von Cytokinen wie IL-8 Gber die MAP-Kinase-Signalkaskade (Leo et al. 2010; El Tahir
und Skurnik 2001; Mietka et al. 2016; Miihlenkamp et al. 2017).

2.5.2 Das Typ-lll-Sekretionssystem

Das Typ-llI-Sekretionssystem, auch Injektisom genannt, ist eine bakterielle Nanomaschine zum
Transport von Effektorproteinen tber die Membranen der Gram-negativen Bakterien und der

eukaryotischen Zielzellen hinweg.

Rosqvist und Kollegen definierten die molekulare Transportmaschine erstmals im Jahr 1994 in
Yersinia spp. (Rosqvist et al. 1994). Heute sind sieben verschiedene Sekretionssysteme in Bakterien
bekannt (Tseng et al. 2009; Costa et al. 2015; Green und Mecsas 2016). Das
Typ-llI-Sekretionssystem gehort zu den bestuntersuchtesten bakteriellen
Protein-Sekretionssystemen und zeigt eine weite Verbreitung unter pathogenen Bakterien. Hier
sind drei Varianten zu unterscheiden: Das Ysc-Injektisom kommt in Yersinia spp., Pseudomonas spp.
und Aeromonas spp. vor (Troisfontaines und Cornelis 2005; Cornelis 2006). Chlamydia spp.,
Salmonella SPI-1 und Shigella spp. nutzen das Inv-Mxi-Spa-Injektisom (Cornelis und van Gijsegem
2000; Mota et al. 2005b). Die dritte Familie umfasst enteropathogene und enterohamorrhagische
E. coli und das Salmonella SPI-2 mit Ssa-Esc-Injektisomen (Diepold und Armitage 2015). Oft besitzen
Pathogene mehr als eine Injektisomform mit unterschiedlichen Funktionen innerhalb der
Infektionsstrategie. Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica Biovar 1B besitzen

zusatzlich ein chromosomal-kodiertes Typ-lll-Sekretionssystem, das Ysa-T3SS, mit bisher
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ungeklarter Rolle in der Pathogenese (Young und Young 2002; Foultier et al. 2003). Studien zeigten,
dass es dem fiir die Replikation im Wirt wichtigen SPI-2 aus Salmonella gleicht. Diese Rolle scheint
es bei Y. pestis und Y. pseudotuberculosis aber nicht einzunehmen (Pujol und Bliska 2005). Ferner
bilden auch Pflanzenpathogene wie Erwinia spp., Pseudomonas syringae spp. oder

Xanthomonas spp. ein Injektisom aus, ebenso der Pflanzensymbiont Rhizobium (Blttner 2012).

Das Injektisom zeigte eine hohe strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zur bakteriellen Flagelle
(Diepold und Armitage 2015). Der Vorfahr des heutigen T3SS wurde vermutlich auch zur
Fortbewegung genutzt. Phylogenetische Analysen zeigten, dass die Entwicklung der Injektisome
durch horizontalen Gentransfer spat in der Bakterienevolution stattfanden und zur Ausbildung der
bakteriellen Proteintransportmaschinen fiihrte (Cornelis 2006; Troisfontaines und Cornelis 2005;
Abby und Rocha 2012; Gophna et al. 2003; McCann und Guttman 2008; Saier 2004; Nguyen et al.
2000). Das T3SS zeichnet, im Gegensatz zum Flagellum aus, dass es erst bei Zellkontakt aktiviert
wird und dabei eine nadelformige Struktur ausbildet, durch welche bakterielle Proteine Gber die
Plasmamembran der Wirtszelle hinweg gebracht werden (Viboud und Bliska 2005). Die Sekretion
der Komponenten des Injektisoms unterliegt verschiedenen Regulationsmechanismen. Die
T3SS-Gene werden bei 37°C und millimolaren Calciumkonzentrationen exprimiert und das
Injektisom bildet sich aus (Straley et al. 1993). In vitro kann bei Calcium-Chelatkomplex-Bildung das
Phinomen der low calcium response (LCR) beobachtet werden (Straley et al. 1993; Michiels et al.
1990; Sample et al. 1987). Die Genexpression der T3SS-Komponenten wird stark erhoht, gleichzeitig
vermindert sich das Bakterienwachstum und die Yersinia-Effektorproteine werden sekretiert
(Brubaker, R. R., Surgalla, M. J. 1964, Straley und Bowmer 1986; Michiels et al. 1990; Straley et al.
1993; Fowler et al. 2009; Fowler und Brubaker 1994). Die Sekretion und Translokation der
Effektorproteine wird in vivo durch Zellkontakt vermittelt (Rosqvist et al. 1994; Vallis et al. 1999;
Nordfelth und Wolf-Watz 2001). Der Mechanismus hinter der Herunterregulation der Replikation

ist bislang nicht vollstandig geklart (Diepold und Armitage 2015).

In Abhangigkeit des T3SS und des Organismus wurden verschiedene Verteilungsmuster und Anzahl
an Injektisomen beobachtet. Bei Shigella und Yersinia konnte eine geordnete Verteilung von
Injektisomen auf der Bakterienoberflache beobachtet werden mit 50-100 Injektisomen in Shigella
und 10-30 Injektisomen in Y. enterocolitica (Diepold und Armitage 2015; Blocker et al. 1999; Notti
et al. 2015). Kudryashev und Kollegen konnten in kombinierter Fluoreszenzmikroskopie und
Kryoelektronentomographie (Kryo-ET) zeigen, dass sich die Injektisomen von Y. enterocolitica auf
der Bakterienoberfliche im Abstand von 400 nm zueinander gruppieren. Einzelne
Fluoreszenzpunkte in konfokal-mikroskopischen Aufnahmen bestanden durchschnittlich aus zwei

bis drei Injektisomen. Bei Aktivierung des T3SS stieg die Anzahl der Injektisome in jeder Gruppe an,
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wobei die Anzahl der Gruppen konstant blieb. Innerhalb einer Injektisom-Gruppe ordneten sich die
Injektisome im Abstand von bis zu 100 nm zueinander an (Kudryashev et al. 2015). Die Variationen
in der Injektisomexpression und -verteilung hangen vermutlich vom Erreger und von den
Versuchsbedingungen ab. Fir die beiden Salmonella-Systeme SPI-1 und SPI-2 sind beispielsweise
unterschiedliche Rollen im Prozess der Infektion beschrieben. Salmonella SPI-1 (10-100 Injektisome
pro Bakterium) wird von extrazelluldren Bakterien exprimiert, SPI-2-exprimierende Salmonella (nur
wenige Injektisome pro Bakterium) stehen bereits in engem Zellkontakt innerhalb der Vakuole
(Kubori et al. 1998; Blocker et al. 1999; Diepold et al. 2010; Diepold et al. 2011; Notti et al. 2015;
Kudryashev et al. 2015; Chakravortty et al. 2005).

2.6 Komponenten des Injektisoms

Das etwa 6 MDa groRe Injektisom ist eine bakterielle Nanomaschine, die aus insgesamt 20
Untereinheiten aufgebaut ist (Zilkenat et al. 2016). HochaufgelGste kryoelektronenmikroskopische
Strukturen der einzelnen Komponenten unterstiitzen und erweitern das Injektisom-Modell
(Abbildung 2-2). Zur besseren Vergleichbarkeit der Injektisomkomponenten wurde eine
allgemeine, familienibergreifende Nomenklatur vorgeschlagen, die konservierte Komponenten
mit dem Pré&fix Sct benennt und stetig erweitert wird (Hueck 1998; Portaliou et al. 2016; Deng et al.
2017; Wagner et al. 2018). Nachfolgend wird der aktuelle Stand der Forschung zu Injektisom und
Translokon in VYersinia erlautert. Zur besseren Ubersichtlichkeit wird hier die Yersinia

Ysc-Nomenklatur verwendet.
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Abbildung 2-2 Schematische Darstellung des Injektisoms mit hochaufgel6sten Strukturdaten. Das
Injektisom mit distalem Translokon ist schematisch in verschiedenen Farben dargestellt (Mitte), die
verfligbaren Strukturdaten zu den einzelnen Komponenten sind als Querschnitte (links) und als Langsschnitt
der rechten Injektisomhalfte (rechts) gezeigt. Beschriftung mit der allgemeingtiltigen Sct-Nomenklatur. Von
oben nach unten: die Translokatoren SctB/E (in Y. enterocolitica: YopB/D) und die SctA-Plattform (LcrV) sitzen
am Ende der SctF-Nadel (YscF, alle in olivgrin), in der duRReren Bakterienmembran befindet sich der dulere
SctC-Membranring (OM outer membrane ring, YscC, hellrot), gefolgt vom Sctl-Rohr (gelb, Yscl), in der inneren
Membran sitzt der innerere SctD/Sctl-Membranring (braun, YscD/Yscl), darunter der Exportapparat aus SctR,
SctT, SctU, SctS, SctV (dunkelrot, YscR, YscS, YscT, YscU und YscV) und der C-Ring/zytoplasmatischer SctQ-
Ring (dunkelgriin, zytoplasmatische Komponente aus YscQ) in Verbindung mit dem SctN-ATPase-Komplex mit
dem Stator SctL, dem Ko-Faktor SctK und dem Stiel SctO (hellgriin, YscN, YscL, YscK, YscO). SctW (lila, YopN).
Originalabbildung aus , Trends in Biochemical Sciences 2016 41, 175-189DOI: (10.1016/j.tibs.2015.09.005)
Copyright 2015 Elsevier Ltd“ (Portaliou et al. 2016).

Fir die korrekte Assemblierung des Injektisoms miissen alle Komponenten in einer bestimmten
Reihenfolge sekretiert werden. In der ersten, Sec-abhdngigen Phase bildet sich der Basalkorper in
der Membran. In der darauffolgenden T3SS-Phase lokalisiert der ATPase-Komplex an der Membran
und interagiert mit dem Exportapparat und dem C-Ring, was schlieflich zur Sekretion der friihen
Substrate fihrt. Nach Ausbildung der Nadel folgt die Sekretion der mittleren Substrate (die

Translokatoren), und schlieflich die spaten Substrate (die Effektoren) (Dewoody et al. 2013b).
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2.6.1 Der Basalkorper

Der Basalkorper bildet das Grundgerist des Injektisoms und besteht aus mehreren ringférmigen
Strukturen, die die innere und duRere Membran der Gram-negativen Bakterien durchspannen und
einen Kanal fiir den Export von Bakterientoxinen bilden. Yersinia zeigt in der Ausbildung des
Injektisoms im Gegensatz zur Flagelle ein von auflen nach innen gerichtetes Modell der
Assemblierung (Diepold et al. 2010). YscC bildet als erste sekretierte Komponente des Injektisoms
eine Ringstruktur in der duReren Membran und reicht bis ins Periplasma (Diepold et al. 2010; Koster
et al. 1997)(hellrot in Abbildung 2-2). Studien unterstiitzen die Theorie, dass sich YscC evolutionar
mehrfach etabliert hat und Yersinia scheint diesen Mechanismus zeitlich nach der Entwicklung des
T3SS aus der Flagelle entwickelt zu haben (Deng et al. 2017; Abby und Rocha 2012). Darauf folgt die
Sekretion von YscD, welches ringférmig den inneren mit dem duReren Ring verkniipft (Diepold et
al. 2010; Spreter et al. 2009; Ross und Plano 2011) (braun in Abbildung 2-2). YscJ bildet im nachsten
Schritt den Ring in der inneren Membran (Hodgkinson et al. 2009; Diepold et al. 2010). Am basalen
Ende der Ringstruktur bilden YscK, YscQ, YscL, YscN die zytoplasmatische Komponente des
Injektisoms (hellgriin in Abbildung 2-2). Die zytosolischen Komponenten liegen sowohl frei als auch
ans Injektisom gebunden vor (Diepold et al. 2017; Diepold et al. 2015; Zhang et al. 2017; Lara-Tejero
et al. 2011). In einem unabhangigen Signalweg bildet sich der hoch konservierte Exportapparat aus
den funf hydrophoben Proteinen YscR, YscS, YscT, YscU und YscV (Wagner et al. 2010) (dunkelrot
in Abbildung 2-2). Zum kontrollierten Export der verschiedenen Substrate liegen diese an ihre
Chaperone gebunden im bakteriellen Zytoplasma vor. Injektisomkomponenten (Chaperone Klasse
3), Translokatoren (Chaperone Klasse 2) wie auch Effektoren (Chaperone Klasse 1) miissen zum
Transport durch die Nadel von den Chaperonen losgeldst und entfaltet werden (Neyt und Cornelis
1999b; Akeda und Galan 2005; Foultier et al. 2003; Wattiau et al. 1994). Die hexamere ATPase YscN
bewerkstelligt diesen Prozess und kontrolliert den Transport durch die Nadel (Akeda und Galan
2005; Roblin et al. 2015). Der Export wird vermutlich durch die protonenmotorische Kraft
angetrieben (Wilharm et al. 2004). YscK, YscQ und YscL bilden die Sorting Plattform, welche die
Chaperon-Substrat-Komplexe rekrutieren, mit unterschiedlicher Affinitdt binden und die
Exportreihenfolge bestimmen (Lara-Tejero et al. 2011). YscL stellt den negativen Regulator der
ATPase dar (Blaylock et al. 2006), YscK bildet das Verbindungsstiick zwischen ATPase-Komplex und
C-Ring (hellgriin in Abbildung 2-2). Der fertiggestellte Basalkdrper ist nun in der Lage die friihen
Substrate zur Assemblierung der Nadel zu sekretieren. In verschiedenen T3SS konnte ein sehr
effizienter Export mit Raten von hunderten bis tausende Effektoren pro Sekunde erfasst werden

(Schlumberger et al. 2005; Enninga et al. 2005; Mills et al. 2008; Wilharm et al. 2004).
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2.6.2 Die Injektisomnadel

In der frilhen Phase der Sekretion bildet Yscl (gelb in Abbildung 2-2) ein Tunnel zum Transport der
Substrate durch die innere Membran (Allaoui et al. 1995; Sukhan et al. 2003; Marlovits et al. 2004;
Wood et al. 2008; Sal-Man et al. 2012). Nachfolgend kann das Nadelprotein YscF (olivgrin in
Abbildung 2-2) durch den Yscl-Tunnel sekretiert werden und die Monomere polymerisieren zu einer
helikalen Nadel, deren Lange sich je nach Erreger unterscheidet (Diepold et al. 2012). Die Hohlnadel
fasst einen Durchmesser von 2-3 nm und ist je nach Spezies zwischen 30 und 80 nm lang (Y. pestis:
41 nm; Y. enterocolitica: 58 nm (Kubori et al. 1998; Blocker et al. 2001; Hoiczyk und Blobel 2001;
Journet et al. 2003)). YscP kontrolliert die Nadelldnge (Mota et al. 2005a; Journet et al. 2003; Agrain
et al. 2005; Stainier et al. 2000; Payne und Straley 1999). YopR assistiert vermutlich in der
Polymerisation der YscF-Monomere zur Hohlnadeln oder kontrolliert die Sekretion von YscF (Sorg
et al. 2006; Allaoui et al. 1995; Lee und Schneewind 1999; Riordan und Schneewind 2008; Blaylock
et al. 2010; Riordan et al. 2008). Ohne Ausbildung der korrekten Nadel ist die nachfolgende
Sekretion der Translokatoren und Effektoren stark beeintrachtigt (Edqvist et al. 2003; Journet et al.
2003; Agrain et al. 2005; Diepold et al. 2012). Die funktionalen Rollen von YscX, YscY und YscO sind
noch nicht vollstandig verstanden, sie sind jedoch alle wichtig im Export der Frilhe-Phase-Proteine

(Dewoody et al. 2013b).

Durch Interaktion mit YscP kommt es nach Ausbildung der Nadel zur proteolytischen Spaltung von
YscU, was die Sekretion der Translokatoren initiiert (Edqgvist et al. 2003; Lavander et al. 2003; Sorg
et al. 2007; Riordan und Schneewind 2008). Die Translokatoren werden auch als mittlere-Phase-
Proteine bezeichnet und werden unabhéngig vom Zellkontakt tiber das T3SS sekretiert (Tomalka et
al. 2012). Verschiedene Signale wie Serumalbumin (bei Yersinia) (Lee et al. 2001) oder
Gallensalze/Desoxychoalte (bei Shigella) (Olive et al. 2007; Stensrud et al. 2008) kénnen die

Sekretion der Translokatorproteine aktivieren.

Der YopN-TyeA-YscB-SycN-Komplex, der sogenannte calcium plug (Calcium-Stopfen), verhindert
die Sekretion der spate-Phase-Proteine (Yother und Goguen 1985; Forsberg et al. 1991). TyeA
bindet als negativer Regulator an den C-Terminus von YopN und verhindert dessen Sekretion
(Cheng et al. 2001; Ferracci et al. 2005; Iriarte et al. 1998; Ferracci et al. 2004; Schubot et al. 2005;
Lee et al. 2001; Plano und Schesser 2013). YscB und SycN binden aneinander im Zytosol und binden
an den N-Terminus von YopN (Cheng et al. 2001; Day und Plano 1998). Bei Zellkontakt bildet der

Komplex aus YscB und SycN dann ein Chaperon fiir den YopN-Export (Dewoody et al. 2013b).

Anhand des N-terminalen Exportsignals erkennt der ATPase-Komplex Translokatoren und

Effektoren (Sorg et al. 2007). Translokatoren und einige Effektoren bendtigen zusatzlich eine
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C-terminale Domane zum Export (Allen-Vercoe et al. 2005; Kim et al. 2007; Tomalka et al. 2012).
Sobald die Effektoren transloziert werden, stoppt der Export der Translokatoren wie in

verschiedenen T3SS beobachtet werden konnte (Kubori und Galan 2002; O'Connell et al. 2004).

2.6.3 Die Translokatoren

Zahlreiche Studien zeigen, dass die Translokatoren YopB, YopD und LcrV fiir die Translokation der
Effektorproteine tber die Wirtzellmembran erforderlich sind (Holmstrom et al. 2001; Pettersson et
al. 1999; Persson et al. 1995; Hakansson et al. 1996b; Sarker et al. 1998). Die zwei hydrophoben
Membranproteine YopB und YopD und das hydrophile Nadelspitzenprotein LcrV sind zusammen
mit den Chaperonen LcrG und SycD im lcrGV-sycD-yopBD-Operon kodiert (Mattei et al. 2011;
Hakansson et al. 1993; Mulder et al. 1989; Price et al. 1989; Bergman et al. 1991). Das Klasse 2
Chaperon SycD bindet an YopB und YopD im bakteriellen Zytoplasma und verhindert die Interaktion
und die lysierende Wirkung der stark hydrophoben Translokatoren (Neyt und Cornelis 1999b;
Tengel et al. 2002; Wattiau et al. 1994; Ménard et al. 1994). GleichermaRen essentiell fur die
geregelte Translokation ist das Chaperon LcrG (Hamad und Nilles 2007; Matson und Nilles 2001;
Nilles et al. 1997; Price et al. 1989; Bergman et al. 1991). Durch die Bindung an LcrV im bakteriellen
Zytoplasma verhindert LcrG die LerV-Sekretion und die Effektortranslokation (Nilles et al. 1997,
Matson und Nilles 2001; Nilles et al. 1998; Sundin et al. 2004; Hamad und Nilles 2007). Innerhalb
der Ysc-Familie sind die Translokatoren austauschbar, jedoch nur, wenn das gesamte Operon

exprimiert wird (Bréms et al. 2003; Hermant et al. 1995; Armentrout und Rietsch 2016).

2.6.3.1 Der Tip-Komplex

LerV (low calcium response protein V) bildet einen pentameren Komplex am distalen Ende der
Nadel, welcher als Plattform (Tip-Komplex) flr die Assemblierung der Pore dient (Mueller et al.
2005; Goure et al. 2004; Goure et al. 2005; Picking et al. 2005; Broz et al. 2007; Mueller et al. 2008;
Park et al. 2018). Goure und Kollegen konnten in Infektionsexperimenten mit Erythrozyten zeigen,
dass YopB und YopD eine Pore in der Erythrozytenmembran bilden, jedoch ausschlieRlich in
Anwesenheit von LcrV (Goure et al. 2005). LcrV lokalisiert am distalen Ende der Nadel wie mit
Elektronenmikroskopie visualisiert werden konnte (Mueller et al. 2005; Espina et al. 2006; Sani et
al. 2007). Das Nadelspitzenprotein ist bereits vor Zellkontakt zu detektieren und stellt die
Verbindung zwischen Nadel und Pore dar (Mueller et al. 2005). Die LcrV-Homologen zeigen trotz
Unterschieden in der Gensequenz und in der Struktur eine dhnliche funktionelle filamentdse
Struktur am Ende der Injektisomnadel (Blocker et al. 1999; Picking et al. 2005; Goure et al. 2004;
Schoehn et al. 2003; Yip et al. 2005; Knutton et al. 1998). Strukturanalysen zeigten fir LcrV wie auch
fiir das Shigellen-Analogon IpaD eine hantelformige Struktur (Johnson et al. 2007; Derewenda et al.

2004).
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Der hydrophile Translokator LcrV am distalen Ende der T3SS-Nadel dient nicht nur als Regulator der
Effektorsekretion (Ménard et al. 1993; Picking et al. 2005; Espina et al. 2006; Nilles et al. 1997;
Pettersson et al. 1999; Lee et al. 2010; Goure et al. 2004), sondern beeinflusst auch die
Immunantwort (Mattei et al. 2011). Erstmals wurde LcrV im Jahr 1956 in Y. pestis als |6sliches,
protektives V-Antigen beschrieben (Bacon und Burrows 1956). LcrV oder Homologe zeigten jedoch
keine enzymatische Aktivitat. In Mausexperimenten flihrte die Immunisierung mit LcrV zur Bildung
von Antikérpern, sodass das V-Antigen Gegenstand der Impfstoffforschung wurde (Wang et al.
2004; DeBord et al. 2006; Overheim et al. 2005; Quenee et al. 2010; Ivanov et al. 2014).
LcrV-Homologe sind in allen humanpathogenen Yersinien sowie in anderen Pathogenen mit T3SS
wie P. aeruginosa, V. cholerae, Aeromonas spp. und Photorhabdus luminescens zu finden (Sawa et
al. 2014). In der Infektion von Makrophagen unterdriickt LcrV die Bildung pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF-a und IFN-y und stimuliert die Produktion von IL-10 (Nakajima und Brubaker
1993; Nedialkov et al. 1997; Gendrin et al. 2010). In vitro und in vivo konnte eine verminderte

Migration neutrophiler Granulozyten durch LcrV beobachtet werden (Welkos et al. 1998).

2.6.3.2 Die Porenproteine

Die stark hydrophoben Translokatoren YopB (42 kDa) und YopD (33 kDa) weisen unter allen
sekretierten Proteinen als einzige Transmembrandomanen auf und inserieren in Form einer
heteromeren Pore in die Wirtszellmembran (Hakansson et al. 1993; Hakansson et al. 1996b; Hume

et al. 2003; Galan et al. 2014; McGhie et al. 2002).

YopB und die Homologe in P. aeruginosa (PopB), Shigella (IpaB), Salmonalla (SipB) und pathogenen
E. coli (EspD) weisen neben zwei Transmembrandomaénen, eine N-terminale Superhelix-Region und
in einigen Fallen auch eine C-terminale amphipathische Helix auf (Mattei et al. 2011). Insbesondere
die Transmembrandomadnen, die durch einen Loop verbunden sind, zeigen eine sehr hohe
Sequenzidentitdt innerhalb der Familie, was die Wichtigkeit des Porenproteins in der Infektion
unterstreicht (Mattei et al. 2011). Zum heutigen Stand der Forschung ist nur die Kristallstruktur von
AopB in Verbindung mit dem Chaperon AcrH aus Aeromonas spp. bekannt, welches das
Porenprotein lediglich in seiner entfalteten Form zeigt (van Nguyen et al. 2015). Erste
Untersuchungen der heute als Porenproteine bekannten YopB und YopD vermuteten anhand der
Sequenzdaten eine Ahnlichkeit zu Leukotoxinen und a-Hamolysinen (H&kansson et al. 1993). Friihe
Infektionsexperimente zeigten, dass die Translokation der Effektoren in die eukaryotische Zielzelle
abhangig ist von YopB (Sory und Cornelis 1994). Translokator-Mutanten sind weiterhin in der Lage
Effektoren in Calcium-depletiertem Medium zu sekretieren, jedoch nicht in die Zellen zu
translozieren (Hakansson et al. 1996b). Die Membraninsertion von YopB allein konnte u.a. in

Erythrozyten mittels Kontakthdmolyse gezeigt werden (Hakansson et al. 1996b; Goure et al. 2004;
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Hume et al. 2003; Shaw et al. 2001). PopB aus Pseudomonas spp. ist in der Lage Poren in kiinstliche
Membranen und in Zellmembranen zu inserieren. Diese waren ohne die Anwesenheit der weiteren

Translokatoren jedoch nicht funktionell (Goure et al. 2004; Faudry et al. 2006).

Auch das kleinere Porenprotein YopD und die homologen Proteine PopD (Pseudomonas), lpaC
(Shigella) und SipC (Salmonella) weisen Sequenzahnlichkeiten auf und sind innerhalb einer T3SS-
Familie austauschbar (Osiecki et al. 2001; Harrington et al. 2003). Im Ysc-System lassen sich die
Translokatoren jedoch nur bei gleichzeitiger Expression des zugehorigen Chaperons und
Translokonpartners ersetzen (Bréms et al. 2003). Zur Struktur des kleinen Translokators gibt es
derzeit nur wenige Information. Tengel und Kollegen |6sten die C-terminale Superhelix-Domane
mittels NMR (nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz)-Spektroskopie (Tengel et al. 2002).
Diese ist wichtig zur Oligomerisierung und fiir die Interaktion mit dem Tip-Komplex-Protein LcrV,
jedoch nicht fur die Interaktion mit dem groRen Translokator (Costa et al. 2015). Faudry und
Kollegen zeigten in in vitro Experimenten, dass PopD allein fahig ist Poren in Lipidvesikeln zu bilden

(Faudry et al. 2006).

YopD spielt, im Gegensatz zu seinen homologen Proteinen, ferner als RNA-bindendes Protein eine
wichtige Rolle in der post-transkriptionellen Kontrolle (Schiano und Lathem 2012). YopD bindet an
yop-mRNAs im Bereich des Startcodons und verhindert, in Interaktion mit SycD, deren Translation
am Ribosom (Francis et al. 2001; Anderson et al. 2002; Chen und Anderson 2011). Dieser
Regulationsmechanismus auf mRNA-Ebene wahrend der low calcium response ermdoglicht eine
geregelte Abfolge der Expression und Sekretion der einzelnen Komponenten und Effektor-Yops

(Chen und Anderson 2011).

2.6.4 Die Translokationspore

Beide porenbildenden Proteine YopB und YopD sind in der Lage in die Membran zu inserieren
(Hakansson et al. 1993; Hakansson et al. 1996b; Neyt und Cornelis 1999a; Montagner et al. 2011;
Rosquist et al. 1995). Zur Ausbildung funktioneller Poren sind beide Proteine nétig (Goure et al.
2004; Faudry et al. 2006). Translokator-Mutanten waren im Mausmodell stets avirulent (Hakansson

et al. 1996b).

Bisher war es nicht moglich Translokationsporen aus infizierten Zellen zu isolieren.
Rekonstitutions-, Osmoprotektions- und Dextranfreisetzungsversuche bestatigten einen inneren
Porendurchmesser von 2 - 4 nm (Hakansson et al. 1996b; Holmstrom et al. 1997; Blocker et al. 1999;
Neyt und Cornelis 1999a; Dacheux et al. 2001; Mueller et al. 2008; Miki et al. 2004; Ide et al. 2001).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Poren in EPEC (enteropathogene
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E. coli) und in Pseudomonas einen duBeren Durchmesser von 55-65 nm bzw. 80 A umfassen

(Schoehn et al. 2003; Ide et al. 2001).

Bei Ausbildung der Pore in der Wirtszellmembran treten die Translokatoren mit verschiedenen
zelluldren Proteinen in Kontakt (Nordfelth und Wolf-Watz 2001; Schoehn et al. 2003; Lee et al.
1998; Sory und Cornelis 1994; Parsot et al. 1995). Kiirzlich konnte in Infektionen mit Y. pestis gezeigt
werden, dass die Interaktion mit zellularen Faktoren wie dem Chemokinrezeptor CCR5 die
Poreninsertion unterstitzt (Sheahan und Isberg 2015). Die Interaktion mit Vimentin fordert die
Bindung von Yersinia spp., Shigella spp. und Salmonella spp. an die Zielzelle und damit die
Poreninsertion und Effektortranslokation (Russo et al. 2016). Die Poreninsertion |16st zudem eine
Immunantwort der Zelle aus. Ohne die immunsuppressive Wirkung der Effektoren kommt es zu
einer Ausschittung des pro-inflammatorischen Interleukin-1p (IL-1B) (Shin und Cornelis 2007). In
Abwesenheit der anti-inflammatorischen Effektoren YopE, YopH und Yopl, fihrte die Insertion von
YopB zur gesteigerten IL-8-Freisetzung, sowie zur Aktivierung von NFkB, der MAP-Kinasen ERK und

JNK und der Rho-GTPase Ras in der Infektion von Epithelzellen (Viboud et al. 2003).

In verschiedenen Ansatzen wurden die bakteriellen Poren hinsichtlich Aufbaus und Stéchiometrie
untersucht. Die Untersuchung der aus Erythrozytenmembranen isolierten nativen
YopB/D-Porenkomplexes grenzte den multimeren Komplexes auf 500-700 kDa mit 15 - 20
Untereinheiten beider Translokatoren ein (Montagner et al. 2011). Kirzlich konnten diese
Ergebnisse bestatigt werden. Mittels single molecule fluorescence photobleaching-Mikroskopie
zeigten PopB-PopD-Heterokomplexe eine hexadekamere Stéchiometrie in kiinstliche Membranen

mit je 8 Molekiilen PopB und PopD (Romano et al. 2016).

Die exakte raumliche Anordnung der Proteine innerhalb des Translokons bleibt jedoch ungeklart.
Armentrout und Rietsch zeigten durch wechselseitiges Ersetzen der Translokatorproteine aus
Yersinia und Pseudomonas, dass eine fir die Funktion wichtige Interaktion zwischen YopD und LcrV
und zwischen den porenbildenden Proteinen YopB und YopD besteht (Armentrout und Rietsch
2016). Durch die Substitution einzelner Aminosauren in den Translokatorproteinen und durch
Versuche mit Yop-Pop-Hybridproteinen konnten sie die Interaktionsdomanen der Translokatoren
naher beschreiben. PopB (AS 274-AS 297) und PopD (AS 228-AS 245) interagieren im extrazellularen
Bereich des Translokons miteinander. PopB inseriert mit zwei Transmembrandomaénen in die
Membran, wobei N- und C-Termini in den extrazellularen Bereich ragen (Armentrout und Rietsch
2016; Discola et al. 2013). Das in die Membran inserierte PopD zeigte eine andere Orientierung mit
dem N-Terminus im Zytoplasma und einen extrazellularen C-Terminus. PopD dient vermutlich als
Verbindungsstiick zwischen Porenkomplex und PcrV-Plattform und bindet nur oberflachlich an die
Membran der Zielzelle (Armentrout und Rietsch 2016). Die Interaktion von YopD/PopD mit

27



Einleitung

LerV/PcrV spielt eine wichtige Rolle in der Sekretion der Effektoren (Costa et al. 2015). Mutationen
im C-terminalen Bereich von YopD beeintrachtigten die Interaktion mit LcrV und damit auch die
Translokation der Effektoren (Francis und Wolf-Watz 1998; Costa et al. 2010; Olsson et al. 2004).
Durch ein bislang unbekanntes Signal bei Zellkontakt, kommt es durch Kontakt von PopD mit PcrV
zu einer Konformationsanderung in der Translokationspore. Vermittelt Uber eine
Signaltransduktionskaskade Uber die Injektisomnadel, wird die Effektorsekretion veranlasst

(Armentrout und Rietsch 2016).

2.6.5 Regulation der Translokation

Der genaue Mechanismus der Effektortranslokation ist bislang nicht eindeutig geklart. Das
weitgehend anerkannte Ein-Schritt-Modell, auch Injektionsmodell genannt, beschreibt das
Vorkommen eines durchgehenden Kanals zwischen Bakterium und Wirtszelle (Lee et al. 1998;
Marenne et al. 2003; Ryndak et al. 2005; Lara-Tejero und Galan 2009). Lee und Kollegen zeigten
bereits 1998 anhand von Immungold-markierten, elektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass
der Effektor YopE nicht auf der Oberflache der Yersinien, sondern ausschlieRlich innerhalb der
Bakterien und im Wirtszellzytoplasma zu finden ist (Lee et al. 1998). Kiirzlich gelang es Park und
Kollegen mittels Kryo-ET in Salmonella-Minizellen das Zusammenspiel des bakteriellen Translokons
mit der Wirtszellmembran zu visualisieren (Park et al. 2018). Die Porenproteine konnten in der
Plasmamembran inseriert als eine zeltférmige Einstlilpung beobachtet werden und zeigten eine
Verbindung zu LcrV-Plattform und Injektisom (Park et al. 2018). Eine Penetration der Nadel durch
die Wirtszellmembran, wie zuvor postuliert (Hoiczyk und Blobel 2001), konnte hier nicht
beobachtet werden. Das Translokon mit halbrundem, mittigem Kanal zeigte eine Lange von 8 nm
Uber die Plasmamembran und einen Durchmesser von 13,5 nm, wobei die Halfte in der Membran
lokalisierte und die andere Halfte in das Zytoplasma der Wirtszelle ragte (Park et al. 2018). Vieles
deutet darauf hin, dass die Translokation der Effektorproteine in einem Schritt durch das Injektisom
und die Translokationspore in die Wirtszelle stattfindet. Andererseits wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Effektortranslokation auch in einem Zwei-Schritt-Mechanismus stattfinden
konnte. Hierbei wiirden Effektor- und Translokator-Yops zunachst auf die Bakterienoberflache
sezerniert werden und dort Komplexe bilden, die dann in einem zweiten Schritt die
Wirtszellmembran passieren. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch folgende Beobachtungen: In
Y. pseudotuberculosis wurde beobachtet, dass Yops bereits vor Zellkontakt auf der
Bakterienoberflache zu finden sind (Akopyan et al. 2011; Edgren et al. 2012). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass rekombinant exprimierte Yops, die von extern auf Translokations-kompetente
Yersinien gegeben wurden, in Abhangigkeit von YopB und YopD transloziert werden kénnen

(Akopyan et al. 2011).
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Der durchgehende Kanal stellt vermutlich den primaren Mechanismus der Effektortranslokation
dar, wobei das Zwei-Schritt-Modell abhdngig von Gattung und Infektionsbedingungen ebenfalls

vorkommen kann (Galan et al. 2014; Deng et al. 2017; Dewoody et al. 2013b).

2.6.6 Die Effektoren

In Yersinia sind die sechs Effektorproteine YopE, YopH, YopM, YopT, YopO und YopP bekannt (Sory
und Cornelis 1994; Persson et al. 1995; Pha und Navarro 2016). Die bakteriellen Effektoren imitieren
zelluldre Proteine als Kinasen, Phosphatasen oder Proteasen, modulieren die Aktivitat von Rho-
GTPasen und das Aktin-Zytoskelett, manipulieren Signalwege und unterdriicken die zellulare
Immunantwort (Aepfelbacher et al. 2007; Cornelis 2002b; Viboud und Bliska 2005; Trosky et al.
2008; Pha und Navarro 2016). Vier der Effektorproteine (YopH, YopE, YopT und YopO)
beeintrachtigen durch Manipulation des Zytoskeletts die Phagozytose der Yersinien, wobei YopE,
YopT und YopO auf unterschiedliche Weise mit Rho-GTPasen interagieren (Aepfelbacher 2004;
Grosdent et al. 2002; Barbieri et al. 2002). YopM und YopP modulieren zusammen mit YopH die
Entzindungsreaktion (Berneking et al. 2016; Cornelis 2002a) (fir weitergehende Literatur siehe

nachfolgende Abschnitte).

YopH (50 kDa) ist eine Phosphotyrosin-Phosphatase, die Proteine, die an der Bildung fokaler
Adhasionen beteiligt sind, wie das Adaptorprotein p130Cas, die Kinase Fak, Paxillin, das
Fyn-Bindeprotein und das Adapterprotein SKAP-HOM, dephosphoryliert (Andersson et al. 1996;
Viboud und Bliska 2005; Aepfelbacher 2004; Cornelis 2002b). In der Invasin-abhangigen
Phagozytose bilden sich bei Zellkontakt durch Neuanordnung des Aktin-Zytoskeletts im
Zusammenspiel mit Integrinen Aufnahmestrukturen aus, welche fokalen Adhasionen ahneln. Die
Aufnahmestrukturen werden durch die Wirkung des anti-phagozytischen Effektors YopH aufgeldst
(Aepfelbacher et al. 2007). Die katalytische Doméane von YopH ist am C-Terminus lokalisiert und hat
groRe Ahnlichkeit zu eukaryotischen Phosphatasen (Phan et al. 2003; Sun et al. 2003). YopH ist nicht
nur ein entscheidender Faktor in der Hemmung der Phagozytose durch Neutrophile und murinen
Makrophagen (Fallman et al., 1995; Ruckdeschel et al., 1996; Aepfelbacher et al., 2007), sondern
blockiert auch die zelluldre Calcium-Signalkaskade, was die Degranulation von Immunzellen
verhindert und das Uberleben der Yersinien sichert (Persson et al. 1999). YopH unterbindet
auBerdem die T-Zell-Aktivierung und die Produktion des Cytokins CC-Chemokin-Ligand-2 in
Makrophagen, sowie die Aktivierung des PI3-Kinase-Signalswegs, was wiederum die Proliferation
der Lymphozyten und Rekrutierung von Makrophagen verhindert (Yao et al. 1999; Sauvonnet et al.

2002).
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YopP (Yopl in Y. pseudotuberculosis und Y. pestis, 32,5 kDa) inhibiert zentrale pro-inflammatorische
Signalwege, u. a. indem es als Serin/Threonin/Lysin-Acetyltransferase die NFkB- und MAP-Kinase-
Signalkaskaden inhibiert (Monack et al. 1997; Ruckdeschel et al. 1997; Schesser et al. 1998; Orth et
al. 1999; Denecker et al. 2002). Dies verhindert die Ausschittung pro-inflammatorischer Cytokine
wie TNF-q, IL-8 oder IL-6 und induziert die Apoptose in Makrophagen (Orth et al. 2000; Ruckdeschel
et al. 1998; Mittal et al. 2006; Boland und Cornelis 1998; Mukherjee et al. 2006).

Das Leucin-reiche Protein YopM zeigt eine groRe Variabilitdt innerhalb der Spezies und ist als
einziges Yop auch im Nukleus zu finden (Boland et al. 1998; Berneking et al. 2016). Fir YopM ist
bisher keine enzymatische Aktivitdt bekannt, es ist jedoch ein wichtiger Faktor in der Etablierung
der Infektion (Hofling et al. 2015). YopM zeigt immunsupprimierende Eigenschaften in der Bindung
und Aktivierung der Kinasen RSK und PKN (Hentschke et al. 2010). Uber die Interaktion mit der
Helikase DDX3 gelangt YopM vermutlich in den Kern und beeinflusst dort tiber Phosphorylierung
von RSK die Transkription von IL-10. Des Weiteren vermindert YopM auf bisher unbekannte Weise
die Transkription weiterer pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IFN-y, IL-1B, TNF-a und IL-15
und tragt damit zum Fortgang der Infektion bei (McPhee et al. 2010; Kerschen et al. 2004; Berneking
et al. 2016). In Abhangigkeit der Yersinia-Spezies und des Infektionswegs zeigte sich YopM als
wichtiger Virulenzfaktor in der Kolonisierung und Verbreitung der Yersinien in Milz, Leber und
Lunge, sowie in der Rekrutierung von Neutrophilen, Monozyten und dendritischen Zellen (Ye et al.
2009; Ye et al. 2011; McCoy et al. 2010; McPhee et al. 2010). YopM zeigt einen inhibierenden Effekt
auf das Caspase-1-Inflammasom, moglicherweise durch Interaktion mit dem potentiellen
Caspase-1-Aktivator und GTPase-aktivierenden Protein IQGAP1 (Chung et al. 2014; LaRock und
Cookson 2012; Hentschke et al. 2010).

2.6.6.1 Rho-GTPasen manipulierende Yops: YopE, YopT und YopO

Als zentrale Schaltstellen der Zelle sind Rho-GTPasen Angriffspunkte einer Vielzahl bakterieller
Virulenzfaktoren (Popoff 2014). Die kleinen GTPasen sind nicht nur wichtig in der Phagozytose und
der Organisation des Aktin-Zytoskeletts, sondern auch regulierend im Vesikeltransport,
Gentranskription und Zellzyklus und in der Modulation von Entziindungsmediatoren (Jaffe und Hall
2005; Aktories und Barbieri 2005; van Aelst und D'Souza-Schorey 1997). Die Rho-GTPasen bilden
eine Familie der kleinen G(Guanosintriphosphat)-Proteine innerhalb der Ras-Superfamilie und sind

in allen eukarytotischen Zellen vertreten (Jaffe und Hall 2005).

Die Yersinia-Effektoren YopE, YopT und YopO manipulieren die kleinen Rho-GTPasen auf
unterschiedliche Weise mit dem Ziel Umbauprozesse des Aktinzytoskeletts zu inhibieren und damit
ihre Phagozytose zu verhindern (Barbieri et al. 2002; Aktories und Barbieri 2005). Die Rho-GTPasen
zeigen bei Aktivierung unterschiedliche Phdanotypen wie die Ausbildung von Stressfasern (RhoA)
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oder Filopodien (Cdc42) (Jaffe und Hall 2005). Rho-GTPasen sind molekulare Schaltstellen, die durch
Bindung von GTP aktiviert und durch Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP wieder in den
inaktiven Zustand versetzt werden. Der Wechsel zwischen aktiv und inaktiv wird durch drei
Gruppen von Proteinen reguliert: (i) GTP-Austauschfaktoren (Guanosine triphosphate exchange
factor, GEF), (ii) GTPase-aktivierende Proteine (GTPase-activating proteins, GAP), und (iii) Guanin-
Nukleotid Dissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide dissociation inhibitor, GDI). Bakterielle
Effektorproteine imitieren diese eukaryotischen, regulatorischen Proteine. YopE ist ein GTPase-
aktivierendes Protein, welches die intrinsische Aktivitdat der GTPase steigert und damit die
Hydrolyse des gebundenen GTPs zu GDP+P beschleunigt (Pawel-Rammingen et al. 2000; Black und
Bliska 2000). Die kleinen GTPasen sind in ihrer aktiven Form (iber einen Prenylrest
membrangebunden. Guanin-Nukleotid Dissoziationsinhibitoren wie YopO binden und
neutralisieren die C-terminalen Isoprenoide und bringen sie in ihre inaktive zytosolische Form

(Aepfelbacher und Wolters 2017; Shao et al. 2002; Groves et al. 2010; Prehna et al. 2006).

Die Rho-GTPase Racl ist ein wichtiges Zielprotein von Yersinia, was sich durch die vielseitigen
Aufgaben der GTPase in der Zelle erklaren lasst. Racl kann auf verschiedenen Ebenen die
Aktin-Dynamiken und schlielllich die Phagozytose steuern. Durch Aktivierung des
Arp2/3-Komplexes (ber den Faktor WAVE kann Racl die Bildung und Verzweigung von
Aktinfilamenten bewirken (Takenawa und Miki 2001). Es interagiert u.a. mit der PIP5-Kinase und
fordert die  Anreicherung von PIl(4,5)P, an der Plasmamembran, was zur
Depolymerisation/Uncapping von Aktinfilamenten fihrt (Wong und Isberg 2003; Tolias et al. 2000).
Racl wirkt ferner auf PAK1 und die LIM-Kinase, was nachfolgend das deploymerisierende Cofilin
inaktiviert (Bierne et al. 2001). Die Transfektion von Zellen mit der konstitutiv aktiven Form von
Racl fiihrte in Infektionsexperimente zu einer 5 bis 10-fach gesteigerte Yop-Translokation (Wolters

et al. 2013; Aili et al. 2008; Aepfelbacher und Wolters 2017).

YopE (23 kDa) zeigt seine regulatorische Funktion erst in der Zielzelle (Aili et al. 2008). Uber die
hydrophobe Membran-Lokalisationsdomane bindet YopE an perinukleare Membranen und
interagiert mit RhoA, RhoG, Racl und Cdc42 (Pawel-Rammingen et al. 2000; Black und Bliska 2000;
Aili et al. 2008; Roppenser et al. 2009; Isaksson et al. 2009). Als GTPase-aktivierender Faktor zeigte
YopE bei der Zellifektion eine Praferenz fiir RhoG und Racl. YopE wirkt direkt auf Racl oder auf die
im Signalweg vorgestellte GTPase RhoG und beeintrichtigt die Phagozytose (Andor et al. 2001;
Ruckdeschel et al. 2006; Aili et al. 2006; Roppenser et al. 2009; Mohammadi und Isberg 2009;
Aepfelbacher et al. 2011; Aepfelbacher und Wolters 2017). Die Interaktion von YopE mit den
Rho-GTPasen findet Uber eine konservierte Argininfinger-Domane statt. Strukturanalysen zeigten

keine Ahnlichkeit zu eukaryotischen GAPs (Evdokimov et al. 2002; Cornelis 2002b). Der Effektor
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YopE zeigt eine regulatorische Funktion in der Effektortranslokation, indem es die Translokation
negativ reguliert (Aili et al. 2008; Aili et al. 2006; Isaksson et al. 2009; Aepfelbacher et al. 2011; Gaus
et al. 2011) und die Porenbildung verhindert (Viboud und Bliska 2001; Viboud et al. 2006; Mejia et
al. 2008). Dieser Effekt wurde besonders deutlich bei der Infektion mit der YopE-Deletionsmutante.
Hier zeigte sich eine Hypertranslokation und unkontrollierte Expression der Effektoren (Viboud und
Bliska 2005; Viboud und Bliska 2001; Aili et al. 2006; Mejia et al. 2008; Wolters et al. 2013; Aili et
al. 2008; Viboud et al. 2006). Eine direkte Interaktion mit der Translokationspore konnte bisher

nicht gezeigt werden (Dewoody et al. 2013b).

Die Cystein-Protease YopT (35,5 kDa) schneidet Rho-GTPasen nahe des C-terminalen
Geranylgeranyl-Cysteinrests. Der hierdurch bedingte Verlust der Membranbindung fihrt zur
Inaktivierung der GTPasen und zeigt sich phanotypisch in der Zerstorung von
Aktin-Mikrofilamenten (Shao et al. 2003; Shao et al. 2002). YopT moduliert hier das
Aktin-Zytoskelett am phagozytischen Cup und an den podosomalen Adhasionsstrukturen und
verhindert damit nicht nur die Phagozytose der Yersinien, sondern auch die Chemotaxis der

Makrophagen (Aepfelbacher 2004; Shao et al. 2002; Shao et al. 2003).

YopO (YpkA in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis, 81,7 kDa) ist ein multifunktionales Protein mit
einer N-terminalen Serin/Threonin-Kinase-Domane, einer C-terminalen GTPase-Bindedoméane
sowie zwei spezifischen Aktin-Interaktionsbereichen. Nach Translokation lokalisiert YopO mithilfe
des N-Terminus an die Plasmamembran und manipuliert die Signaltransduktion zelluldrer Rho-
GTPasen (Hakansson et al. 1996a). Die Bindung von globuldrem (G)-Aktin fihrt zur
Autophosphorylierung der katalytischen Domane und zur Phosphorylierung zellularer Proteine und
Histone (Trasak et al. 2007; Juris et al. 2000). Der Komplex aus YopO und Aktin konnte kirzlich
strukturell gelost werden (Lee et al. 2015). YopO nutzt die Bindung von Aktin zur Rekrutierung
zelluldrer Faktoren der Aktinpolymerisation, die in der Phagozytose involviert sind, und inaktiviert
diese durch Phosphorylierung (Lee et al. 2015). Die C-terminale Domane interagiert mit den
zelluldren Rho-GTPasen, bevorzugt mit Racl, und inaktiviert diese zur Inhibierung der Phagozytose

der Yersinien (Groves et al. 2010; Prehna et al. 2006).

2.6.6.2 Regulation der Translokation

Neben YopN spielt YopQ (YopK in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis) eine wichtige Rolle in der
Regulation der Translokation (Dewoody et al. 2013a; Francis und Wolf-Watz 1998). Der Effektor
wird in geringen Mengen in die Zielzelle transloziert, doch eine katalytische Aktivitat konnte bisher
nicht beschrieben werden (Holmstrom et al. 1995b, 1995a). YopQ hat keinen Einfluss auf die
Transkription oder Expression der Effektoren (Holmstrom et al. 1997). Vielmehr steuert YopQ durch
einen negativen Rickkopplungsmechanismus die Translokationsrate. Durch Interaktion mit der
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Translokationspore und dem Injektisom scheint YopQ ein Signal zu Ubermitteln, das die
Translokation stoppt (Dewoody et al. 2013b). In Infektionsversuchen mit der
YopQ-Effektormutante kam es zu einer Hypertranslokation der Effektoren YopE und YopH, was zur
Anreicherung stark zytotoxischer Effektoren und somit zur Aktivierung des Inflammasoms und von
Caspase-1 fiihrte (Holmstrém et al. 1997; Aili et al. 2002; Brodsky et al. 2010). Zudem sind
YopQ-Mutanten in vivo in der Kolonisierung und Verbreitung gehemmt (Straley und Bowmer 1986;
Straley und Cibull 1989; Holmstrom et al. 1995a, 1995b). Immunoprazipitations- und
Pulldown-Versuche bewiesen eine direkte Interaktion mit dem Translokon (Holmstrom et al. 199543,
1995b; Holmstrom et al. 1997; Brodsky et al. 2010; Dewoody et al. 2013a; Thorslund et al. 2011).
YopQ scheint durch direkte Bindung an YopD eine Konformationsanderung im Porenkomplex
hervorzurufen, die zur bakteriellen Basis des Injektisoms (ibermittelt wird und die Porengrofie
beeinflusst (Holmstrom et al. 1997, Dewoody et al. 2013b; Dewoody et al. 2013a). Der

zugrundeliegende Mechanismus ist bisher unklar und bedarf weiterer Forschung.
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3 Zielsetzung

Das unter pathogenen Bakterien weit verbreitete Typ-llI-Sekretionssystem dient dem Transport
bakterieller Effektorproteine in die Wirtszelle. Wahrend viele Komponenten des Basalkorpers, der
Nadel und des Tip-Komplexes bereits strukturell aufgeldst und in ein detailliertes Modell des
Injektisoms integriert wurden, gibt es bislang nur wenige Informationen zu Struktur und
Funktionsweise der Translokationspore. Einerseits wird weithin anerkannt, dass die
Translokationspore bei Zellkontakt am distalen Ende der Injektisomnadel assembliert und einen
kontinuierlichen Kanal zwischen Bakterium und Wirtszytoplasma bildet (Lee et al. 1998; Marenne
et al. 2003; Ryndak et al. 2005; Lara-Tejero und Galdn 2009; Dewoody et al. 2013b; Rosqvist et al.
1994; Sory und Cornelis 1994; Persson et al. 1995; Cheng et al. 2001; DeBord et al. 2006). Dieses
etablierte Injektions- oder Ein-Schritt-Modell der Translokation wurde andererseits flir das T3SS
von Y. pseudotuberculosis in Frage gestellt und alternativ ein der Wirkweise von AB-Toxinen
dhnliches Zwei-Schritt-Modell vorgeschlagen (Akopyan et al. 2011; Edgren et al. 2012). Auch Uber
die spezifischen Wechselwirkungen des Translokons mit der Wirtszelle ist bislang wenig bekannt.
So wurde fiir das Yersinia T3SS bislang nicht untersucht, in welchem Wirtszellkompartiment die
Insertion des Translokons stattfindet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mithilfe hochauflésender
Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie-Techniken neue Erkenntnisse zur raumlich-zeitlichen
Organisation, Regulation und Lokalisation des Translokons wahrend der Wirtszellinfektion zu
erlangen. Um Informationen (ber die Interaktion mit physiologisch relevanten Wirtszellen zu
erlangen, sollen die Infektionsversuche auch in primaren humanen Makrophagen durchgefiihrt

werden.
Folgende spezifische Fragestellungen standen im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertationsarbeit:

e Wieist der raumliche Bezug der Translokationspore zum Injektisom wahrend der Infektion
von Wirtszellen?

e Welche zellularen und bakteriellen Faktoren beeinflussen die Ausbildung der
Translokationspore?

e In welchem Wirtszellkompartiment wird die Insertion des Translokons initiiert?

e Verandert sich die Translokationspore unter Bedingungen  gesteigerter
Translokationsaktivitat?

e Konnen auch unter Sekretionsbedingungen Porenkomplexe gefunden werden?
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4 Fur das Verstandnis der Ergebnisse relevante Vorarbeiten der

Arbeitsgruppe

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits einige thematisch relevante Vorarbeiten in der
Arbeitsgruppe. Ergebnisse zur Ausbildung und Lokalisation der Porenkomplexe von Y. enterocolitica
und deren Visualisierung sind Bestandteil der Dissertation von Franziska Huschka (Huschka 2017).
Im Rahmen ihrer Arbeit wurden die hier verwendeten polyklonalen Kaninchen- und Ratten-
Antikorper gegen die Porenproteine YopB und YopD hergestellt und auf Spezifitat getestet. Die fiir
die vorliegende Dissertation relevanten Ergebnisse der Dissertation Huschka sind nachfolgend

dargestellt. Viele der hier gezeigten Daten sind Bestandteil der Veroffentlichung

Theresa Nauth, Franziska Huschka, Michaela Schweizer, Jens B. Bosse, Andreas Diepold, Antonio V.
Failla, Anika Steffen, Theresia E. B. Stradal, Manuel Wolters, Martin Aepfelbacher (2018)
Visualization of translocons in Yersinia type lll protein secretion machines during host cell

infection. PLOS Pathogens 14(12): e1007527. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007527

4.1 Die Translokatoren YopB und YopD lokalisieren unter

Sekretionsbedingungen auf der Bakterienoberflache

Die Expression und Sekretion der Translokatoren YopB und YopD wurde in in vitro-Experimenten
mit dem Y. enterocolitica Wildtypstamm WA-314 (Tabelle 7-14) untersucht. Die Expression des T3SS
kann durch Inkubation bei 37°C induziert werden (Cornelis et al. 1987; Rouvroit et al. 1992). Die
Yersinien wurden unter verschiedenen Kulturbedingungen hinsichtlich der Ausbildung und
Lokalisation der Porenproteine YopB und YopD in Western Blot-Analysen und
Immunfluoreszenzfarbungen betrachtet. Gesamtzell-Lysate des Wildtypstamms WA-314 zeigten in
Western Blot-Analysen, dass die Porenproteine YopB und YopD erst bei einer Temperaturerhéhung
auf 37°C detektierbar sind (Abbildung 4-1A, 27°C und 37°C). Durch die Depletion des Calciums mit
EGTA-Zugabe zum Kulturmedium wurde die Sekretion der Yops induziert (Heesemann et al. 1986).
Unter diesen Bedingungen konnte eine gesteigerte Expression der Porenproteine beobachtet

werden (Abbildung 4-1A, 37°C +EGTA).
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Abbildung 4-1 Die Translokatorproteine YopB und YopD lokalisieren auf der Bakterienoberflache unter in
vitro-Sekretionsbedingungen. (A) Expression der Translokatoren. Yersinien (WA-314) wurden bei 27°C, 37°C
und bei 37°C und Ca?*-Depletion (durch Zugabe von EGTA), d.h. unter Sekretionsbedingungen kultiviert und
im Western Blot analysiert. (B) Immunfluoreszenzfarbungen zeigen die Lokalisation des Porenproteins YopB
unter verschiedenen Kulturbedingungen. Reprasentative konfokale Fluoreszenzaufnahmen (obere Reihe)
und dazugehorige Differentialinterferenzkontrast (differential interference contrast, DIC)-Bilder (untere
Reihe) von YopB-immungefarbten Yersinien unter Bedingungen, die die innere und duRere Membran der
Bakterien nicht permeabilisieren (0,1% Triton X100) oder permeabilisieren (2% SDS). Graphen zeigen
Intensitatsprofile der Farbung des Porenproteins YopB entlang des Pfeils. Intensitat in absoluten Einheiten.
MaRstab: 1um (C) Quantifizierung der YopB-positiven Bakterien. Das Balkendiagramm zeigt Mittelwerte *
Standardabweichung von 260-800 Bakterien aus 2-3 unabhdngigen Experimenten. Die Ergebnisse sind
Bestandteil der Dissertation von F. Huschka (Huschka 2017) und der Veréffentlichung Nauth et al. 2018.

Immunfluoreszenzfarbungen von fixierten und mit YopB-Antikérpern immungefarbten
Yop-sekretierenden Yersinien (37°C mit EGTA-Zugabe) zeigten, dass das Porenprotein YopB unter
Bedingungen, die die &ufere und innere Membran der Gram-negativen Yersinien nicht
permeabilisieren (0,1% Triton X-100), auf der Bakterienoberflache nachweisbar ist (Abbildung 4-1B
obere Reihe, links). Die YopB-Farbung ist homogen an der Peripherie der Bakterien lokalisiert, wie
auch im dazugehorigen Intensitatsprofil entlang des Pfeils zu sehen ist (Abbildung 4-1B, oberer
Graph). Yersinien, die bei 37°C kultiviert wurden, zeigten nahezu keine YopB-Farbung (37°C, keine
EGTA-Zugabe, Abbildung 4-1B obere Reihe, Mitte). Wurden sekretionsaktive Bakterien vor der

Fixierung mit Proteinase K behandelt (37°C mit EGTA- plus Proteinase K-Zugabe), war ebenfalls kein
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YopB-Signal auf der Bakterienoberflache nachweisbar, was die extrazelluldre Lokalisation des YopBs
bestdtigte (Abbildung 4-1B obere Reihe, rechts + Abbildung 4-1C). Zur Visualisierung des
intrabakteriellen Pools des Porenproteins YopB wurden die Bakterien mit 2%iger SDS-LOsung
permeabilisiert (untere Reihe Abbildung 4-1B). Hier zeigte sich, dass das Porenprotein bereits bei
37°C exprimiert wird (Abbildung 4-1B untere Reihe, Pfeil 2), was auch in der Western Blot-Analyse
ersichtlich war (Abbildung 4-1A). Vergleicht man die verschiedenen Bedingungen der
Permeabilisierung (Abbildung 4-1B obere Reihe 0,1% Triton X100 und untere Reihe 2% SDS), wird
deutlich, dass die Porenproteine bei 37°C bereits exprimiert, jedoch noch nicht sekretiert werden.
Eine Proteinase K-Behandlung vor Permeabilisierung der Bakterien mit 2% SDS beeintrachtigte den
intrazelluldren Pool von YopB nicht (Abbildung 4-1B untere Reihe, Vergleich Pfeil 1 und Pfeil 3). Die
Exo- und Endopeptidase Proteinase K degradiert Proteine durch proteolytische Spaltung und kann
die innere und duRere Bakterienmembran nicht Gberwinden. Bei Behandlung der Bakterien mit
0,1% Triton X-100 wurde folglich ausschlieBlich extrabakterielles (sekretiertes) Protein
immungefarbt. Diese Farbebedingung wurde in dieser Arbeit zur Untersuchung des Translokons in

der Interaktion mit der Wirtszelle verwendet.

Die homogene Verteilung des Translokators YopB auf der Bakterienoberfliche konnte in
2D-STED-Aufnahmen (Auflosung von ~40 nm in der lateralen und ~150 nm in der axialen Ebene)
bestatigt werden. Konfokal-mikroskopische Aufnahmen zeigten fiir das zweite Porenprotein YopD
eine dhnliche Oberflachenlokalisation. Auf Grundlage dieser Ergebnisse sollte daher mit
hochauflésender STED-Mikroskopie (7.2.5.2) untersucht werden, ob die beiden Porenproteine eine
spezifische Kolokalisation zeigen und regelmafig angeordnete Gruppen bilden wie es kirzlich fr

Injektisome des Y. enterocolitica E40-Stamms beschrieben wurde (Kudryashev et al. 2015).

4.2 YopB, YopD und LcrV kolokalisieren bei der Wirtszellinfektion

Die Visualisierung des Translokons unter Infektionsbedingungen erfolgte mit konfokaler und
hochauflésender Immunfluoreszenzmikroskopie. Die Translokatorproteine wurden in der
konfokalen Mikroskopie stets bakterien-assoziiert detektiert und zeigten eine fleckférmige
Verteilung auf der Bakterienoberflache (Permeabilisierung mit 0,1% Triton X-100; (Huschka 2017;
Nauth et al. 2018)). In der Yersinieninfektion von HelLa-Zellen zeigte nur ein sehr geringer Anteil der
gesamten Zell-assoziierten Bakterien eine positive Immunfarbung fir YopB und YopD (Huschka
2017; Nauth et al. 2018). Bakterielle und zelluldre Faktoren konnen demnach die Fraktion der
Translokon-bildenden Yersinien modulieren. Die Untersuchung dieser Regulationsmechanismen ist

Bestandteil dieser Arbeit.
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Die Verwendung der STED-Mikroskopie ermdglichte eine verbesserte Auflosung der in der
Konfokalmikroskopie fleckformigen Porenkomplexe und zeigte eine deutliche Kolokalisation der
Translokatoren YopB und YopD sowie YopB und LcrV bei der Infektion von Hela-Zellen (Abbildung
4-2). Ein konfokales YopB-Fluoreszenzsignal konnte mit 2D-STED-Mikroskopie in durchschnittlich
drei Signale aufgel6st werden (Huschka 2017; Nauth et al. 2018).

Intensitat

Uberlagerung

00 05 10 1,
Distanz (um)

Abbildung 4-2 3D-STED-Mikroskopie zeigt Kolokalisation der Translokatoren YopB und YopD sowie YopB
und LcrV-Plattform bei der Zellinfektion. HelLa-Zellen wurden mit Yersinien (WA-314AyopE, Tabelle 7-14)
infiziert und ko-immungefarbt mit polyklonalen Ratten anti-YopB und Kaninchen anti-YopD oder anti-LcrV
Antikorpern, gefolgt von anti-Ratte  AlexaFluor594 und anti-Kaninchen  AbberiorStarRed
Sekundarantikérpern. Die Aufnahmen erfolgten im 80%igen 3D-STED-Modus. (A) Représentative Bilder einer
einzelnen z-Ebenen von WA-314AyopE bei der Hela-Zellinfektion sind dargestellt. Einsdtze zeigen xz-
Projektion auf Ebene der gestrichelten Linie. Kolokalisierende Punkte wurden durch das ImageJ Plug-In
»Colocalization“ generiert und dargestellt. (B) Die Uberlagerung der beiden Kanile und das dazugehérige
Intensitatsprofil entlang der Bakterienmembran (weilRer Pfeil) verdeutlichen die Kolokalisation der
Porenproteine (gelb). Intensitat in absoluten Einheiten. MaRstab: 1um. Die Ergebnisse sind Bestandteil der
Dissertation von F. Huschka (Huschka 2017) und der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Die bei Verwendung der 3D-STED-Mikroskopie (laterale und axiale Aufloung ~80 nm) beobachtete
Kolokalisation der Porenproteine mit der LcrV-Plattform zeigte bereits, dass Pore und Plattform in
raumlicher Nahe zueinanderstehen und moglicherweise Teil einer assemblierten
T3-Sekretionsmaschinerie sind. Neben der Mikrokopie-Technik STED wurde zur Untersuchung des
Injektisoms und der Translokationspore die Structured Illumination (SIM)-Mikroskopie (laterale
Auflésung ~100 nm, 7.2.6 Gustafsson et al. 2008; Schermelleh et al. 2008) angewandt. In ersten
hochaufgel6sten Aufnahmen konnte der Aufbau des Injektisoms von Y. enterocolitica im zellularen
Kontext betrachtet und analysiert werden. Zur Bekraftigung und Erweiterung der vorlaufigen

Ergebnisse sollen in dieser Arbeit mehr hochaufgel6ste Daten gesammelt und analysiert werden.
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5 Ergebnisse

5.1 YopB und YopD kolokalisieren nur partiell auf Bakterien unter

Sekretionsbedingungen

Die Ausbildung des Injektisoms und die Sekretion der Translokatoren und Effektoren kénnen, wie
aus der Literatur bekannt, in vitro induziert werden. Die Kultivierung von Yersinien bei 37°C aktiviert
die Expression des Virulenzplasmids. Bei Calcium-Depletion des Kulturmediums wird eine starke
Sekretion der mittleren und spaten T3SS-Substrate beobachtet (Heesemann et al. 1986;
Heesemann et al. 1984; Michiels et al. 1990). Dieser als low calcium response beschriebene Effekt
der verstarkten Yop-Sekretion konnte auch fiir die hier untersuchten Translokatorproteine YopB
und YopD beobachtet werden (siehe 4.1, (Huschka 2017; Nauth et al. 2018)). Ergebnisse der
Arbeitsgruppe zeigten in STED-Aufnahmen eine homogene Verteilung des Translokators YopB an
der Bakterienperipherie unter Sekretionsbedingungen (Kultivierung bei 37°C + Calcium-Depletion;

(Huschka 2017; Nauth et al. 2018)).

Als initialer Schritt wurde auch die Lokalisation und Verteilung des zweiten Porenproteins YopD
mithilfe hochauflésender STED-Mikroskopie untersucht. Unter Sekretionsbedingungen zeigte sich
in der YopD Immunfluoreszenzfarbung ein der YopB-Farbung dhnliches Muster. YopD wies eine
dichte und homogene Oberflachenlokalisation auf, die sich in 2D-STED-Aufnahmen als scharf
abgegrenztes Band an der Bakterienperipherie mit unregelmaRigen Intensitdtsunterschieden

darstellte (Abbildung 5-1).

2D-STED | YopD 2D-STED

Abbildung 5-1 2D-STED-Aufnahmen von Wildtyp-Yersinien unter Sekretionsbedingungen bestitigen die
homogene Oberflichenverteilung der Porenproteine YopB und YopD. Yersinien wurden unter Bedingungen
der Sekretion (37°C mit EGTA-Zugabe) kultiviert und mit YopB- oder YopD-Antikérpern immungefarbt.
Gezeigt sind reprasentative konfokale und 2D-STED-Aufnahmen von YopB- (links) und YopD-positiven (rechts)
WA-314 Bakterien. Mal3stabe: 1um. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.
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Zur Klarung der Frage, ob die Porenproteine YopB und YopD unter Sekretionsbedingungen eine
spezifische Kolokalisation und Verteilung auf der Bakterienoberflache zeigen, wurden die beiden
Porenproteine gleichzeitig mittels 3D-STED-Mikroskopie betrachtet. Yersinien des Wildtypstamms
WA-314 wurden unter Bedingungen der Sekretion kultiviert und zur nachfolgenden Mikroskopie
fixiert und mit YopB- und YopD-Antikérpern ko-immungefarbt (siehe Methoden).
3D-STED-Aufnahmen von sekretionsaktiven Yersinien zeigten auch in der Doppelfarbung das aus
den Einzelfarbungen bekannte Bild. Beide Proteine konnten auf der Bakterienoberflache in relativ
homogener Verteilung gefunden werden wie in der 3D-Rekonstruktion deutlich wird (Abbildung
5-2A). Bei Betrachtung einer einzelnen z-Ebene ist in der Uberlagerung der beiden Kanéle und dem
dazugehdrigen Intensitatsprofil jedoch ersichtlich, dass sich die lokalen Intensitatsunterschiede der
beiden Farbungen nicht deckungsgleich verhalten (Abbildung 5-2B). Zur Uberpriifung der Spezifitat
und Verteilung der Porenproteine wurden Translokator-Mutanten unter den gleichen
Versuchsbedingungen untersucht. Hierzu wurden die Yersinia-Mutanten WA-314AyopB,
WA-314AyopD und E40AlcrV (Tabelle 7-14) unter Sekretionsbedingungen kultiviert und mit YopB-
oder YopD-Antikorpern immungefarbt. 3D-STED-Aufnahmen zeigten ebenfalls eine homogene
Oberflachenlokalisation des Porenproteins YopD in YopB-defizienten Bakterien (Abbildung 5-2C).
Ein dhnliches Muster konnte fiir YopB in den YopD- und LcrV-defizienten Yersinien beobachtet
werden (Abbildung 5-2D, E). Die Deletion einzelner Komponenten des Translokons zeigte demnach

keine Auswirkung auf die Lokalisation und Verteilung der Porenproteine YopB und YopD.
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Abbildung 5-2 3D-STED-Aufnahmen sekretionsaktiver Yersinien zeigen nur eine partielle Kolokalisation der
Porenproteine YopB und YopD. Yersinien wurden unter Bedingungen der in vitro-Sekretion (37°C mit EGTA-
Zugabe) kultiviert und mit YopB- und/oder YopD-Antikérpern immungefarbt. (A) Reprasentative 3D-STED-
Rekonstruktionen von YopB (oben) und YopD (unten) auf der Bakterienoberflache eines Wildtyp-Bakteriums
(WA-314). (B) Die Uberlagerung der beiden Kanile mit YopB in griin und YopD in rot und das dazugehérige
Intensititsprofil entlang des Pfeils in der Uberlagerung zeigen zueinander versetzte Intensitidtsmaxima der
beiden Porenproteine. Intensitat in absoluten Einheiten. (C), (D) und (E) zeigen reprasentative 3D-STED-
Aufnahmen von YopB- oder YopD-immungefarbten, sekretionsaktiven Yersinia-Mutanten. Obere Reihe:
Einzelne z-Ebene (xy) einer 3D-STED-Aufnahme. Die Einsatze zeigen die zugehorige yz-Projektion auf Ebene
der gestrichelten Linie. Untere Reihe: 3D-Rekonstruktion (xyz) des in der oberen Reihe dargestellten
Bakteriums. MaRstdbe: 1um. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Zusammenfassend hat die Untersuchung der unter Sekretionsbedingungen kultivierten Yersinien
gezeigt, dass die Porenproteine YopB und YopD relativ homogen auf der Bakterienoberfldche
verteilt sind. Es konnten keine Gruppierungen oder definierte Verteilungsmuster festgestellt

werden. Die lokal unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten in der YopB-YopD-Doppelfarbung der
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Wildtyp-Yersinien deutet darauf hin, dass es sich hierbei nicht um assemblierte Porenkomplexe
handeln kann. Die gleichermallen homogene und dichte Verteilung von YopB und YopD bei den
Mutanten des jeweiligen anderen Translokators und des Tip-Komplexproteins LcrV lasst die
Schlussfolgerung zu, dass es sich um eine Aggregation von Proteinen auf der Bakterienoberflache

handelt.

5.2 LcrV wird fUr die Assemblierung des Translokons bei der

Wirtszellinfektion benotigt

STED-Fluoreszenzbilder zeigten eine enge raumliche Nahe der drei Translokatoren YopB, YopD und
LerV (siehe 4.2, (Huschka 2017; Nauth et al. 2018)). Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass LcrV
eine wichtige Rolle in der Ausbildung des Translokons spielt. Der hydrophile Translokator LcrV wird
als pentamerer Komplex am distalen Ende der Nadel beschrieben, der hier vermutlich eine
Plattform zur Assemblierung der Pore bildet und Kontakt zur Nadel vermittelt (Mueller et al. 2005;
Goure et al. 2004; Goure et al. 2005; Broz et al. 2007; Mueller et al. 2008). Daraus ergab sich die
Frage, ob die Ausbildung der Translokationspore in der Wirtszellinfektion LcrV-abhangig ist. Hierzu
sollte unter Bedingungen der Wirtszellinfektion Uberprift werden, ob YopB und YopD in
Abwesenheit von LcrV  kolokalisieren. Hela-Zellen wurden mit dem [crV-defizienten
Yersinienstamm E40A/crV fir eine Stunde infiziert und mit anti-YopB und anti-YopD-Antikérpern
ko-immungefarbt. 3D-STED-Aufnahmen der dual-immungefarbten Proben zeigten eine
punktférmige Verteilung beider Translokatorproteine auf der Bakterienoberflache (Abbildung 5-3).
YopB- und YopD-Signale konnten in unterschiedlichen Ebenen und Bereichen auf der
Bakterienoberfliche detektiert werden (Abbildung 5-3 zeigt eine einzelne z-Ebene). Eine
Kolokalisationsanalyse von YopB und YopD (siehe Methoden, Image) Plug-In ,Colocalization”)
identifizierte nur wenige kolokalisierende Fluoreszenzpunkte (siehe Kolokalisation Abbildung 5-3).
Die Daten zeigen, dass die Porenproteine YopB und YopD bei Infektion mit der LcrV-

Deletionsmutante E40A/crV nicht kolokalisieren (Abbildung 5-3).
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Abbildung 5-3 Die LcrV-Plattform wird fiir die Assemblierung des Translokons bei der Wirtszellinfektion
bendtigt. Hela-Zellen wurden mit E40AlcrV Bakterien infiziert (60 Minuten, multiplicity of infection (MOIl) 50)
und ko-immungefédrbt mit polyklonalen Ratten anti-YopB und Kaninchen anti-YopD Antikorpern, gefolgt von
anti-Ratte AlexaFluor594 und anti-Kaninchen AbberiorStarRed Sekundarantikorpern. Die Aufnahmen
erfolgten im 80%igen 3D-STED-Modus. Reprasentative Bilder zeigen einzelne z-Ebenen von E40AlcrV in der
Hela-Zellinfektion. In der unteren Reihe sind die xz-Projektionen auf Ebene der gestrichelten Linie dargestellt.
Kolokalisierende Punkte wurden durch das Imagel Plug-In ,,Colocalization” generiert und dargestellt. Die
Uberlagerung zeigt beide Kanile und verdeutlicht kolokalisierende Fluoreszenzpunkte (gelb). MaRstab: 1um.
Die Daten sind Bestandteil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

5.3 Visualisierung von YopB und YopD bei der Infektion von primaren

humanen Makrophagen

Nach Passage der M-Zellen treffen Yersinien in den Peyer-Plaques des lleums auf Zellen des
Immunsystems wie Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen, Neutrophile sowie auf
Granulozyten (Cornelis et al. 1998; Marketon et al. 2005; Kéberle et al. 2009; Durand et al. 2010).
Um die Translokatoren unter Infektionsbedingungen in einer moglichst physiologischen Umgebung
zu untersuchen, wurden neben Hela-Zellen primdre humane Makrophagen mit Y. enterocolitica
WA-314 (Tabelle 7-14) infiziert. Bezogen auf die individuelle Bakterienzelle zeigte die
Immunfluoreszenzfarbung der Porenproteine in der Makrophagen-Infektion ein dhnliches Bild wie
in der Hela-Zellinfektion. Die Translokatorproteine YopB und YopD wurden stets Bakterien-
assoziiert und in punktformiger, teils konfluierender Verteilung auf der gesamten

Bakterienoberflache gefunden (siehe zum Vergleich Abbildung 4-2 und Abbildung 5-4).
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Abbildung 5-4 Der Zelltyp beeinflusst den Anteil der YopB-positiven Bakterien. (A) Reprasentatives
konfokales Bild eines Makrophagen, infiziert mit biotinylierten Wildtyp-Yersinien (WA-314) fir 20 Minuten
im Verhaltnis 20:1. Infizierte Zellen wurden fixiert, permeabilisiert (0,1% Triton X100) und mit anti-YopB-
Antikorpern (grin, Alexa488) und DAPI (weiB) immungefarbt. Die gestrichelte Linie markiert die
Zellbegrenzung. Im Einsatz unten rechts ist die Zelle durch eine Phalloidin-Farbung dargestellt (rot). Eine 5-
fache VergroRerung (rechts) zeigt ein YopB-positives Bakterium. Die Bakterienform ist mithilfe einer
gestrichelten Linie verdeutlicht. MaBstab: 5 um in der Ubersicht, 1 um in der VergréBerung. (B) Hela-Zellen
und Makrophagen wurden mit Wildtyp-Yersinien (ber den Zeitraum einer Stunde infiziert, fixiert,
permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikérpern immungefarbt. Die Infektion erfolgte im Bakterien-Zell-
Verhaltnis von 50:1 bei der Hela-Zellinfektion und 10:1 bei der Makrophagen-Infektion. Die YopB-positiven
Bakterien wurden gezahlt und die Fraktion der YopB-positiven Bakterien ist im Verhdltnis zu allen Zell-
assoziierten Bakterien im Graph dargestellt. Der Graph zeigt die Mittelwerte + Standardabweichung der
Auswertung von n=4210 Bakterien bei der Hela-Zellinfektion aus zwei unabhdngigen Experimenten und
n=3047 Bakterien bei der Makrophagen-Infektion von drei verschiedenen Donoren. Die Daten der Hela-
Zellinfektion wurden von F. Huschka experimentell erhoben und analysiert (Huschka 2017). Die Daten sind
Bestandteil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Betrachtet man wahrend der Zellinfektion den Anteil der YopB-positiven Bakterien Uber eine
Stunde, zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Zelltypen. Unmittelbar nach
Zellkontakt mit Makrophagen zeigten bereits durchschnittlich 4% der Zell-assoziierten Bakterien
ein YopB-Signal (Abbildung 5-4B). Der Anteil YopB-positiver Bakterien steigerte sich bis zum 20
Minuten Wert auf rund 25% der Zell-assoziierten Bakterien. Im weiteren Verlauf nahm die Anzahl
YopB-positiver Bakterien wieder ab und sank nach 60 Minuten auf 10% der Zell-assoziierten
Bakterien. Im Vergleich konnte in der Hela Zell-Infektion ein maximaler Anteil von 2%
YopB-positiver Bakterien nach 60-mindtiger Infektion beobachtet werden. Zu friiheren Zeitpunkten
nach 10 (0,5%) und 30 Minuten (0,95%) Infektion zeigten weniger als 1% der Zell-assoziierten
Bakterien eine YopB-Positivitat (Abbildung 5-4B).
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5.4 Bakterielle und zellulare Faktoren beeinflussen die Ausbildung des

Translokons und die Translokation bei der Zellinfektion

Die Translokation der Effektorproteine unterliegt verschiedenen bakteriellen und zelluldren
Regulationsmechanismen. Das Effektorprotein YopE wurde neben seiner anti-phagozyischen
Funktion als negativ regulierender Faktor der Yop-Translokation beschrieben. Als
Rho-GTPasen-aktivierendes Protein interagiert YopE mit der kleinen Rho-GTPase Racl und
inaktiviert diese. Eine Deletion von YopE flihrt daher zur gesteigerten Aktivitdt von Racl, was eine
gesteigerte Translokation der Effektorproteine zur Folge hat (Black und Bliska 2000; Pawel-
Rammingen et al. 2000). Wird eine konstitutiv aktive Form der Rho-GTPase Racl exprimiert, kann
eine 5 bis 10-fach gesteigerte Effektor-Yop-Translokation beobachtet werden (Wolters et al. 2013;
Aili et al. 2008; Aepfelbacher und Wolters 2017). Mit der Visualisierung des Translokons war es nun
moglich zu untersuchen, ob die fir WA-314AyopE und konstitutiv aktives Racl beobachtete
gesteigerte Translokation der Effektorproteine mit einer gleichen oder erhohten Zahl
Translokon-positiver Bakterien einhergeht. Ersteres wiirde fiir eine Steigerung der Translokation
individueller Bakterien und letzteres fiir die Aktivierung eines groReren Anteils der Zell-assoziierten

Bakterien sprechen.

In einem ersten Schritt sollten die vorbeschriebenen Bedingungen der gesteigerten Translokation
unter den eigenen Versuchsbedingungen reproduziert und untersucht werden. Es sollte
insbesondere Uberpriift werden, ob die gesteigerte Effektortranslokation auch von einer
gesteigerten Freisetzung der Translokatorproteine begleitet wird. Hierzu wurden Hela-Zellen mit
den Yersinia-Stammen WA-314 und WA-314AyopE infiziert und nach 20, 40 und 60 Minuten lysiert.
GleichermalRen wurden Hela-Zellen, die eine konstitutiv aktive Form der GTPase Racl
Uberexprimierten, mit WA-314 infiziert und fir nachfolgende Western Blot-Analysen lysiert. Die
Uberexpression der konstitutiv aktiven Form von Racl erfolgte mittels eines in Hela-Zellen
transfizierten eukaryotischen myc-Expressionsvektors (myc-Rac1Q61L). Als Kontrolle diente die

Transfektion des myc-Leervektors in HelLa-Zellen.
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Abbildung 5-5 Biochemischer Nachweis der gesteigerten Zellintegration von Effektoren sowie der
Translokatoren YopB und YopD unter Bedingungen der kiinstlich gesteigerten Translokation. Hela-Zellen
wurden mit WA-314 und WA-314AyopE fiir 20, 40 und 60 Minuten infiziert (MOl 100), mit Digitonin lysiert
und in eine l6sliche, zytoplasmatische Fraktion und ein Membran-Bakterien-Pellet fraktioniert. Die Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Der Effektor YopH diente als MaR fiir
die Translokation, HSP60 als bakterielle Lade- und Lyse-Kontrolle, Calnexin als zelluldre Ladekontrolle, Myc
als Transfektionskontrolle. Reprasentative Western Blot-Bilder fiir n=3 unabhangige Experimente. Die
Experimente in (A) wurden zu Teilen von Dr. Manuel Wolters durchgefiihrt. (A) Die Deletion des Effektors
YopE fuhrte zur gesteigerten Translokation von Effektoren (YopH) und Translokatoren (YopB, YopD) mit
ansteigender Menge in der l6slichen Zytoplasma-Fraktion im Zeitverlauf. (B) Die Expression von konstitutiv
aktivem Racl in Hela-Zellen steigerte die Effektor-Translokation (YopH) und die Fraktion der Translokatoren
(YopB, YopD) im Zytoplasma im Zeitverlauf. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Zur Zelllyse wurde Digitonin verwendet, weil es in der verwendeten Konzentration (0,5% in
phosphatgepufferter Kochsalzlosung, PBS) spezifisch eukaryotische Zellen, nicht aber Bakterien
lysiert. Die Lyse und Fraktionierung erfolgte nach Nordfelth et al. (Nordfelth und Wolf-Watz 2001)
in eine Digitonin-16sliche, zytoplasmatische Fraktion und in ein Membranpellet bestehend aus
Zellmembranen und daran gebundenen, intakten Bakterien. Wie in der Pellet-Fraktion im unteren
Teil von Abbildung 5-5 zu erkennen, konnten die Translokatorproteine YopB und YopD Uber einen
Infektionszeitraum von 60 Minuten im Pellet nachgewiesen werden. Als bakterielle Lade- und
Lysekontrolle diente das bakterienspezifische Hitzeschockprotein HSP60. Das Effektorprotein YopH,
welches als zytoplasmatisches Effektorprotein beschrieben wurde (Black et al. 2000), diente als
Indikator flr die Effektortranslokation. Die Translokation und damit die Anreicherung des Effektors

YopH in der I6slichen Digitonin-Fraktion steigerte sich im Zeitverlauf bis 60 Minuten in allen
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untersuchten Bedingungen (Abbildung 5-5A und B). Gleichzeitig wurde die Freisetzung der
Porenproteine YopB und YopD im Zeitverlauf unter Bedingungen der Wildtyp-Infektion und der
Hypertranslokation (Infektion mit der YopE-Deletionsmutante/Uberexpression von aktivem Racl in

Hela-Zellen) untersucht. In der I6slichen Fraktion diente Calnexin als zelluldre Ladekontrolle.

Im Vergleich zu Infektionen mit Wildtyp-Yersinien konnte zu allen untersuchten Zeitpunkten fir
WA-314AyopE-infizierte Zellen eine Steigerung der Bandenintensitdt von YopB und YopD in der
Digitonin-l6slichen Fraktion detektiert werden. Dieser Anstieg von YopB und YopD in der
zytoplasmatischen  Fraktion korrelierte stets mit der gleichermallen gesteigerten

YopH-Translokation (Abbildung 5-5A).

In WA-314-infizierten und mit dem myc-Rac1Q61L-Expressionsvektor transfizierten Zellen konnte
verglichen mit Kontroll-transfizierten Zellen (myc-Leervektor) ebenfalls eine gesteigerte
Freisetzung von YopH und der Porenproteine YopB und YopD in die I6sliche Fraktion beobachtet
werden. Kontroll-transfizierte Zellen zeigten in der Translokation von Effektoren und
Translokatoren keinen signifikanten Unterschied zu unbehandelten Zellen nach Infektion mit

WA-314 (Vergleich WA-314 in Abbildung 5-5A und B).

Unter Bedingungen der Hypertranslokation konnte neben der bekannten verstarkten
Effektor-Translokation eine simultane, gesteigerte Freisetzung der Porenproteine YopB und YopD
nachgewiesen werden (Abbildung 5-5A und B). Zur Untersuchung der daraus resultierenden Frage,
ob diese gesteigerte Translokation der Porenproteine durch eine vermehrte Porenbildung
individueller Bakterien oder durch eine vermehrte Anzahl Poren-bildendender Bakterien bedingt
ist, erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung von Yersinia-infizierten HelLa-Zellen unter Bedingungen
der Hypertranslokation. Vorversuche aus der Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass der Verlust des
Effektors YopE die Anzahl der YopB-positiven Bakterien beeinflusst. Bei Infektionen mit der
YopE-Effektormutante (WA-314AyopE) konnte der Anteil der YopB-positiven Bakterien aller
Zell-assoziierter Bakterien im Vergleich zur Wildtyp-Infektion um das 15-fache gesteigert werden
(Huschka 2017; Nauth et al. 2018). Abbildung 5-6 zeigt beispielhaft WA-314 (links) und WA-
314AyopE (rechts) infizierte Hela-Zellen, in denen das Porenprotein YopB mit YopB-Antikorpern

immungefarbt wurde.
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WA-314AyopE

Abbildung 5-6 Deletion des Effektors YopE steigert die Anzahl YopB-positiver Bakterien in der Zellinfektion.
Hela-Zellen wurden mit WA-314 oder WA-314AyopE mit MOI 50 fir 1 Stunde infiziert, fixiert, permeabilisiert
und mit YopB-Antikérpern (griin) immungefarbt. Gestrichelte Linien zeigen die Zellgrenzen. Die Einsitze
zeigen eine zusatzliche DAPI-Farbung, die den Nukleus der Zelle und die bakterielle DNA markiert. MaRstabe:
5 um. Die Daten sind Teil der Ver&ffentlichung Nauth et al. 2018.

Analog zur Infektion mit der YopE-Deletionsmutante wurde auch die Stimulation der Translokation
durch Uberexpression von konstitutiv aktivem Racl in Immunfluoreszenzfarbungen untersucht.
Hela-Zellen wurden hierzu mit einem aktiven Racl-Expressionsplasmid oder mit dem
entsprechenden Leervektor transfiziert und nachfolgend mit WA-314 Bakterien fiir eine Stunde
infiziert. AnschlieBend wurden die Proben fixiert und mit YopB-Antikorpern immungefarbt.
Aufgrund der hohen Zytotoxizitit und um die Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen zu erleichtern, wurde hier eine niedrigere Infektionsrate als in den Western Blot-
Analysen gewahlt. In drei unabhdngigen Experimenten wurden die Zell-assoziierten Bakterien auf
YopB-Positivitat Gberprift und quantifiziert. Die Anzahl der YopB-positiven Bakterien konnte durch
die Uberexpression von aktivem myc-Rac1Q61L in der Zielzelle deutlich gesteigert werden
(Abbildung 5-7). Die Expression der Rho-GTPase Racl in der Hela-Zelle ist hier durch eine
Immunfarbung mit myc-Antikdrpern (rot, Abbildung 5-7A) visualisiert. Umliegende Zellen zeigten
keine aktive Racl-Expression und interessanterweise nahezu keine Immunfarbung fir YopB,
obgleich diese Zellen ebenfalls von Yersinien infiziert sind wie im DAPI-Kanal deutlich sichtbar ist
(Abbildung 5-7A, rechts). Eine Quantifizierung aller Zell-assoziierten Bakterien zeigte eine nur kleine
Fraktion YopB-positiver Bakterien auf unbehandelten Hela-Zellen (~2%, Abbildung 5-7B) und
bestdtigte die signifikante Erhohung der Anzahl der YopB-positiven Bakterien durch die
Uberexpression von aktivem Racl in Hela-Zellen. Der Anteil der YopB-positiven Bakterien bezogen
auf alle Zell-assoziierten Bakterien konnte um das 15-fache gesteigert werden (30%, Abbildung

5-7B).
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Abbildung 5-7 Konstitutiv aktives Racl steigert die Anzahl der Translokator-bildenden Bakterien. Mit dem
myc-Rac1Q61L-Expressionsvektor oder Leervektor (Kontrolle) transfizierte HelLa-Zellen wurden mit WA-314
fir eine Stunde infiziert (MOI 50), fixiert, permeabilisiert und mit YopB-Antikérpern immungefarbt. (A)
Reprasentatives Bild einer Racl-Uberexprimierenden Zelle in der Infektion mit Wildtyp-Yersinien. Die YopB-
positiven Bakterien (griin) sind ausschlieBlich auf der transfizierten Zelle zu finden. Die aktive Rac1-Expression
wurde durch eine myc-Antikorper-Farbung (rot) visualisiert. Zellkerne und bakterielle DNA wurden mit DAPI
angefarbt (weiB). Die gestrichelte Linie zeigt die Zellbegrenzung der Racl-exprimierenden Hela-Zelle.
MaRstab: 5 um. (B) Quantifizierung der YopB-positiven Bakterien. Der Anteil der YopB-positiven Bakterien
von allen Zell-assoziierten Bakterien wurde fiir n=3423 WA-314 Bakterien auf kontroll-transfizierten Zellen
und n=7882 WA-314 Bakterien auf myc-Rac1Q61L-transfizierten Zellen quantifiziert. Das Balkendiagramm
zeigt die Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 unabhangigen Versuchen. Die Daten sind Teil der
Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen unter Bedingungen der Hypertranslokation
(Infektion mit YopE-Effektormutante/Uberexpression von aktivem Racl in Hela-Zellen) deuten auf
eine Erhéhung der Anzahl der Translokon-bildenden Bakterien pro Wirtszelle hin. Eine Aussage zur
zusatzlich moglichen vermehrten Porenbildung pro Bakterium konnte anhand von konfokaler
Mikroskopie und biochemischen Immunblot-Analysen nicht getroffen werden. Zur Beantwortung
dieser Frage wurde die hochaufldsende STED-Mikroskopie verwendet. Die Ergebnisse sind

nachfolgend aufgefihrt (siehe 5.4.2).

5.4.1 DieYopE-Deletionsmutante WA-314AyopE hat keinen Einfluss auf die Ausbildung des

Translokons in Makrophagen

Der Anteil YopB-positiver Wildtyp-Bakterien unterschied sich deutlich zwischen infizierten
Hela-Zellen und Makrophagen (5.3). In Makrophagen konnte ein signifikant héherer Anteil
Translokon-bildender Bakterien im Vergleich zu HelLa-Zellen beobachtet werden (5.3). Bei Infektion
von Hela-Zellen mit einer WA-314-Mutante, die eine Deletion des GTPase-aktivierenden Proteins
YopE aufwies, konnte ein dhnlich hoher Anteil YopB-positiver Bakterien wie bei der Infektion von
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Makrophagen detektiert werden (5.4). Als nachstes galt es daher zu untersuchen, ob der in
Hela-Zellen beobachtete Effekt der gesteigerten Anzahl der Translokator-positiven Bakterien bei
Infektion mit der YopE-Effektormutante auch in den physiologisch-relevanteren Makrophagen zu
finden ist.

40 -
& WA-314

T = WA-314AYopE
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20+
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Abbildung 5-8 Die Deletion des Effektorproteins YopE in Yersinien hat keinen Einfluss auf den Anteil der
YopB-positiven Bakterien bei der Makrophageninfektion. Makrophagen wurden mit den Yersinia-Stammen
WA-314 und WA-314AyopE Uber einen Zeitraum von 60 Minuten infiziert (MOI 10), fixiert, permeabilisiert
und mit anti-YopB-Antikdrpern immungefarbt. Alle Zell-assoziierten Bakterien wurden auf YopB-Positivitat
Uberprift. Dargestellt ist der Anteil der YopB-positiven Bakterien von allen Zell-assoziierten Bakterien. Hierzu
wurden n = 3047 WA-314 in drei unabhdngigen Experimenten und n = 1822 WA-314AyopE aus zwei
unabhédngigen Experimenten ausgewertet. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils
10 analysierten Makrophagen pro Zeitpunkt und Donor. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al.
2018.

Primare Makrophagen wurden mit den Yersinia-Stammen WA-314 und WA-314AyopE infiziert,
fixiert, permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikérpern immungefarbt. Der Anteil YopB-positiver
Bakterien in der Infektion mit WA-314AyopE unterschied sich nicht signifikant vom Wildtyp
(Abbildung 5-8). Der Effekt der gesteigerten Porenbildung durch die Deletion des Effektors YopE in

Yersinia konnte in Makrophagen nicht beobachtet werden.

5.4.2 STED-Mikroskopie zeigt unterschiedliche Anzahl von Translokons pro Bakterium

Yersinia-infizierte HelLa-Zellen zeigten in Immunfluoreszenzfarbungen und Western Blot-Analysen
jeweils unter Verwendung eines YopB-spezifischen Antikorpers eine erhoéhte Fraktion
YopB-positiver Bakterien unter Bedingungen der Hypertranslokation (5.4). Konfokale Aufnahmen

der Translokatorproteine beantworteten jedoch nicht die Frage, ob die gesteigerte Anzahl
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YopB-positiver Bakterien mit einer vermehrten Porenbildung einhergeht (5.4). Mit einer Auflésung
von ~200 nm in der konfokalen Mikroskopie, war es nicht moglich die im AuBendurchmesser
vermutlich 13 nm groRRen Translokationsporen aufzulésen (Park et al. 2018). Wie aus Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe bekannt, l3dsst sich mithilfe der STED-Mikroskopie ein konfokaler
YopB-Fluoreszenzfleck in durchschnittlich drei STED-Fluoreszenzpunkte auflésen, die
moglicherweise Translokationsporen reprasentieren (Huschka 2017; Nauth et al. 2018). Fir eine
detaillierte Untersuchung der Porenproteine unter verschiedenen Infektionsbedingungen wurde

daher die STED-Mikroskopie angewandt.

Hela-Zellen und primare humane Makrophagen wurden mit WA-314 und WA-314AyopE Bakterien
infiziert. Die Infektionen erfolgten unter den zuvor beschriebenen Bedingungen. Hela-Zellen
wurden flr eine Dauer von 60 Minuten und Makrophagen fiir eine Dauer von 20 Minuten mit
Yersinien infiziert. Die Proben wurden fixiert, permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikopern, gefolgt
von STED-kompatiblen Sekundarantikdrpern, immungefarbt (siehe Methoden). Die Aufnahmen
erfolgten im 2D-STED-Modus, sowie im 3D-STED-Modus zur Quantifizierung der
Fluoreszenzpunkte. Besonders bei der Infektion von Makrophagen konnten konfokale
YopB-Fluoreszenzflecke zum Teil kaum als Einzelpunkte unterschieden werden (Abbildung 5-9). Erst
die Anwendung der STED-Mikroskopie ermoglichte die Auflésung der YopB- und YopD-Signale in
einzelne punktférmige Signale (Abbildung 5-9A). Bei Infektion mit Wildtyp-Yersinien konnte ein
signifikanter, 1,5-facher Unterschied von durchschnittlich 18 Fluoreszenzpunkten pro Bakterium
auf Hela-Zellen und rund 30 Fluoreszenzpunkte pro Bakterium auf Makrophagen detektiert werden
(Abbildung 5-9B, P < 0,05). Die im Vergleich zu Hela-Zellen deutlich héhere Dichte an mittels
STED-Mikroskopie aufgeldsten punktférmigen Translokator-Signalen ist vermutlich die Ursache fur
die in der konfokalen Auflosung teils konfluierenden, fleckformigen YopB/D Signale bei der
Infektion von Makrophagen (Abbildung 5-4A, Abbildung 5-9A). Bei Infektion mit der
YopE-Effektormutante konnte in Hela-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Yersinien eine signifikant
hohere Anzahl an mittels STED-Mikroskopie aufgeflosten YopB-Fluoreszenzpunkten pro

WA-314AyopE Bakterium detektiert werden (Abbildung 5-9B, *P < 0,05).
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Abbildung 5-9 STED-Mikroskopie zeigt Unterschiede in der Anzahl der Fluoreszenzpunkte pro Bakterium
abhangig von den Wirtszellen und dem infizierenden Yersinienstamm. Hela-Zellen wurden fiir 60 Minuten
im Verhéltnis 100:1 und primare humane Makrophagen wurden fiir 20 Minuten im Verhéltnis 20:1 jeweils
mit den Yersinia-Stammen WA-314 und WA-314AyopE infiziert. Die infizierten Zellen wurden fixiert,
permeabilisiert und immungefarbt mit anti-YopB- oder anti-YopD-Antikérpern und STED-geeigneten
Sekundarantikorpern (AbberiorStarRed oder Abberior635P). Die Aufnahmen erfolgten im 2D- und 3D-STED-
Modus. (A) reprasentative konfokale und 2D-STED-Bilder von fiir YopB und YopD immungefarbten Yersinien
in der Makrophagen-Infektion. (B) Die Anzahl der Fluoreszenzpunkte pro Bakterium wurde mithilfe der
Software Imaris bestimmt (siehe Methoden). Durchschnittliche Werte *+ Standardabweichung sind im
Balkendiagramm dargestellt. Datenpunkte in der Hela-Infektion, n = Anzahl der quantifizierten Bakterien: n
=20 WA-314, n = 27 WA-314AyopE; Datenpunkte in der Makrophagen-Infektion: n = 55 WA-314 und n =7
WA-314AyopE. Die Daten wurden in 1-3 unabhéngigen Experimenten erfasst. Die Datenpunkte der WA-314
infizierten Hela-Zellen wurden von F. Huschka erhoben (Huschka 2017). Die Auswertung der
normalverteilten Datenpunkte erfolgte mit einem zweiseitigen t-Test. *P < 0.05. Die Daten sind Teil der
Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass bakterielle sowie zelluldare Faktoren die Anzahl der
YopB/D-Fluoreszenzpunkte pro Bakterienzelle beeinflussen. Besonders hervorzuheben ist, dass die
Zahl der Signale pro Bakterium stark durch den Wirtszelltyp beeinflusst wurde. Der Verlust des
bakteriellen Effektors YopE beeinflusste die Zahl der YopB/D-Fluoreszenzpunkte pro Bakterium nur

bei der Infektion von Hela-Zellen positiv, nicht jedoch bei der Infektion von Makrophagen.

5.4.3 Translokons zeigen gruppierte Anordnung wahrend der Wirtszellinfektion

Kiarzlich konnte in Sekretionsexperimenten fiir Y. enterocolitica die Ausbildung von gruppierten
Injektisomen beobachtet werden. Bei Aktivierung des T3SS durch Calcium-Depletion bildeten sich
neue Injektisome in den regelmaRig auf der Bakterienoberflache verteilten Injektisom-Gruppen
und nicht an neuen Positionen (Kudryashev et al. 2015). Da unklar ist, inwieweit die durch
Calcium-Depletion kiinstlich induzierte Sekretion von T3SS-Komponenten die physiologischen
Bedingungen einer Wirtszellinfektion wiedergibt, wird in dieser Arbeit die raumliche Anordnung

der STED-aufgeldsten YopB/D-Fluoreszenzpunkte wahrend der Zellinfektion naher analysiert. Ziel
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dieser Analyse war es, die Verteilung von YopB-Fluoreszenzpunkten hinsichtlich ihrer raumlichen
Anordnung und auf mogliche Gruppierungen zu untersuchen. Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe
zeigten bereits, dass mithilfe hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie einzelne konfokale
YopB-Fluoreszenzflecken in durchschnittlich drei Fluoreszenzpunkte aufgeldst werden kénnen, was

auf eine enge Gruppierung der Translokons hindeutete (Huschka 2017; Nauth et al. 2018).

Zur Untersuchung der YopB-Verteilung auf der Bakterienoberfliche unter Bedingungen der
Wirtszellinfektion, wurden Hela-Zellen mit Wildtyp-Yersinien infiziert. Zur einfacheren Detektion
von YopB-positiven Bakterien wurden die HelLa-Zellen mit dem eukaryotischen Expressionsvektor
myc-Rac1Q61L transfiziert, was zu einer Uberexpression von aktivem Racl und einem gréReren
Anteil YopB-positiver Bakterien fiihrte (5.4, Abbildung 5-7). Nach einstlindiger Infektion wurden die
Proben fixiert und mit anti-YopB-Antikérpern und STED-kompatiblen Sekundarantikorpern
immungefarbt. Einzelne YopB-positive Bakterien wurden im 3D-STED-Modus aufgenommen und

analysiert.

Mit einer Auflésung von etwa 80 nm in der lateralen und etwa 100 nm in der axialen Ebene war
eine umfassende Analyse der Verteilung und Anordnung der punktférmigen YopB-Signale auf der
Bakterienoberflaiche moglich (Aufnahmen im 80%igen 3D-STED-Modus). Hierzu wurden die
Fluoreszenzpunkte aus 3D-Aufnahmen einzelner Bakterien hinsichtlich ihrer durchschnittlichen
Grole und Lage zueinander untersucht. Eine Auswertung mit dem Bildverarbeitungsprogramm
Imaris ermdglichte eine Detektion und Segmentierung einzelner Fluoreszenzpunkte (Abbildung
5-10A, Segmentierung in einzelne Spharen (griin); Methoden). Die hierbei gewonnenen
Informationen zu deren Position und Volumen konnten mittels eines Matlab-Skripts ausgewertet
werden (Methoden). Der ermittelte, durchschnittliche Durchmesser eines Fluoreszenzpunktes von
100 nm definierte sich durch die Halbwertsbreite seines Fluoreszenzprofils (FWHM, Full Width at

Half Maximum, Halbwertsbreite, Auflésung ~100 nm).

Eine Analyse von 64 Fluoreszenzpunkten (in drei unterschiedlichen Bakterien) zeigte, dass sich diese
in Gruppen von durchschnittlich 2,8 + 1 Fluoreszenzpunkte anordnen. Innerhalb einer Gruppe
liegen einzelne Fluoreszenzpunkte 127 nm = 42 nm voneinander entfernt. Die individuellen
Gruppen verteilen sich mit einer minimalen Distanz von durchschnittlich 713 nm + 121 nm auf der
Bakterienoberflache. Exemplarisch sind hier ein YopB-positives Bakterium und dessen schrittweise
Gruppenanalyse dargestellt (Abbildung 5-10). Abbildung 5-10A zeigt die totale Projektion im
konfokalen und im 3D-STED-Modus und verdeutlicht die flecken- bzw. punktférmige
Oberflachenverteilung von YopB wiahrend der Zellinfektion (Abbildung 5-10A). Die 4-fache

VergrofRerung eines konfokalen Fluoreszenzfleckes und der zugehorigen 3D-STED-Aufnahme
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illustrieren die in der Arbeitsgruppe beobachtete, verbesserte Auflosung der konfokal aufgeldsten

YopB-Signale durch die STED-Mikroskopie (Abbildung 5-10A, (Nauth et al. 2018)).

Abbildung 5-10B zeigt schrittweise die Detektion der einzelnen YopB-Fluoreszenzpunkte (weiR,
links), die mithilfe der Imaris Software als einzelne Spharen/Volumen (griin) definiert wurden. Die
Fluoreszenzpunkte bzw. Volumen wurden anhand der Ergebnisse der Imaris- und Matlab-Analysen
Gruppen zugeordnet, welche in den nachfolgenden Abbildungen farblich markiert sind. Die Analyse
identifizierte all die Fluoreszenzpunkte als gruppenzugehdrig, die eine Distanz definiert als die
Summe zweier Fluoreszenzpunkt-Radien nicht (berschritten (Methoden). Die daraus
resultierenden Gruppen sind zur besseren Veranschaulichung in Abbildung 5-10C in verschiedenen
Farben in vier Winkeln visualisiert (Abbildung 5-10B und C). Fluoreszenzpunkte, die keiner Gruppe
zugeordnet werden konnten, erscheinen nicht in der Gruppen-Darstellung und bleiben deshalb
grin dargestellt (Abbildung 5-10C, griin in B). Die in der VergréRerung (Abbildung 5-10A) gezeigten
Fluoreszenzpunkte entsprechen in der Darstellung der blauen Gruppe (Abbildung 5-10C,

gestrichelter Kasten im linken Bild).
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konfokal 3D-STED

3D-STED

YopB

Abbildung 5-10 YopB-Fluoreszenzsignale, die mittels STED-Mikroskopie aufgenommen wurden, zeigen
Gruppenbildung auf der Bakterienoberfliche wahrend der Zellinfektion. Myc-Rac1Q61L-
Uberexprimierende Hela-Zellen (+myc-Rac1Q61L) wurden mit WA-314 fir 60 Minuten infiziert (MOI 50),
fixiert und mit anti-YopB-Antikdrpern und dem STED-geeigneten Sekundarantikdrper Abberior635P
immungefarbt. Die Aufnahmen erfolgten im 80%igen 3D-STED-Modus und einzelne Bakterien wurden
hinsichtlich ihrer Fluoresenzverteilung untersucht. (A) Konfokale und 3D-STED-Aufnahme eines YopB-
positiven Bakteriums. MaRstab: 1 um. Kasten zeigt eine 4-fache VergroRerung der Fluoreszenzpunkte.
MaRstab: 100 nm. (B) Fluoreszenzpunkte (weill) wurden mithilfe der Imaris Software identifiziert und als
einzelne Volumen (griin) markiert. Die Gruppen-Analyse identifizierte alle die Fluoreszenzpunkte, die eine
Distanz definiert als die Summe zweier Radien nicht Gberschritten. Gruppierte Fluoreszenzpunkte sind jeweils
einer Farbe zugeordnet und wurden in das 3D-STED-Bild zuriick projiziert. Gezeigt sind alle identifizierten
Fluoreszenzpunkte in griin und alle definierten Gruppen des WA-314 Bakteriums aus (A) in verschiedenen
Farben. (C) Darstellung der Gruppen in verschiedenen Winkeln. Die blaue Gruppe (angezeigt durch
gestrichelten Kasten) entspricht den Fluoreszenzpunkten in der VergroRerung in (A). MalRstabe: 1um. Die
Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Durch Anwendung der STED-Mikroskopie und Software-gestiitzten Gruppenanalyse konnte die
Verteilung des Porenproteins YopB auf der Bakterienoberflache in der Interaktion mit Zellen naher
beschrieben werden. Die vorliegenden Daten zeigen eine regelmaRige Organisation des

Translokators und damit der Translokons bei der Wirtszellinfektion.
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5.5 Visualisierung des assemblierten Typ-llI-Sekretionssystems bei der

Wirtszellinfektion mittels Fluoreszenzmikroskopie

In Immunfluoreszenzfarbungen der Translokatoren YopB und YopD wahrend der Wirtszellinfektion
konnte stets eine bakterien-assoziierte Lokalisation der Proteine beobachtet werden (siehe 5.3).
Ko-Farbungen von YopB und LcrV zeigten eine Assoziation des Porenproteins mit der am distalen
Ende der Nadel befindlichen LcrV-Plattform (4.2, Abbildung 4-2). Die Relevanz des hydrophilen
Translokators LcrV in der Ausbildung des Translokons konnte mithilfe von Infektionsversuchen mit
der LcrV-Deletionsmutante (E40AlcrV) gezeigt werden. In der Literatur sind gegenwartig zwei
Translokations-Modelle bekannt, die Aufbau und Beschaffenheit des Injektisoms beschreiben
(Dewoody et al. 2013b). Die vorliegenden Ergebnisse sind mit dem Ein-Schritt-Modell vereinbar, bei
dem das Translokon am distalen Ende der Nadel auf der LcrV-Plattform sitzt und einen
kontinuierlichen Kanal zwischen Bakterium und Zelle bildet (Dewoody et al. 2013b). Das
Vorkommen freier Poren, d. h. ohne Verbindung zur LcrV-Plattform und zum Injektisom, wie im
vorgeschlagenen Zwei-Schritt-Modell, konnte aus den vorliegenden Ergebnissen nicht abgeleitet,

aber auch nicht ausgeschlossen werden (Akopyan et al. 2011; Edgren et al. 2012).

Zur weiteren Untersuchung der rdumlichen Anordnung des Porenkomplexes in Bezug auf den
Nadelkomplex des T3SS (Injektisom ohne Translokon) von Y. enterocolitica wahrend der
Zellinfektion, wurde die hochauflésende Structured Illumination-Mikroskopie verwendet. Auf
Grundlage der hierzu bereits durchgefiihrten Vorversuche aus der Arbeitsgruppe (Huschka 2017)
wurden im Rahmen dieser Arbeit groBere Datensadtze gesammelt. Um eine weitere Komponente
des Injektisoms darzustellen wurde ein Yersinia-Stamm verwendet, der das Fluoreszenz-markierte
Basalkérperprotein GFP-YscD exprimiert (Abbildung 5-11). HelLa-Zellen wurden mit Y. enterocolitica
E40 GFP-YscD (Tabelle 7-14) fur eine Stunde infiziert, fixiert, permeabilisiert und anschliefRend mit
anti-YopB- oder anti-YopD-Antikérpern immungefarbt. Mit SIM war eine gleichzeitige
Visualisierung von GFP-markiertem YscD und immunfluoreszenzgefarbtem Translokatoren moglich.
Starke Photobleichung des zudem schwachen GFP-Signals machte die Anwendung der STED-
Technologie fiur diese Analyse undurchfiihrbar (Methoden). Nachfolgend wurden alle
SIM-Aufnahmen mit einer alternativen Methode ausgewertet (7.2.6.1). Die im Rahmen dieser
Arbeit verbesserte Methode zur Datengewinnung und -auswertung bertlicksichtigte ausschliel3lich
hochaufgeldste Fluoreszenzpunkte einzelner Ebenen, welche ein detailliertes Bild der Distanzen

zwischen Basalkorper und Pore lieferten (Methoden).
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Abbildung 5-11 Die Translokatorproteine YopB und YopD befinden sich reproduzierbar in raumlicher Ndhe
zum Basalkorperprotein YscD. E40 GFP-YscD infizierte Hela-Zellen wurden mit anti-YopB- oder anti-YopD-
Antikdrpern immungefarbt (Alexa-568). (A) Reprasentative SIM-Aufnahmen zeigen GFP-YscD-Fluoreszenz
und YopB/D-Immunfluoreszenz mit projizierten Koordinatenpunkten der in der Bildanalyse detektierten
einzelnen Fluoreszenzpunkte. Distanzen zwischen YopB/YopD und GFP-YscD wurden anhand einer Nearest-
Neighbor-Analyse festgestellt und alle Paare aus YopB/YopD und GFP-YscD mit einer maximalen Distanz von
200 nm sind exemplarisch fir zwei Bakterien dargestellt. MaRstab: 1um. (B) Das Histogramm zeigt alle
ausgewerteten 424 Paare mit Distanzen von maximal 200 nm. Eine Distanz von YopB/D zu GFP-YscD von 90
bis 100 nm konnte am Haufigsten beobachtet werden. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al.
2018.
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Abbildung 5-11A zeigt exemplarisch eine einzelne z-Ebene eines YopB- bzw. YopD-immungefarbten
Bakteriums des Stamms E40 GFP-YscD wahrend der Wirtszellinfektion. Einzelne Fluoreszenzpunkte
konnten fir YopB oder YopD (rot) und GFP-YscD (griin) detektiert werden und wurden mithilfe des
Imagel Plug-Ins TrackMate anhand von Fluoreszenzintensitat und PunktgrofRe (0,3 um) identifiziert
(7.2.6.1). In der Uberlagerung der beiden Kanile ist die rdumliche Anordnung von
Basalkoérperprotein  und Pore zu erkennen (Abbildung 5-11A). Mithilfe einer
Nearest-Neighbor-Analyse (7.2.6.1) konnten die vorab lokalisierten Fluoreszenzpunkte fir
Basalkérper und Translokatoren zueinander in Bezug gesetzt werden und es zeigte sich ein
wiederkehrender Abstand zwischen YopB oder YopD und GFP-YscD von 90-110 nm (Abbildung
5-11B). Um einzelne Bakterien zu betrachten und umliegenden Signale (von anderen Bakterien
stammend oder unspezifisch) auszuschlieBen, wurde eine maximale Distanz von 200 nm fiir die
YopB/D - GFP-YscD - Paare gewihlt. Die aus der Imagel-Analyse resultierenden Koordinatenpunkte
fiir YopB und GFP-YscD, die in einer maximalen Entfernung von 200 nm zueinander lagen, wurden
hier beispielhaft in die Fluoreszenzbilder projiziert (weiRe Punkte in den Fluoreszenzbildern,
Abbildung 5-11A). Die gefilterten YopB/D — GFP-YscD - Paare, der hier gezeigten Bakterien, sind in
Abbildung 5-11A rechts als farbige Koordinatenpuntke dargestellt (YopB/D: rot, GFP-YscD: griin).
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Der mittlere Abstand, ermittelt aus 424 YopB/D — GFP-YscD - Paaren in vier unabhingigen

Experimenten, lag bei 109 nm + 4 nm.

Um das vermutete Injektisom mit angeschlossener Pore weiter zu untersuchen wurde unter
gleichen experimentellen Bedingungen eine Ko-Immunfarbung gegen das Nadelprotein YscF und
das Porenprotein YopB durchgefiihrt. Es zeigte sich eine Farbung aller Komponenten auf der
Bakterienoberflache, wobei Basalkorper, Nadel und Pore raumlich voneinander getrennt zu sehen

waren (Abbildung 5-12).

Abbildung 5-12 Gleichzeitige Visualisierung der Injektisomkomponenten Basalkérper, Nadel und
Translokationspore. Hela-Zellen wurden mit E40 GFP-YscD Bakterien infiziert, nach einer Stunde fixiert,
permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikérpern (Alexa-568) und anti-YscF-Antikérpern immungefarbt (Alexa-
633). Reprasentative SIM-Aufnahmen der Doppel-Immunfarbung zeigen gleichzeitig drei Komponenten des
T3SSs. Die gestrichelte Linie begrenzt den Bakterienumfang. In der VergréBerung ist die raumliche Anordnung
von Basalkorperprotein GFP-YscD, Nadelprotein YscF und Porenprotein YopB zu erkennen. MaRstabe: 100
nm. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Die gleichzeitige Visualisierung der Injektisomkomponenten Basalkérper, Nadel und
Translokationspore unterstitzt die Ergebnisse der Nearest-Neighbor-Analyse und das Vorkommen
des durchgehenden Kanals zwischen Bakterium und Zelle. Die Ergebnisse bekraftigen das
Ein-Schritt-Model als Translokationsmechanismus in Y. enterocolitica, schlieRen das gleichzeitige

Vorkommen des Zwei-Schritt-Modells jedoch nicht aus.

5.6 Immungold-Elektronenmikroskopie zeigt assembliertes

Typ-llI-Sekretionssystem im subzellularen Kontext

Nach erfolgreicher Visualisierung des assemblierten Injektioms und Translokons mit
hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie (5.5), zielte die nachste Frage auf die genauere
Lokalisation des Injektisoms mit distal angeschlossenem Translokon im Kontext der Zellinfektion.
Immungold-Elektronenmikroskopie ermoglicht die Darstellung kleinster Strukturen in hoher
Auflosung im zelluldren Kontext der Wirtszellinfektion (Griffiths 1993; Koster und Klumperman
2003). Die Methode erlaubt die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Proteine in ihrem nativen,

zelluldren Kontext (Slot und Geuze 2007). Zur Untersuchung des Injektisoms und Translokons im
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zelluldren Kontext wurden Kryoschnitte (Y60 nm Dicke) von aktivem Racl-liberexprimierenden
(Transfektion von myc-Rac1Q61L) und Y. enterocolitica EA0 GFP-YscD infizierten Hela-Zellen
hergestellt (7.2.7). Mithilfe von Immungoldmarkierungen konnten das Basalkdrperprotein GFP-
YscD und das Porenprotein YopD gleichzeitig auf einem Schnitt angefarbt und auf ihre subzelluldre
Lokalisation untersucht werden (7.2.7.1). Zur gleichzeitigen Betrachtung der beiden Komponenten
wurden Goldpartikel unterschiedlicher GrofRe (Protein-A-Gold: 10 nm und 15 nm) verwendet. Um
die Spezifitat der Immungoldfarbung und schlieRlich die Verteilung und rdumliche Anordnung von
YopD und GFP-YscD zueinander zu untersuchen, wurden transmissionselektronenmikroskopische
(TEM)-Aufnahmen angefertigt und ausgewertet (7.2.7). Zur Auswertung wurden zunéachst die in
Abbildung 5-13A gezeigten Kompartimente definiert: bakterielles Zytoplasma (gelb), innere (IM)
und duRere (AM) Membran mit dazwischen liegenden Periplasma und die Wirtszellen auRerhalb
der Bakterien mit der Unterteilung in den Injektisom-Bereich (griin) und die daran angrenzende
Zelle (grau, Abbildung 5-13A, 7.2.7.1). Alle Goldpartikel wurden gezdhlt und einem der
Kompartimente zugeordnet. Mithilfe von Kontingenztabellen und Chi-Quadrat-Tests wurde die
Verteilung der Goldpartikel statistisch analysiert und bewertet (siehe Tabelle 5-1, Tabelle 5-2 und
Tabelle 5-3, nach Griffiths und Hoppeler 1986; Mayhew et al. 2002). Die Spezifitdt der
Immungoldmarkierung und die Verteilung der Goldpartikel auf die Kompartimente wurden mit je
10 nm grolRen Goldpartikeln geprift. Ultradiinne Schnitte des gleichen Infektionsexperimentes
wurden nur mit Sekundarantikdrper und Protein-A-Gold behandelt, um eine unspezifische Bindung
der Goldpartikel auszuschlieBen. In insgesamt 23 zuféllig ausgewahlten TEM-Aufnahmen konnten

lediglich zwei zellgebundene Goldpartikel beobachtet werden.
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Abbildung 5-13 Auswertung der Immungold-Elektronenmikroskopie-Aufnahmen von assemblierten T3SS
bei der Zellinfektion. (A) Schema zur Auswertung der Immungold-Elektronenmikroskopischen Aufnahmen.
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen wurden zur Analyse der Verteilung der Goldpartikel in
die Kompartimente bakterielles Zytoplasma (gelb), innere und &uRere Membran mit Periplasma,
Injektisombereich (grin) und angrenzende Hela-Wirtszelle (grau) unterteilt. Die Kompartimente sind
beispielhaft in einer TEM-Aufnahme farblich gekennzeichnet. (B) Das Porenprotein YopD zeigt eine
Anreicherung im Injektisom-Bereich. Zur Veranschaulichung der Verteilung der mit Goldpartikeln markierten
Proteine YopD und GFP-YscD wurden die relativen Labelling Indizes (RLI) beider Proteine fiir die zuvor
bestimmten Kompartimente berechnet (Methoden, Tabellen). Der RLI fir YopD wurde fir den Injekisom-
Bereich und die angrenzende Wirtszelle anhand von n=80 Goldpartikeln bestimmt. (C) Das
Basalkorperprotein GFP-YscD zeigt eine Anreicherung im Bereich der inneren und duBeren Membran der
Bakterien. Die RLI fir GFP-YscD wurden fiir die Kompartimente bakterielles Zytoplasma und Periplasma und
den extrabakteriellen Bereich der Wirtszelle berechnet. Hierzu wurden n=580 Goldpartikel hinsichtlich ihrer
Lokalisation ausgewertet. Die Verteilung der Goldpartikel wurde mittels Kontingenztabellen und Chi-
Quadrat-Tests wie in (Griffiths und Hoppeler 1986; Mayhew et al. 2002) beschrieben statistisch analysiert. *p
< 0.00001 (siehe Tabelle 5-1, Tabelle 5-2 und Tabelle 5-3). Die Daten sind Teil der Ver&ffentlichung Nauth et
al. 2018.

Die Spezifitat von GFP-YscD wurde in 41 TEM-Aufnahmen aus zwei unabhdngigen Experimenten
untersucht und zeigte eine Verteilung der Goldpartikel, die sich signifikant von einer zufalligen
Verteilung unterschied (Tabelle 5-1, n = 580 Goldpartikel). Um die bakterielle Zellwand (Periplasma
zwischen innerer und &duBerer Membran) mit den Gbrigen Volumen-einnehmenden

Kompartimenten zu vergleichen, wurde eine Akzeptanzzone um das Periplasma bestimmt (siehe
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7.2.7.1, nach Mayhew und Lucocq 2008). Das Basalkorperprotein GFP-YscD zeigte eine spezifische
Anreicherung im Periplasma (RLI: 4,44) sowie im bakteriellen Zytoplasma (RLI: 2.38, Tabelle 5-1,
Abbildung 5-13B). Die beobachtete Golddichte Gberstieg die erwartete signifikant im bakteriellen
Zytoplasma und im Periplasma. AuBerhalb der Bakterien konnten durchschnittlich nur 0,5
Goldpartikel pro pm? (RLI: 0,52) detektiert werden. Diese niedrige Gold-Dichte unterscheidet sich

deutlich von einer rein zufélligen Verteilung (Tabelle 5-1, Abbildung 5-13B).

Tabelle 5-1 Verteilung von GFP-YscD in der Immungold-Elektronenmikroskopie.

Labelling Relativer

beobachtete beobachtete erwartete Dichte Labelli Partieller
Kompartiment  Goldpartikel Punkte Goldpartikel abelling Chi-
(n,) (P) (n) (gold/ Index Quadrat
° e um?) (RLI)

bakterielles 222 331 93.34 2.32 238  177.34°
Zytoplasma

Periplasma 121 96.73 27.28 4.33 4.44°¢ 322.03¢

Wirtszelle 237 1629 459.38 0.50 0.52¢ 107.65¢

Total 580 2056.73 580 0.97 1.0° 607.01°

Kryoschnitte von E40 GFP-YscD infizierten Hela-Zellen wurden mit anti-GFP-Biotin Antikdrpern
immungefarbt, gefolgt von anti-Biotin Antikdrpern und 10 nm groRen Protein-A-Goldpartikeln. 41 TEM-
Aufnahmen (30 000-fache VergréRerung) aus zwei unabhdngigen Experimenten wurden anhand der
Goldverteilung auf die zuvor definierten Kompartimente analysiert. Freiheitsgrade (FG)=2

2 Verteilung der Goldpartikel unterscheidet sich signifikant von einer zufalligen Verteilung (P < 0.00001)
®Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant erh&ht (P < 0.0001)
¢ Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant erhéht (P < 0.0001)

4 Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant kleiner (P < 0.0001)

Die Spezifitdt der Farbung von YopD wurde an 36 TEM-Aufnahmen in zwei unabhdngigen
Experimenten geprift (Tabelle 5-2, n = 252 Goldpartikel). YopD zeigte eine signifikante
Anreicherung in den Bakterien mit einer Golddichte von 3,3 Goldpartikeln pro um? Bakterienfliche
(RLI: 2,73, Tabelle 5-2). AuRerhalb der Bakterien konnten nur eine geringe Anzahl von Goldpartikeln
detektiert werden (RLI: 0,42, Tabelle 5-2).
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Tabelle 5-2 Verteilung von YopD in der Immungold-Elektronenmikroskopie.

beobachtete beobachtete erwartete Labelling- f:l:laaetlll‘il:r Partieller
Kompartiment Goldpartikel Punkte Goldpartikel  Dichte Indexg Chi-
2
(n,) (P) () (gold/um’) o Quadrat
bakterielles

Zytoplasma 172 425 63 3.30 273" 18859
Wirtszelle 80 1275 189 0.51 0.42° 62.86°
Total 252 1700 252 1.21 1.0° 251.45°

Kryoschnitte von E40 GFP-YscD infizierten Hela-Zellen wurden mit anti-YopD-Antikorpern immungeféarbt,
gefolgt von 10 nm groRen Protein-A-Goldpartikeln, sowie mit anti-GFP-Biotin Antikdrpern, gefolgt von anti-
Biotin Antikérpern und 15 nm groRRen Protein-A-Goldpartikeln. 36 dual-markierte TEM-Aufnahmen (30 000-
fache VergroRerung) aus zwei unabhangigen Experimenten wurden anhand der Verteilung und Lokalisation
von 10 nm-Goldpartikel-markiertem YopD auf die zuvor definierten Kompartimente analysiert. FG=1

2 Verteilung der Goldpartikel unterscheidet sich signifikant von einer zufélligen Verteilung (P < 0.00001)
®Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant erh&ht (P < 0.0001)

¢ Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant kleiner (P < 0.0001)

Zur genaueren Analyse der Verteilung von YopD wahrend der Interaktion mit der Wirtszelle, unter
Einbeziehung der erwarteten Lokalisation an der Spitze des Injektisoms, wurde ein Bereich in
unmittelbarer Nahe um die Bakterien definiert. Ausgehend von den in der Literatur bekannten
KenngroRRen fiir Nadel (60 nm nach Journet et al. 2003), LcrV-Plattform (8 nm nach Mueller et al.
2005) und Antikorper-Protein-A-Gold-Komplexen (20 nm nach Mayhew und Lucocq 2008), wurde
ein Injektsom-Bereich im Umkreis von 90 nm um die Bakterienoberflache definiert (griin im Schema
Abbildung 5-13A). Hierzu wurden alle Goldpartikel auf der Wirtszelle (auBerhalb der Bakterienzelle
liegend) quantifiziert und abhangig von ihrer subzelluldren Lokalisation dem Injektisom-Bereich
(griin im Schema Abbildung 5-13) oder der angrenzenden Hela-Zellen (grau im Schema Abbildung
5-13) zugeordnet. Die Goldverteilung zeigte eine signifikante Anreicherung im direkten Umkreis um
die Bakterien (RLI: 2,16) im Vergleich zur angrenzenden Wirtszelle (RLI: 0,79; Abbildung 5-13B,
Tabelle 5-3, n = 80 Goldpartikel). Der Translokator YopD konnte in Einzel- wie auch in

Doppelfarbungen wiederkehrend in nachster Nahe zu Wirtszellmembranen gefunden werden.
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Tabelle 5-3 Verteilung von YopD in der Wirtszelle.

. Relativer .
) beobachtete beobachtete erwarte_t € Lab_ellmg- Labelling Partu?ller
Kompartiment  Goldpartikel Punkte Goldpartikel Dichte Index Chi-
2
(n,) (P) (n,) (gold/um’) (g )y~ Quadrat
Injektisom- b b
Bereich 26 192 12.05 1.10 2.16 16.16
Wirtszelle 54 1083 67.95 0.41 0.79° 2.86°
Total 80 1275 80 0.51 1.0° 19.03°

Dual-markierte Kryoschnitte aus Tabelle 5-2 wurden auf die Verteilung von YopD auBerhalb der Bakterien
untersucht. FG=1

@ Verteilung der Goldpartikel unterscheidet sich signifikant von einer zufalligen Verteilung (P < 0.00001)
b Die Anzahl der Goldpartikel ist signifikant erhéht (P < 0.0001)

¢ nicht signifikant

Dual-Immungoldfarbungen von YopD (10 nm grofRe Goldpartikel) und GFP-YscD (15 nm grolRRe
Goldpartikel) bestatigten die gleichzeitige Prdsenz der Injektisom-Komponenten in nachster Nahe
zueinander wahrend der Wirtszellinfektion (Abbildung 5-14). Um zu definieren, ob sich ein
Porenprotein in nachster Nahe zu einem im Periplasma lokalisierten GFP-YscD befindet, wurde eine
maximale Distanz von ~140 nm festgesetzt. Zusatzlich zum vorab definierten Injektisom-Bereich
missen einerseits die Dicke der bakteriellen inneren und duReren Membran mit Periplasma (~30
nm nach Kudryashev et al. 2013), sowie die Reichweite der Antikdrper- und Protein-A-Gold-
Komplexe fiir das mit 15 nm-Goldpartikeln markierte GFP-YscD beriicksichtigt werden (~20 nm nach
Mayhew und Lucocq 2008). Das kombinierte Auftreten von GFP-YscD mit YopD im maximalen
Abstand von 140 nm zueinander konnte wiederholt beobachtet werden (Abbildung 5-14). Zudem
wurden die assemblierten Injektisome stets in einem membranumschlossenen Kompartiment
gefunden (Abbildung 5-14). Das Porenprotein YopD konnte in dieser Konfiguration in ndchster Ndhe

zur Plasmamembran der Zelle detektiert werden (Abbildung 5-14).
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Abbildung 5-14 Vermutlich vollstindig assemblierte Injektisome befinden sich in einem
membranumschlossenen Zellkompartiment. Hela-Zellen wurden mit einem myc-Rac1Q61L-Vektor
transfiziert und mit E40 GFP-YscD fur eine Stunde infiziert (MOl 50). Die Probenaufbereitung fiir die
nachfolgenden TEM wurde nach Tokuyashu durchgefihrt (Methoden). Immungoldfiarbungen, die
Anfertigung von Kryoschnitten und die Elektronenmikroskopie wurden von Dr. Michaela Schweizer der Core
Facility Morphologie und Elektronenmikroskopie am Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg
(ZMNH) durchgefiihrt. Zur gleichzeitigen Visualisierung von YopD und GFP-YscD wurden unterschiedlich
grofRe Goldpartikel zur Markierung verwendet (YopD: 10 nm, GFP-YscD: 15 nm). Informationen zur Methodik
der Immungoldfarbung in Methoden. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Die Darstellung vollstdndig assemblierter Injektisome (mit assoziierten Translokationsporen) im
zellularen Kontext bekraftigte einerseits die Existenz eines durchgangigen Kanals, was bereits durch
die hochaufgeldste Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden konnte (5.5). Des Weiteren gab die
elektronenmikroskopische Betrachtung der Yersinien Einblick in die Lokalisation der Bakterien in
der Zellinfektion. Die assemblierten T3SS konnten in membranumschlossenen Kompartimenten

detektiert werden.

5.7 Charakterisierung und Dynamik des zur Ausbildung des Translokons

notigen Wirtszellkompartiments

Die hier durchgefiihrten elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten eine scheinbar
intrazellulare, meist membranumschlossene Lokalisation der Translokon-bildenden Yersinien (5.6).
Kirzlich zeigten Sarantis und Kollegen mit einem avirulenten Yersinienstamm und bei Infektion von
Epithelzellen, dass es vor der vollstindigen Internalisierung der Bakterien zur Ausbildung einer
temporaren Pravakuole kommt (Sarantis et al. 2012). Diese Pravakuole kommuniziert mit dem
extrazelluldaren Milieu und bleibt fiir kleine Molekiile bis etwa 50 kDa zuganglich, jedoch besteht
eine Diffusionsbarriere fir groRere Molekiile wie Antikérper (ca. 150 kDa, Sarantis et al. 2012). Zur
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Darstellung und Beschreibung dieser Pravakuole wurden oberflichenmarkierte (biotinylierte)
Yersinien mit einem Fluoreszenz-konjugiertem Streptavidin (~53 kDa) detektiert (Sarantis et al.

2012).

Als nachster Schritt sollte das Membran-assoziierte Kompartiment, das die YopB/D-exprimierenden
Yersinien einschlief8t, naher charakterisiert werden. Um die Lokalisation, der in dieser Studie
untersuchten virulenten Yersinien des Wildtypstamms WA-314 - und insbesondere der Gruppe der
Translokon-bildenden Bakterien - genauer zu analysieren, wurden die Yersinien vor der Infektion
biotinyliert (sieche Methoden). Diese Oberflichenmarkierung konnte durch Zugabe von
Cy5-markiertem Streptavidin sichtbar gemacht werden (Abbildung 5-15A rot) und diente in
Kombination mit einer sequentiellen Immunfluoreszenzfarbung dem Zweck die Bakterien anhand
ihrer Zuganglichkeit durch unterschiedlich grofe Molekiile zu charakterisieren. Mit dem
oberflichenmarkierten Wildtypstamm WA-314 infizierte Hela-Zellen wurden nach einer
Infektionsdauer von 60 Minuten wie folgt sequentiell immungefarbt: Zunachst wurden die Zellen
ohne vorhergehende Permeabilisierung mit dem Yersinia enterocolitica 0:8 spezifischen LPS-
Antikérper und Alexa488-gekoppelten Sekundarantikoper immungefarbt (Abbildung 5-15A/1a
grin). Gleichzeitig erfolgte die Inkubation mit Cy5-gekoppeltem Streptavidin (Abbildung 5-15A rot).
Extrazelluldre Bakterien zeigten folglich eine Doppelfiarbung, die in der Uberlagerung gelb erscheint
(Abbildung 5-15A/1c). Yersinien, die lediglich dem Cy5-gekoppeltem Streptavidin zuganglich waren
und keine LPS-Antikorperfarbung (griin) zeigten, erscheinen rot und befinden sich entsprechend in
einem  Antikdper-unzuganglichen  Kompartiment (Pravakuole). Zuletzt erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen und eine anti-YopB-Antikorperfarbung (Abbildung 5-15A weil8) und
DAPI-Firbung (blau in der Ubersichtsabbildung). Die YopB-Antikérperfarbung konnte aufgrund der
Zellpermeabilisierung alle Yersinien erreichen. Diese Variante der Innen-AuRen-Farbung
ermoglichte die Unterscheidung der drei Kompartimente ,,aussen” (zuganglich fiir LPS-Antikorper
und Cy5-Streptavidin, gelb), ,intermediar/Pravakuole” (zuganglich nur fur Cy5-Streptavidin, rot)
und ,,innen” (keine Zugénglichkeit, keine Farbung durch Yersinia-Antikdrper oder Cy5-Streptavidin;

Abbildung 5-15A).
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Gelb: auRen; rot: intermediar/Pravakuole; Pfeilspitze: innen

Abbildung 5-15 YopB-positive Bakterien befinden sich in der intermediaren
Privakuole und innerhalb der Hela-Zellen. Hela-Zellen wurden mit
oberflachen-biotinylierten, Wildtyp-Yersinien (WA-314) fiir eine Stunde
infiziert (MOI 20), fixiert und mit anti-LPS-Antikérpern (grin) und Cy5-
gekoppeltem Streptavidin (rot) immungefarbt. AnschlieRend wurden die
Zellen permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikorpern immungeféarbt. (A)
reprasentative konfokale Aufnahmen von Yersinien in der Hela-
20 Zellinfektion. Die Ubersichtsabbildung zeigt die Lokalisation der Bakterien
. auf der Hela-Zelle sowie die Zellbegrenzung (gestrichelte Linie und Einsatz
&5‘ (\@Q‘ Q:ef‘\ mit maximaler Belichtung des YopB-Antikérper-Kanals). DAPI markiert die
‘@‘2’ A bakterielle DNA und den Nukleus der Zelle. MaRstab: 5 um. VergroRerungen
,@.@’ 1 und 2: Die Bakterien kénnen anhand der Fluoreszenzfarbung in drei
Kompartimente unterteilt werden. YopB-positive Bakterien (weil) sind im
intermedidren (rot, Streptavidin-zuganglich, 1b und 1c) und inneren Kompartiment (keine
Fluoreszenzfarbung und Zugédnglichkeit, markiert durch Pfeilspitze in 2) zu detektieren. Extrazelluldre
Bakterien (gelb in der Uberlagerung in 1c), die zugénglich sind fiir Antikdrper (griin in 1a) und Streptavidin
(rot in 1b, 1c und 2), zeigten keine YopB-Immunfluoreszenzfarbung. MaRstab: 1 um. (B) Quantifizierung der
Verteilung der YopB-positiven Bakterien auf die drei Kompartimente. Das Balkendiagramm zeigt die
Mittelwerte + Standardabweichung von n = 95 YopB-positiven Bakterien aus zwei unabhangigen
Experimenten. Die Versuche wurden von Dr. Manuel Wolters durchgefiihrt und ausgewertet. Die Daten sind
Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.
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Die Ausbildung der beschriebenen Pravakuole konnte auch bei den hier verwendeten virulenten
Yersinien bei Infektion der epithelialen Hela-Zelllinie beobachtet werden. Die YopB-positiven
Bakterien konnten, wie in Abbildung 5-15A exemplarisch zu sehen, in der Pravakuole (Abbildung
5-15, VergroRerungsausschnitt 1a-c, YopB in wei8) und im inneren Kompartiment (Abbildung 5-15
VergrofRerungsausschnitt 2, YopB in weil}) gefunden werden. Die YopB-Antikdrperfarbung zeigte
das aus vorhergehenden Versuchen bekannte punktartige Muster auf der Bakterienoberflache. Bei
Betrachtung der Fraktion der YopB-positiven Bakterien zeigte sich, dass sich etwa 70% der
Translokator-bildenden Yersinien in der Pravakuole befanden (Abbildung 5-15B). Etwa 25% der
YopB-positiven Bakterien waren weder flir Antikdorper noch fiir die Streptavidinmarkierung
zuganglich und wurden entsprechend dem inneren Kompartiment zugeordnet (Abbildung 5-15B).
Nur eine kleine Fraktion der YopB-positiven Wildtyp-Yersinien zeigte eine LPS-Antikorper-

Zuganglichkeit und befand sich folglich noch auRRerhalb der Zellen (Abbildung 5-15B).
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Um die Lokalisation der YopB-positiven Bakterien mit einer alternativen Methode zu untersuchen,
wurde die Zuganglichkeit der Porenproteine YopB und YopD durch die exo- und endoproteolytische
Proteinase K in der Zellinfektion gepriift. Proteinase K hat mit einem relativ niedrigen

Molekulargewicht von 29 kDa vermutlich Zugang zur Pravakuole.

Hela-Zellen wurden in diesem Versuchsaufbau fiir eine Stunde infiziert. Anschliefend erfolgte die
Inkubation mit Proteinase K, um den Zugang und den damit verbundenen Abbau von YopB, YopD
und YopH zu prifen. Die Proteinase K wurde anschlieBend durch Zugabe von
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Protease-Inhibitor) inaktiviert. Nachfolgend wurden die
infizierten Zellen mit Digitonin lysiert (nach Nordfelth und Wolf-Watz 2001) und die Digitonin-

|6slichen Fraktionen wurden im Western Blot untersucht.

Die Funktionalitat des Proteinase K-Assays wurde zunachst in dem in Abbildung 5-16 dargestellten
Versuch untersucht. Es sollte gepriift werden, ob das Effektorprotein YopH und der Translokator
YopB unter den gewéhlten Versuchsbedingungen effizient durch die Behandlung mit Proteinase K
degradiert und die Aktivitat der Proteinase K durch Zugabe des Proteaseinhibitors PMSF inhibiert
werden kann. Fiir eine Western Blot-Analyse mit Nachweis von YopH und YopB wurden Hela-Zellen
mit WA-314AyopE-Bakterien fiir eine Stunde infiziert und zu den angegebenen Bedingungen 1 bis
3 lysiert (Abbildung 5-16). In der Kontrolle (1) waren nach Digitonin-Lyse YopB, YopH und Calnexin
im Uberstand nachweisbar (Abbildung 5-16). Bei Proteinase K-Behandlung des Lysats (2) konnten
diese Proteine nicht mehr detektiert werden (Abbildung 5-16). Die weitgehende Inhibition der
Proteinase K durch PMSF konnte durch die gleichzeitige Zugabe von PMSF und Proteinase K zum
Lysat (3) demonstriert werden (Abbildung 5-16). Zur besseren Vergleichbarkeit der Bedingungen
wurden gleiche Gesamtmengen an Proteinlysaten verwendet, Calnexin diente als zellulare

Ladekontrolle.
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WA-314AYopE

kDa

1 2 3
55

YopB

40
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Calnexin - .I—loo

1: 0,5% Digitonin + PMSF

2:0,5% Digitonin + Proteinase K
3:0,5% Digitonin + Proteinase K + PMSF

Abbildung 5-16 Validierung des Proteinase K-Digitonin-Assays. Hela-Zellen wurden mit der YopE-
Deletionsmutante WA-314AyopE fiir eine Stunde infiziert (MOl 100). Zur funktionellen Uberpriifung der
Proteinase K, ob diese Yops degradieren kann und durch Zugabe von PMSF inhibiert werden kann, wurden
die dargestellten Infektionsansidtze ausgetestet. Die Zellysate wurden anschlieBend im Western Blot
analysiert und auf die Anwesenheit des Effektors YopH und des Translokators YopB untersucht. Calnexin
diente als zelluldre und zytoplasmatische Ladekontrolle. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al.
2018.

Um schlielRlich die Zugadnglichkeit von YopB und YopD fiir Proteinase K bei der Zellinfektion (vor der
Zell-Lyse) zu untersuchen, wurden infizierte Hela-Zellen mit Proteinase K behandelt und das
Ausmal der Degradation von YopB und YopD im Western Blot analysiert. Das zytoplasmatische
Effektorprotein YopH diente als Indikator fiir die Effektortranslokation und als Negativkontrolle
beziiglich der Proteinase K-Zuganglichkeit (Black et al. 2000). Unbehandelte und mit einem
myc-Rac1Q61L-Uberexpressionsvektor transfizierte Hela-Zellen wurden mit WA-314 Bakterien fiir
eine Stunde infiziert. Unbehandelte Hela-Zellen wurden aulRerdem mit WA-314AyopE infiziert.
Abbildung 5-17 zeigt die Ergebnisse der Western Blot-Analyse der Digitonin-loslichen,
zytoplasmatischen Fraktion. Aktin diente hier als zelluldre Ladekontrolle. Die Expression von
myc-Rac1Q61L in Hela-Zellen wurde im Western Blot bestatigt (anti-myc, Abbildung 5-17). Die
Western Blot-Analyse zeigte die bereits bekannte verstarkte Bandenintensitat fiir YopH sowie fir
YopB und YopD unter Bedingungen der Hypertranslokation (Infektion mit
YopE-Deletionsmutante/Uberexpression von aktivem Racl in Hela-Zellen) ohne PK-Behandlung
(PK-). Durch Zugabe von Proteinase K (PK +) wurde ein erheblicher Anteil der Porenproteine YopB
und YopD, jedoch nicht die intrazellular lokalisierten Proteine YopH und Aktin degradiert (Abbildung
5-17).
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Abbildung 5-17 Die Translokatorproteine YopB und YopD werden durch Zugabe von Proteinase K
degradiert. Hela-Zellen wurden mit WA-314 oder WA-314AyopE Bakterien fir eine Stunde infiziert (MOI
100). Je nach Angabe wurden die Hela-Zellen vorab mit einem aktiven Rac1l-Uberexpressionsvektor (myc-
Rac1Q61L) transfiziert. Die Zellen wurden zuné&chst fir 20 Minuten mit Proteinase K inkubiert, welche durch
Zugabe von PMSF inhibiert wurde und anschlieRend mit Digitonin lysiert. Die Digitonin-ldslichen,
zytoplasmatischen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Der
Effektor YopH diente als MaR fir die Translokation, Aktin als zelluldre Ladekontrolle und myc als Kontrolle
der Racl-Expression. Gezeigt ist ein reprdsentativer Western Blot aus n = 3 unabhangigen Experimenten. Die
Experimente wurden zur Halfte von Dr. Manuel Wolters durchgefiihrt. Die Daten sind Teil der
Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

5.7.1 Dynamik der bakteriellen Aufnahme in primare humane Makrophagen

Nachdem im Epithelzellmodel die Lokalisation der Translokon-bildenden Bakterien vor allem in der
Pravakuole festgestellt wurde, sollte nun untersucht werden, ob dieser Befund auch in
physiologischen Zielzellen der Yersinien reproduzierbar ist. Hierzu wurden im ersten Schritt primare
humane Makrophagen, aus vier verschiedenen Donoren stammend, mit Wildtyp-Yersinien WA-314
infiziert und die zelluldre Lokalisation der Bakterien im Zeitverlauf untersucht. Dabei konnten, wie
in Abschnitt 5.7 fiir HeLa-Zellinfektionen beschrieben, ebenfalls die drei Kompartimente ,,auflen”,
»intermediar/Pravakuole” und ,innen” anhand von Streptavidin- und Antikorper-AuRenfarbungen

unterschieden werden (Abbildung 5-18A).
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Gelb: auRen; Rot: intermediar/Pravakuole; Pfeilspitze: innen
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Abbildung 5-18 Dynamik und Lokalisation der Zell-assoziierten WA-314 Yersinien in der Infektion von
primdren humanen Makrophagen. Makrophagen wurden mit biotinylierten WA-314 Yersinien infiziert
(MOI10) und nach den angegebenen Zeitpunkten (5-60 Minuten) auf ihre Lokalisation untersucht. Hierzu
wurden die Proben mit anti-LPS-Antikorpern (griin), Cy5-gekoppeltem Streptavidin (strep-Cy5, rot) und DAPI
(weil) immungefarbt (Methoden). Die Bakterien wurden entsprechend ihrer Farbung einem der drei
Kompartimente zugeordnet. (A) Yersinien in den verschiedenen Stadien der Internalisierung. Reprasentative
Darstellung der Kompartimente. Von links nach rechts: Ubersichtsaufnahme einer mit Yersinien infizierten
Makrophage. Die Zellbegrenzung ist mit einer Phalloidin-Farbung sichtbar gemacht, Zellkern und bakterielle
DNA wurden mit DAPI angefarbt. Die nachfolgenden Bilder zeigen eine VergréRerung des Ausschnitts
(Kasten) und verdeutlichen die Kategorisierung in die drei Kompartimente , aufen” (Bakterien gelb durch
Uberlagerung des LPS-Antikérpers und der Streptavidin-Markierung), ,intermediir/Privakuole” (rote
Streptavidin-Markierung) und ,innen” (mit Pfeilspitze angezeigte DAPI-Farbung). MalRstabe: 5 um. (B)
Quantifizierung zu (A). Zur quantitativen Auswertung der Lokalisation der Yersinien wurden Makrophagen
aus vier individuellen Donoren infiziert, wie oben beschrieben immungefarbt und ausgewertet. Pro Donor
wurden mindestens 1000 Yersinien analysiert. Die Daten sind Teil der Veréffentlichung Nauth et al. 2018.

Abbildung 5-18B zeigt die Dynamik der Phagozytose der Zell-assoziierten Wildtyp-Yersinien (WA-
314) in einem Infektionszeitraum von 5 bis 60 Minuten. Jeder Datenpunkt repradsentiert die Werte
aus 10 analysierten Makrophagen. Die einzelnen Donoren zeigten eine zum Teil stark
unterschiedliche Dynamik bei der Aufnahme der Bakterien. Bei Makrophagen von zwei Donoren
konnten nach 60 Minuten Infektion bis zu 70-80% der Bakterien im inneren Kompartiment
gefunden werden (Donor 1+2), wohingegen Zellen der Donoren 3 und 4 ein ganzlich anderes Bild
zeigten (Abbildung 5-18B). Hier verblieb ein groRer Teil der Bakterien im extrazellularen Raum, eine
Passage nach innen in den Antikérper- und Streptavidin-unzuganglichen Bereich war nicht zu
beobachten. Bereits zu Beginn der Infektion nach 5 Minuten befanden sich bei allen untersuchten

Donoren Yersinien in der Pravakuole. Im Zeitverlauf ist zu beobachten, dass sich bei drei von vier
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Donoren (Donor 1-3) durchgehend etwa 20-40% der Bakterien in der Pravakuole befanden. Bei
Donor 4 fand sich bei anndahernd ausbleibender vollstandiger Aufnahme ein Uber die Zeit

zunehmender Anteil in der Pravakuole (Abbildung 5-18B).

5.7.2 Lokalisation der Translokon-bildenden Yersinien in humanen Makrophagen

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, befinden sich die Wildtyp-Yersinien auch wahrend
der Infektion von primaren humanen Makrophagen zu einem relevanten Anteil in einer Pravakuole.
Um herauszufinden, in welchem Kompartiment das Translokon detektierbar ist, wurden erneut

Makrophagen mit biotinylierten WA-314 Bakterien infiziert.

Um die Fraktion YopB-exponierender Bakterien in den Makrophagen im Zeitverlauf der
60-mindtigen  Infektion zu  lokalisieren, wurden die Proben zunachst einer
Streptavidin-AuRenfarbung unterzogen und nach Permeabilisierung mit anti-YopB-Antikdrpern
immungefarbt. Die hier verwendete Makrophagen-Prdparation zeigte ein dhnliches Verhalten bei
der Internalisierung der Bakterien wie Donor 1 (Abschnitt 5.7.1, Abbildung 5-18B). Bei Betrachtung
aller Zell-assoziierten YopB-positiven Yersinien befanden sich innerhalb der ersten 5 bis 10 Minuten
Infektionszeit anndhernd alle YopB-positiven Bakterien (80-100%) im intermediaren Kompartiment
(Abbildung 5-19B). Im weiteren Verlauf der Infektion konnte eine stetige Abnahme des Anteils
YopB-positiver Bakterien im intermedidgren Kompartiment und entsprechend ein Anstieg des
Anteils YopB-positiver Bakterien im Streptavidin-unzuginglichen Kompartiment beobachtet

werden (Abbildung 5-19B).
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Abbildung 5-19 YopB-positive Bakterien durchlaufen das intermedidre Kompartiment. Makrophagen
wurden mit biotinylierten WA-314 Bakterien tGber 60 Minuten infiziert (MOI 10), fixiert, permeabilisiert und
mit anti-YopB-Antikorpern und Cy5-gekoppelten Streptavidin immungefarbt. (A) reprasentatives
Immunfluoreszenzbild YopB-positiver Bakterien nach 20-minitiger Infektion von Makrophagen. Die
Streptavidinfarbung zeigt die Lokalisation der YopB-positiven Yersinien in der Zelle. Maf3stab: 1 um. (B) Alle
zellassoziierten Bakterien wurden auf YopB-Positivitat iberprift. Dargestellt ist die Verteilung aller YopB-
positiver Bakterien auf das intermedidre und innere Kompartiment. Hierzu wurden n=952 YopB-positive
Bakterien in der Infektion eines Donors quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus jeweils 10 analysierten
Makrophagen pro Zeitpunkt. Die Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.
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Abbildung 5-19A zeigt exemplarisch die Verteilung der YopB-positiven Wildtyp-Yersinien auf das
intermedidare und innere Kompartiment nach 20-mindtiger Infektion. Ein Auftreten von
YopB-positiven Bakterien auBerhalb der Wirtszellen konnte nicht beobachtet werden. Um die
moglichen YopB-positiven Bakterien aullerhalb der Zellen sichtbar zu machen, wurden WA-314
infizierte Makrophagen mit anti-YopB-Antikorpern immungefarbt ohne die Zellen vorab zu
permeabilisieren. Die Fixierung der infizierten Zellen erfolgte mit Methanol-freiem, 4%igem
Paraformaldehyd, um eine Permeabilisierung zu verhindern. In 50 untersuchten Zellen konnten
keine YopB-positiven Yersinien detektiert werden. Zur Kontrolle erfolgten gleichzeitig

Immunfarbungen mit permeabilisierten Zellen.

5.7.3 Die Pravakuole zeigt eine Anreicherung in Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Wie der Proteinase K — Digitonin - Versuch und Immunfluoreszenzversuche mit
Oberflachen-markierten Yersinien zeigten, stellt die Pravakuole ein Kompartiment dar, in dem die
Oberflachenexposition und Translokation der Porenproteine stattfindet und vermutlich induziert
wird (siehe 5.7 und 5.7.2). Die durch Sarantis und Kollegen beschriebene Pravakuole ist
charakterisiert durch eine Anreicherung von P1(4,5)P; an der Plasmamembran (Sarantis et al. 2012).
Zur weiteren Charakterisierung der Prdvakuole wurden Hela-Zellen und Makrophagen mit dem
Plasmamembranmarker PLC6-PH-GFP transfiziert und mit WA-314 Bakterien infiziert. Die
Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméane der Phospholipase C (PLCS) diente als PI(4,5)P,-Biosensor. Ziel
war es herauszufinden, ob sich die YopB-positiven Bakterien in einem membranstdandigen
Kompartiment befinden und ob die durch virulente Yersinien gebildete Pravakuole ebenfalls durch

eine Anreicherung von PI(4,5)P; charakterisiert ist.

Hierzu wurde zunachst lberprift, ob das in dieser Studie beobachtete Streptavidin-zugéngliche
Kompartiment auch eine Anreichung von PI(4,5)P; aufweist. Hela-Zellen wurden mit zwei
Expressionsplasmiden transfiziert und zeigten eine Uberexpression des konstitutiv aktiven
myc-Rac1Q61L und des Plasmamembranmarkers PLCS-PH-GFP (Abbildung 5-20A). Die Zellen
wurden mit biotinylierten WA-314 Bakterien fur 60 Minuten infiziert. Anschliefend wurden die
infizierten Zellen in einer Innen-AulRen-Farbung wie in 5.7 beschrieben immungefarbt. Die Zellen
wurden hierbei nicht permeabilisiert, um anhand der Streptavidin-Farbung die Lokalisation der
Yersinien zu identifizieren. In Abbildung 5-20A sind exemplarisch in der Aufnahme befindliche
Yersinien dargestellt. Diese ragen zum Teil in den extrazelluldren Raum (rot), befinden sich zum Teil
aber bereits in der durch PI(4,5)P, und Streptavidin gekennzeichneten Prédvakuole (Abbildung
5-20A). Die quantitative Auswertung dieser Versuche zeigte, dass das PLCS-PH-GFP-positive

Kompartiment zu 95% dem intermediaren, Streptavidin-zuganglichen Kompartiment entspricht

72



Ergebnisse

(Abbildung 5-20B). Nur etwa 5% der PLC6-PH-GFP-positiven Bakterien wurden entsprechend der

Streptavidin-Farbung dem inneren Kompartiment zugeordnet (Abbildung 5-20B).
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Abbildung 5-20 Verifizierung des PI(4,5)Pz-Biosensor im Infektionsmodell mit biotinylierten Yersinien. (A)
Hela-Zellen wurden gleichzeitig mit zwei Expressionsplasmiden (iber Nacht transfiziert. Die Hela-Zellen
Uberexprimierten aktives Racl sowie den Plasmamembranmarker und PI(4,5)P2-Biosensor PLCS-PH-GFP
(gran). Nachfolgend wurden die Zellen mit biotinylierten Bakterien (WA-314) fiir 60 Minuten infiziert, fixiert
und mit anti-LPS-Antikorpern (rot) und Cy5-gekoppeltem Streptavidin (blau) immungefarbt. Kategorisierung
der Bakterien: extrazelluldre: LPS (rot) + Streptavidin (blau), intermediar: Streptavidin (blau), innen: keine
Immunfarbung. Gezeigt ist die konfokale Aufnahme eines halb-internalisierten Bakteriums. MaRstab: 1um
(B) Quantifizierung zu (A). Zur besseren Auswertung und Visualisierung aller Bakterien wurden die Proben
zusatzlich mit DAPI gefarbt. Alle Bakterien mit einer deutlichen Anreicherung von PLC6-PH-GFP (griin) wurden
anhand ihrer subzellularen Lokalisation beurteilt (Streptavidin-Markierung). Das Balkendiagramm zeigt die
Mittelwerte * Standardabweichung von n = 398 PLC6-PH-GFP-positiven Bakterien aus einem Experiment. Die
Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Nach Verifizierung des Pl(4,5)P>-Biosensors als Marker fir die Prdvakuole im
Hela-Infektionsmodell, wurde der Versuch in humanen Makrophagen wiederholt. Um eine
moglichst grolRe Fraktion YopB-positiver Bakterien hinsichtlich ihrer subzellularen Lokalisation und
PI(4,5)P,-Anreicherung untersuchen zu koénnen, wurden die Makrophagen fiir 20 Minuten
(Zeitpunkt der meisten YopB-positiven Bakterien, siehe 5.3) infiziert. Die Ausbildung des
PI(4,5)P,-Kompartiments konnte ebenfalls in der Infektion von Makrophagen beobachtet werden.
Zudem zeigten YopB-positive Bakterien auch hier eine Anreicherung von P1(4,5)P, wie in Abbildung

5-21 exemplarisch zu sehen.
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Abbildung 5-21 YopB-positive Bakterienin der Prdvakuole von Makrophagen anreichert mit dem
Plasmamembranmarker PLCS-PH-GFP. Makrophagen wurden mit dem eukaryotischen Expressionsplasmid
PLCS-PH-GFP transfiziert und zeigten nach drei Stunden eine Uberexpression des Plasmamembranmarkers.
Die Zellen wurden fiir 20 Minuten mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) infiziert (MOI 20), fixiert, permeabilisiert
und mit anti-YopB-Antikérpern und DAPI immungefdrbt. Reprdsentatives Bild eines PLCS-PH-GFP-
exprimierenden Makrophagen und die 5-fache VergroRerung eines YopB-positiven Bakteriums mit deutlicher
Anreicherung von PLCS-PH-GFP. MaRstab in der Ubersicht: 5 um, MaRstab in der VergroRerung: 1 um. Die
Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

5.7.4 3D-STED-Aufnahmen zeigen die Insertion von YopB in die Pravakuole

Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten YopB-positive Bakterien in einem
membranumschlossenen Kompartiment. Die Daten geben jedoch keinen direkten Hinweis auf die
in der Literatur beschriebene Membraninsertion des Translokons (Park et al. 2018). Im nachsten
Schritt sollte daher in moglichst hoher lateraler und axialer Auflésung die Translokationpore in

Interaktion mit der Membran der Pravakuole dargestellt werden.

Zur Visualisierung der Plasmamembran wurden Hela-Zellen mit dem
PLC&-PH-GFP-Expressionsplasmid transfiziert. Um eine mdglichst hohe Anzahl YopB-positiver
Bakterien in der Prdvakuole untersuchen zu konnen, wurden die Zellen zusatzliche mit dem
myc-Racl1Q61L-Expressionsplasmid transfiziert (5.4). Die Zellen wurde mit Wildtyp-Yersinien fir
eine Stunde infiziert und nach Fixierung immungefarbt. Zur gleichzeitigen Bildaufnahme des
GFP-markierten Membranmarkers und des Porenproteins YopB im 3D-STED-Modus, wurde die
Plasmamembran mit einem gegen GFP gerichteten Antikérper immungefarbt. Um die genaue
Position der Translokationspore ndher zu untersuchen wurden 3D-STED-Aufnahmen von

YopB-positiven Bakterien im Stadium der Pravakuole angefertigt (Abbildung 5-22). Wie in
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Abbildung 5-22 dargestellt, zeigen YopB-Fluoreszenzsignale (rot) eine Kolokalisation mit dem
Plasmamembranmarker PLCS-PH-GFP (griin). Der Plasmamembranmarker ist, wie aus
vorhergehenden Versuchen bekannt, deutlich um das Bakterium angereichert. Einzelne
YopB-Fluoreszenzpunkte lassen sich iber mehrere z-Ebenen (hier gezeigt im Abstand von 90 nm)
innerhalb der Membran verfolgen und zeigen eine Insertion der YopB-Fluoreszenzpunkte in die

Zellmembran (Abbildung 5-22).

3D-STED

z-Ebene: 1 2 3 4

Abbildung 5-22 YopB-Fluoreszenzsignale kolokalisieren mit der Membran der Privakuole. Hela-Zellen
wurden mit den zwei eukaryotischen Expressionsplasmiden PLCS-PH-GFP und myc-Rac1Q61L transfiziert und
fur 60 Minuten mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) infiziert (MOI 50). Die infizierten Zellen wurden ko-
immungefarbt mit  anti-GFP- und  anti-YopB-Antikérpern, gefolgt von  STED-kompatiblen
Sekunddarantikdrpern. Die Zwei-Farben-STED-Aufnahmen erfolgten im 3D-STED-Modus. Gezeigt sind einzelne
z-Ebenen eines YopB-positiven Bakteriums mit deutlicher Anreicherung des Plasmamembranmarkers PLCS-
PH-GFP. Die Abstdande zwischen den Einzelbildern betragen 90 nm. MaRstab: 500 nm. Die Daten sind Teil der
Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

5.7.5 Racl moduliert die Internalisierung von Yersinien

Vorherige Versuche zeigten, dass die Aktivierung von Racl den Anteil der Translokon-positiven
Bakterien erhoht (5.4). Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Racl-Aktivierung die Aufnahme von
Bakterien in Epithelzellen steigern kann (Alrutz et al. 2001; Wong et al. 2008; Wong und Isberg
2005). Um dies in unserem System zu untersuchen, wurden Hela-Zellen mit dem
myc-Rac1Q61L-Expressionsvektor (oder zur Kontrolle mit dem myc-Leervektor) transfiziert. Die
Zellen wurden mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) infiziert und durch eine LPS-Antikérperfarbung in
der Zelle lokalisiert. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte im ersten Schritt auf
unpermeabilisierten Zellen, um extrazellulire (Antikérper-zugéngliche) von internalisierten
(Antikorper-unzuganglichen) Bakterien zu unterscheiden. Zur Visualisierung aller Bakterien wurden
die Zellen permeabilisiert und erneut mit LPS-Antikbrpern immungefarbt, jedoch unter
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Verwendung eines zweiten Sekundarantikérpers. Aulien liegende Yersinien zeigten demnach eine
Doppelfarbung und konnten in der Auswertung deutlich von den Antikdrper-unzuganglichen
Bakterien unterschieden werden. In der Quantifizierung zeigte sich, dass nach einstiindiger
Infektion noch etwa 90% der Zell-assoziierten Wildtyp-Yersinien auRerhalb der Kontrollzellen
detektierbar sind. Durch die Uberexpression von konstitutiv aktivem Racl verminderte sich dieser
Anteil auf etwa 40% (Abbildung 5-23). Der Vergleich von Kontroll- und transfizierten Zellen
verdeutlichte, dass die Racl-Aktivierung zu einer verstarkten Aufnahme der Wildtyp-Yersinien in

das Antikorper-unzugangliche Kompartiment fihrte (Abbildung 5-23).
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Abbildung 5-23 Die Uberexpression von aktivem Racl in Hela-Zellen verstirkt die Internalisierung der
Wildtyp-Yersinien. Hela-Zellen wurden mit dem myc-Leervektor oder dem myc-RaclQ61L-
Expressionsvektor transfiziert und anschlieBend mit WA-314 Bakterien fiir eine Stunde infiziert (MOI20). Die
infizierten Zellen wurden fixiert und zur Markierung der extrazelluldren, Antikérper-zugdnglichen Yersinien
mit anti-LPS-Antikorpern und Alexa-488-Sekundarantikdrpern immungefarbt. Erst im Anschluss wurden die
Zellen permeabilisiert und mit dem gleichen LPS-Antikorper, jedoch mit einem anderen Sekundarantikorper
(Alexa-568) immungefarbt, um alle intermedidren und innen liegenden Yersinien anzufarben (Antikorper-
unzugangliche Yersinien). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + Standardabweichung von n = 1609
Zell-assoziierten Bakterien auf Kontroll-transfizierten Zellen und n = 3482 Zell-assoziierten Bakterien auf
aktivem Racl-liberexprimierenden Zellen. Die Daten stammen aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Daten sind Teil der Veroffentlichung Nauth et al. 2018.

Basierend auf der Beobachtung, dass die Racl-Aktivierung in Hela-Zellen die Aufnahme der
Yersinien in das Antikdrper-unzugéngliche Kompartiment verstdrkt (Abbildung 5-23), sollte
darauffolgend die Fraktion der YopB-positiven Bakterien im Kontext dieses Effekts untersucht
werden. Da das Antikérper-unzugadngliche Kompartiment mithilfe der PI(4,5)P,-Anreicherung
weiter differenziert werden kann, wurden Hela-Zellen mit dem myc-Rac1Q61L-Expressionsvektor
oder dem myc-Leervektor, sowie zusatzlich mit dem PLCS-PH-GFP-Expressionsvektor transfiziert

und mit Wildtyp-Yersinien fir eine Stunde infiziert. Zur Untersuchung der YopB-positiven Bakterien
76



Ergebnisse

wurden die infizierten Zellen mit anti-YopB-Antikbrpern immungefarbt und hinsichtlich ihrer
Lokalisation in der Zelle, definiert durch eine deutliche Anreicherung von PLC6-PH-GFP,
kategorisiert. Die YopB-positiven Bakterien konnten im intermediaren (PLC&-PH-GFP-positiv) und
innen liegenden Zellkompartiment gefunden werden (Abbildung 5-24). Dabei befand sich unter
allen untersuchten Bedingungen etwa ein Drittel der YopB-positiven Bakterien im intermedidren
Kompartiment (Abbildung 5-24). Durch die aktive Rac1-Uberexpression in Hela-Zellen zeigte sich
eine 6-fache Erhéhung der Translokator-ausbildenden Bakterien in beiden intrazellularen
Kompartimenten (Abbildung 5-24). Der Anteil der YopB-positiven Bakterien in Bezug auf alle
Zell-assoziierten Bakterien steigerte sich signifikant von rund 1% auf 6% im
PLC6-PH-GFP-angereichten Kompartiment und von rund 3% auf 19% im intrazelluldren,

Antikérper-unzuganglichen Kompartiment (Abbildung 5-24).
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Abbildung 5-24 Die myc-Rac1Q61L-Uberexpression erhdéht die Anzahl YopB-positiver Bakterien im
intermedidren und inneren Zellkompartiment. Hela-Zellen wurden mit dem PLC&-PH-GFP-
Expressionplasmid und entweder mit dem myc-Leervektor oder dem myc-Rac1Q61L-Expressionsplasmid
transfiziert. Die Zellen wurden mit Wildtyp-Yersinien (WA-314) fir 60 Minuten infiziert (MOI50), fixiert,
permeabilisiert und mit anti-YopB-Antikérpern immungefarbt. Die Fraktion der YopB-positiven Bakterien
wurde hinsichtlich ihrer Lokalisation in der Zelle untersucht. Eine Anreicherung von PLC6-PH-GFP
kategorisierte Bakterien fir das intermedidre Kompartiment. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte +
Standardabweichung von n = 1820 Bakterien auf Kontroll-behandelten Zellen und n = 6020 Bakterien auf
Racl-tberexprimierenden Zellen aus 3 unabhéngigen Experimenten. Die Daten sind Teil der Veréffentlichung
(Nauth et al. 2018).

Zusammenfassend lieR sich in Epithelzellen und Phagozyten zeigen, dass die Ausbildung der

Translokationspore vermutlich in einem intermedidren Kompartiment/Pravakuole induziert wird,
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Yersinien diese Pravakuole durchlaufen und schliefSlich — zumindest in einigen Praparationen von
primaren Makrophagen - vollstandig aufgenommen werden. Durch Modulation der kleinen
Rho-GTPase Racl lasst sich die Anzahl der Translokator-bildenden Bakterien signifikant steigern,

was vermutlich durch eine verstarkte Internalisierung in die Pravakuole begriindet ist.
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6 Diskussion

Yersinia hat vielseitige Virulenzfaktoren, um den Wirt zu besiedeln und die Immunantwort zu
umgehen. Der wichtigste Faktor ist dabei das Typ-llI-Sekretionssystem. Diese etwa 150 nm lange
und 40 nm breite Struktur durchspannt die bakterielle innere und dufere Membran und baut sich
aus Basalkorper, Nadel, Tip-Komplex und Translokon auf (Zhang et al. 2017; Kudryashev et al. 2013;
Cornelis 2006). Das Translokon, bestehend aus den Porenproteinen YopB und YopD, ist ein
essentieller Bestandteil der T3-Sekretionsmaschine und ist mit homologen Proteinen in zahlreichen
Pathogenen vertreten (Hakansson et al. 1996b; Holmstrom et al. 2001; Pettersson et al. 1999;
Mattei et al. 2011; Achtman et al. 1999; Persson et al. 1995; Sarker et al. 1998). Dennoch sind der
genaue Aufbau, die Lokalisation und die Regulation der Translokationspore weitgehend unbekannt.
Zahlreiche Studien zum T3SS zeigten, dass die Effektortranslokation eine enge Verbindung zwischen
den Bakterien und der Wirtszelle erfordert (Grosdent et al. 2002; Russo et al. 2016). Die
Translokationspore stellt das zentrale Verbindungsstiick zwischen Wirtszelle und Bakterium dar

und unterliegt demnach unausweichlich dem Einfluss zellularer Faktoren.

Die Untersuchung einzelner Komponenten des Translokons gestaltet sich schwierig. Die stark
hydrophoben, porenbildenden Proteine YopB und YopD sind sowohl in vitro als auch bei der
Zellinfektion schwierig zu isolieren und zu charakterisieren. Zum einen missen die
Translokatorproteine in entfalteter Form durch die Nadel exportiert werden, um anschlieBend in
die Wirtszellmembran zu inserieren. Zum anderen konnen Fusionsproteine mit gangigen
Fluoreszenzmarkern wie GFP aufgrund ihrer Tertidrstruktur nicht exportiert werden und fihren zu
einer Blockierung der Sekretionsnadel (Radics et al. 2014). Die innerhalb der Arbeitsgruppe
entwickelten spezifischen Antikorper gegen YopB und YopD ermdglichten in Kombination mit
STED- und SIM-Mikroskopie sowie Immungold-Transmissionselektronenmikroskopie die
hochaufgeldste Darstellung des Translokons in Interaktion mit der Wirtszelle. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte die Translokationspore inseriert in die Wirtszellmembran in Verbindung mit weiteren
Komponenten des Injektisoms visualisiert werden, was das Injektionsmodell der Translokation in
Yersinia bestéatigte. Die Daten deuten gesamt genommen darauf hin, dass die Ausbildung der
Translokationsporen in einem Membran-assoziierten Wirtszellkompartiment initiiert wird, welches
die Bakterien vor dem extrazelluliren Milieu abschirmt, jedoch zuganglich bleibt fir
niedermolekulare Substanzen. Dieses als Pravakuole bezeichnete Kompartiment zeigt eine starke
Anreicherung des Phosphoinositids PI(4,5)P,. Zelluldre Faktoren, wie beispielsweise die Rho-GTPase
Racl, kénnen die Ausbildung dieses Kompartiments und der Translokationspore in Yersinien

stimulieren und regulieren.
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6.1 Das Translokon wird in der Pravakuole ausgebildet

Die Translokationspore bildet sich bei Zellkontakt und inseriert in die Wirtszellmembran (Hakansson
et al. 1996b; Neyt und Cornelis 1999a; Ide et al. 2001; Faudry et al. 2006). Bislang ist jedoch unklar
in welchem Wirtszellkompartiment sich die Yersinien bei Ausbildung des Translokons befinden. Im
Unterschied zu Salmonella oder Shigella wird Yersinia generell als ein extrazelluldres Pathogen
gesehen (Hanski et al. 1989; Lian et al. 1987; Pizarro-Cerda et al. 2015). In Untersuchungen der
letzten Jahre zeigte sich allerdings, dass sich im Verlauf der Infektion ein Teil der
Yersinienpopulation auch in intrazellularen Kompartimenten befindet (Pujol und Bliska 2005;
Sarantis et al. 2012; Curfs, Jo H. A. J. et al. 1995; Bahnan et al. 2015; Grosdent et al. 2002). Bislang
wurden wenige Untersuchungen zu intrazelluldren Yersinien durchgefiihrt und ihre Rolle wahrend
der Infektion bleibt spekulativ. Es gibt bisher keine eindeutigen Hinweise, ob Y. enterocolitica nach
Aufnahme in Makrophagen replizieren kann, das T3SS in intrazelluldaren Kompartimenten ausbildet
und Effektorproteine transloziert. Die Untersuchung des Translokons in der Interaktion mit der
Wirtszelle stand im Fokus dieser Arbeit. Die hier gewonnen Ergebnisse erweitern das Bild der

zellularen Lokalisation der Yersinien und sollen nachfolgend diskutiert werden.

Das Phosphoinositid PI(4,5)P, scheint ein wichtiger Faktor bei der Phagozytose von Yersinen zu sein.
So konnte fiir Y. pseudotuberculosis bei der Invasin-Integrin-abhdngigen Phagozytose eine
verstarkte Bildung von PI(4,5)P, an der Eintrittsstelle der Bakterien gezeigt werden (Wong und
Isberg 2003). Sarantis und Kollegen zeigten weitergehend, dass das PI(4,5)P,-haltige
Membrankompartiment die Bakterien nicht vollstandig vom extrazelluldren Milieu trennt. Vielmehr
bleibt bei der hier in Cos-Zellen beschriebenen Pravakuole eine Verbindung zur Plasmamembran
bestehen. Diese Verbindung zum extrazelluldren Raum ist flr kleine Molekile wie FM4-64 (600 Da)
oder Streptavidin (60 kDa), aber nicht flir Antikérper (150 kDa) passierbar (Sarantis et al. 2012). Die
Ausbildung der Pravakuole konnte in dieser Arbeit auch wahrend der Infektion von Hela-Zellen und
primaren humanen Makrophagen mit Y. enterocolitica beobachtet werden. Zur Untersuchung und
Visualisierung der Pravakuole und der darin befindlichen Yersinien wurden in dieser Arbeit
Wildtyp-Yersinien vor Infektion biotinyliert. Nachfolgend wurden die infizierten Zellen sequentiell
mit Antikérpern und Fluoreszenz-markiertem Streptavidin gefarbt. Die Infektion von Makrophagen
Uber einen Zeitraum von 60 Minuten verdeutlichte, dass die Aufnahme der Yersinien ein
dynamischer Prozess ist. Die Yersinien durchlaufen wahrend der Infektion mehrere Stufen der
Internalisierung. So lassen sich zum einen Zell-adharente Yersinien finden, die noch aulRerhalb der
Zelle sind, zum anderen sind Yersinien in der Pravakuole sowie im inneren Kompartiment
detektierbar. Auch in dieser Arbeit konnte eine starke Anreicherung von PI(4,5)P; an den

intermediar lokalisierten Yersinien wahrend der Infektion von Hela-Zellen und Makrophagen
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beobachtet werden. Nahezu alle (95%) Hela-Zellen-assoziierten Yersinien, die fir Streptavidin
zuganglich waren, zeigten auch eine deutliche Anreicherung von PI(4,5)P,. Zur Untersuchung der
PI(4,5)P,-angereicherten  Pravakuole wurden die Zellen mit der GFP-markierten
Pleckstrin-Homologie(PH)-Doméine der Phospholipase C § (PLCS) transfiziert. Die Uberexpression
des PI(4,5)P,-Biosensors zeigte keine Auswirkung auf die Zellviabilitdt oder die Phagozytose der
Yersinien. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind stimmig mit den bereits publizierten Daten zur
Pravakuole und konnten durch die Untersuchung des Translokons erweitert werden. Die
fluoreszenz- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten erstmals die Ausbildung des
Translokons in diesem Wirtszellkompartiment (5.6 und 5.7). Verschiedene Ergebnisse zeigen, dass
die Translokatorproteine YopB und YopD erst nach Aufnahme der Yersinien in die Pravakuole auf
der Bakterienoberflache zu finden sind (5.7 und 5.7.2). Zum einen bestatigten Versuche mit
unpermeabilisierten Zellen und YopB/D-Antikdrper-AuRen-Farbungen, dass Bakterien, die sich
noch aullerhalb der Zelle befinden, kein Translokon ausbilden (5.7.2). Zum anderen konnten die
Translokon-bildenden Bakterien in elektronenmikroskopischen Aufnahmen in engem Kontakt zur
Wirtszellmembran detektiert werden (5.6), auch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
PI(4,5)P,-angereicherten Pravakuole zeigten eine enge Membranhiille um die Bakterien (5.7.3 und
5.7.4). Die Lokalisation der Translokon-bildenden Yersininen innerhalb der Prdvakuole konnte
zusatzlich durch Verwendung eines modifizierten Digitonin-Lyse-Assay nach Nordfelth und Wolf-
Watz mit vorhergehender Proteinase K-Behandlung bestatigt werden (5.4). Aufgrund ihrer geringen
GroBe (~29 kDa) hatte die Proteinase K Zugang zur Pravakuole und konnte einen Teil der
Translokatorproteine YopB und YopD degradieren, wobei die im Zytoplasma befindlichen
Effektoren (YopH) und Translokatoren (YopB, YopD) unbeeintrachtigt blieben. Diese Ergebnisse
deuteten bereits auf die Lokalisation Translokon-positiver Bakterien im inneren Kompartiment hin
und konnten mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen bestatigt werden. So konnte
wahrend der Infektion von Makrophagen (iber 60 Minuten beobachtet werden, dass sich der Anteil
der Translokon-positiven Yersinien im inneren Kompartiment vergroRerte (5.7.2). Die Bakterien
waren weder fiir Antikdrper, noch fiir kleine Molekile wie Streptavidin zuganglich und zeigten
keine PI(4,5)P>-Anreicherung (5.7 und 5.7.2). Gleichzeitig konnte eine abnehmende Anzahl
Translokon-positiver Bakterien innerhalb der Prdvakuole beobachtet werden (5.7.2). Die Daten
deuten gesamt darauf hin, dass die Ausbildung des Translokons in der Pravakuole initiiert wird und
es nachfolgend zur vollstdndigen Aufnahme der Translokon-positiven Yersinien kommt. Aus der
Literatur ist bekannt, dass zur Abschnirung der Pravakuole und vollstandigen Phagozytose der
Bakterien eine Anderung der PI(4,5)P,-Konzentration an der Plasmamembran nétig ist (Sarantis und
Grinstein 2012; Clarke 2003; Botelho et al. 2000). Die anfangliche Anreicherung von PI(4,5)P,an den

Eintrittsstellen der Yersinien wird durch die lokale Aktivierung von PIP5-Kinasen durch die GTPasen
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Rac und Arf6 initiiert (Wong und Isberg 2003). Das synergistische Zusammenspiel von Racl und
PI(4,5)P,zur Aufnahme der Yersinien konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden (5.7.5). So konnte
bei Uberexpression der konstitutiv aktiven Form von Racl (myc-RaclQ61L) und des
PI(4,5)P,-Biosensors eine gesteigerte Ausbildung der Pravakuole und ein signifikant erhohter Anteil
Translokon-bildender Yersinien detektiert werden (5.7.5). Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass
nachfolgend auf die PI(4,5)P,-Akkumulation und auf das SchlieBen der Membran die sofortige
Metabolisierung des Phosphoinositids folgt. Dieser Prozess wird fir eine Vielzahl von
Internalisierungsprozessen einschlieBlich der Phagozytose, der (Clathrin-vermittelten) Endozytose
und der Makropinozytose beschrieben (Di Paolo und Camilli 2006; Botelho et al. 2000; Porat-Shliom
et al. 2008). PI(4,5)P, kann auf mehrere Wege metabolisiert werden. Das Phosphoinositid kann
einerseits durch Inositol-Phosphatasen dephosphoryliert oder durch die PLC zu den sekundaren
Botenstoffen Inosit-3,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert werden. Aus
Untersuchungen an professionellen Phagozyten, zu denen Makrophagen gehoren, ist bekannt, dass
bei der Rezeptor-abhdngigen Phagozytose PI3-Kinasen aktiviert werden, welche eine
entscheidende Rolle bei der Phosphorylierung von PI(4,5)P,zu PI(3,4,5)P3 spielen (Araki et al., 1996;
Cox et al., 1999; Herre et al., 2004). Auch bei der Internalisierung von Yersinien in epitheliale Zellen
konnte eine PI3-Kinase Abhangigkeit gezeigt werden (Schulte et al. 1998). Sarantis et al. zeigten,
dass die PLC vermutlich keine wichtige Rolle bei der Internalisierung von Y. pseudotuberculosis
spielt. Zudem konnte wahrend der Infektion von Cos-Zellen die Rab5-abhéngige Rekrutierung der
Phosphatasen OCRL and Inpp5b zur Pravakuole beobachtet werden, deren Aktivitat vermutlich zur
Hydrolyse von PI(4,5)P, und damit zur Abschnirung der Vakuole von der Plasmamembran fiihrte.
Die Fusion der Rab5-Vesikel mit der Pravakuole erfolgt in einem bisher nicht weiter beschriebenen
PI3-Kinase-abhdngigen Prozess (Sarantis et al. 2012). Die bislang veroffentlichten Untersuchungen
zur Aufnahme von Yersinien in eukaryotische Zellen wurden vorwiegend mit Y. pseudotuberculosis
und epithelialen Zelllinien durchgefiihrt und kdnnen daher nur unter Vorbehalt mit den Ergebnissen
dieser Arbeit verglichen werden. Insbesondere der Zelltyp ist ein entscheidender Faktor bei der
Untersuchung der Internalisierung von Yersinia. Die vorliegenden Studien differenzieren zudem
nicht zwischen Translokon-bildenden Yersinien mit vermutlich aktiven T3SS und
Translokations-inaktiven Bakterien. Es ist davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit untersuchten
Y. enterocolitica analog der Beschreibung von Sarantis et al. internalisiert werden. Des Weiteren
zeigen die vorliegenden Daten, dass Translokon-positive Bakterien nach der Pravakuole in einem
inneren, Streptavidin und Proteinase K unzuganglichen Kompartiment ohne PI(4,5)P,-Anreicherung
zu finden sind. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestétigten ebenfalls eine intrazellulare
Lokalisation der Translokon-bildenden Yersinien. Dabei konnten mit Immungold markierte

Translokons stets in einem membranumschlossenen Kompartiment gefunden werden. Die hier
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betrachteten Ultradiinnschnitte berlicksichtigen allerdings nur einzelne Ebenen. Fiir eine
vollumfassende Betrachtung der Yersinien wahrend der Wirtszellinfektion ware daher eine
Kryoelektronentomographie sinnvoll. Zum jetzigen Zeitpunkt ist der genaue Prozess der
vollstandigen Aufnahme der Translokon-positiven Y. enterocolitica sowie die Zusammensetzung
des inneren Kompartiments und der Pravakuole noch unklar. Des Weiteren missen diese
Kompartimente auf das Vorhandensein spezifischer zelluldrer Marker (wie z. B. Rab5), sowie auf
den pH-Wert untersucht werden. Bahnan und Kollegen beschrieben in ihrer Studie das sogenannte
Yersinia acidic compartment (Bahnan et al. 2015). Wildtyp-Yersinien mit funktionalem T3SS
persistierten auf der Zelloberfliche von Makrophagen und zeigten keine Anreicherung oder
Interaktion mit Faktoren des endosomalen oder lysosomalen Abbaus wie EEA1 und LAMP1 (Bahnan
et al. 2015). Die Autoren vermuteten, dass der niedrige pH-Wert in diesem Kompartiment die
Insertion der Translokationsporen fordern kdnnte, wie in in vitro-Experimenten von Romano et al.
beschrieben wurde (Romano et al. 2016; Bahnan et al. 2015). In einer anderen Studie zeigten
Tsukano und Kollegen, dass Y. pseudotuberculosis die Ansdauerung im Phagolysosom in murinen
Makrophagen verhindert, indem die Yersinien die Aktivitat der V-ATPase-Pumpe um das 10-fache
vermindern (Tsukano et al. 1999). Im Gegensatz hierzu stehen eigene vorldufige Daten, die zeigen,
dass sich etwa 20% der YopB-positiven Yersinien nach einer Stunde Infektion in LAMP1-positiven
Vakuolen befinden (durch Uberexpression des lysosomalen Markers LAMP1 in Makrophagen). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auBerdem, dass bei der Infektion von primaren Makrophagen der
Gesamtanteil der YopB-positiven Bakterien nach 20-30 Minuten Infektion wieder stetig abnahm
(5.3). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Translokon-bildenden Yersinien zumindest
teilweise durch den phagolysosomalen Abbau der Zelle erkannt und abgebaut werden. Die genauen
Mechanismen hinter der Ausbildung und Aufrechterhaltung der VYersinia-spezifischen
Zellkompartimente, welche Faktoren die Translokationspore beeinflussen und welche
Eigenschaften das nach der Pravakuole folgende Kompartiment hat, bleiben weiterhin Gegenstand

der T3SS-Forschung.

6.2 Wirtszellfaktoren beeinflussen die Ausbildung der Translokationspore

6.2.1 Der Wirtszelltyp bestimmt den Anteil der Translokon-bildenden Yersinien

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen verschiedene Wirtszellfaktoren auf, die die
Ausbildung des Translokons beeinflussen und regulieren. Um das Translokon unter moglichst
physiologischen Bedingungen zu untersuchen, wurden primare humane Makrophagen mit
Wildtyp-Yersinien infiziert und mithilfe konfokaler Fluoreszenzmikroskopie auf die Ausbildung der
Porenproteine YopB und YopD untersucht (5.3). Makrophagen sind typische Zielzellen der
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enteropathogenen Yersinien. Nach Uberwinden der M-Zellen im Darm kommen Yersinien in den
Peyer Plaques erstmals in Kontakt mit den Zellen der angeborenen Immunantwort (Kéberle et al.
2009; Marketon et al. 2005; Durand et al. 2010). Die in dieser Arbeit gezeigten Daten indizieren,
dass bei der Ausbildung der Translokationspore die Internalisierung der Yersinien eine wichtige
Rolle spielt. Infektionsversuche mit den phagozytisch-aktiven Makrophagen zeigten, dass diese
einen starkeren, fordernden Effekt auf die Ausbildung der Translokationspore haben als
Hela-Zellen (5.3). Der Internalisierungsprozess der Yersinien beginnt in Makrophagen unmittelbar
nach Zellkontakt und ebenso schnell kdnnen Translokon-bildende Bakterien detektiert werden
(5.7.1 und 5.7.2). Wahrend der HelLa-Zellinfektion war nur ein geringer Anteil der Bakterien positiv
fiir YopB und YopD, was sich vermutlich durch die verminderte phagozytische Aktivitat der Zellen
erklaren lasst (5.3). Die epithelialen Zellen sind in der Lage Bakterien zu internalisieren, zeigen
jedoch eine weitaus niedrigere Aktivitdt als die stark phagozytischen Makrophagen. Die
vergleichsweise schnelle Ausbildung der Translokationsporen in Makrophagen verdeutlicht, dass
der Zelltyp einen signifikanten Einfluss auf die Porenbildung ausiibt. Um moglichst dhnliche
Versuchsbedingungen bei Infektion der verschiedenen Zelltypen zu schaffen, wurden die Yersinien
zur Aktivierung des Virulenzplasmids vorab bei 37°C kultiviert und fiir einen simultanen
Infektionsstart auf die Zellen zentrifugiert. Auch bei Infektion mit unterschiedlichen MOls konnte
keine Anderung in der relativen Anzahl der Translokon-bildenden Bakterien in Bezug auf alle Zell-
assoziierten Bakterien beobachtet werden. Die Makrophagen-Praparationen zeigten aufgrund
unterschiedlicher und zuféllig ausgewahlter, anonymer Donoren unterschiedlich stark ausgepragte

Phagozytoseverhalten (5.7.1).

Die bei der Hela-Zellinfektion beobachtete geringe Anzahl an Translokon-bildenden Bakterien
wurde bereits Ende der 1990er Jahre von Hakansson et al. beschrieben (Hakansson et al. 1996b).
Die Autoren vermuteten damals, dass aufgrund einer niedrigen YopB-Expression die
YopB-Fluoreszenzsignale unterhalb der Detektionsgrenze lagen und sich damit die geringe Anzahl
von positiven Bakterien erkldren lieRR. Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten jedoch darauf hin,
dass die Expression der Porenproteine unter allen untersuchten Bedingungen annahernd gleich ist.
Die Ergebnisse aus Western Blot-Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass die hier
untersuchten zelluldren und bakteriellen Faktoren nicht die Expression der Porenproteine
beeinflussen, sondern die T3SS-abhdngige Translokation der Porenproteine regulieren und
stimulieren (5.4). Die gezielte Lyse der eukaryotischen Membranen mit Digitonin ermdglichte die
Fraktionierung der infizierten Zellen in die Digitonin-l6sliche, zytoplasmatische Fraktion und die
Membranfraktion mit daran gebundenen, intakten Yersinien. So konnte in der Western

Blot-Analyse unter allen untersuchten Bedingungen, d.h. auch unter Bedingungen gesteigerter
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Translokationsaktivitdit und damit verstarkter Translokonbildung, eine gleichermaRen starke

Expression der Porenproteine beobachtet werden.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass Makrophagen einen starkeren aktivierenden Effekt
auf Yersinien haben. Die vermehrte Aufnahme in die Pravakuole steigert vermutlich den Anteil der
Translokon-bildenden Bakterien in Makrophagen. Wie die Interaktion der Yersinien und der

Translokatoren mit der Wirtszelle im Einzelnen erfolgt, bedarf weiterer Untersuchungen.

6.2.2 Racl moduliert die Internalisierung der Yersinien in die Pravakuole

Aus der Literatur und aus Ergebnissen innerhalb der Arbeitsgruppe sind verschiedene
Mechanismen zur Steigerung der Translokationsaktivitdt bekannt. So hat beispielsweise die
Infektion mit der YopE-Deletionsmutante eine gesteigerte Effektortranslokation zur Folge (Black
und Bliska 2000; Pawel-Rammingen et al. 2000). Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass YopE ein
wichtiger Faktor in der Regulation der Translokation und in der Phagozytose der Yersinien ist. Das
Rho-GTPase-aktivierende Protein YopE beeinflusst durch die Deaktivierung kleiner Rho-GTPasen
(RhoA, RhoG, Racl, Cdc42) die Aktin-Polymerisierung und wirkt der Phagozytose entgegen (Black
und Bliska 2000; Pawel-Rammingen et al. 2000; Aili et al. 2002; Roppenser et al. 2009).
Infektionsstudien zeigten, dass YopE wahrend der Zellinfektion vorwiegend mit Racl und mit der
im Signalweg vorgestellten GTPase RhoG interagiert (Aili et al. 2006; Aepfelbacher et al. 2011).
Neben der anti-phagozytischen Wirkung auf Makrophagen und Hela-Zellen (Black und Bliska 2000;
Rosquist et al. 1990), verhindert das Effektorprotein die Bildung lytischer Poren (Viboud et al. 2006;
Viboud und Bliska 2001; Aili et al. 2006; Aili et al. 2008; Mejia et al. 2008) und reguliert vermutlich
in einem negativen Riickkopplungsmechanismus die Translokation der Effektor-Yops (Aili et al.
2006; Aili et al. 2008; Isaksson et al. 2009; Aepfelbacher et al. 2011; Dewoody et al. 2011; Gaus et
al. 2011). Die YopE-Deletionsmutante stellt daher ein hilfreiches Werkzeug zur Untersuchung des
Translokons unter Bedingungen der gesteigerten Translokation dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit
und der Arbeitsgruppe zeigen, dass das Effektorprotein die Ausbildung der Translokationspore stark
beeinflusst. Der Verlust von YopE in Yersinien flihrte wahrend der Wirtszellinfektion zu einer um
das 15-fache gesteigerten Anzahl Translokon-bildender Yersinien im Vergleich zu Wildtyp-Yersinien
und damit zu einer verstarkten Effektortranslokation (Huschka 2017; Nauth et al. 2018). Mithilfe
der STED-Mikroskopie konnte zusatzlich dargestellt werden, dass unter diesen
Infektionsbedingungen auch eine signifikant gesteigerte Anzahl der Translokatorproteine pro

Bakterienzelle auftritt (5.4; Huschka 2017; Nauth et al. 2018).

Als weiterer Faktor, der die Anzahl der YopB-positiven Bakterien wahrend der Wirtszellinfektion

beeinflusst, konnte die Rho-GTPase Racl selbst identifiziert werden. Vorhergehende Studien
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zeigten, dass auch bei der Uberexpression der konstitutiv aktiven Form von Racl eine verstérkte
Effektortranslokation wahrend der Infektion mit Wildtyp-Yersinien besteht (Wolters et al. 2013; Aili
et al. 2008; Aepfelbacher und Wolters 2017). Die vorliegenden Daten zeigen durch Anwendung
biochemischer und fluoreszenzmikroskopischer = Methoden, dass die Anzahl der
Translokon-bildenden Bakterien durch die Aktivierung von Racl gesteigert wird. Dies ist vermutlich
durch eine verstarkte Internalisierung der Yersinien begriindet. Racl wurde in der Literatur bereits
mehrfach als wichtiger Faktor in der Aufnahme von Yersinien beschrieben. In der
Rezeptor-abhdngigen Phagozytose treten Yersinien Uber ihr Oberflachenprotein Invasin mit
B-Integrinen der Zielzellen in Kontakt, was zur Rekrutierung von Racl zu den Eintrittsstellen der
Yersinien fiihrte (Alrutz et al. 2001). Bei Uberexpression von konstitutiv aktivem Racl in HelLa-Zellen
und Infektion mit Wildtyp-Yersinien konnte die Anzahl der YopB-positiven Yersinien um mehr als
das 15-fache gesteigert werden und erreichte dhnliche Werte wie bei der Infektion von
Makrophagen (5.4). Der Prozess der Aufnahme der Yersinien in die HeLa-Zellen und die Ausbildung
der Porenproteine auf der Bakterienoberflache erfolgte deutlich langsamer im Vergleich mit
Makrophagen. Bei der Infektion von Makrophagen konnte bereits nach 20-miniitiger Infektionszeit
bei etwa einem Drittel der Bakterien die Translokon-Bildung beobachtet werden. Bei HelLa-Zellen
dauerte es bis zu 60 Minuten bis die Translokatorproteine YopB und YopD detektierbar waren (5.3).
Waihrend der Infektion von Hela-Zellen erhdhte sich der Anteil der Translokon-bildenden Bakterien
durch die Uberexpression der aktiven Form von Racl jeweils um das 6-fache in der Pravakuole und
im inneren Kompartiment (5.7.5). Vergleichende Studien von Makrophagen und Hela-Zellen aus
der Arbeitsgruppe zeigten sowohl ein hoheres endogenes Racl-Level als auch erhéhten Anteil von
aktivem Racl in Makrophagen. Aus den Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass durch
Aktivierung von Racl die niedrige intrinsische Aktivitdt der epithelialen Hela-Zellen gesteigert
werden kann. Dies fihrt sehr wahrscheinlich zu einer verstarkten Internalisierung der Bakterien

und Ausbildung der Pravakuole.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die aus der Literatur bekannte
gesteigerte Effektor-Translokation durch die verstarkte Ausbildung von Translokons und damit
einer hoheren Anzahl aktiver T3SS begriindet ist. Zelluldre Faktoren, wie die aktivierte Rho-GTPase
Racl und die damit verbundene Aufnahme der Yersinien in die Pravakuole fordern die Ausbildung
der Translokationspore. Die deutlich verstarkte Internalisierung der Yersinien und gesteigerte
Translokon-Anzahl bei der Infektion mit Makrophagen ist vermutlich durch erhéhte endogene
Rac-Aktivitat begriindet. Die Aufnahme in die Pravakuole ist vermutlich Voraussetzung fiir die
Ausbildung der Translokons. Bei Fehlen des Racl inhibierenden Faktors YopE wird dieser Prozess
wahrscheinlich  beglinstigt. Des Weiteren konnte bei der Infektion von aktivem

Racl-Uberexprimierenden Hela-Zellen mit der YopE-Deletionsmutante keine weitere Steigerung
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der Translokationsporen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Daraus ist zu folgern, dass YopE

in der Infektion mit Wildtyp-Yersinien die konstitutiv aktive Form von Racl nicht inhibieren kann.

6.3 STED-Mikroskopie gibt neuen Einblick in die Translokon-Bildung wahrend

der Wirtszellinfektion

Bei STED-Auflosung konnte die Insertion der Porenproteine in die Plasmamembran der Wirtszelle
beobachtet werden (5.7.4). Die hier verwendete STED-Mikroskopie zeigte eine dreifach verbesserte
Auflésung konfokaler YopB- und YopD-Fluoreszenzflecke (Nauth et al. 2018; Huschka 2017). Die
nahere Untersuchung der Translokatorproteine YopB und YopD mittels STED-Mikroskopie
erbrachte erstmals Informationen zur Ausbildung des Translokons. So zeigte sich, dass die Anzahl
der Translokatorproteine eines einzelnen Bakteriums in Abhangigkeit des Zelltyps variiert, und dass
die Translokons eine definierte rdumliche Anordnung wahrend der Wirtszellinfektion aufweisen

(5.4.2 und 5.4.3).

Die eher konfluierenden YopB/YopD-Fluoreszenzsignale in konfokal-mikroskopische Aufnahmen
wahrend der Infektion von Makrophagen (5.3 und 5.7.2) lieBen eine erhéhte Anzahl von YopB und
YopD unter dem Einfluss zellularer Faktoren vermuten. Die Charakterisierung der Porenproteine
mittels STED-Mikroskopie zeigte, dass bei der Infektion von Makrophagen die Anzahl der
Fluoreszenzpunkte pro Bakterium um das 1,5-fache gesteigert ist (5.4.2). Es ist zu vermuten, dass
die gesteigerte Aufnahme der Yersinien in die Prdvakuole nicht nur die Anzahl der
Translokon-positiven Bakterien erhéht, sondern auch die Anzahl der Porenproteine des einzelnen
Bakteriums. Ubergreifend konnte bei HeLa-Zellen mit durchschnittlich 18 Fluoreszenzpunkten und
bei Makrophagen mit 33 Fluoreszenzpunkten (5.4.2) eine deutlich hoéhere Anzahl an
Translokatorproteinen beobachtet werden, als nach den Ergebnissen von Kudryashev et al. und

Zhang et al. zu erwarten ware.

Bei naherer Betrachtung der Fluoreszenzpunkte zeigte sich auRerdem eine gruppierte Anordnung
der Translokons auf der Bakterienoberfliche wahrend der Infektion von Hela-Zellen (5.4.3).
Mithilfe einer Software-unterstiitzen Gruppenanalyse wurden die Fluoreszenzsignale hinsichtlich
ihrer GroBe wund Position untersucht. Dabei zeigte sich, dass durchschnittlich drei
Fluoreszenzpunkte eine Gruppierung bilden. Diese verteilten sich auf der Bakterienoberflache im
Abstand von durchschnittlich 716 nm zueinander. Innerhalb einer Gruppe lagen die einzelnen
Fluoreszenzpunkte durchschnittlich 127 nm voneinander entfernt. Die Daten bestdtigen die
Beobachtungen von Kudryashev und Kollegen, die in Y. enterocolitica Minizellen eine

Gruppenbildung von Injektisomnadeln beschrieben (Kudryashev et al. 2015). In kombinierter
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Fluoreszenzmikroskopie und Kryo-ET untersuchten Kudryashev et al. Fluoreszenz-markierte
Basalkérper-Komponenten des Injektisoms (YscD, YscV und YscQ) unter Sekretionsbedingungen in
Y. enterocolitica  E40  Minizellen  (250-350nm)  (Kudryashev et al. 2015).
Kryoelektronentomographische Aufnahmen der Yersinien zeigten eine gruppierte raumliche
Verteilung der Injektisome auf der Bakterienoberflache. Die in Tomogrammen identifizierten
Injektisome wurden einer Simulation unterzogen, welche die Auflésung auf das Niveau
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen reduzierte (~300 nm). Dabei zeigte sich, dass sich in einem
Fluoreszenzpunkt durchschnittlich 2,5 Injektisome befinden. Bei Induktion der Sekretion durch
Chelatierung des Calciums im Kulturmedium bildeten sich neue Injektisome in bereits bestehende
Injektisom-Gruppen. Diese Gruppen aus durchschnittlich 2,5 Injektisomen verteilten sich auf der
Bakterienoberflache im Abstand von 400 nm zueinander. Innerhalb einer Gruppierung ordneten
sich die einzelnen Injektisome im Abstand von 100 nm zueinander an. Trotz unterschiedlicher
Versuchsbedingungen und Techniken zeigen die Daten eine hohe Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Die gruppierte Anordnung der Injektisome und Translokons scheint ein
wichtiger Aspekt der Bakterien-Wirtszell-Interaktion zu sein (Kudryashev et al. 2015). Zum einen
maximiert die Verteilung der Injektisom-Gruppen auf der gesamten Bakterienoberflache die
mogliche Interaktion mit der Wirtszelle. Zum anderen konnte die Bildung dieser
Injektisom-Gruppierungen ein Mechanismus darstellen, um die Translokationsaktivitat zu steuern
und anzupassen (Kudryashev et al. 2015). Diese Hypothese kann durch die Ergebnisse dieser Arbeit
zum Teil unterstiitzt werden. So zeigte sich unter Bedingungen erhdhter Translokationsaktivitat
neben dem erhohten Anteil Translokon-bildender Bakterien teilweise auch eine gesteigerte

Translokon-Bildung pro Bakterium (5.4.2).

Die Quantifizierung der Fluoreszenzpunkte ergab eine von den Literaturwerten abweichende Zahl
an Injektisomen pro Bakterium. In der Gesamtheit konnten in der Studie von Kudrashev et al.
durchschnittlich 6,2 Injektisome pro Tomogramm ermittelt werden. Die Autoren merkten jedoch
an, dass diese Injektisomen-Anzahl aufgrund der verminderten GréRe der Minizellen und der
Artefakte des Kryo-ETs um Faktor zwei auf 12 Injektisome pro Bakterienzelle bzw. Tomogramm
korrigiert werden muss. Das sogenannte missing wedge-Problem fiihrt zum Datenverlust in der
Elektronentomographie (Luci¢ et al. 2005). Injektisomen, die auf der oberen und unteren Seite der
Bakterien gebildet werden, sind nur schwer zu visualisieren und entgehen damit der Detektion.
Zhang et al. untersuchten in Salmonella Typhimurium die mEos-Fluoreszenz-markierte
Basalkérper-Komponente PrgH unter Bedingungen der stimulierten T3SS-Expression (Zhang et al.
2017). Das YscD-Analogon PrgH wurde mit hochauflosender Mikrokopie (single-molecule switching
nanoscopy, SMSN mit einer lateralen Auflésung von ~35 nm bzw. mit 4Pi-SMSN mit einer lateralen

und axialen Auflosung von 20 nm) untersucht. Dabei konnten durchschnittlich 12 PrgH-Cluster pro
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Bakterium identifiziert werden. Die gleichzeitige Antikérperfarbung des Nadelspitzenproteins SipD
(homolog zu LerV in Yersinia) bestatigte, dass es sich hierbei um assemblierte Injektisome handelte.
Die Autoren vermuteten, dass die beobachtete Anzahl an PrgH-Clustern unterschatzt wurde, da
Signale aullerhalb des Sichtfeldes und der Detektion liegen konnen. Insbesondere die in dieser
Untersuchung verwendete photoaktivierende mEos-Markierung beeintrachtigte die Detektion der
Injektisome. Untersuchungen zeigten, dass nur 42% der mEos-Molekile aktiviert und als
Fluoreszenzsignale detektiert werden kénnen (Zhang et al. 2017). Die Studien von Kudryashev et
al. und Zhang et al. identifizierten je eine Mindestanzahl von 12 Injektisomen pro Bakterium (die
Autoren vermuteten héhere Injektisom-Anzahlen aufgrund technischer Limitierungen). Dabei ist
anzumerken, dass die Untersuchungen an Komponenten des Basalkérpers des T3SS ohne
Zellkontakt durchgefiihrt wurden und daher nur unter Vorbehalt mit den vorliegenden Daten
verglichen werden kénnen. Zhang et al. untersuchten zudem das Inv-Mxi-Spa-Injektisom in
Salmonella Typhimurium, das sich in Ausbildung und Regulation vom Ysc-T3SS in Yersinia spp.
unterscheidet (Cornelis und van Gijsegem 2000; Mota et al. 2005b). Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten vorwiegend auf die Ausbildung des durchgangigen Injektionsmodells wahrend der
Wirtszellinfektion hin. Das gleichzeitige Vorkommen freier Translokons ohne Bindung zum
Injektisom ist aber weiterhin nicht auszuschlieBen und kénnte eine Erklarung fir die hier
beobachtete hohe Translokon-Anzahl von bis zu 30 Translokons wahrend der

Makrophageninfektion sein (5.4.2).

Die Untersuchung der Porenproteine mit STED brachte eine enorme Aufldsungsverbesserung.
Dennoch kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden, ob es sich bei den hier
gezeigten YopB-Fluoreszenzpunkten um einzelne Translokons handelt. Ausgehend von den
aktuellen Erkenntnissen zur GrofRe der Translokationspore (Park et al. 2018), ist es mdglich, dass es
sich bei den Fluoreszenzpunkten um mehr als eine einzelne Pore handelt. Die GroRe der
Translokationspore wurde bis vor kurzem ausschliefllich indirekt durch Rekonstitutions-,
Osmoprotektions- und Dextranfreisetzungsversuche beschrieben (Hakansson et al. 1996b;
Holmstrom et al. 1997; Blocker et al. 1999; Neyt und Cornelis 1999a; Dacheux et al. 2001; Mueller
et al. 2008; Miki et al. 2004; Ide et al. 2001). Das von Park und Kollegen in der Wirtszellinfektion
visualisierte Salmonella-Translokon ist mit einen Durchmesser von 13,5 nm und Lange von 8 nm
viel kleiner als vorherige Daten indizierten (auBerer Porendurchmesser von 55-65 nm in EPEC bzw.
80 A in Pseudomonas Schoehn et al. 2003; Ide et al. 2001). Zur Gruppenanalyse wurden die
Fluoreszenzpunkte vermessen und es zeigte sich eine durchschnittliche GréfRe von rund 100 nm.
Unbeantwortet bleibt, ob Fluoreszenzpunkte, die in dieser Untersuchung keiner Gruppe
zugeordnet werden konnten, einzelne Translokons oder nicht aufgeldste Gruppen darstellen. Die

in dieser Arbeit gezeigten Daten unterstiitzen die Idee von Park et al., dass Zellkontakt und die
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Interaktion mit dem Tip-Komplex essentiell flir die Assemblierung funktioneller Translokons sind
(5.2). Dabei ist es vermutlich zweitrangig in welchem Erreger das T3SS untersucht wird (Park et al.
2018). Um die tatsachliche GroRe und Anzahl der Translokatoren zu identifizieren, bedarf es einer
noch hoéher auflésenden Methode wie die kiirzlich veréffentlichte MINFLUX-Mikroskopie, die es

ermoglicht Strukturen im unteren Nanometerbereich aufzuldsen (Balzarotti et al. 2017).

6.4 Das Translokon steht in direkter Verbindung mit der Injektisomnadel

Bei Zellkontakt assembliert die Translokationspore am distalen Ende der Injektisomnadel und bildet
dadurch einen kontinuierlichen Kanal zwischen Bakterium und Wirtszytoplasma (Lee et al. 1998;
Marenne et al. 2003; Ryndak et al. 2005; Lara-Tejero und Galan 2009). Dieses in der T3SS-Forschung
anerkannte Injektions- oder Ein-Schritt-Modell der Translokation konnte kiirzlich erstmals wahrend
der Wirtszellinfektion fiir das Salmonella-T3SS visualisiert werden (Park et al. 2018). Zu Beginn
dieser Arbeit wiesen mehrere Studien unter Anwendung unterschiedlicher Methoden auf das
Vorkommen des Injektionsmodells in Yersinia hin, das den direkten Transport der Effektoren in das
Zytoplasma der Zielzelle ermoglicht (Rosqvist et al. 1994; Schlumberger et al. 2005; Enninga et al.
2005). Anhand von Yersinia-Mutanten (Deletion von YscP oder YadA) konnte gezeigt werden, dass
eine direkte Korrelation zwischen der Nadellange und der Translokation besteht. YscP-Mutanten,
mit kiirzeren Nadeln im Vergleich zum Wildtyp, zeigten eine verminderte Effektor-Translokation.
Eine Sekretion der Effektor-Yops ins Zellmedium konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die
Ergebnisse verdeutlichten, dass Kontakt zwischen Nadelspitze und Wirtszelle fir die T3SS-
abhangige Translokation bestehen muss (Mota et al. 2005a). Das Zwei-Schritt-Modell der
Translokation beschreibt einen alternativen Mechanismus zur Translokation der Effektorproteine
in die Zielzelle (Tejeda-Dominguez et al. 2017; Akopyan et al. 2011; Edgren et al. 2012; Dewoody et
al. 2013b). Das Modell entstand aus der Beobachtung, dass wahrend der Zellinfektion mit
Y. pseudotuberculosis sowohl Effektoren als auch die Translokatoren YopB und YopD bereits vor
Zellkontakt auf der Bakterienoberflache zu finden waren (Akopyan et al. 2011; Edgren et al. 2012).
In Salmonella Typhimurium konnten Lara-Tejero und Kollegen mittels Immunfluoreszenzfarbungen
das LrcV-Analogon SipD vor Zellkontakt auf der Bakterienoberfliche detektieren. Die
Translokatoren SipB (homolog zu YopB) und SipC (homolog zu YopD) hingegen waren erst
unmittelbar nach Kontakt des Bakteriums mit der Zielzelle auf der Bakterienoberflache detektierbar
(Lara-Tejero und Galan 2009). In Shigella konnten beide Mechanismen der Translokation
beobachtet werden, sowohl die Oberflachen-Lokalisation der Effektoren vor Zellkontakt (Watarai
et al. 1995), als auch die Assemblierung der Pore am Ende der Injektisomnadel (Stensrud et al.

2008).
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Mithilfe der hier verwendeten Mikroskopie-Techniken SIM, STED und Immungold-TEM konnte die
Organisation des T3SS in Y. enterocolitica naher untersucht werden. Der Fokus der Untersuchung
lag dabei auf der Translokationspore und ihrer raumlichen Anordnung zum Injektisom wahrend der
Infektion. Mit 3D-STED-Mikroskopie konnte das Porenprotein YopB wahrend der Wirtszellinfektion
inseriert in die Pravakuole dargestellt werden (5.7.4). Vorarbeiten zeigten bereits die Kolokalisation
der Translokatoren YopB, YopD und LcrV und deuteten auf die direkte Verbindung von Injektisom
und Pore Uber die LcrV-Plattform hin (Huschka 2017; Nauth et al. 2018). Die gleichzeitige
Visualisierung von Basalkérper, Nadel und Translokon innerhalb gleicher Injektisome mittels
SIM-Mikroskopie (5.5) vervollstandigte das Bild des durchgehenden Injektisoms in Yersinia. Die
Translokatoren YopB und YopD konnten in enger raumlicher Nahe zur Basalkdrperkomponente
(GFP-)YscD gefunden werden. Die Quantifizierung der SIM-Mikroskopie-Daten ergab eine
durchschnittliche Distanz von 104 nm zwischen YopB/YopD und GFP-YscD. Dieses Ergebnis
korreliert sehr gut mit den Ergebnissen von Zhang et al. Zhang und Kollegen visualisierten mit
hochauflésender single-molecule switching-Mikroskopie die Basalkorperkomponente PrgH
(homolog zu YscD in Yersinia) im Abstand von 101 nm zum Tip-Komplex-Protein SipD (homolog zu
LerV in Yersinia) in lebenden Salmonella Typhimurium (Zhang et al. 2017). In dieser Arbeit sowie in
der Studie von Zhang et al. wurden zur Immunfluoreszenzfarbung konventionelle Antikorper
verwendet, die mit einer GroRe von rund 150 kDa etwa 20 nm einnehmen und in der
hochauflésenden Mikroskopie kleinster Strukturen zu Ungenauigkeiten fiihren. Fir nachfolgende
Studien ist daher die Verwendung von Nanotags, Nanobodies oder alternativen, derzeit noch in der

Entwicklung stehenden Markierungen zu empfehlen.

Auch in Immungold-markierten TEM-Aufnahmen konnte das Porenprotein YopD in ndchster Ndhe
zum Basalkoperprotein YscD detektiert werden. Basierend auf den bekannten KenngroRen der
einzelnen Injektisom-Komponenten sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit fiir das Injektionsmodell.
Dabei sei anzumerken, dass in beiden Untersuchungen (SIM und TEM) Yersinien verwendet
wurden, die keine Effektoren ausbilden, was sich auf die Lokalisation und Assemblierung der Pore
auswirken kénnte. Bislang gibt es jedoch keine Indizien zur direkten Interaktion von Effektoren mit

YopB oder YopD wahrend der Ausbildung der Translokationspore.

6.5 LcrV assistiert in der Ausbildung des Tranlokons

Die in der Literatur bekannten Daten zu den Translokatoren stammen aus in vitro Studien und
Infektionsversuchen und verdeutlichen die Abhangigkeit der drei Translokatorproteine wahrend
der Ausbildung des Translokons zueinander (Holmstrom et al. 2001; Persson et al. 1995; Pettersson

et al. 1999; Sarker et al. 1998; Mueller et al. 2005; Broz et al. 2007; Mueller et al. 2008; Goure et al.
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2004; Goure et al. 2005; Hakansson et al. 1996b). So konnte gezeigt werden, dass bei der Infektion
von Erythrozyten, die Porenproteine nur in Anwesenheit von LcrV in die Membran inserieren
(Goure et al. 2005; Broz et al. 2007). Die Interaktion von YopD und dem Nadelspitzenprotein LcrV
ist essentiell fir die Effektor-Translokation wie Untersuchungen mit mutierten
Translokatorproteinen zeigten (Olsson et al. 2004; Armentrout und Rietsch 2016; Costa et al. 2010;
Costa et al. 2015; Francis und Wolf-Watz 1998; Ligtenberg et al. 2013). Diese Daten werden durch
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt. In Infektionsversuchen mit der
LcrV-Deletionsmutante konnte mittels Immunfluoreszenzfarbung der Porenproteine YopB und
YopD eine scheinbar zuféllige Verteilung der Proteine auf der Bakterienoberflache gezeigt werden
(5.2). Die unter diesen Bedingungen sichtbare punktférmige Verteilung der Porenproteine dhnelte
dem Erscheinungsbild der funktionellen Translokationsporen in Wildtyp-Yersinien, doch die
Porenproteine YopB und YopD zeigten nahezu keine Kolokalisation. Unter diesen
Versuchsbedingungen konnte zudem keine Gruppierung der Fluoreszenzpunkte verzeichnet
werden. Aus den vorliegenden Ergebnissen ist daher zu folgern, dass es sich hierbei vermutlich nicht
um funktionelle Poren handelt. Zu kritisieren ist, dass in dieser Arbeit nur die Ausbildung der
Translokons untersucht wurde, nicht aber ob die Effektor-Translokation beeintrachtigt war. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass zur Ausbildung der funktionalen
Translokationspore mehrere Bedingungen erfillt sein missen: Neben Zellkontakt und der
Ausbildung der Pravakuole, ist das Vorhandensein von allen drei Translokatorproteinen (YopB,
YopD und LcrV) nétig. Auch in der kiirzlich erschienen Arbeit von Park und Kollegen konnte gezeigt
werden, dass bei Fehlen einer Komponente des Translokons keine funktionelle Pore gebildet
werden kann (Park et al. 2018). Die Insertion der Translokationspore in die Plasmamembran der
Wirtszelle ohne die Assistenz des Tip-Komplexes fiihrt wahrscheinlich zu einer Struktur, die

porenférmig ist, aber nicht der physiologischen, funktionellen Pore entspricht (Park et al. 2018).

6.6 Die Translokatoren YopB und YopD zeigen kein strukturiertes Muster

unter Sekretionsbedingungen

Bei Kultivierung von Y. enterocolitica bei 37°C konnen die Porenproteine YopB und YopD mit
Immunfluoreszenzfarbungen nicht auf der Bakterienoberfliche detektiert werden. Erst durch
Induktion der Sekretion werden die Translokatorproteine auf der Bakterienoberfldche detektierbar
(Huschka 2017). Zur Beantwortung der Frage nach der Organisation der Porenproteine unter der
kiinstlich induzierten Sekretionsbedingung wurden die Proteine YopB und YopD im Einzelnen und
gemeinsam in hochauflosender 2D- und 3D-STED-Mikroskopie untersucht. Die Studie von

Kudryashev und Kollegen in Y. enterocolitica E40 Minizellen zeigte eine strukturierte Anordnung
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von Injektisomen auf der Bakterienoberflaiche unter den gleichen Versuchsbedingungen
(Kudryashev et al. 2015). Die Autoren konnten anhand von kombinierter Fluoreszenzmikroskopie
und Kryo-ET zeigen, dass sich bei Calcium-Depletion im Kulturmedium neue Injektisome in bereits
bestehenden Injektisom-Gruppen bilden. Eine Gruppierung wie von Kudryashev et al. fir
Injektisomnadeln gesehen, konnte in dieser Arbeit fir die Translokatorproteine unter

Sekretionsbedingungen nicht beobachtet werden (5.1, Kudryashev et al. 2015).

Es ist aus der Literatur bekannt, dass Yersinien bei Calcium-Depletion im Kulturmedium groRe
Mengen an Yops in den Kulturiberstand sekretieren. Fir einige Yops, Effektoren und
Transloaktoren, wurde ein Zurilckfallen und vermutlich unspezifisches Rickbinden auf die
Bakterienoberflache beschrieben. Die Autoren fritherer Studien erklarten dieses Phdnomen durch
die schlechte Loslichkeit der Yops. Die Proteine bilden demnach aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften Proteinaggregate auf der Bakterienoberflache (Darveau et al. 1980; Straley und
Brubaker 1981; Bolin et al. 1982; Yother und Goguen 1985). Die in dieser Arbeit und in Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe beobachtete dichte, homogene Oberflachenverteilung der Porenproteine YopB
und YopD beruht vermutlich auf der Akkumulation der Proteine auf der Bakterienoberflache. Auch
in Dual-Immunfluoreszenzfarbungen zeigte sich dieser Phanotyp (5.1). Die Betrachtung einzelner
Schnittebenen der 3D-STED-Aufnahmen verdeutlichte jedoch, dass die Porenproteine nicht immer
deckungsgleich waren (5.1). Bei einer assemblierten und funktionalen Pore wéare eher eine
deckende Kolokalisation zu erwarten wie sie unter Infektionsbedingungen beobachtet werden
konnte (4.2). Zur Ausbildung eines funktionellen Translokons sind alle drei Translokatoren nétig
(Cornelis und Wolf-Watz 1997; Marenne et al. 2003; Pettersson et al. 1999). Aus der Literatur ist
auBerdem bekannt, dass das Nadelspitzenprotein LcrV zur Assemblierung der funktionellen
Translokationspore  benétigt  wird und sich bereits vor Zellkontakt und unter
Sekretionsbedingungen an der Spitze der Injektisomnadel bildet (Mueller et al. 2005; Cornelis und
Wolf-Watz 1997; Goure et al. 2005; Sarker et al. 1998; Ménard et al. 1994). Versuche mit
Deletionsmutanten der einzelnen Translokatoren YopB, YopD und LcrV unter gleichen
Versuchsbedingungen machte deutlich, dass die Ausbildung einer funktionalen Translokationspore
an der Nadelspitze unter den hier untersuchten Bedingungen eher unwahrscheinlich ist. Denn auch
bei Verlust einer Translokon-Komponente konnte eine dichte Oberflachenlokalisation der
Porenproteine YopB und YopD beobachtet werden (5.1). Dies deutet vielmehr auf eine

unspezifische Anreicherung der Translokatorproteine unter allen untersuchten Bedingungen hin.

Die Daten deuten in der Gesamtheit auf die Aggregation der stark hydrophoben Porenproteine auf
der Bakterienoberflache hin. Die Akkumulation hat vermutlich keine funktionelle Bedeutung und

kommt durch die kinstlich induzierte Yop-Sekretion zustande. Aufgrund der dicht gepackten,
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starken Anreicherung auf der Bakterienoberflache sind mogliche einzelne Injektisome vermutlich
nicht detektierbar. Die Ergebnisse dieser Arbeit und anderer Infektionsstudien deuten darauf hin,
dass die Assemblierung der Pore erst bei Zellkontakt erfolgt. Eine Gruppierung der Porenproteine
wie Kudryashev et al. (Kudryashev et al. 2015) unter gleichen Versuchsbedingungen detektierten,

konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden.
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7 Material und Methoden

7.1 Materialien

7.1.1 Gerate

Tabelle 7-1 Gerate

Gerat

Hersteller

Accu-Jet

Elektrophorese

Entwickler fir Rontgenfilme

Entwicklerkassette
Gefrierbehalter

Gefrierschranke

Kihlschrank
Magnetrihrer
NanoDrop ND-1000
Netzanschlussgerat
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Scanner
Schittelinkubator
Sterilbank

Thermocycler

Vortex
Waage
Wasserbad

Western Blot-Apparatur

Accu-jet pro, Brand, Wertheim, Deutschland

Mini-Protean Il, Biorad, Miinchen, Deutschland

Curix 60, Agfa, Mortsel, Deutschland

Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Kryogefrierbehalter, Nalgene Scientific, Rockford, USA

-80°C: HERA freeze, Heraeus, Kendro Laboratory, Hanau,
Deutschland

-20 °C: comfort, Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
4-8°C, Liebherr Premium, Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
RCT-Basic, IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland

Power Pac 2000, BioRad, Miinchen, Deutschland

Seven easy, Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland

Ultrospec 3000 pro, Amersham/GE Healtcare Europe, Minchen,
Deutschland

2,10, 100, 200, 1000 pl, Research Plus, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

CanoScan 4400F, Canon, Amsterdam, Niederlande

Certomat BS-1, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Hera Safe, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Primus-96, MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
REAX Topo, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
440-47N, Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

GFL Typ 1013, GFL, Burgwedel, Deutschland

OWL HEP-1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Zellinkubator

Zentrifugen

Zahlkammer

CB Series, Binder, Tuttlingen, Deutschland

Sorvall RC-5B, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA;
5417R and 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland;
biofuge pico, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland;
Sigma 3-18K, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Neubauer-Zellzahlkammer, Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

7.1.2 Mikroskope

Tabelle 7-2 Technische Daten zum Laser-Scanning-Mikroskop

Laser-Scanning-Mikroskop

Produktbezeichnung, Hersteller

Hersteller
Stativ
Objektiv
Detektor

Laser

Emissionsfilter
UV-Lampe
Halogenlampe
Weitere Ausstattung

Software

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica DMI 6000

63x HCX Plan Apochromat CS Olimmersion, NA 1.40-0.60

2x HyD, 2x PMT, 1x Trans-PMT

Diode 405 nm/ Multi-Ar 458 nm/ 476 nm/ 488/ 514 nm, DPSS
561 nm, HeNe 633 nm

L5 ET: BP 480/40 (grtin), N3 ET: BP546/12 (rot)

EL 6000 120W (LQHXP 120 LEJ)

100w, 12V

Piezo Focus drive: SuperZ Galvo type H

Leica LAS AF

Tabelle 7-3 Technische Daten zum STED-Mikroskop

Stimulated Emission Depletion

Produktbezeichnung, Hersteller

(STED)

Hersteller Abberior Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland
Stativ Nikon Ti-E mit Perfect Fokus System, Tokio, Japan
Objektiv 60 x P-Apo Olimmersion, NA 1,40, WD 0,13 mm
Detektor 4 x APD

Kamera 1 x CCD Kamera (Imaging Quelle DMK 33G274)

Anregungslaser

STED Laser

518 nm, 640 nm (gepulst & continuous wave),

775 nm
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UV-VIS lllumination LED

Inkubationskammer Temperatur/ Feuchtigkeit/ CO2-Kontrolle, Okolab, Pozzuoli,
Italien

Weitere Ausstattung Piezo Focus drive: P-736 Plnano, Motorisierte XY-stage: M-687

(PILine, Physik Instrumente, Karlsruhe, Deutschland)

Software Abberior Imspector

Tabelle 7-4 Technische Daten zum SIM-Mikroskop

3D-N-SIM Produktbezeichnung, Hersteller
Hersteller Nikon, Tokio, Japan
Objektiv 100 x CFI SR Apochromat TIRF Olimmersion, NA 1,49; Nikon N-SIM E mit Ti

eclipse, invertiertes Mikroskop

Kamera Ultra EM CCD Kamera DU-897E (Andor Technology Ltd., Belfast, UK)
Laser LU-N3-SIM 488 nm, 561 nm, 640 nm
Imaging mode Slice 3D-SIM, Stack 3D-SIM

Weitere Ausstattung  Perfect Focus System, Motorisierte XY-stage, Piezo Z-stage (Mad City Labs,
Wisconsin, USA)

Software NIS-Elements Ar/ NIS-Elements C

Die 3D-N-SIM-Mikroskopie erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Anika Steffen und Prof. Dr. Theresia

Stradal am Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig.

7.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7-5 Einmalartikel

Artikel Firma

Deckglaser Rund, 12 mm Durchmesser, No 1, Hartenstein, Wiirzburg,
Deutschland

Einmalspritzen Steril, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, B. Braun, Melsungen, Deutschland

Flaschenfilter Steritop Filter Units 0,22 um, Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Gewebekulturschale 100 mm, Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Glaspasteurpipette 230 mm, Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburg, Deutschland
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Impfdse
Kryogefriergefald
Multi-Well-Platten
Objektrager
Parafiim M

Pipettenspitzen

Prazisionsdeckglaser

PVDF-Membran

ReaktionsgefalRe

Rontgenfilme
Serologische Pipetten
Skalpell

Spritzenfilter

Whatman Papier

10 pl, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

1,6 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

6 bzw. 24-Well, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

76 x 26 mm, Karl Hecht, Sondheim, Deutschland

Bemis, Pechiney Plastic Packaging, Neenah, USA

Sterile Filterspitzen, Biosphere

10, 200, 1000 pl, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Rund, 12 mm Durchmesser, No 1.5, mit definierter Starke,
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Immobilion-P, 0,45 um Porengrofie, Millipore, Billerica, USA
Sterile 15 ml/50 ml, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

0,2 ml, Biozym Scientific, Hessisch Odendorf, Deutschland

0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Super RX, Fuji Medizinische Rontgenfilme, Fujiflm, Tokyo, Japan
Sterile 2, 5, 10, 25 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Steril, B. Braun, Melsungen, Deutschland

SFCA 0,2 um, Thermo Scientific/Nalgene, Rockford, Illinois, USA
190 g/m?, BioRad, Miinchen, Deutschland

Tabelle 7-6 Kits, Enzyme und Reagenzien

Kits, Enzyme, Reagenzien

Hersteller

Accutase, Enzyme Cell Detachement Medium eBioscience, San Diego, Califiornia, USA

CD 14 Microbeads, human

Complete Protease Inhibitor

Digitonin

MACS, Milteny Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

16% para-Formaldehyd

Electron Microscopy Science, Hatfield, USA

Phenylmethylsulfonylfluid (PMSF) Roth, Karlsruhe, Deutschland

ProLong Diamand

Proteinase K

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Roche, Mannheim, Deutschland

Trypsin 0.05 %, 0,53 mM EDTA Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA

TurboFect Transfection Reagent Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin

BioRad Protein Assay

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioRad, Miinchen, Deutschland
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NucleoBond PC 100 Midiprep Kit
SuperSignal West Femto/ Pico detection
Trypsin 0.05 %, 0,53 mM EDTA x 4 Na mit

Phenolrot

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA

7.1.4 Puffer und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Losungen wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham/GE Healthcare (Minchen, Deutschland), BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland),

Biozym (Oldendorf, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), PAA (Pasching, Osterreich),

PromoCell (Heidelberg, Deutschland),

Roche (Mannheim, Deutschland),

Roth (Karlsruhe,

Deutschalnd), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) sowie Invitrogen/Life Technologies/Thermo Fisher

Scientific (Waltham, USA).

Die selbst hergestellten Puffer wurden entweder autoklaviert (20 min bei 121°C und 1,4 bar) oder

bei hitzeempfindlichen Lésungen mit 0,22 um feinen Filtereinheiten steril filtriert.

Tabelle 7-7 Pufferzusammensetzung

Puffer Konzentration = Komponenten
Zell-Lysispuffer 1% (v/v) Triton X-100
Permeabilisierungspuffer fiir 0,1 % (v/v) Triton X-100
Immunfluoreszenz
Digitonin-Lyse-Puffer 0,5 % (w/v) Digitonin
PBS (10x) 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
14,4 g Na2HPO4
2,3mM KH2PO4
SDS-PAGE/Western Blot-Analyse
4x Lammli (Ladepuffer fir SDS-PAGE) 240 mM Tris pH 6,8
8 % (w/v) SDS
40 % (w/v) Glycerol
5% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
Trenngelpuffer 1,5M Tris-HCl pH 8,8

0,1 % (w/v)

SDS
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Sammelgelpuffer 0,5M Tris-HCI pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS
SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris
190 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
Transferpuffer 150 mM Tris
25 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
PBS-T 1x PBS
0,1 %(v/v) Tween20
Coomassie-Farbelosung 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
25 % (w/v) Methanol
10 % (w/v) Eisessig
ddH20
Coomassie-Entfarbeldsung 25 % (w/v) Methanol
10 % (w/v) Essigsaure
ddH20
7.1.5 Plasmide
Tabelle 7-8 eukaryotische Expressionsplasmide
Plasmid Vektor Herkunft
pRK5-myc Leervektor, myc-tag, humaner BD Clontech

myc-Rac1Q61L

PLC51-PH-GFP

Expressionsvektor

pRK5-myc, konstitutiv aktives Racl

Plasmamembranmarker, Indikator fir

PI(4,5)P,

Pontus Aspenstrom, Uppsala,
Schweden
T. Balla, National Institutes of Health,

Bethesda, USA
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7.1.6 Antikorper

Far Immunfluoreszenzfarbungen (IF) wurden die verwendeten Antikorper in 3% BSA (bovines
Serumalbumin in PBS) geldst. Zur Visualisierung von F-Aktin wurde Alexa-488-, 568-, oder 647-
gekoppeltes Phalloidin (Invitrogen, Carlsbad, USA) in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.
Zellkerne und bakterielle DNA wurden mittels 300 nM DAPI (Invitrogen, Carlsbad, USA) gefarbt. Im
Western Blot (WB) wurden die Antikérper in 5% Milch-PBST-T gelost.

Tabelle 7-9 Primarantikorper

Antigen Spezies Verdiinnung IF  Verdiinnung WB  Herkunft

Aktin (monoklonal) Maus - 1:10000 Millipore,
Schwalbach,

Deutschland

Calnexin (polyklonal) Kaninchen - 1:2000 Enzo, Lorrach,
Germany
Myc-tag Kaninchen 1:200 1:1000 Cell Signaling,

Cambridge, UK

GFP Biotin-konjugiert Ziege 1:300 - Rockland, Limerick,
(polyclonal) USA
HSP60 Maus - 1:1000 A57-E4, Thermo

Scientific, Rockford,
USA
Y. enterocolitica 0:8 Kaninchen 1:50 - Sifin, Berlin,

Deutschland

YopH Kaninchen - 1:5000 Serum
Lerv Kaninchen 1:50 - Serum
PepC Kaninchen - 1:1000 Serum
YscF Ratte 1:50 1:1000 Serum
YopB (1-168) Kaninchen 1:100 1:1000 Serum
YopB (1-168) Ratte 1:100 1:1000 Serum
YopD (150-287) Kaninchen 1:100 1:1000 Serum
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Tabelle 7-10 Sekundarantikérper

Sekundarantikérper Verdiinnung Hersteller

(in 3 % BSA)

Immunfluoreszenz

Alexa-488 Huhn anti-Kaninchen IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-488 Ziege anti-Ratte IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-568 Ziege anti-Kanninchen IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-568 Ziege anti-Ratte IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-568 Esel anti-Maus IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-594 Huhn anti-Ratte IgG 1:200 Invitrogen
Alexa-647 Ziege anti-Kaninchen 1:200 Invitrogen
Abberior Esel anti-Kanninchen Star580 1:200 Abberior
Abberior Ziege anti-Kanninchen IgG Star635P 1:200 Abberior
Abberior Ziege anti-Kanninchen IgG Star 1:200 Abberior
Abberior Ziege anti-Ratte IgG Star 1:200 Abberior
Kanninchen anti-Biotin IgG 1:10 000 Rockland

Western Blot: HRP-konjugierte Sekundarantikérper

Schaf anti-Maus IgG 1: 50 000 GE Healthcare
Esel anti-Kanninchen IgG 1: 50 000 GE Healthcare
Ziege anti-Ratte IgG 1: 50 000 GE Healthcare
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7.1.7 Wachstumsmedien und Zusatze

Die aufgefiihrten Komplexmedien zur Anzucht von Y. enterocolitica wurden vor Gebrauch fir 20
Minuten bei 121°C und 1 bar Uberdruck sterilisiert. Hitzeempfindliche Zusitze wurden steril filtriert
und zu den autoklavierten Medien zugefiigt. Die Angaben beziehen sich jeweils auf einen Liter

Gesamtvolumen.

Tabelle 7-11 Wachstumsmedien zur Kultivierung von Y. enterocolitica

Medium Konzentration Komponente
LB(Luria-Bertani)-Medium, pH 7,5 10 g/l Trypton
5g/l Hefeextrakt
10 g/l NacCl
LB(Luria-Bertani)-Agar, pH 7,0 10 g/ Trypton
5g/l Hefeextrakt
10 g/ NacCl
15 g/ Agar

Tabelle 7-12 Antibiotika und Zuséatze zur Kultivierung und Selektion von Y. enterocolitica

Antibiotikum Gelostin  Konzentration Hersteller

Arbeitslosung

Nalidixinsaure 1M NaOH 100 pg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Kanamycin ddH20 50 pg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Arsen ddH20 65 ng/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Diaminopimelinsdure ddH20 80 ng/mll Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(DAP)

Tabelle 7-13 Wachstumsmedien zur Kultivierung eukaryotischer Zellen

Medium Konzentration Komponente Hersteller
Dulbeco’s Modified Eagle 10 % (v/v) Fetales Kalberserum Gibco, Carlsbad,
Medium (DMEM) Californien, USA
RPMI Medium 1640 20 % (v/v) Autologes Serum Gibco, Carlsbad,
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin Californien, USA
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7.1.8 Yersinienstdmme und eukaryotische Zellen

Tabelle 7-14 Yersinia enterocolitica-Stamme

Stamm Merkmale Referenz

WA-314 Y. enterocolitica Wildtyp, Serotyp O:8, (Heesemann und Laufs 1983;
klinisches Isolat, pYV; +Kanamycin- Oellerich et al. 2007)
Resistenz

WA-C Plasmid-befreite Mutante von WA-314 (Heesemann und Laufs 1983)

WA-314AyopE

WA-314AyopB

WA-314AyopD

E40AlcrvV

E40 GFP-YscD

Wildtyp mit Insertionsmutation in yopE,
Kanamycin-Resistenz (KanR)

Wildtyp mit Insertionsmutation in yopB,
KanR

Wildtyp mit Insertionsmutation in yopD,
KanR

Y. enterocolitica Wildtyp, Serotyp 0:9;
pYVedOAlcrV

E40 pAD4306; Serotyp 0O:9; (pYVed0
yopQA2-427 yopE21 yopHA1-352

yopM23 yopP23 yopT135) AasdA292-610

egfp-yscD

(Trulzsch et al. 2004)

Konrad Trilzsch,(Nauth et al. 2018)

Konrad Trilzsch, (Nauth et al.
2018)

Andreas Diepold, (Nauth et al.
2018)

(Diepold et al. 2015)

Tabelle 7-15 eukaryotische Zellen

Name

Merkmale

Herkunft

Hela

Primare humane

Makrophagen

Humane Zervixkarzinom Zelllinie

Isolierte periphere Blutmonozyten, die
durch Zusatz von Wachstumsfaktoren
innerhalb von 6-8 Tagen zu

Makrophagen differenziert wurden

ACC# 57, DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutschland
Wodchentliche Isolation aus Buffy-
Coats, zur Verfligung gestellt von
Frank Bentzien, Institut fur
Transfusionsmedizin,
Universitatklinikum Hamburg-

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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7.1.9 Elektronische Datenverarbeitung

Tabelle 7-16 verwendete Software und Datenbanken

Software und Datenbanken

Hersteller

Abberior Imspector Version 0.13
Adobe Photoshop CS6
Graphpad Prism 6

Fiji Version 1.51n/ ImagelJ Plugin
TrackMate v3.5.1

Imaris

Matlab

Office Software Paket 2013
Volocity 6

Volocity DEMO 6.1.1

NCBI Datenbank

Abberior Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland
Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

La Jolla, CA, USA

Bethesda, USA

Bitplane, Ziirich, CH

The MathWorks Inc., Natick, USA
Microsoft, Redmond, USA

PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA
PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA

www.ncbi.nlm.nih.gov
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7.2 Methoden

Alle Experimente wurden in Laboren der gentechnischen Sicherheitsstufe 2 (S2) durchgefiihrt.

7.2.1 Mikrobiologische Methoden

7.2.1.1 Kultivierung und Stammbhaltung von Yersinien

Alle  verwendeten Yersinia  enterocolitica-Stamme  (Tabelle  7-14) wurden  auf
Luria Bertani(LB)-Agarplatten bei 27°C kultiviert. Die LB-Agarplatten mit den jeweiligen Antibiotika
wurden fir 24 - 48 Stunden bebritet und anschliefend fir maximal vier Wochen bei 4°C
aufbewahrt. Zur Kryokonservierung wurden Bakterienkulturen in der exponentiellen Phase zu

gleichen Teilen mit 40%igem Glycerin in LB-Medium gemischt und bei —80°C gelagert.

Die Kultivierung in Flussigkultur erfolgte in 3 ml Luria Bertani (LB)-Medium. Hierzu wurden einzelne
Kolonien von Agarplatten oder aus der Glycerolaufbewahrung mit steriler Impfése tiberimpft. Die
Vorkulturen wurden mit den entsprechenden Antibiotika tiber Nacht bei 27°C im Schittelinkubator

(180 rpm) kultiviert.

7.2.1.2 Sekretionsbedingung (released proteins assay)

Die in vitro Sekretion der Yops kann durch Ca?*-Depletion des Kulturmediums bei 37°C erreicht
werden (Heesemann et al. 1986). Zur Aktivierung des T3SS wurden die Yersinienvorkulturen am
Versuchstag in frisches LB-Medium tberimpft (1:20) und fir 1,5 Stunden im Schittelinkubator bei
37°C kultiviert. Die Zugabe von 15 nM MgCl, 5 nM EGTA und 0,2% Glucose und eine Inkubation bei
37°C fur weitere zwei Stunden induzierte die Sekretion der Yops. Die sekretierten Proteine wurden

durch Zentrifugation (10 min, 6.800 rpm, 4°C) von den Bakterien getrennt.

Fiir Immunfluoreszenzfarbungen von Yop-sekretionsaktiven Bakterien wurden diese in eiskaltem
PBS resuspendiert, auf Gelatine-beschichtete Deckglaser gegeben (0.2 % [V/V] Gelatine, Sigma-
Aldrich, St.Louis, USA) und mit 4% Para-Formaldhyd (PFA) in PBS fiir 5-10 Minuten fixiert.

Zur biochemischen Untersuchung der sezernierten Effektorproteine wurde der Bakterienliberstand
mit 10% TCA (Trichloressigsaure) versetzt. Die Prazipitation der bakteriellen Proteine erfolgte fiir
eine Stunde auf Eis oder liber Nacht bei -20°C. Die Prazipitanten wurden anschlieRend zentrifugiert
(14.000 rpm, 4°C, 30 Minuten) und mit eiskaltem Aceton gewaschen (14.000 rpm, 4°C, 10 Minuten).
Das Proteinpellet wurde unter dem Abzug abgedampft und in heilem Ldmmli resuspendiert.
Aufgrund der vorhergehenden Behandlung und durch Acetonriickstinde konnte es zu einer
pH-Anderung und damit verbundenen Farbumschlag kommen. Dies konnte durch Zugabe von
kristalliner Tris-Base korrigiert werden. Die Proben wurden anschlieRend fir 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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7.2.1.3  Yersinieninfektion

Fir Infektionsexperimente wurden die Ubernachtkulturen am Versuchstag 1:20 in frischem
LB-Medium verdiinnt und fiir 1,5 Stunden bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Bakterien wurden
nachfolgend zentrifugiert (6.800 rpm, 4°C, 10 Minuten), die Uberstinde verworfen und die Pellets
in eiskaltem PBS resuspendiert. Die optische Dichte (ODeo) der Bakteriensuspension wurde
photometrisch bestimmt und auf ODeyw 3,6 eingestellt. Entsprechend des gewdinschten
Bakterien-Zell-Vehaltnisses (multiplicity of infection, MOI) wurde die Bakteriensuspension in PBS
verdinnt und an die Flache des ZellgefdRes angepasst (100 pl ODgoo 3,6 im 6-Well-Format = MOI
100 in der Hela-Zellinfektion).

Um die Infektion synchron zu starten, wurden die Yersinien auf die Zellen zentrifugiert (1.000 rpm,
2 Minuten). Die Infektion erfolgte bei 37°C fir 60 Minuten (HelLa-Zellen) oder im Zeitverlauf fiir 5
bis 60 Minuten (Makrophagen). Im Anschluss wurden die infizierten Zellen dreimal mit PBS

gewaschen, um ungebundene Bakterien und Serumrickstande zu entfernen.

7.2.1.4 Oberflaichenmarkierung von Yersinien (Biotinylierung)

Die Biotinylierung der Bakterienoberfliche erfolgte mit EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo
Scientific). Hierzu wurden die Yersinien wie in 7.2.1.3 beschrieben fir die Infektion vorbereitet und
nach Zentrifugation in 0,5 mg/ml EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin in PBS resupendiert. Nach einer
30 - 60-minttigen Inkubation bei 4°C wurden die Bakterien zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen,

resuspendiert und zur Zellinfektion verwendet.

7.2.2  Zellkulturtechniken
Alle Zellkulturarbeiten erfolgten an Sicherheitsbanken unter sterilen Bedingungen.

7.2.2.1  Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die in dieser Studie verwendete HelLa-Zelllinie wurde in DMEM (nach Dulbecco modifiziertes Eagle’s
Minimum Essential Medium), supplimiert mit 10% fetalem Kilberserum (FKS), bei 37°C und 5% CO?
kultiviert. Bei vollstandiger Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit
sterilem PBS gewaschen und mit 0,05% Trypsin fiir 5 Minuten bei 37°C abgeldst. Nach
Zentrifugation bei 1.000 rpm fiir 5 Minuten wurde das Zellpellet in frischen Medium resuspendiert

und in eine neue Gewebekulturschale tberfihrt.

7.2.2.2 Kryokonservierung und Reaktivierung eukaryotischer Zelllinien
Zur Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen wurden diese bei 70% Konfluenz wie in 7.2.2.1
beschrieben trypsiniert und in 1,5 ml FKS mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen. Die

Zellen wurden in KryogefdRen (Sarstedt) gelagert. Der Einfrierprozess erfolgte schrittweise in einem
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mit Isopropanol gefiillten Gefrierbehalter bei -80°C. Nach 24 Stunden wurden die gefrorenen Zellen

zur Langzeitlagerung in Stickstoff Giberfiihrt.

Zur Reaktivierung der kryokonservierten Zellen wurde die Zellsuspension bei 37°C aufgetaut und in
vorgewarmtes Zellkulturmedium aufgenommen. Durch Zentrifugation (1.000 rpm, 5 Minuten)
konnte das DMSO-haltige Einfriermedium entfernt werden. Das Zellpellet wurde in frischem
Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Gewebekulturschale zur weiteren Kultivierung

Uberfihrt.

7.2.2.3  Transfektion von Hela-Zellen

Die Transfektion von Hela-Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz Turbofect nach Angaben
des Herstellers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Fir die Expression von konstitutiv aktivem
Racl (myc-Rac1Q61L) wurden die Zellen im 6-Well-Format mit 2,4 pg Plasmid-DNA bzw. im
24-Well-Format mit 500 ng Plasmid-DNA fir 8 - 16 Stunden transfiziert. Die Transfektion von
PLC&-PH-GFP erfolgte fir 16 Stunden mit 500 ng Plasmid-DNA im 24-Well-Format.

7.2.2.4 lIsolierung, Kultivierung und Transfektion primarer humaner Makrophagen

Humane Makrophagen sind neben einer Vielzahl anderer Immunzellen physiologische Zielzellen
von Yersinien. Um moglichst physiologische Infektionsbedingungen zu schaffen wurden
menschliche periphere Blutmonozyten lber eine CD14*-spezifische Isolierung aus heparinisiertem
Blut gewonnen und zu Makrophagen differenziert. Die Isolation erfolgte stets mit eiskalten
Reagenzien unter sterilen Bedingungen in 50 ml-Zentrifugenréhrchen. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten bei 4°C und 1.500 rpm. Zunachst wurden in drei Ansatzen jeweils 15 ml Lymphozyten-
Separationsmedium (LSM) mit je 20 ml Blut vorsichtig Gberschichtet (gesamt ca. 60 ml aus 500 ml
Vollblut). Durch die nachfolgende 30-miniitige Zentrifugation wurden Lymphozyten von
Erythrozyten und Plasma getrennt. Die mononukledren CD14*-Zellen befanden sich in der
weil-milchigen Interphase zwischen der gelblichen Plasmaschicht und der klaren LSM und roten
Erythrozytenschichten. Die gewiinschten mononukledren Zellen der weillen Interphase wurden in
eiskaltes RPMI-Medium Uberfihrt und erneut fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die daraus
resultierenden Zellpellets wurden in je 10 mL RPMI resuspendiert, vereinigt und in je 50 ml
eiskaltem RPMI dreimal gewaschen. Das resultierende Zellpellet wurde schlieRlich in 1,5 ml
Monozyten-Isolierungspuffer aufgenommen und mit 250 pl magnetischen CD14-Microbeads
versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen wurden die Zellen fir 15 Minuten auf Eis inkubiert,
sodass eine Bindung der Antikorper-gekoppelten Beads an die Oberflichenproteine der Monozyten
erfolgen konnte. Wa&hrenddessen wurde die Separationsapparatur bestehend aus Saule,
Magnetblock und Pra-Separationsfilter, aufgebaut und mit eiskaltem Monozyten-Isolationspfuffer
dquilibriert. Anschliefend wurde die Zell-Bead-Suspension auf die vorbereitete Sdule gegeben und
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mittels Gravitationsfluss beladen. Die Saule wurde zweimal mit Monozyten-Isolationspuffer
gewaschen. Zur Elution der CD14*-Zellen wurde die Saule aus dem magnetischen Stdander
herausgenommen und liber ein mit 10 ml RPMI gefiilltes 50 ml-Zentrifugenréhrchen gehalten. Die
Zellsuspension wurde mit einem Stempel herausgedriickt und anschlieBend mit RPMI auf ein
Gesamtvolumen von 30 ml aufgefillt. Mithilfe einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl
bestimmt und je 1,5 x 10° Zellen wurden in einem Volumen von 1 ml RPMI pro Well einer 6-Well-
Platte ausgesat. Nach einer 2-4 stiindigen Inkubation bei 37°C und 5% COZ2-Gehalt erfolgte ein
Mediumwechsel mit vorgewarmten Makrophagen-Kulturmedium (RPMI supplimiert mit humanem
Serum und Penicillin/Streptomycin). Die CD14*-Zellen differenzierten sich durch die im Serum

enthaltenen Wachstumsfaktoren innerhalb von 6 Tagen zu Makrophagen.

Zum schonenden Ablésen der Zellen wurden diese zunachst mit PBS gewaschen und mit 500 pl
Accutase pro 6-Well bei 37°C fir 30 Minuten inkubiert. Makrophagen haften stark am Untergrund,
sodass die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber abgel6st wurden. Die Zellen wurden in
Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl wurde mithilfe der Neubauer Zdhlkammer bestimmt.
Fur Immunfluoreszenzexperimente wurden Makrophagen mit einer Dichte von 1x10° Zellen pro

Deckglas ausgesat und am nachfolgenden Tag infiziert und anschliefend mit 4% PFA in PBS fixiert.

Zur Transfektion primarer humaner Makrophagen per Elektroporation wurden 1 Million Zellen pro
Transfektionsansatz verwendet. Hierbei werden die Zellen einem elektrischen Puls ausgesetzt, der
temporar Poren in der Zellmembran hervorruft und somit die Aufnahme von DNA ermdoglichte. Fir
eine effiziente Elektroporation muissen die Zellen in einer serumfreien Suspension vorliegen. Die
Transfektion wurde in R-Puffer mit 2 Pulsen mit je 1000 V fir 40 ms nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Zur Expression von PLC&-PH-GFP wurde 5 pg Plasmid-DNA verwendet. Die
transfizierten Zellen wurden nachfolgend in einer Dichte von 1x10° Zellen pro Deckglas ausgesit.
Nach einer Stunde wurde vorgewdrmtes Makrophagen-Kulturmedium hinzugegeben, um zu
verhindern, dass die im Vollmedium enthaltenen Antibiotika in die elektroporierte Zelle gelangen.
Die GFP-Expression wurde mikroskopisch kontrolliert und bei Einsetzen des GFP-Signals nach 3-4
Stunden erfolgte nach Mediumwechsel zu Serum- und Antibiotikafreiem RPMI die Infektion mit
Yersinien. Nach der Infektion wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 4% PFA in PBS

fur 5-10 Minuten fixiert.
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7.2.3 Mikroskopische Methoden

7.2.3.1 Immunofluorezenzfarbung

Hela-Zellen und primare humane Makrophagen wurden mit Yersinien infiziert, nach dreimaligem
Waschen mit PBS in 4%igem PFA fixiert, mit 0,1% Triton X100 fir 5-10 Minuten permeabilisiert und
anschlieRend fluoreszengefarbt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Blockieren mit 3%
bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS flr 60 Minuten abgesattigt. Die Zellen wurden anschlieBend
fir eine Stunde mit dem jeweiligen Primarantikérper in 3% BSA und nach dreimaligem Waschen fiir
weitere 45 Minuten mit dem Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorper inkubiert. Alle
Antikorperfarbungen erfolgten in 3% BSA in PBS. Die in dieser Arbeit verwendeten
Antikorperkonzentrationen sind in Tabelle 7-9 zu finden. Den Sekundarantikérpern wurden DAPI
und Phalloidin zur Darstellung der Zellkerne und bakterieller DNA sowie der Zellstrukturen
zugesetzt. Die Deckglaser wurden abschlieBend nach dreimaligem Waschen mit PBS in Prolong
Diamond eingebettet und Uber Nacht bei Raumtemperatur abgedunkelt ausgehdrtet. Die

langfristige Lagerung erfolgte im Dunkeln bei 4°C.

Zur Unterscheidung zwischen extrazellularen und von den Zellen internalisierten Bakterien wurde
eine Innen-AuRen-Farbung angewandt. Hierzu wurden die Bakterien vor der Zellinfektion wie in
7.2.1.4 beschrieben biotinyliert und nach Blockieren in BSA mit Cy5-gekoppelten Streptavidin
inkubiert (1:100 in BSA). Gleichzeitig erfolgte die Inkubation mit dem Yersinia enterocolitica
spezifischen Primarantikorper anti-LPS 0:8 fir eine Stunde (1:50 in BSA). Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Proben mit dem anti-Kaninchen Alexa-488-gekoppelten
Sekundarantikérper inkubiert. Zur Visualisierung aller Bakterien und Zellen wurden die Proben
auBerdem mit DAPI (300 mM) und Phalloidin (1:200 in BSA) geférbt. Bei der Innen-AuRen-Farbung

erfolgte keine Permeabilisierung der Zellen.

7.2.4 Proteinbiochemische Methoden

7.2.4.1 Nadelpraparation

Die Nadelaufreiningung erfolgte aus Yersinienkulturen, die unter Sekretionsbedingungen kultiviert
wurden (siehe 7.2.1.2). Hierzu wurden insgesamt 300 ml Yersinienhauptkultur des Wildtypstamms
WA-314 verwendet. Nach Induktion und Sekretion des T3SS wurde die Bakteriensuspension fiir 5
Minuten bei 4.000 G zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 1 ml 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
resuspendiert und in einem Dounce-Homogenisator geschert. Die dabei entstehenden Scherkrafte
brechen die Nadeln von den Yersinien ab. Durch Zentrifugation (4.000 G, 4°C, 5 Minuten) kdonnen
die Nadeln aus dem Uberstand gewonnen werden. Um Kontaminationen mit Yersinien zu

verhindern wurde der Uberstand durch einen Spritzenfilter (0, 2 um) steril filtriert. Zur Prézipitation
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der Nadeln wurde die Nadelsuspension fiir 1 Stunde auf Eis oder Giber Nacht bei -20°C mit 10% TCA
versetzt. AnschlieBend wurden die Nadelproteine durch Zentrifugation (15.000 rpm, 4°C,

20 Minuten) gewonnen und in heifem Lammli gelost.

7.2.4.2  Affinitatsreinigung von Antiseren fur die Immunfluoreszenz

Die in dieser Arbeit verwendeten Primarantikorper gegen die Yersinia-spezifischen Proteine YopB
und YopD wurden von Franziska Huschka hergestellt und auf Spezifitdt getestet (Huschka 2017).
Die Seren wurden wie in Huschka 2017 beschrieben Uber Affinitatssdaulen gegen das native,

immobilisierte Antigen aufgereinigt.

Fir eine Detektion der Proteine YopB, YopD und YscF in Immunfluoreszenz-gefarbten Praparten
war eine zusatzliche Aufreinigung erforderlich. Hierzu wurden sekretierte Proteine von WA-314
(siehe Sekretion) auf eine PVDF-Membran mittels Western Blot Gbertragen. Die Membran wurde
fiir eine Minute in Coomassie-Farbeldsung inkubiert, die jeweiligen Proteinbanden (YopB 43 kDa,
YopD 33 kDa) wurden aus der Membran geschnitten und fir die weitere Aufreinigung mit Methanol
entfarbt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T (PBS mit 0,1% Tween20), wurden unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation mit 5 % (w/v) fettarmer Milchpulver in PBS-T abgesattigt.
Nachfolgend wurden die Membranstreifen erneut mit PBS-T gewaschen und in kleine Fragmente
geschnitten. Diese wurden in 2 ml-Reaktionsgefdllen mit verdiinntem Antiserum (1:3 in PBS) Uber
Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Die Membranstiicke wurden danach dreimal mit PBS-T
gewaschen. Die verdiinnten Antiseren wurden steril filtriert und fir weitere Aufreinigungen bei -
20°C aufbewahrt. Die Membranfragmente wurden mit 100 - 200 pl 100 mM Glycin-HCI (pH 2,5)
versetzt und bei maximaler Drehzahl auf einem Vortexmischer (Heidolf Instruments, Schwabach)
eluiert. Die Antikorperlosung wurde sofort mit 5,5 pl 1M Tris-Base neutralisiert. Die
Antikoérperldsungen wurden zur Stabilisierung mit BSA (Endkonzentration > 2%) und Glycerin

(50%ig in der Antikorperldsung) zur Kryoaufbewahrung versetzt.

Zur Aufreinigung von YscF-spezifischen Antikérpern wurde eine Nadelprdparation (siehe 7.2.4.1)
durchgefiihrt. Die isolierten Nadelproteine wurden in Lammli geldst in einem Gradientengel
(4 -20%, Biorad) elektrophoretisch aufgetrennt. Da die Nadelproteine ein sehr geringes
Molekulargewicht haben (YscF 9,8 kDa), wurde die Gelelektrophorese friihzeitig gestoppt. Die

weiteren Schritte der Antikdrperaufreinigung erfolgten wie fiir YopB und YopD beschrieben.

7.2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte mit dem BioRad Protein-Assay Kit
(Biorad) nach Angaben des Herstellers. Die Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs

Coomassie Brilliant blue G-250 an Proteine und der daraus folgenden Verschiebung des
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Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm (Bradford 1976). Die Absorption wurde

photometrisch bei 595 nm bestimmt.

7.2.4.4 Translokationsexperimente

Zur Detektion der durch Yersinien translozierten Effektorproteine wurde ein Translokationsassay
nach Nordfelth und Wolf-Watz durchgefiihrt. Hierzu wurden Hela-Zellen mit einer MOI von 100 fir
eine Stunde infiziert und dreimal mit PBS gewaschen, um ungebundene Bakterien zu entfernen. Zur
Untersuchung der Lokalisation der Translokatoren, wurden die Zellen vor der Zelllyse bei
Raumtemperatur mit Proteinase K (500 mg/ml in PBS) behandelt, um extrazellulare
Effektorproteine zu entfernen. Die Proteaseaktivitdt wurde nach 20 Minuten durch Zugabe von
PMSF (4 mM in PBS) blockiert. Die Zell-Lyse erfolgte mit Digitonin (0,5% in PBS) bei
Raumtemperatur mit dreimaligem Vortexen. Die lysierten Zellen wurden dann durch Zentrifugation
(10.000 G, 4°C, 10 Minuten) in die Digitonin-losliche, zytoplasmatische Fraktion und
Zellmembranen mit daran gebundenen Bakterien fraktioniert. Die Digitonin-lésliche Fraktion und

die Pellets wurden mittels SDS-PAGE und nachfolgender Western Blot-Analyse untersucht.

7.2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl! Sulfate,
SDS) nach Lammli (Laemmli 1970) ist ein analytisches Verfahren zur Auftrennung von Proteinen

nach ihrem Molekulargewicht.

Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mit Lammli-Puffer versetzt und
5 Minuten bei 95°C denaturiert. Dabei werden Disulfidbriicken durch B-Mercaptoethanol reduziert.
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und liberdeckt die Eigenladung der Proteine, sodass diese
nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld auftrennt werden. Die negativ geladenen
SDS-Proteinkomplexe wandern durch ein zweiteiliges Gel, bestehend aus einem 4%igen Sammelgel
(Tris-HCI pH 6,8) und einem 10%igen Trenngel (Tris-HCI pH 8,8), zur Anode. Chemisch inerte
Acrylamid-Bisacrylamidgele wurden selbst hergestellt. Die Zusammensetzung von Trenn- und
Sammelgel ist in Tabelle 7-17 aufgefiihrt. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein vorgefarbter
Proteinmarker (PageRuler Pretstained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

mitgefihrt.
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Tabelle 7-17 Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fir die SDS-PAGE

Verbindung Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %)
ddH,0 4,2 ml 1,55 ml
Trengelpuffer pH 8.8 2,5 ml -
Sammelgelpuffer pH 6.8 - 625 ul
Acrylamid 30 % 3,3 ml 325 ul
APS (10 mg/ml) 50 ul 12,5 ul
TEMED 5 pl 2,5 pl

7.2.4.6 Western Blot-Analyse

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte durch das Semidry-Proteinblot-
System. Hierbei werden die Proteine auf eine PVDF-Membran (Immobilion-P, Millipore)
Ubertragen. Zur Aktivierung des Tragermaterials wurde die PVDF-Membran kurz in Methanol
aktiviert. Fir den Elektrotransfer wird die Membran anodenseitig und luftblasenfrei auf das Gel
gelegt. Alle Bestandteile der Proteinblots wurden in Transferpuffer getrankte. Puffergetrankte
Filterpapiere aus je drei Lagen Whatman-Filterpapier (Hartenstein, Deutschland) umgeben
Membran und Gel. Der Transfer der Proteine erfolgte bei konstanter Stromstarke (125 mA/cm2)
fir 75 Minuten. AnschlieRend erfolgte die Immundetektion einzelner Proteine durch
epitopspezifische Antikdrper (Tabelle 7-9). Die Membran wurde zunachst in Blockierungslosung (5%
Milchpulver in PBS-T) fiir mindestens 30 Minuten bei RT blockiert. Primdre und sekundare
Antikorper wurden ebenfalls in 5% Milchlésung geldst. Die Inkubation des Primarantikorpers
erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Nach drei Waschschritten mit PBS-T wurden die Membranen fir 45
Minuten mit HRP-(horseradish/Meerrettich-Peroxidase)-konjugiertem  Sekundéarantikérper
inkubiert. Die Membranen wurden erneut dreimal mit PBS-T gewaschen, fiir 5 Minuten mit
Chemilumineszenzreagenz (Supersignal West Femto, Pierce Chemical) inkubiert und schlieBlich
entwickelt. Die Chemilumineszenzsignale wurden auf Rontgenfilmen (Fujifilm) gesammelt,
gescannt und mit Fiji quantifiziert. Zur Filmentwicklung wurde ein Curix 60 (Agfa, Belgien)
verwendet. Alle fiir die Western Blot-Analyse verwendeten Antikorper und Verdiinnungen sind in

Tabelle 7-9 und Tabelle 7-10 zu finden.
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7.2.5 Mikroskopie und hochauflésende Mikroskopie

7.2.5.1 Konfokale Mikroskopie

Fixierte und fluoreszenzgefarbte Zellpraparate wurden an konfokalen und hochauflésenden
Mikroskopen betrachtet. Die konfokale Mikroskopie erfolgte an Laser-Scanning-Mikroskopen
(Leica TCS SP5 oder SP8, Tabelle 7-2) mit einem 63x Olimmersionsobjektiv (NA 1.4). Die Aufnahmen
erfolgten mit der jeweiligen Software Leica LAS AF oder LAS X SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland).

7.2.5.2 Stimulated Emission Depletion (STED)-Mikroskopie

Die hochauflésenden 2D- und 3D-STED-Aufnahmen erfolgten an einem STED-Mikroskop (Abberior
Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland, Tabelle 7-3) mit einem Nikon Ti-E Mikroskopkorper
mit perfektem Fokussierungssystem im Sequential-Line-Scanning-Modus. Die Fluoreszenzsignale
wurde mit einem 60x P-Apo Olimmersionsobjektiv (NA 1.4) detektiert. Zur Anregung dienten zwei
Pulslaser bei 561 nm (Cy3) und 640 nm (Cy5). Die Depletion erfolgte durch einen Pulslaser im nahen
Infrarotbereich bei 775 nm. Das Fluoreszenzsignal wurde durch eine Aperaturblende mit variabler
GroRe (meist 1 Airy bei 640 nm) gelenkt und durch modernste Avalanche - Photodioden (APD) mit
geeigneten Filtereinstellungen fiir Cy3 (605-635 nm) und Cy5 (615-755 nm) detektiert. Die Bilder
wurden mit einer Verweilzeit von 10 s aufgezeichnet und die VoxelgroRe wurde auf 20 x 20 x 150
nm fiir 2D-STED oder 40 x 40 x 40 nm fiir 3D-STED gesetzt. Alle 3D-STED-Bilder wurden mit 80%igem
3D-STED-Donut aufgenommen. Die Bildaufnahmen wurden mit zeitlich definierten Parametern
durchgefiihrt, beispielsweise mit einem Zeitfenster von 8 ns und einer Verzégerung von 781 ps

(Cy3) und 935 ps (Cy5).

7.2.5.3 Bildanalyse der STED-Daten

Die Anzahl der Fluoreszenzpunkte wurden mit IMARIS v6.1.1 in 3D-STED-Aufnahmen quantifiziert.
Zunachst wurde der Hintergrund jedes Bildes subtrahiert. Um einzelne Punkte zu detektieren
wurde die durchschnittliche GroRRe eines einzelnen Punktes bestimmt. Der Durchmesser eines
Einzelpunkts lag bei 0,11-0,24 um. Der Gaufifilter wurde anhand dieser Messwerte fiir jedes Bild
individuell gesetzt. Lokale Maxima wurden nach GréBe und Qualitdt der Punkte gefiltert. Die

Qualitat definierte sich durch die Hohe der Intensitat im Zentrum eines Einzelpunktes.

7.2.5.4 Gruppen-Analyse von 3D-STED-Aufnahmen

Die Detektion und Segmentierung der Fluoreszenzpunkte erfolgten wie in 7.2.5.3 beschrieben. Die
Positionen und Volumen der einzelnen Fluoreszenzpunkte wurden mithilfe einer Gruppen-Analyse
(cluster_analysis.m, Skript von Dr. A. Failla, veroffentlicht in Nauth et al. 2018) in Matlab

ausgewertet. Anhand der Volumina wurde der Radius jedes detektierten Fluoreszenzpunktes
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berechnet. Die hieraus resultierenden Spharen wurden anhand der Fluoreszenzpunkt-Koordinaten
in der Matrix lokalisiert. Zur Bestimmung der Fluoreszenzpunkte-GroRe wurde die Halbwertsbreite
eines Fluoreszenzprofils definiert (Auflosung ~100 nm). Alle Fluoreszenzpunkte wurden hinsichtlich
ihrer Position zueinander untersucht und in Gruppen kategorisiert. Der Grenzwert fir
Fluoreszenzpunkte innerhalb einer Gruppe wurde durch die Summe der Radien zweier Spharen
definiert. Zur Uberpriifung und Visualisierung von Gruppen wurden diese in verschiedenen Farben

in die urspringlichen 3D-STED-Bilder projiziert.

7.2.5.5 Dekonvolution von 3D-STED-Aufnahmen

Die Dekonvolution wurde mithilfe der Abberior Imspector Software durchgefiihrt und erfolgte
ausschlieBlich fur die in Abbildung 5-22 dargestellte Plasmamembran. Hierzu wurde das iterative
Richardson-Lucy-Verfahren mit 30 Wiederholungen verwendet. Das STED-PSF (Point Spread
Function, Punktspreizfunktion) wurde anhand einer definierten 20 nm groRen, dreidimensionalen

Fluoreszenzkugel (fluoreszierende TetraSpeck beads, Thermo Fisher Scientific) abgeschatzt.

7.2.6  Structured Illlumination-Mikroskopie (SIM)

Zur Visualisierung des Injektioms mit distaler Translokationspore in der Zellinfektion wurde die
hochauflésende 3D-SIM-Mikroskopie verwendet (Tabelle 7-4). Zur Markierung des Injektisoms
wurden Yersinien verwendet, die das mit EGFP markierte Basalkorperprotein YscD exprimieren (E40
GFP-YscD). Die Basalkérperkomponente besteht aus 24 Untereinheiten und die Expression des GFP-
YscD unterliegt dem bakteriellen Promotor, sodass nur ein schwaches Fluoreszenzsignal
detektierbar ist (Diepold et al. 2015; Kudryashev et al. 2013). Die 3D-SIM-Mikroskopie ermdoglichte
entgegen der STED-Mikroskopie eine verbesserte Aufldsung auch bei schwachen Fluoreszenz-
Signalen. Eine Antikdrperfarbung zur Verstarkung des GFP-YscD-Signals war nicht moglich, da YscD
innerhalb der Bakterien lokalisiert. Zur Permeabilisierung der Bakterien ist ein starkes Detergenz
(2%iges SDS) notig, was zum Ablosen der Hela-Zellen fiihrt. Eine Betrachtung der Struktur im
zelluldren Kontext ware dann nicht mehr moglich. Um gleichzeitig Translokationspore und
Injektisom zu beobachten wurden die E40 GFP-YscD-infizierten Hela-Zellen zuséatzlich mit anti-

YopB- oder anti-YopD-Antikdrpern immungefarbt.

SIM ermoglicht eine verdoppelte Auflosung im Vergleich zur konventionellen Weitfeld-Mikroskopie
(Auflésung ~100-130 nm in xy (Gustafsson et al. 2008; Schermelleh et al. 2008)). Die
hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie nutzt den Moiré-Effekt, um die Beugungsgrenze zu
Uberwinden und kleinere Strukturen darzustellen. Laserstrahlen werden durch das Objektiv
geleitet, Uberlagern sich in der Fokusebene und erzeugen ein definiertes, sinusférmiges

Streifenmuster, bevor sie auf die Probe treffen. Das bewegliche Beugungsgitter, das auf Objektiv
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und Anregungswellenlange abgestimmt ist, wird mit der unbekannten Struktur der Probe
iberlagert. Durch die Uberlagerung des bekannten Gittermusters und der unbekannten Struktur
entsteht ein Interferenzmuster, das mithilfe von hochempfindlichen CCD-Kamerasystemen
detektiert wird. Fir ein hochaufgelostes 3D-SIM-Bild sind 15 Einzelbilder in 3 Rotationen des
Beugungsgitters und 5 Phasenlagen nétig, die anschlieRend mathematisch rekonstruiert werden

(Schermelleh et al. 2010).

Hela-Zellen wurden auf Prazisionsdeckglasern (Nr. 1.5H) ausgesat und mit Yersinia enterocolitica
E40 GFP-YscD mit einer MOI von 10 fir 60 Minuten infiziert. Fixierung, Permeabilisierung und
Antikorperfarbung fir YopB und YopD erfolgten wie in 7.2.3.1 beschrieben mit Alexa-568
Sekundarantikoérpern. Die Proben wurden in Prolong Diamond eingebettet und mindestens 48
Stunden bei Raumtemperatur ausgehartet. Die Aufnahmen erfolgten am N-SIM in Zusammenarbeit
mit Dr. Anika Steffen und Prof. Dr. Theresia Stradal am Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung

(HZl1) in Braunschweig.

Die infizierten Zellen wurden mit einem inversen N-SIM Ti-E Mikroskop mit einem 100x
Olimmersionsobjektiv (NA 1.49, CFl Apochromat TIRF, Nikon) abgebildet. Die Aufnahmen erfolgten
mit der dazugehodrigen Software NIS Elements. Das Mikroskop war mit einer LU-N3-SIM
488/561/640 Lasereinheit ausgestattet. Die Aufnahmen erfolgten mit einer Orca Flash 4.0 LT
(Hamamatsu) sCMOS-Kamera oder mit einer Ultra EM-CCD DU-897-Kamera (Andor). Das System
verfligte zudem Uber ein Piezo z-drive (Mad City Labs), einen motorisierten N-SIM-Vierbandfilter
kombiniert mit N-SIM 488 und 561 Bandpass-Emissionsfiltern unter Verwendung der Laserlinien
488 und 561 bei 100% Ausgangsleistung und einstellbaren Belichtungszeiten von 300-800 ms. Die
Z-Stapel umfassten etwa 1,6 bis 2,2 um mit einer Schrittweite von 200 nm. Die Rekonstruktion
erfolgte mit dem Stack-Rekonstruktions-Programm mit Standardparametern (Nikon, NIS-

Elements).

7.2.6.1 Bildanalyse der SIM-Daten

Die Partikelerkennung erfolgte mit dem Imagel-Plugin TrackMate v3.5.1 (Tinevez et al. 2017)
gefolgt von einer Nearest-Neighbor-Analyse (KNN search) in Matlab (Version 9.2). Einzelne
z-Ebenen von zweifarbigen 3D-SIM-Bildern wurden fiir die Analyse verwendet. Hier wurden auch
die von Franziska Huschka gewonnen Daten verwendet. Diese Aufnahmen erfolgten an N-SIM-
Mikroskopen in Kooperation mit Dr. Christian Schuberth am Institut fir Zelldynamik und
Bildgebung, Universitat Minster und in Zusammenarbeit mit Dr. Jens Bosse am Heinrich-Pette-
Institut Hamburg. Deutliche abgrenzbare Fluoreszenzpunkte von GFP-YscD und YopB oder YopD
wurden mit TrackMate mit einem geschatzten Punkt-Durchmesser von 0,3 um detektiert. In beiden
Farbkanadlen wurden die Schwellenwerte individuell gesetzt und mit aktiviertem Medianfilter
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ausgewertet. Die resultierenden x/y-Koordinaten wurden in XML-Dateien exportiert und mit
parseXML (github.com/samuellab) in Matlab importiert. Die euklidischen nichsten Nachbarn von
GFP-YscD-Signalen fir jedes YopB oder YopD-Signal wurden mit der Funktion "Knnsearch"
detektiert und die daraus resultierenden Distanzen wurden graphisch dargestellt. Die zueinander
gehérenden Datenpunkte wurden auf eine maximale Entfernung von 200 nm gefiltert, um Signale
nebeneinander liegender Bakterien auszuschlieRen. Die Koordinatenpunkte wurden zur bildlichen
Veranschaulichung beispielhaft in die Originalbilder projiziert. Die verwendeten Skripte wurden von

von Dr. Jens Bosse (HPI Hamburg) geschrieben und sind Teil der Ver6ffentlichung Nauth et al. 2018.

7.2.7 Immungold-Elektronenmikroskopie

Fiir die TEM (Transmissionselektronenmikroskopie)-Analyse wurden Hela-Zellen mit der
konstitutiv aktiven Form von Racl (myc-Rac1Q61L) fir 16 Stunden transfiziert und mit E40 GFP-
YscD in einem Verhaltnis von 50: 1 fiir 1 h infiziert. Die Proben wurden mit eiskaltem PBS gewaschen
und dann mit einem Fixiermittel mit doppelter Starke aus 4% PFA mit 0,2% Glutaraldehyd (GA) in
Phosphatpuffer (PB) fixiert. Das Fixiermittel wurde nach 10 Minuten durch frisches Fixiermittel mit
einfacher Starke (2% PFA mit 0,1% GA in PB fir 20 Minuten) bei RT ersetzt. Nach der Fixierung
folgten drei Waschschritte mit PBS bei RT. Die Proben wurden dann auf 37°C erwarmt und mit 1%
Gelatine (Dr. Oetker) beschichtet. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert, in 12% Gelatine in PBS
resuspendiert und bei 37°C fir 5 Minuten eingebettet. Das Pellet wurde auf Eis gehartet,
nachfolgend in kleine Blocke geschnitten und {iber Nacht in 2,3 M Sucrose inkubiert. Danach
wurden die Blocke auf Probenhalter montiert und durch Eintauchen in flissigen Stickstoff
eingefroren. Ultradiinne Schnitte (~70 nm) wurden nach (Slot und Geuze 2007) geschnitten, mit
Immungold markiert und nachfolgend auf Kohlenstoff-Formvar-beschichteten Nickelgittern
(Science Services GmbH, Deutschland) gesammelt. Zur Antikérperfarbung wurden die Schnitte mit
anti-GFP-Biotin (1:300), gefolgt von anti-Biotin und 10 nm oder 15 nm grofRen Protein A-Gold-
Sekundarantikérpern, sowie mit anti-YopD (1:50) und 10 nm grolRen Protein A-Gold-
Sekundarantikérper in Einzel- und Doppelantikérperfarbungen inkubiert. Die Praparate wurden in
einem Elektronenmikroskop des Typs EM902 (Zeiss, Deutschland) untersucht. Die Aufnahmen

erfolgten mit einer TRS 2K Digitalkamera (A. Trondle, Moorenweis, Deutschland).

7.2.7.1 Quantifizierung der TEM-Aufnahmen

Um die Effizienz der Immungold-Farbung von GFP-YscD und YopD im Bakterium und in der
infizierten Zelle zu bestimmen, wurden zunachst Farbungen mit je 10 nm Goldpartikeln
durchgefiuhrt. Zur Auswertung der Spezifitdt und Verteilung der beiden Proteine wurden
Standardverfahren nach Griffiths und Hoppeler 1986 und Mayhew et al. 2002 angewandt.

Testgitter definierter GroRe wurden auf die Bilder von zuféllig ausgewdhlten Schnittbildern
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projiziert (VergroRerung 30.000-fach). Hierzu wurden flr jedes untersuchte Antigen
Kompartimente definiert. Zur Lokalisation des Porenproteins YopD wurden folgende
Kompartimente unterschieden: das bakterielle Zytoplasma und der Bereich auBerhalb der
Bakterien, unterteilt in einen 90 nm breite Injektisom-Bereich um das Bakterium und daran

angrenzende Hela-Zellen.

Fir die Analyse des Basalkorperproteins GFP-YscD wurden die folgenden drei Kompartimente
definiert. Neben dem bakteriellen Zytoplasma und dem extrabakteriellen Bereich, wurden die
bakterielle innere und dufere Membran und das dazwischenliegende Periplasma betrachtet.
Mayhew und Lucocq schlugen einen Ansatz fir die quantitative Immungoldmarkierung einer
kombinierten Analyse von Volumen (Organellen) und Oberflichen (Membranen) einnehmenden
Kompartimenten vor (Mayhew und Lucocq 2008). Hierbei werden Membranen als Oberflachen
behandelt, sodass die Kompartimente und ihre Markierungsintensitaten vergleichbar sind. Dazu
musste eine Akzeptanzzone (W,;) um die Membran definiert werden. Hier wurde ein Bereich von
25 nm (primarer und sekundéarer Antikorper + Protein-A-Gold) auf jeder Seite der Membran als die
Breite der Akzeptanzzone gewahlt. Jeder Mikrometer Membran stellte damit ein
Akzeptanzzonenprofil von 0,05 um? dar. Die Anzahl der Punkte des Gitters, von denen erwartet
wird, dass sie in der Akzeptanzzone liegen, ist definiert als Pyembran = (2Waz X Zlvembran X 1/4) / d mit
Imembran als Schnittpunkte der Membran, die das Gitter trifft. Pmembran ist gleich Pkompartiment. Die
Labeling-Dichte beschreibt die Anzahl der Goldpartikel pro Flache und wurde aus beobachteten
Goldpartikeln und Punkten jedes Kompartiments berechnet. Der relative Labeling-Index (RLI)
vergleicht erwartete und beobachtete Goldpartikel. Ein spezifisch markiertes Kompartiment ist
vorzugsweise durch einen RLI > 1 und einem partiellen Chi-Quadrat-Wert mit einem wesentlichen

Beitrag zum Chi-Quadrat-Gesamtwert gekennzeichnet.
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