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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das dreidimensionale Typl-Kollagengel (3D-KoG) ermdglicht aufgrund seiner fibrilldren
Netzwerkstruktur die mikroskopischen Analyse der Interaktionen von Mikroorganismen mit
Matrixproteinen (ECM) oder migrierenden Phagozyten. Im Vergleich zu Zellsuspensionen
oder Zellmonolayern simuliert das 3D-KoG besser die Bedingungen, die in infiziertem
Gewebe erwartet werden. Humanpathogene Yersinia entercolitica, wie WA(pYV) des
Serotyps O:8, zeigen im 3D-KoG einen besonderen Wachstumsphéanotyp: Sie wachsen in
dicht gepackten Mikrokolonien (DPM), die der Mikrokolonien in infiziertem lymphatischen
Organen der Maus #dhneln (Lymphknoten, Milz u.a.). Fiir diesen DPM-Phénotyp ist das
Yersinia Adhdsin A (YadA) verantwortlich, das Autoaggregation der Bakterien sowie
Interaktion mit ECM-Proteinen vermittelt. Entsprechend zeigt eine AyadA-Mutante im 3D-
KoG locker gepackte Mikrokolonien (LPM).

In dieser Arbeit wurde zunichst der Einfluss der Yops und des T3SSs auf die LPM-
Morphologie im 3D-KoG untersucht. Hierzu wurde dem plasmidlosen Stamm WAc das
Plasmid pT3SS eingefiihrt, das neben YadA alle Gene fiir das T3SS, jedoch keine Gene fiir
die T3SS-Substrate, sogenannte Yops (,,Yersinia outer proteins®) besitzt. Fiir diesen Stamm
WA(pT3SS) konnte ein DPM-Wachstum im 3D-KoG bestimmt werden, wohingegen die
zugehorige YadA-Deletionsmutante WA(pT3SSAYadA) planktonisch wuchs. Damit konnte
das T3SS als zusitzlicher Faktor fiir die LPM-Bildung ausgeschlossen werden. Bestétigt
wurden diese Ergebnisse durch den Wachstumsvergleich des YadA-positiven Stamms
WA(pYadA) und dem Kontrollstamm WA(pAYadA), welche DPM — bzw. planktonisches
Wachstum im 3D-KoG zeigten. YadA-negative/T3SS-positive Stamme, die keine Yops
sezernieren konnen (WA(pT3SSAYadA)), zeigen planktonisches Wachstum, wohingegen der
Yop-produzierende aber YadA-negative Stamm WA(pYVAYadA) im 3D-KoG den LPM-
Phénotyp zeigt. Somit konnte ein weiterer Faktor, der fiir die LPM-Morphologie
verantwortlich ist, in dieser Arbeit identifiziert werden: sezernierte Yop-Effektorproteine, die
an der Bakterienoberfldche haften.

Vorangegangene elektronenmikroskopische Untersuchungen hatten gezeigt, dass der DPM-
Phénotyp mit der Ausbildung einer fibrilldren Kapsel der Einzelbakterien (Kapseldicke ~ 100
nm) assoziiert ist. Dabei blieb unklar, ob die Kapsel aus Polysacchariden und/oder
Proteinfibrillen besteht. Es wurden deshalb Yersinia-Mutanten mit deletierten Genen fiir

Polysaccharidkapselbiosynthese (hmsH, bcsA) oder fibrilldres Ahédsin (myf4) mikroskopisch
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untersucht. Die genannten Deletionsmutanten bilden alle die fibrillaire Kapsel und den DPM-
Phénotyp aus. Da die Kollagen-nichtbindende YadApy-Mutante (Austausch der Histidinreste
156 und 159 gegen Tyrosin) keine nachweisbare Kapselbildung zeigte, wurden Methoden
zum Kollagennachweis entwickelt. Durch Transmissionselektronen- (TEM) und
Fluoreszenzmikroskopie wurde der Nachweis erbracht, dass es sich bei der fibrilliren Kapsel
um Kollagen handelt. Jedoch zeigten weitere Analysen u.a. mit Fluoreszenzfarbstoff
markiertem Kollagen die Bindung von Kollagenuntereinheiten an YadA, sogenannten
Fibrillen ((o)2(ap)-Trimer). Dies konnte auch durch die Analysen mittels TEM bestdtigt
werden. Eine Typl-Kollagenfibrille besteht aus einer Tripel-Helix mit zwei a;- und einer o,-
Kette, die eine polymere native Kollagenfaser bilden. Einige friihere Studien befassten sich
bereits mit der Bindung von YadA-positiven Yersinien an immobilisiertes Kollagen, wobei
der Anteil von Kollagenfasern, -fibrillen oder —monomeren nicht beriicksichtigt wurde.
Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkiertem Kollagen, konnte ein neuer Assay
entwickelt werden, um die YadA-Bindung an I6sliches Kollagen zu untersuchen.
Biochemische Analysen bestdtigten die Anwesenheit von fibrillirem Kollagen in Ldsung.
Die YadA-Kollagenbindung konnte mittels FACS-Analysen quantifiziert und durch
Verwendung eines tripel-helikalen kollagendhnlichen Oligopeptids (POG),( partiell blockiert
werden. Nach  Erreichen der Bindungssittigung mit (POG);,p sank die
Kollagenbindungskapazitit YadA-positiver Yersinien auf 50 %. Das Ergebnis spricht fiir
zwei Bindungsstellen mit unterschiedlicher Affinitét fiir Kollagen, wobei die weniger affine
Bindungsstelle von (POG);( besetzt wird. Desweiteren wurde festgestellt, dass die Bindung
von (POG)o an YadA die Fihigkeit zur Yersinia-Autoagglutination aufthebt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle der YadA-Kollagenbindung fiir die Interaktion
mit Wirtszellen untersucht. Stimme, die kollagenbindungsmutiertes YadAyy produzieren,
zeigen eingeschrinkte Adhédsion an HeLa-Zellen. Mittels Immunfluoreszenz wurde
nachgewiesen, dass Hela-Zellen Fibronektin und Kollagen an der Zelloberfliche aufweisen.
Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass Yersinien an ECM-Proteine und damit zum groften Teil
indirekt iiber zell-assoziierte ECM an HeLa-Zellen binden. Primére hdmatopoetische Zellen
wie Neutrophile oder Makrophagen haben keine ECM-Proteine an der Zelloberfldche. Bei
der Interaktion mit Immunzellen wurden PMNs und Makrophagen verwendet, die sich
hinsichtlich ihrer Rezeptoren als auch der Zytokinsekretion unterscheiden. Die Adhérenzraten
von Yersinien, welche ein verkiirztes YadAan (Deletion der N-terminalen AS 29 — 81) oder

kein YadA produzieren sind vergleichbar und zudem um 50 % niedriger als von YadA-
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positiven Yersinien. Kollagen-prdinkubierte Yersinien zeigten deutlich reduzierte Adhirenz
an PMNs im Vergleich zu Kollagen-freien oder (POG)¢-prdainkubierten Yersinien. Die
Kollagenkapsel weist eine Dicke von 100 nm auf (TEM-Bestimmung), wohingegen eine
(POG)¢-Schicht hochstens 30 - 40 nm dick sein sollte. Im Vergleich zu gebundenem
(POG);p verhindert wahrscheinlich die YadA-Kollagenbindung die Interaktion mit
Rezeptoren der Neutrophilen durch Maskierung oder sterische Hinderung.

Die mittels Gentamicin-Killing-Assay ermittelte Anzahl von Kollagen-priainkubierten
Yersinien nach Phagozytose war niedriger als von Kollagen-freien Yersinien, was auf einen
Schutzmechanismus der Kollagenschicht hinweist. YadAan-Mutanten zeigten keinen
Unterschied in der Adhédrenzrate fiir Makrophagen im Vergleich zu YadA-positiven
Yersinien. Deshalb ist die N-terminale Region fiir die PMN-Interaktion essentiell, jedoch
spielt sie fiir die Makrophagen-Adhédsion keine Rolle. Es wurde deshalb gepriift, ob der
Makrophagen-Rezeptor MARCO (,,macrophage receptor with collagenous structure®) mit
seiner kollagendhnlichen ,,Stil“-Domine fiir YadA in Frage kommt. MARCO-transfizierte
CHO-Zellen zeigten aber keine signifikanten Unterschiede in der Yersinien-Adhdrenz im
Vergleich zu untransfizierten CHO-Zellen. Deshalb kann MARCO als direkter Rezeptor fiir

YadA ausgeschlossen werden.
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Because of its fibril-forming meshwork the three-dimensional type I collagen gel (3D-CoQG)
allows microscopic analysis of the interaction of pathogens with extracellular matrix proteins
(ECM) or migrating phagocytes. Compared to bacterial suspensions or 2D-cell monolayers it
simulates a tissue-like environment. WA(pYV), the human pathogenic serotype O:8 of
Yersinia enterocolitica, shows unusual growth behavior in the 3D-CoG: they grow in densely
packed microcolonies (dpm) similar to microcolonies in infected lymphatic mouse organs
(Ilymph nodes, spleen and more). The Yersinia adhesion A (YadA) is not only responsible for
forming the dpm phenotype but also for bacterial autoaggregation as well as for interaction
with ECM-proteins. According to this Ayad4A mutants are forming loosely packed
microcolonies (Ipm) in the 3D-CoG.

In this work the influence of the T3SS and its effector Yops on Ipm phenotype in the 3D-CoG
was investigated. Plasmid-cured WAc strains were transformed with the plasmid pT3SS
harboring YadA and all genes for the Ysc-T3SS but no genes for T3SS substrates, the Yops
(Yersinia outer proteins). In the 3D-CoG this WA(pT3SS) strain shows dpm phenotype
whereas the corresponding yadA-deletion mutant WA(pT3SSAYadA) grows planktonic
excluding the T3SS-needle as an additional factor for Ipm formation. These results were
confirmed comparing 3D-CoG growth of YadA-positive WA(pYadA) and control strain
WA(pAYadA) showing dpm and planktonic growth, respectively. YadA-negative/T3SS-
positive but Yop- non-producing strains (WA(pT3SSAYadA)) are growing dispersed,
whereas Yop-producing and YadA-negative WA(pYVAYadA) are growing in lpm. In this
work an additional factor that is responsible for the Ipm morphology could be identified:
secreted Yop effector proteins that cover the bacterial surface.

Previous electron microscopic analysis showed that dpm morphology is associated with the
formation of a fibrillar layer of single Yersinia cells (100 nm thick capsule), whereas it was
still unclear if this capsule is of a polysaccharide or a fibrillar protein origin. To resolve this
question Yersinia mutants depleted of genes encoding for either polysaccharide synthesis
(hmsH, bcsA) and/or fibrillar adhesin (myf4) were microscopically examined. These mutants
form the fibrillar layer as well as the dpm phenotype. Because the collagen non-binding
YadApy-mutant (exchange of histidine residues 156 and 159 to tyrosin) did not show the
fibrillar layer, diverse assays for the detection of collagen were developed. Using

transmission electron (TEM) — and fluorescence microscopy it could be shown that the
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fibrillar capsule consists of collagen. Further analysis with fluorescence-labeled collagen
indicated the binding of collagen subunits to YadA, named fibrils ((a;)2(0)-trimer), which
could also be demonstrated by TEM analysis. Type I collagen fibrils consist of a triple-helix
with two o;- and one ap-chain that form a polymer native collagen fiber. Previous studies
dealing with binding of YadA-positive Yersinia to immobilized collagen did not consider the
content of collagen fibers, - fibrils or — monomers. In this work a new assay has been
established using fluorescence-labeled collagen to study YadA-binding to soluble collagen.
The presence of fibrillar collagen was demonstrated by biochemical analysis. YadA collagen-
binding has been quantified by FACS analysis and partially blocked by a triple-helical
collagen-like oligopeptide (POG);p. When (POG);o-binding was saturated the collagen
binding capacity of YadA-positive Yersinia decreased to 50 %. This result indicates, that two
binding sites with different affinity for collagen exist on YadA, whereas the less affine one is
used by (POG);o. Additionally it could be shown that binding of (POG); to YadA abbrogates
Yersinia autoagglutination.

The second part of this work deals with the role of YadA collagen-binding in the interaction
with host cells. Strains producing collagen-binding mutated YadAyy show restricted adhesion
to HeLa-cells. Using immunofluorescence it could be proven that HelLa cells exhibit
fibronectin and collagen on the cell surface. The results argue for the binding of Yersinia to
these ECM proteins and so mostly for indirect binding via cell-associated ECM proteins to
HeLa cells. Primary hematopoetic cells like neutrophils and macrophages do not harbor ECM
proteins on their cell surface. To study the interaction with immune cells, PMNs and
macrophages differing in their receptor expression and cytokine secretion were used. The
adhesion rate of Yersinia mutants producing truncated YadAay (deletion of the N-terminal aa
29 — 81) and AyadA deletion mutants is comparable and 50 % less than of YadA-positive
Yersinia. Collagen preincubated Yersinia showed clearly reduced adherence to PMNs
compared to untreated or (POG);(-treated bacteria. The 100 nm (determined by TEM) thick
collagen layer is thicker than the (POG) ¢-layer which is about 30 - 40 nm in length.
Comparing bound (POG);o the YadA-collagen binding inhibits the interaction with neutrophil
receptors by masking or steric hindrance.

Gentamicin protection assays showed that the number of collagen preincubated Yersinia after
phagocytosis has been clearly reduced compared to untreated Yersinia pointing out a
protection mechanism caused by the collagen layer. YadAany mutants did not show

differences in adhesion to macrophages compared to YadA-positive Yersinia concluding that
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the N-terminal region of YadA is only required for PMN-interaction, but not for macrophage
binding. Hence it has been tested, if the macrophage receptor MARCO (macrophage receptor
with collagenous structure) harboring a collagen-like stalk domain could function as a
binding partner for YadA. However MARCO-transfected CHO cells did not show significant
differences in Yersinia adherence compared to untransfected CHO cells. Therefore MARCO

can be excluded as a direct receptor for YadA.
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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia

Der Erreger der Pest, Yersinia pestis wurde 1894 von dem Schweizer Arzt und Bakteriologen
Alexandre Yersin in Hongkong identifiziert (Bibel & Chen, 1976, Perry & Fetherston, 1997).
Urspriinglich wurde das Bakterium nach Louis Pasteur Pasteurella pestis benannt, spéter
jedoch zu Ehren Yersins, welcher erstmals den Zusammenhang des von ihm identifizierten
Pesterregers und dem zeitgleichen Auftreten des Rattensterbens in Hongkong herstellte, in
Yersinia pestis umbenannt (Perry & Fetherston, 1997). Die Gattung Yersinia umfasst derzeit
17 Arten, wobei nur Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica humanpathogen
sind (Skurnik & Toivonen, 2011).

Die gram-negativen, stdbchenformigen Yersinien gehdéren zur Familie der
Enterobacteriaceae und besitzen ein Wachstumsoptimum bei 27 °C, kénnen sich jedoch auch
noch bei Temperaturen von 4 °C vermehren (Hahn et al., 2009). Die enteropathogenen Arten
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica sind peritrich begeillelt, wobei die Beweglichkeit

nur bei 27 °C erfolgt und Yersinien bei 37 °C unbeweglich sind (Straley & Perry, 1995).
1.1.1 Yersinia enterocolitica

Die Aufnahme von Y. enterocolitica geschieht meist {iber den oralen Weg und verursacht
beim Menschen eine Yersiniose, welche sich meist durch eine milde Gastroenteritis unter
Begleitung von Fieber manifestiert. In selteneren Féllen kommt es jedoch zu
Folgeerkrankungen im muskuskeletalen Bewegungsapparat, der reaktiven Arthritis (Cover &
Aber, 1989). Y. enterocolitica ist nach Campylobacter jejunii und Salmonella enterica der
dritthdufigste Erreger von Darmerkrankungen in Deutschland (Bayerisches Landesamt fiir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2012). Die Ubertragung erfolgt meist indirekt iiber
kontaminierte Lebensmittel und Wasser (Hahn et al., 2009). Die Hauptinfektionsquelle von
Y. enterocolitica ist das Schwein: Durch die Aufnahme von nicht ausreichend erhitztem
Schweinefleisch (z.B. Hackfleisch) werden die Erreger vom Menschen aufgenommen
(Wauters et al., 1987).

Biochemische Eigenschaften erlauben die Einteilung von Y. enterocolitica Stimmen in 6

Biotypen (1A, 1B, 2, 3, 4 und 5) (Bottone, 1999). Fiir Méuse hochvirulente Stimme gehoren
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dem Biotyp 1B (vorherrschend in Amerika) an, wohingegen der Biotyp 1A die apathogenen
Stamme und die Biotypen 2 — 5 (vorherrschend in Europa, Asien und Australien) die maBig
virulenten Stdmme umfasst (Wauters et al., 1987). Basierend auf der unterschiedlichen
Struktur der Lipopolysaccharide (O-Antigene) konnen die verschiedenen Biotypen weiter in
iiber 70 Serotypen unterteilt werden (Garzetti et al., 2013). Die Biotypen 2 und 4 mit den
Serotypen O:3, O:9 und O:5, 27 sind in Europa verbreitet, wohingegen das Biovar 1B mit den
medizinisch relevanten Serotypen O:4, 32 O:8, 0O:13, 0O:18, 0:20 und O:21 vor allem in
Nordamerika auftritt (Bottone, 1997). In Deutschland werden die meisten Infektionen (> 90
%) durch den Serotyp O:3 hervorgerufen. Eine geringere Rolle spielen die Serotypen O:5, 27
(0,8 %), O:8 (0,2 %) und O:9 (6 %) (Robert Koch-Institut 2012).

1.2 Pathogenese und Virulenz von Y. enterocolitica

Nach der oralen Aufnahme von Y. enterocolitica durch kontaminierte Nahrung gelangen die
Bakterien in den Diinndarm und passieren die intestinale Barriere durch Invasion von M-
Zellen, die zwischen den follikel-assoziierten Epithelzellen der Peyer’schen Plaques
lokalisiert sind (Autenrieth & Firsching, 1996). Von dort aus gelangen die Yersinien in die
mesenterialen Lymphknoten (Bottone, 1997) und konnen sich wahrscheinlich iiber die
Blutbahn in Leber und Milz ausbreiten (Cornelis et al., 1998, Carter, 1975). In diesen
Organen replizieren die Bakterien vorwiegend extrazellulair und bilden Mikroabzesse
(Ollerich et al., 2007).

Die Pathogenitit von Y. enterocolitica hingt von zahlreichen Virulenzfaktoren ab, welche
entweder chromosomomal kodiert sind oder sich auf dem 70 kb groBen Virulenzplasmid
pYV (,Yersinia virulence plasmid®“) befinden (Portnoy & Martinez, 1985). Zu den
chromosomalkodierten Virulenzfaktoren gehéren das Siderophor Yersiniabactin Ybt, das
hitzestabile Enterotoxin Yst, das fibrillire Myf-Antigen und die Adhésine Inv (Invasin) und
Ail (,,attachment and invasion locus®) (Perry et al., 1999, Iriarte et al., 1993, Isberg et al.,
1987, Miller & Falkow, 1988). Auf dem Plasmid pYV befinden sich die Gene, die fiir die
Komponenten des Yersinia Typ III Sekretionssystems (Ysc-T3SS) sowie die Effektorproteine
Yops (,,Yersinia outer proteins) und das YadA (,,Yersinia adhesin A*) kodieren (Heesemann

et al., 1986, Heesemann & Griiter, 1987).
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1.2.1 Enterotoxin Yst

Das hitzestabile Enterotoxin Yst (,,Yersinia stable toxin*) von Y. enterocolitica wird sowohl
von pathogenen als auch von apathogenen Stammen des Biotyps 1A produziert (Delor ef al.,
1990, Singh & Virdi, 2004). Das 30 Aminosdure lange Peptid wird in vitro nur bei
Temperaturen unter 30 °C synthetisiert (Takao et al., 1984, Feeley et al., 1979). Eine
Erhohung der Osmolaritit und des pH-Wertes jedoch fiihren zu einer Induktion der yst
Transkription bei 37 °C (Mikulskis et al., 1994). Das Enterotoxin aktiviert die
Guanylatcyclase im Darmepithel, das letztendlich die fiir eine Yersiniose typische wissrige

Diarrhée auslost (Delor & Cornelis, 1992).

1.2.2 Das Yersinia Typ III Sekretionssystem (Ysc-T3SS)

Zahlreiche gram-negative Bakterien besitzen ein komplex aufgebautes Sekretionssystem, um
bakterielle Effektorproteine in die Wirtszelle einzuschleusen, welche dort in zellulére
Signalkaskaden der Wirtszelle eingreifen und somit zur Manipulation der Zelle fiihren (Galan
& Collmer, 1999). Die Pathogenitdt von Yersinien, Salmonellen und Shigellen wird durch
das Typ III Sekretionssystem (T3SS) verwirklicht (Iriarte & Cornelis, 1996, Kaniga et al.,
1995, Sansonetti et al., 1982). Es besteht aus einem Basalkorper, der die innere und &ufBere
bakterielle Membran durchspannt und einer dulleren ,,Injektionsnadel®, welche zur Injektion
der Effektorproteine in die Wirtszelle benutzt wird (Cornelis ef al., 1998, Hoiczyk & Blobel,
2001). Das Ysc-T3SS besteht aus 29 Ysc-Proteinen (Hueck, 1998, Galan & Wolf-Watz,
2006): Der untere Basalkorper wird aus den Proteinen YscD, I, J, R, S, T, U, und V in der
inneren Membran gebildet (Plano & Straley, 1993, Plano & Straley, 1995). YscQ bildet
vermutlich einen multimeren Ring am unteren Teil des Basalkorpers und interagiert
zusammen mit der ATPase YscN, die als Proteinentfaltungsenzym (,,unfoldase™) die
Translokation der Yops bewirkt. YscN wird von YscL reguliert (Morita-Ishihara et al., 2006,
Sorg et al., 2006, Jackson & Plano, 2000). Das Sekretin YscC bildet den oberen Teil des
Basalkorpers, indem es einen Doppelring in der dulleren Membran bildet (Burghout et al.,
2004). Die Sekretionsnadel besteht aus 200 — 300 YscF Proteinen und weist eine Lange von
60 — 80 nm auf (Hoiczyk & Blobel, 2001). Den Abschluss bildet LcrV, das vermutlich die
Proteine YopB und YopD bei der Bildung der Translokationspore in der
Zytoplasmamembran der Wirtszelle unterstiitzt (Mueller et al., 2005, Cornelis & Wolf-Watz,
1997).
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1.2.3 Die ,,Yersinia outer proteins“ (Yops)

Die Injektion von Effektorproteinen iiber das T3SS in die Wirtszelle ist eine weit verbreitete
Strategie von pathogenen Bakterien, um kontaktierte Wirtszellen zu Zwecken des Erregers zu
kontrollieren (Hueck, 1998). Y. enterocolitica transloziert mindestens sechs Yop
Effektorproteine in das Zytosol der Wirtszelle, wo diese in verschiedene Signalkaskaden
eingreifen, die Phagozytose unterdriicken bzw. Zytoskelettumlagerung kontrollieren, um ein
extrazelluldres Replizieren der Yersinien zu gewéhrleisten (Erfurth et al., 2004, Ruckdeschel
et al., 2001, Koberle et al., 2009). Die Expression der Yops erfolgt in vitro bei 37 °C und
wird unter Calciummangel induziert (Wattiau & Cornelis, 1994, Joseph & Plano, 2013).

YopH ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP), die eine Reihe von Signalkaskaden
beeinflusst, welche bedeutend fiir die angeborene und erworbene Immunantwort sind
(Aepfelbacher, 2004, Cornelis, 2002). Die Injektion von YopH in Neutrophile und
Makrophagen flihrt zur Dephospholierung der Proteine der fokalen Adhdsionskomplexe
(FAK) (Hamid et al., 1999). Dadurch kommt es letztendlich zu einer Zerstérung der
Aktinstrukturen und somit zur Inhibierung der Phagozytose (Andersson et al., 1996, Persson
et al., 1997). YopH verhindert nicht nur die bakterielle Internalisierung selbst, sondern wirkt
auch Prozessen entgegen, die mit der Phagozytose assoziiert sind, wie dem ,,oxidative burst*
von Phagozyten (Viboud & Bliska, 2005). Zudem wird durch YopH die Calcium-
Signalisierung blockiert, das bei der Ausschiittung der Granula von Neutrophilen eine
wichtige Rolle spielt (Andersson et al., 1999). Weiterhin iibt das YopH einen inhibitorischen
Effekt auf die Synthese des MCP-1 (,,macrophage chemoattractant protein 1) aus, ein
Chemokin, welches an der Rekrutierung von Makrophagen zum Infektionsherd beteiligt ist
(Sauvonnet et al., 2002). Die Effektorproteine YopE, YopT und YopO interagieren mit Rho
GTPasen. Rho GTPasen sind GTP-bindende Proteine, die eine Vielzahl an zelluldren
Funktionen regulieren (Barbieri et al., 2002). Zu den am besten charakterisierten gehoren
RhoA, Rac-1 und Cdc42. In der GTP-gebundenen Form kommt es zu einer
Konformationsdnderung, die letztendlich zur Aktivierung des Proteins fiihrt. Umgekehrt wird
die GTPase in GDP-gebundener Form inaktiv. YopE fungiert als GTPase aktivierendes
Protein (GAP), indem es die Rho GTPase durch Hydrolyse von GTP in die inaktive GDP-
gebundene Form iiberfiihrt (Aepfelbacher, 2004, Black & Bliska, 2000). Die Inaktivierung
der GTPasen fiihrt zur Depolymerisierung der Aktinfilamente und somit zur Zerstérung des
Zytoskeletts (Grosdent et al., 2002, Rosqvist et al., 1991, Von Pawel-Rammingen et al.,
2000). Dieser Effekt wird allgemein als Zytotoxizitdt bezeichnet. YopT fungiert als
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Cysteinprotease, das einen Prenylrest am C-terminalen Cystein der Rho GTPasen abspaltet
(Shao et al., 2003, Shao et al., 2002). Mit diesem Prenylrest sind die GTPasen an der
Plasmamembran verankert (Sorg et al., 2001). Durch die Spaltung kommt es zur Freisetzung
der GTPasen von der Zellmembran, somit zum Funktionsverlust und letztendlich wie YopE
zur Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts (Zhang & Casey, 1996, Iriarte & Cornelis, 1998).
YopO (YpkA in Y. pseudotuberculosis) ist eine Serin-/Threoninkinase, die Homologien zum
N-terminalen Bereich von eukaryotischen Serin-/Threoninkinasen aufweist und durch Aktin
aktiviert wird (Navarro et al., 2007, Galyov et al., 1993, Juris et al., 2002). Dadurch kommt
es zur Modulierung des Aktin-Zytoskeletts, das im Fall von YopO durch die Zerstérung von
Stresstibern charakterisiert ist (Groves et al., 2010). Die C-terminale Region von YopO weist
eine GDI (,,Guanidine nucleotide dissociation inhibitors*‘)-dhnliche Doméne auf, welche eine
Bindung an Rac und Rho ermdéglicht (Prehna et al., 2006, Barz et al., 2000). Zudem blockiert
YopO die Phagozytose, indem es das heterotrimere Protein Gog, ein wichtiger Faktor in der
Signaltransduktionskaskade der Phagozytose, phosphoryliert und somit die Bindung von GTP
inhibiert (Navarro et al., 2007, Groves et al., 2010). YopP (YopJ in Y. pseudotuberculosis)
stellt einen wirksamen Inhibitor von MAPK- und NF-kB- Signaltransduktionswegen dar,
indem es als Acetyltransferase Serin- und Threoninreste von MEK 1/2- und IKKa/B-Kinasen
acetyliert, wodurch deren Phosphorylierung blockiert und die anschlieende
Phosphorylierung von IkBo, ein Regulator des Transkriptionsfaktors NFkB, unterbrochen
wird (Mittal et al., 2010, Mukherjee et al., 2006, Orth et al, 1999). Somit wird die
Translokation von NFxB zum Nukleus verhindert und folglich die Transkription von
proinflammatorischen Genen, wie IL-8 und TNFa, unterdriickt (Mittal et al., 2006, Orth,
2002). Durch die Inhibierung der MAPK- und NF-«kB- Signaltransduktionswege wird auch
die Apoptose in Makrophagen nach LPS-Stimulierung induziert (Monack et al., 1997,
Ruckdeschel et al., 1997). Das Effektorprotein YopM ist das einzig bekannte Yop ohne
enzymatische Aktivitdt und wird nach T3SS-abhédngiger Translokation in die Wirtszelle zum
Nukleus transportiert (Skrzypek et al., 1998, Cornelis & Wolf-Watz, 1997). Des Weiteren
konnte eine Interaktion mit den zwei Kinasen PRK2 und RSK-1 gezeigt werden, welche u.a.
eine Rolle in der Regulation der Translation, Proliferation und Uberleben der Zelle spielen
(McDonald et al., 2003, Vincent & Settleman, 1997, Frodin & Gammeltoft, 1999). YopM
scheint ebenfalls wie YopP die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen zu
unterdriicken, wobei der genaue Mechanismus noch nicht vollstindig aufgeklart ist (Ruter et

al., 2010). Ein weiteres Substrat des T3SS ist YopQ (YopK in Y. pseudotuberculosis), das
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die Translokationsrate der Yops kontrolliert (Dewoody et al, 2011). YopK-
Deletionsmutanten zeigen eine erhdhte Injektionsrate der Effektor-Yops in Wirtszellen, sind
aber im Mausmodell stark attenuiert (Holmstrom et al., 1995). Die Regulation der Yop-
Translokation durch YopQ/K findet jedoch nicht im bakteriellen Cytosol statt, sondern
entfaltet seine regulatorische Aktivitit am Translokon (YopB, YopD) nach seiner eigenen

Sekretion in Wirtszellen (Dewoody et al., 2013) .

1.2.4 Adhisine

1.2.4.1 Das Myf-Antigen

Das Myf-Antigen (,,mucoid Yersinia factor A*) wird als Proteinpolymer aus 21 kDa-
Untereinheiten produziert und weist Homologien zu PsaA (,,pH 6 antigen®) von Y. pestis auf
(Iriarte et al., 1993, Huang & Lindler, 2004). Das myf operon besteht aus den Genen myfA4,
myfB und myfC: Wihrend MyfA die Fimbrienuntereinheit ist, kodiert myfB fiir ein
vermeintliches Chaperon (,,usher*) und myfC wahrscheinlich flir ein Aulenmembranprotein
(Iriarte & Cornelis, 1995). Die Transkription von myfA4 ist nicht nur temperatur- (Optimum 37
°C) und pH-Wert-abhingig (Optimum pH 6), sondern auch von der Expression von myfE und
myfF, die in einem ORF stromaufwérts von myfA4 liegen (Iriarte & Cornelis, 1995). In Seren,
die aus Yersiniose-diagnostizierten Patienten bezogen wurden, konnten Antikdrper gegen
MyfA nachgewiesen werden, womit gezeigt werden konnte, dass Myf-Fibrillen in vivo
gebildet werden und eine Antikorperantwort induzieren (Rastawicki & Gierczynski, 2009).
Die in vivo-Funktion des Myf-Antigens ist noch nicht gédnzlich gekldrt, jedoch wird eine
Interaktion von Myf mit dem Darmepithelium des Wirts angenommen (Bialas et al., 2012).
Desweiteren konnte das Protein einen Schutzmechanismus vor den bakteriziden

Eigenschaften von Phagozyten bieten (Diaz et al., 1985).

1.2.4.2 “Attachment and Invasion locus” (Ail)

Das chromosomal kodierte Ail von Y. enterocolitica ist ein Protein von 17 kDa, das 8
membrandurchspannende p-Faltblitter und 4 extrazellulire Schleifen in der &duBeren
Membran bildet (Miller et al., 1990, Beer & Miller, 1992). Es ist verantwortlich flir eine
Invasin-unabhéngige und Spezies-spezifische Invasion in verschiedene Zelllinien (Bliska &

Falkow, 1992). Weiterhin vermittelt es Serumresistenz, indem es ebenso wie YadA das C4b-

12



Einleitung

bindende Protein (C4bp), ein Regulator des humanen Komplement-Systems, bindet (Barnum,
1991, Miller & Falkow, 1988, Ho ef al., 2012). Dadurch ist Y. enterocolitica vor dem Angriff
des Komplement-Systems geschiitzt (Kirjavainen et al., 2008). Die genaue Beteiligung von
Ail an der Pathogenitét von Y. enterocolitica konnte bisher noch nicht vollig geklart werden,
da die Virulenz einer ail-Deletionsmutante im Vergleich zu einem Yersinia-Wildtyp-Stamm

im Mausmodell nicht herabgesetzt war (Wachtel & Miller, 1995).

1.2.4.3 Invasin (Inv)

Ein weiteres chromosomal kodiertes Adhésin ist das Invasin, welches mit der N-terminalen
Region in der dulleren Membran von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis verankert
ist (Hamburger et al., 1999). Mit seiner C-terminalen extrazelluliren Doméne bindet es an [3;-
Integrine (o3P, auPi, asPi, oP und ayP;) von Wirtszellen und vermittelt die Invasion durch
einen ,,Zipper“~-Mechanismus in die Zelle (Leong et al., 1995, Sansonetti, 2002). Die
extrazelluldre Region des Invasins von Y. pseudotuberculosis ist 18 nm lang und besteht aus
5 globuldren Doménen D1 — D5. Die Doméne D2 fehlt dagegen bei Y. enterocolitica (Grassl
et al., 2003). Die Domédnen D1, D2 und D3 assoziieren miteinander, bewirken die
Oligomerisierung von Invasin auf der Zelloberfliche und fithren zu verstdrkter Invasivitét
von Y. pseudotuberculosis (Dersch & Isberg, 1999). Das Fehlen der Domine D2 bei Y.
enterocolitica wird als Grund fiir die geringere Invasivitdt im Mausmodell im Vergleich zu Y.
pseudotuberculosis angenommen (Dersch & Isberg, 2000). Y. pestis besitzt kein funktionelles
inv Gen, da es durch Insertion eines IS-Elements inaktiviert ist (Simonet et al., 1996). Die
maximale in vitro-Produktion von Inv wird bei Temperaturen von 26 °C erreicht,
wohingegen inv bei 37 °C schwach exprimiert wird (Revell & Miller, 2000). Die
Transkription von inv wird durch den Transkriptionsaktivator RovA reguliert. Das rov4 Gen
wird durch RovA autoreguliert und durch RovM inhibiert (Heroven et al., 2004, Nagel et al.,
2001). Bei 37 °C wird die Expression von inv durch das DNS-bindende Protein H-NS
unterdriickt, wobei dieses bei moderaten Temperaturen durch den Transkriptionsaktivator
RovA verdriangt wird und somit die inv Transkription ermdglicht wird (Tran et al., 2005).

Invasin vermittelt die Invasion und die Translokation iiber die M-Zellen im Bereich der
follikel-assoziierten Epithelzellen der Peyer’schen Plaques (PP) (Marra & Isberg, 1997). Dies
wird durch die direkte Interaktion von Inv mit B;-Integrinen, die auf M-Zellen exponiert sind,
gewihrleistet und fiihrt zur Kolonisierung der PP durch Yersinien (Schulte et al., 2000b).

Neben der Internalisierung durch Inv 16st das Adhésin auch die Aktivierung von NF-kB und
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somit die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-8 aus, das u.a. zur
Rekrutierung von polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) fiihrt (Kampik et al., 2000,
Schulte & Autenrieth, 1998). Fiir die Induktion der Zytokinantwort ist die Adhédsion der
Yersinien durch Inv bzw. von Invasin-gekoppelten Latex-Kiigelchen an Wirtszellen
ausreichend (Schulte et al., 2000a). Des Weiteren ist Invasin verantwortlich fiir die Bindung
an NK-Zellen und beteiligt an der Aufnahme der Bakterien durch Makrophagen (Wiedemann
etal., 2001, Koch et al., 2013).

1.2.4.4 Yersinia Adhisin A (YadA)

Das yadA (friithere Bezeichnung yopA/I) Gen ist auf dem 70 kb grof3en Virulenzplasmid pYV
kodiert und wird als funktionelles YadA Protein von Y. enterocolitica und Y.
pseudotuberculosis produziert (Heesemann & Griiter, 1987, Bolin et al., 1982). Y. pestis
besitzt ein yadA-Pseudogen, das aufgrund einer Basendeletion inaktiv ist (Skurnik & Wolf-
Watz, 1989). Jedoch konnten zwei in Struktur und Eigenschaften dhnliche Adhésine (YadB
und YadC) auf dem Chromosom von Y. pestis identifiziert und charakterisiert werden
(Forman et al., 2008). Die yadA Expression wird bei einer Temperatur von 37 °C induziert
und durch den Transkriptionsfaktor VirF aktiviert (Skurnik & Toivanen, 1992, Zaleska et al.,
1985). Im Gegensatz zur Expression des yop Regulons ist die yadA Expression jedoch
unabhingig von der Ca’"-Konzentration (Bolin et al., 1982, Skurnik, 1985). Das YadA
Protein hat ein Molekulargewicht von 41 — 45 kDa und bildet hitzestabile Aggregate mit
einem Molekulargewicht von 160 — 240 kDa in SDS-Gelen aus, welche die Trimerisierung
von YadA darstellen (Skurnik & Wolf-Watz, 1989, Mack et al., 1991, Skurnik et al., 1984,
Roggenkamp et al., 2003). Je hoher die Polyacrylamidkonzentration des SDS-Gels, desto
langsamer wandert das YadA-Trimer durch das Gel. Das detektierbare Molekulargewicht des
YadA-Trimers ist somit abhéingig von der Polyacrylamidkonzentration (Mack ef al., 1994).

Als trimerer Autotransporter (AT) wird YadA dem TypV.-Sekretionssytem (T5.SS)
zugeordnet (Henderson et al., 2004). Da es zu den ersten klonierten und charakterisierten
trimeren ATs gehort, gilt es als Prototyp der AT-Gruppe. Durch ein N-terminales
Signalpeptid wird die Sec-abhédngige Translokation durch die innere Membran ermdglicht
(Leo et al., 2012). Trimere AT bestehen aus einer N-terminalen ,,passenger” Doméne und
einer C-terminalen Translokationsdomine, welche durch 12 B-Faltblitter (,,3-barrel*) in der
dufleren Membran verankert ist und die Translokationspore bildet (Linke et al., 2006,
Wollmann et al., 2006, Oomen et al., 2004, Grijpstra et al., 2013). Wihrend letztere unter
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den Homologen Hia von Haemophilus influenzae, EibA von Escherichia coli und UspAl von
Moraxella catarrhalis AT sehr konserviert ist, stellt die ,,passenger“~-Doméne mit ihren
unterschiedlichen repetitiven Sequenzen eine sehr variable Region dar (Ackermann et al.,

2008, Roggenkamp et al., 2003, Hoiczyk et al., 2000).

1.2.4.4.1 Struktur

Abhéngig von Spezies und Serotyp stellt das monomere YadA ein Protein von 41-44 kDa
dar, dessen trimere Oligomerisierung auch in SDS-Polyacrylamidgelen aufgrund der Bildung
von hitzestabilen Aggregaten mit einem Molekulargewicht von 140 — 250 kDa nachgewiesen
werden kann (Skurnik & Wolf-Watz, 1989, Mack et al., 1994, Zaleska et al., 1985).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten erstmals die Bildung einer ,lollipop*-
dhnlichen Struktur mit einer Lange von 23 nm auf der Bakterienoberfldche (Hoiczyk et al.,
2000) (Abb. 1.1, B). Diese besteht aus einer ~ 18 nm langen Stiel- und der ~ 5 nm langen
Kopfregion, welche durch die Halsregion, auch Konnektor genannt, verbunden sind (Hoiczyk
et al., 2000). Letztere ist aus drei haarnadeldhnlichen Strukturen aufgebaut (Koretke et al.,
2006).

Die stark hydrophobe Kopfregion von Y. enterocolitica YadA unterteilt sich in 9
linkshiandige parallele B-Faltbléttern, wobei die Stielregion aus rechtshidndigen ,,coiled-coils*
aufgebaut ist und sich aus zehn 15-fachen Wiederholungen zusammensetzt (Nummelin ef al.,
2004, Hoiczyk et al., 2000). Der anschlieBende C-terminale hochkonservierte Membrananker
umfasst vier transmembrane B-Stringe pro Monomer und bildet die Pore in der dufleren
Membran, wodurch das YadA in der duBeren Membran verankert wird (Koretke et al., 2006)

(Abb. 1.1, A).

1.2.4.4.2 Funktion

Verschiedene Doménen des YadA Proteins werden bestimmten Funktionen zugeordnet: Es
besitzt die Fahigkeit zur Autoagglutination, vermittelt Serumresistenz und Adhirenz an eine
Reihe von extrazelluldren Matrixproteinen (ECM), sowie verschiedenste Zelltypen (Emody et
al., 1989, Tertti et al., 1992, Balligand et al., 1985, Schulze-Koops et al., 1992, Mantle &
Husar, 1994).

YadA-Deletionsmutanten sind im Ratteninfektionsmodell avirulent, weshalb YadA einen

essentiellen Virulenzfaktor fiir Y. enterocolitica darstellt (Gaede & Heesemann, 1995). Der
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genaue Bereich, der fiir die Autoagglutination verantwortlich ist, konnte noch nicht eindeutig
identifiziert werden, wird aber der hydrophoben Region der Kopfdoméne von YadA
zugeschrieben (Roggenkamp et al., 2003).
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Abb. 1.1 Struktur und Funktion des Yersinia Adhisin A (YadA).

(A) Topologie-Modell von YadA mit der Kopf-, Hals-, Stielregion und dem Membrananker. Die Binderegionen
fiir verschiedene Liganden sind zusitzlich dargestellt. Die Vergroferung zeigt die trimere Kopfdoméne in
Seitenansicht (Modifiziert nach Koretke et al., 2006 und Nummelin ef al., 2004). (B) Elektronenmikroskopische

Aufnahme von Y. enterocolitica zeigen YadA als ,,loolipop“-dhnliche Struktur auf der Oberflache. (Hoiczyk et
al., 2000).

Einzelne YadA-Kopfdoménen interagieren in einem anti-parallelen Zipper-dhnlichen
Mechanismus miteinander, das zur Flockenbildung der Bakterien fiihrt (Hoiczyk et al.,
2000). Als extrazelluldres Bakterium besitzt Y. enterocolitica eine besondere Fahigkeit, die
bakteriziden Effekte des Komplementsystems zu tolerieren: Zum einen bindet YadA den
Serumfaktor H, welcher den alternativen Signalweg des Komplementsystems reguliert und
zur Spaltung von C3b in die inaktive Form i1C3b fiihrt (Biedzka-Sarek et al., 2008a). Fiir die
Interaktion mit Faktor H ist die Stielregion von YadA essentiell, wobei diese
sequenzunabhingig und eher von Konformation und strukturellen Motiven abhingig ist
(Biedzka-Sarek et al., 2008b). Zusétzlich bindet YadA das C4-bindende (C4b) Protein, das

einen negativen Regulator des klassischen Signalwegs des Komplementsystems darstellt
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(Kirjavainen et al., 2008). Durch die Interaktion mit diesen Serumkomponenten und
fehlender Komplement-vermittelten Opsonierung der Phagozytose ist Y. enterocolitica
weniger zuginglich (Mikula et al, 2012). Des Weiteren vermittelt YadA Resistenz
gegeniiber antimikrobiellen Peptiden von Granulozyten (Visser et al., 1996).

Die pathogenetische Bedeutung der YadA-Bindung von ECM-Proteinen, wie Kollagen,
Fibronektin und Laminin ist bisher unklar (Tahir et al., 2000, Fliigel et al., 1994, Schulze-
Koops et al., 1993). YadA von Y. enterocolitica bindet diverse fibrilldre Kollagene (Typ I, 11,
I, V, XI) sowie quervernetztes Kollagen Typ IV (Emddy et al., 1989, Schulze-Koops et al.,
1992, Fliigel et al., 1994). Verantwortlich fiir diese Interaktion ist die Kopfdomine von
YadA: Sowohl eine Deletion von 22 Aminosduren der hydrophoben Kopfregion (YadAaso-
101) als auch ein Aminosiureaustausch von Histidin 156 und 159 durch Tyrosin (YadApy),
fithrt zu einem Verlust der Kollagenbindungseigenschaft (Tamm et al., 1993, Schulze-Koops
et al., 1995, Roggenkamp et al., 1995). Des Weiteren scheint auch das Motiv NSVAIG-S,
welches achtmal innerhalb der N-terminalen Region vorhanden ist, essentiell fiir die Bindung
an Kollagen Typ I und IV zu sein (Tahir et al., 2000). Die YadA-Kollagen Interaktion ist
hochaffin und besonders stabil, da es extreme pH-Werte (5 — 10) und Temperaturen von 80
°C standhélt. Zudem ist es gegeniiber proteolytischen Enzymen wie Proteinase K, Papain und
Trypsin resistent (Emody et al., 1989). Die Identifizierung der fiir die Bindung essentiellen
Struktur bzw. Sequenzbereichs des Kollagens wird kontrovers diskutiert: Schulze-Koops et
al. konnten eine hoch homologe Binderegion von 134 AS der a;-Kette (AS 642 — 775) des
Kollagens Typ I fiir die Bindung an YadA identifizieren, das erstmals eine Bindestelle fiir
bakterielle Proteine an Kollagen ohne repetitives Sequenzmotiv GXY darstellt (Schulze-
Koops et al., 1995). Neuere Studien zeigen jedoch, dass die YadA-Kollagen Interaktion
unabhingig von einer spezifischen Sequenz des Kollagens ist und die Bindung eher von der
tripel-helikalen Struktur des Kollagens abhingig ist (Leo ef al., 2008). Durch Einsatz von
kollagen-dhnlichen tripel-helikalen Peptiden, welche repetitive Aminosduremotive aus Glycin
(G), Prolin (P) und 4-Hydroxyprolin (O) tragen, konnte eine Bindung von YadA an diese
Peptide nur in Anwesenheit der in Kollagen reichlich prasenten Aminosiure 4-Hydroxyprolin
nachgewiesen werden (Leo et al., 2008, Koide, 2005). Ein einziges GPO-Triplet innerhalb
einer repetitiven GPP-Sequenz ist ausreichend, um die Bindung an YadA zu gewihrleisten,
wobei mehr als sechs Triplets (GPO)s und die Ausbildung einer tripel-helikalen Struktur
notwendig sind, um eine starke Bindung zu garantieren (Leo et al., 2010). Die Affinitit von

YadA fiir das zehnfach repetitive Triplet (POG),( ist dhnlich hoch wie fiir Kollagen Typ I
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(Leo et al., 2008). Des Weiteren wurde die Bindung von rekombinantem YadA an
immobilisiertes Kollagen Typ I und IV durch (POG);o, blockiert, weshalb derselbe
Mechanismus fiir Bindung an fibrilldres - und quervernetztes Kollagen angenommen wird
(Leo et al., 2010). Auch die Interaktion von ausgewihlten tripel-helikalen Peptiden mit
Blutpléttchen konnte durch rekombinantes YadA inhibiert werden (Leo et al., 2010). Die
Kollagenbindungseigenschaft von YadA ist iiberdies ein wesentlicher Virulenzfaktor von Y.
enterocolitica, da eine Kollagenbindungsmutante YadApy in ihrer Kolonisierung von
mesenterialen Lymphknoten und Milz im Mausmodell stark beeintréchtigt ist (Roggenkamp
et al., 1995).

Das Elastase verdaute Laminin-Fragment E1 konnte als Interaktionspartner fiir YadA
identifiziert werden (Fliigel et al., 1994). Unabhingig des RGDS-Motivs, welche als
klassische Integrin-Bindestelle fiir Fibronektin gilt, bindet hingegen nur zelluldres und nicht
Plasma-Fibronektin spezifisch an YadA von Y. enterocolitica (Schulze-Koops et al., 1993).
Im Gegensatz zu YadA von Y. enterocolitica interagiert das YadA von Y. pseudotuberculosis
aufgrund von 31 zusétzlichen Aminosduren innerhalb der Kopfregion bevorzugter mit
Fibronektin als mit Kollagen oder Laminin (Heise & Dersch, 2006). Die YadA-Fibronektin
Bindung von Y. pseudotuberculosis ist ebenfalls essentiell fiir die B;-Integrin vermittelte
Assoziation mit Epithelzellen, wobei die Bindung an ;-Integrin von HeLa-Zellen indirekt
durch YadA {iber Fibronektin als Briickenprotein gewéhrleistet wird (Heise & Dersch, 2006).
Neben der Fihigkeit mit ECM-Proteinen zu assoziieren, ist die Kopfdoméne ebenfalls fiir die
Anheftung an verschiedene Epithelzelllinien, wie HeLa und Hep-2, notwendig (Heesemann
& Griiter, 1987). Fiir die Bindung an polymorphkernige Leukozyten (PMNs) und die daraus
resultierende Induktion des oxidativen ,,Burst™ ist die Region AS 29 — 81 der Kopfdoméne
von YadA verantwortlich. Weiterhin scheint dieser Bereich fiir die effiziente Infektion der
Maus essentiell zu sein (Roggenkamp et al., 1996, Ruckdeschel et al, 1996). YadA-
Deletionsmutanten zeigen auch verminderte Adhdrenz an Makrophagen und sind weniger vor
deren Phagozytosemechanismus geschiitzt (Grosdent et al., 2002).

YadA wird auch als ,,docking®“-Protein diskutiert: Durch die YadA-vermittelte Bindung an
Neutrophile, kommt das Injektisom des T3SS in Kontakt mit der Wirtszelle und ermdoglicht
es dem Bakterium die Yop-Effektoren in die Zelle zu iibertragen (Visser et al., 1995, Mota et
al., 2005).
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1.3 Das Wachstumsverhalten von Y. enterocolitica im 3D-Kollagengel

Um die Interaktion von Infektionserregern mit Wirtszellen in vitro zu untersuchen, werden
iblicherweise zweidimensionale Zellkultur-,,Monolayer* verwendet. Dieses Infektionsmodell
jedoch beriicksichtigt keine dynamischen Vorginge wie Zellmigration und chemotaktische
Prozesse, wie sie in infiziertem Gewebe passieren (Gunzer et al, 2000). Das
dreidimensionale Kollagengel (3D-KoG) stellt ein in vitro-Modell dar, um Zellmigration,
Zell-Zell-Interaktion oder Zellmatrixinteraktion zu untersuchen und somit in vivo-Vorginge
zu simulieren (Sixt & Ldmmermann, 2011). Erste Studien mit Y. enterocolitica als Prototyp
eines extrazelluliren Erregers, in einem 3D-KoG zeigten ein ungewoOhnliches
Wachstumsverhalten: Yersinien wachsen in dicht gepackten Mikrokolonien (DPM), wobei
dieses Verhalten sowohl abhingig von dem Virulenzplasmid pYV als auch von YadA ist
(Abb. 1.2, A). Der plasmidlose Stamm WAc®® hingegen wichst im 3D-KoG planktonisch
(PLT), eine yadA-Deletionsmutante in locker gepackten Mikrokolonien (LPM) (Abb. 1.2, B
und C) (Freund et al., 2008). Die Dichte der Mikrokoloniebildung im KoG ist dabei
unabhingig von der Eigenschaft der Yersinien, Kollagen zu binden, da eine

Kollagenbindungsmutante (YadApy) ebenfalls DPM Mikrokolonien bildet (Freund et al.,

2008).
Stamm WA((pYV) WA(pAYadA) WACRS
Phanotyp T3SS + T3SS +
YadA + Yop +
Yop +

Abb. 1.2 Wachstumsverhalten von Y. enterocolitica im 3D-KoG.
WA(PpYV) (A) wichst in DPM und WA(pYVAYadA) (B) in LPM. WA (C) zeigt planktonisches (PLT)
Wachstumsverhalten. Der Groenbalken entspricht 20 pm.

Zudem éahnelt das im 3D-KoG beobachtete Wachstumsverhalten der Yersinien dem in

infiziertem Gewebe der Maus. Nach oraler Infektion der Maus mit Yersinien konnen diese in
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den Peyer’schen Plaques, Milz und Leber als Mikrokolonien nachgewiesen werden (Ollerich
etal.,2007).

Erste Untersuchungen der Interaktion von Yersinien mit Phagozyten im 3D-KoG zeigten
einen T3SS-abhingigen Schutzmechanismus gegen Phagozytose und der Invasion durch
polymorphkernige Neutrophile (PMN) in die Mikrokolonie (Abb. 1.3). Die Mikrokolonien
eines YadA-positiven T3SS-defizienten Stamms WA(pYVAlcrD) waren dagegen durch
PMNs nicht geschiitzt. Durch die LPM von WA(pYVAYadA) kénnen einige Phagozyten in
die Mikrokolonie einwandern, die Yersinien sind jedoch ebenfalls wie der Wildtyp
WA(pYV) durch Injektion der Effektor-Yops in die PMNs gegeniiber Phagozytose resistent
(Guggenberger, 2011).

Abb. 1.3 T3SS-abhingiger Schutzmechanismus von Y. enterocolitica Mikrokolonien vor Phagozytose
durch Neutrophile im 3D-KoG.

Neutrophile (griin) werden am Eindringen in die WA(pY V)-Mikrokolonie (rot) gehindert. Die DPM des T3SS-
negativen Stamms WA(pY VAlcrD) hingegen wird durch einwandernde Neutrophile invadiert und die Yersinien
werden phagozytiert. Die LPM der YadA-Deletionsmutante ist ebenfalls vor Phagozytose und Invasion durch

einwandernde Neutrophilen geschiitzt. Der Gréenbalken entspricht 20 um. (Guggenberger, 2011).

Eine Analyse der Ultrastruktur mittels Elektronenmikroskopie der DPM von WA(pYV) im
3D-KoG zeigte eine fibrilldre Kapsel (FK) auf der Bakterienoberflache (Freund et al., 2008)
(Abb. 1.4, A). Die Bildung dieser ca. 100 nm-langen Fibrillen konnte bei plasmidlosen
WACRS- und YadA-negativen Stimmen dagegen nicht nachgewiesen werden (Abb. 1.4, B
und C). Die Struktur und die Rolle dieser fibrilldren Kapsel in der Pathogenitdt von Yersinien
konnte bisher nicht geklart werden.

Die Beteiligung von fimbriellen Proteinen, wie das MyfA-Protein, an der Kapselbildung
konnte bereits durch elekronenmikroskopische Analysen einer myf4-Deletionsmutante
ausgeschlossen werden (Freund et al,, 2008). Nicht nur Fibrillen, sondern auch

Polysaccharide konnen an der bakteriellen Kapselbildung beteiligt sein. Das Operon
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hmsHFRS (,,hemin storage system*) von Y. pestis kodiert flir die Synthese von poly-p-1,6-N-
Acetylglucosamin (PNAG) und stellt eine Komponente fiir die Biofilmbildung dar (Perry et
al., 1990, Bobrov et al., 2008). Dieses Exopolysaccharid wird auch von Staphylococcus
epidermidis (PIA) und E. coli (PGA) produziert (Itoh et al., 2008).

WA(pYV) WA(pAYadA) WACRS

Abb. 1.4 Ausbildung einer 100 nm-dicken fibrilliren Kapsel von WA(pYYV).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Y. enterocolitica im 3D-KoG: WA(pYV) ist mit einer fibrilliren
Kapsel umhiillt (A), welche bei pYV-negativen WAc®®- (C) und YadA-negativen Stimmen (B) fehlt. Deutlich
ist auch die Struktur des YadA auf der Oberfliche von WA(pYV) zu erkennen (modifiziert nach Freund et al.,
2008).

Das Auflenmembranprotein HmsH hat hierbei die Funktion als Porin, durch welches PNAG
auf die Bakterienoberfldche transportiert wird (Pendrak & Perry, 1993, Lillard et al., 1997).
Das Operon bcsABCD (,,bacterial cellulose synthesis®) von E. coli kodiert fiir die
Biosynthese von B-1,4-Cellulose und ist ebenso an der Biofilmbildung beteiligt (Ross et al.,
1991, Zogaj et al., 2001). Das Protein BcsA stellt hierbei die Cellulose-Synthase dar und ist
essentiell fiir die Produktion von Cellulose (Zogaj et al., 2001). Desweiteren ist die Cellulose-
Produktion von E. coli Nissle essentiell fiir die Adhdsion an gastrointestinale Epithelzellen

und an das Epithelium der Maus (Monteiro et al., 2009).

1.4 Kollagen — Struktur und Funktion

Kollagen umfasst ein Drittel der gesamten Proteine des Menschen und ist der hédufigste
Bestandteil der extrazelluliren Matrix (Shoulders & Raines, 2009). Aufgrund seiner Struktur
und Organisation werden diese in folgende Gruppen eingeteilt: Fibrilldre (Faser-bildende)

und Netzwerk-bildende Kollagene, sowie auch FACIT (,fiber-associated collagens with
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interrupted triple-helices*), MACIT (,,membrane-associated collagens with interrupted triple-

helices*) und MULTIPLEXIN (,,multiple triple-helix domains and interruptions*) (Kadler et

al., 2007) (Tab.

1.1). Zur Gruppe der MACIT gehoren ebenfalls kollagendhnliche

Membranproteine wie die ,,scavenger Rezeptoren (Myllyharju & Kivirikko, 2001, Ricard-

Blum & Ruggiero, 2005). Es wurden bereits 28 verschiedene Kollagentypen identifiziert,

welche aus verschiedenen Kombinationen von mindestens 46 individuellen Polypeptid-

Ketten, den a-Ketten, aufgebaut sind (Brinckmann, 2005).

Kollagentyp Klassifizierung Vorkommen

I Fibrillar Haut, Knochen, Sehne, Cornea

11 Fibrillar Knorpel, Glaskorper

111 Fibrillar Haut, Blutgefifle, Darm

v Netzwerk Basalmembran

\Y% Fibrillar Knochen, Dermis, Cornea, Placenta

VI Netzwerk/ Microfibrilldre Knochen, Knorpel, Cornea, Dermis

Filamente

VII verankert fibrillar Dermis, Blase

VIII Netzwerk Dermis, Gehirn, Herz, Niere

IX FACIT Knorpel, Cornea, Glaskorper

X Netzwerk Knorpel

XI Fibrillar Knorpel

XII FACIT Dermis, Sehne

XIII MACIT Endothelzelle, Dermis, Auge, Herz

XIV FACIT Knochen, Dermis, Knorpel

XV MULTIPLEXIN Kapillaren, Hoden, Niere, Herz

XVI FACIT Dermis, Niere

Xvil MACIT Epithelium

XVIII MULTIPLEXIN Basalmembran, Leber

XIX FACIT Basalmembran

XX FACIT Cornea

XXI FACIT Magen, Niere

XXIT FACIT Verbindungen (junction) von
Gewebe

XXIII MACIT Herz, Retina

XXI1V Fibrillar Knochen, Cornea

XXV MACIT Gehirn, Herz, Hoden

XXVI FACIT Hoden, Ovar

XXVII Fibrillar Knorpel

XXVIII Microfibrillare Filamente Dermis, Ischiasnerv

»3cavengere Rezeptor

Protein mit kollagen-&hnlicher

Struktur

Makrophagen

Tab. 1.1 Verschiedene Kollagentypen, deren Klassifizierung und Vorkommen.

Modifiziert nach Shoulders & Raines, 2009 und Kadler et al., 2007.
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Kollagene konnen entweder hetero- oder homotrimer sein: Heterotrimere Kollagene, wie Typ
I, bestehen aus zwei identischen a,- und einer ay-Kette [o;(I)]00(1). Kollagen Typ I dagegen
ist aus drei identischen o;-Ketten [o;(II)]; aufgebaut und stellt ein Beispiel fiir ein
Homotrimer dar (Ricard-Blum & Ruggiero, 2005). Die Struktur ist durch drei parallele
Polypeptidstringe charakterisiert, welche sich in einer linkshéndigen PPII (polyprolin II-
Typ)-helikalen Konformation umeinander winden und eine rechtshiandige Tripel-Helix bilden
(Bella ef al., 1994). Ein wichtiges Merkmal aller Kollagentypen ist die sich an jeder dritten
Stelle wiederholende Aminosdure Glycin (G), mit dem repetitiven Sequenztriplet XYG,
wobei die Position X meistens die Aminosédure Prolin (P) und die Position Y Hydroxyprolin
(O) darstellt (Ramshaw et al., 1998). Fibrillire Kollagene werden als N- und C-Propeptid
flankierende Prokollagene synthetisiert, welche eine Tripel-Helix ausbilden (Myllyharju &
Kivirikko, 2004, Kadler, 1995) (Abb. 1.5). Nach der Sekretion werden die N- und C-
terminalen Propeptide durch spezifische Proteinasen abgespalten, das zur Freilegung der
nicht-tripel-helikalen Telopeptide fiihrt, welche wichtig fiir die Ausbildung der sogenannten
Microfibrille sind (Prockop & Fertala, 1998). Durch weitere Quervernetzung kommt es
letztendlich zur Formierung der funktionellen Kollagenfaser (Myllyharju & Kivirikko, 2001).
Diese intermolekulare Vernetzung ist dabei Voraussetzung flir die mechanischen
Eigenschaften von Kollagen (Gelse et al., 2003).

Kollagen tragt aber nicht nur zur mechanischen Festigkeit von Gewebe bei, es ist zudem als
Matrix an Zelladhdsion und —migration wéihrend des Wachstums und Differenzierung des
Gewebes sowie der Wundheilung, beteiligt (Leitinger & Hohenester, 2007). Dabei vermitteln
spezifische Zellrezeptoren, wie B;-Integrine, Discoidin-Dominen-Rezeptoren (DDR) oder
Glycoprotein VI (GPVI), die Interaktion mit Kollagen (Hynes, 2002, Vogel et al., 2000,
Kahn, 2004). Die Integrine a;B;, a2P1, aj0f; und a;;B; spielen hierbei eine zentrale Rolle in
der Zelladhdsion an extrazelluldire Matrix (Tulla et al, 2001, Tiger et al., 2001). Als
spezifische Integrinbindungsstelle wurde bereits das Aminosduresequenzmotiv. GFOGER
innerhalb der tripelhelikalen Region des Typ I Kollagens identifiziert (Knight et al., 1998,
Knight et al., 2000, Takagi et al., 2002).

Die DDRs fungieren unabhingig von Integrinen als Kollagenrezeptoren, welche meist auf
Epithelzellen und Leukozyten (DDR1) sowie Mesenchymzellen (DDR2) vorhanden sind.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass DDR2 und nicht wie primér angenommen Integrine,

essentiell fiir Adhésion und Migration von Neutrophilen im 3D-KoG ist (Afonso et al., 2013).
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Abb. 1.5 Biosynthese von fibrillirem Kollagen.

Nach Synthese der Prokollagen/a-Ketten und Ausbildung einer Tripel-Helix von drei a-Ketten werden diese
sezerniert. Durch N- und C-Proteinasen werden die N-und C-Propeptide des Prokollagen abgespalten und die N-
und C-terminalen Telopeptide freigesetzt als Bausteine fiir die Ausbildung der Kollagen Microfibrille. Die
Kollagenfaser entsteht durch weitere Quervernetzung einzelner Microfibrillen. Modifiziert nach Shoulders &

Raines, 2009.

Des Weiteren regulieren DDRs von Neutrophilen die Remodellierung der extrazelluldren
Matrix durch Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche die
Kollagenmatrix auflosen. Dabei entstehen Kollagenbruchstiicke mit chemotaktischer
Wirkung auf Neutrophile (Vogel et al., 2006, Yoshimura et al., 2005). GP(VI) ist ein
Kollagenrezeptor auf Thrombozyten, welcher bedeutend fiir den Wundverschluss von
verletzten Gefdflen ist (Farndale er al, 2004, Kahn, 2004). Der Kontakt zwischen
Thrombozyten und Kollagen wird dabei durch den von Endothelzellen freigesetzten von
Willebrand Faktor inititert (Leitinger & Hohenester, 2007). Eine stabile Bindung der
Thrombozyten an Kollagen jedoch wird nur durch GP(VI) und zusétzlich o,f;-Integrin
ermOglicht (Siljander et al., 2004, Sarratt et al., 2005). LAIR-1 (,,Jeukocyte-associated 1G-
like receptor-1¢) 1ist ein Kollagenrezeptor, welcher groBtenteils von peripheren
mononukledren Zellen produziert wird (Meyaard et al., 1997). Es wird vermutet, dass die

LAIR-1 vermittelte Kollagenbindung von aktivierten Immunzellen zur Inaktivierung der
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Zellen fiihrt (Meyaard, 2010). Wie GP(VI) erkennt auch LAIR-1 die repetitive und
konservierte GPO-Sequenz des Kollagens (Lebbink et al., 2006).

1.5 Die Erkennung und Eliminierung von bakteriellen Erregern durch

Phagozyten

Infektionen durch bakterielle Erreger werden durch das Immunsystem erkannt, das mittels
des angeborenen Immunsystems durch Phagozyten (PMNs, Makrophagen, dentritische
Zellen) mit einer schnellen Erregerabwehr reagiert. Phagozytische Zellen spielen eine
zentrale Rolle in der ersten akuten Phase der Infektion, indem diese eindringende Erreger
phagozytieren und zerstoren konnen (Langereis, 2013). Zu diesen spezialisierten Zellen
gehoren die Granulozyten (neutrophile, eosinophile und basophile). Granulozyten gehen aus
pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen hervor. Diese zirkulieren im Blut bis sie an den
Infektionsherd rekrutiert werden, wobei PMNs im Vergleich zu Makrophagen kurzlebig sind
(Boxer et al., 1985, Murphy, 2012).

Die Erkennung von bakteriellen Erregern geschieht u.a. durch Toll-like Rezeptoren (TLR),
welche auch von PMNs expremiert werden, und Strukturen wie LPS oder Peptidoglycan von
Bakterien erkennen (Janeway & Medzhitov, 2002, Takeda et al., 2003).

Fiir die Internalisierung von Mikroorganismen durch Phagozytose konnen F.y-Rezeptoren
oder Komplement-Rezeptoren (CR1, CR3 und CR4) verantwortlich sein (Greenberg, 1999).
Erstere initiieren die Bindung an durch Antikorper opsonisierte Erreger, wohingegen
Komplementrezeptoren die durch Komplementproteine opsonierten Mikroorganismen
erkennen (Ghiran et al., 2000, Daeron, 1997). Die Komplementrezeptoren CR3 und CR4
gehoren auch zu den B-Integrinen (ampPa, axPz) (Ross ef al., 1992). Zudem sind ,,scavenger*
Rezeptoren A (SR-A) wie MARCO (,,macrophage receptor with collagenous structure*) an
der Bindung von LPS sowie Lipoteichonsdure und anschlieBende Phagozytose der Bakterien
beteiligt (Hughes et al., 1995, Dunne et al., 1994). SR-A besitzen ein transmembranes
Homotrimer und eine extrazellulire Doméne, welche aus einer kollagen-dhnlichen Tripel-
Helix besteht (Elomaa et al., 1998). Als bakterielle Bindedomine konnte die C-terminale
Cystein-reiche Doméne identifiziert werden (van der Laan et al., 1999, Brannstrom et al.,
2002). Heterotrimere G-Protein gekoppelte Rezeptoren erkennen chemotaktisch wirkende
Wirtspeptide wie C5a und mikrobielle Peptide wie fMLP, deren Stimulierung zur Anlockung
weiterer Phagozyten fiihrt (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Eine Bindung an den Rezeptor
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vermittelt eine Konformationsédnderung und Dissoziation in die Untereinheiten Gai und Gy,
das wiederum indirekt Rac und Rho-GTPasen bzw. Cdc42 aktiviert und letztendlich
Chemotaxis und respiratorischen Burst stimuliert (Bar-Sagi & Hall, 2000, Murphy, 2012).
Die Erreger werden von der Plasmamembran der Phagozyten umschlossen und in ein
Phagosom internalisiert, welches mittels Fusion mit Lysosomen (Phagolysosom) zum
Abtoten der meisten Erreger fiihrt (Klebanoff er al, 2013). Des Weiteren beinhalten
Neutrophile eine Reihe von Granula, welche mit dem Phagosom fusionieren: Tertidre
Granula enthalten einen hohen Anteil an Gelatinase, sekundére (spezifische) Granula, welche
die Matrix-Metalloproteasen MMPS, MMP9 und MMP25 produzieren, und priméire
(Myeloperoxidase) oder azurophile Granula (Jog et al., 2007, Borregaard, 2010). Die
aufgenommenen Bakterien konnen anschlieBend durch antimikrobielle Proteine, u.a.
Defensin, Cathepsin G, Laktoferrin, Elastase oder Myeloperoxidase (MPO), die Produktion
von Stickstoff (NOS) und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zerstort werden (Nathan, 2006,
Janeway & Medzhitov, 2002). Letzteres wird durch die NADPH-Oxidase gewdhrleistet,
welche Sauerstoff zu dem hochreaktiven Superoxidanion (O;) reduziert (Chiba et al., 1990).
Weitere ROS sind u.a. H,O,, das durch Dismutation von Superoxid entsteht, und HOCI, das
aus Oxidation von Chlorid durch die MPO der tertidren Granula gebildet wird (Gardiner et
al., 2013, Dupre-Crochet et al., 2013).

Durch Erregerkontakt kommt es zur Aktivierung der Neutrophilen und Degranulierung,
wobei die MMP8 (Kollagenase), MMP9 (Gelatinase) und MMP25 (Leukolysin)
Komponenten der extrazellularen Matrix abbauen (Kang et al., 2001, Greenlee ef al., 2007).
Durch den Verdau von Kollagen entstehen PGP Peptid-Fragmente, deren Bedeutung als
Chemokin fiir Neutrophile in vivo und in vitro belegt werden konnte (Gaggar et al., 2010,
O'Reilly et al., 2009). Durch LPS wird die Produktion von PGP induziert, das durch die
Interaktion mit CXC Rezeptoren zur Rekrutierung von weiteren Neutrophilen zum
Infektionsherd fiihrt und somit die Entziindungsreaktion verstiarkt (Weathington et al., 2006,
Gaggar et al., 2008). Ein neu-entdeckter Mechanismus, wie Mikroorganismen von
Neutrophilen bekdmpft werden konnen, ist die Ausbildung von NETs (,,neutrophil
extracellular traps®) (Underhill & Ozinsky, 2002, Remijsen et al., 2011). Hierbei werden
Mikroorganismen durch die Bildung von Netz-dhnlichen Strukturen umschlossen und
abgetotet. Diese bestehen aus Histonen, DNS-Fidden und Granula-Proteine, die von

Neutrophilen freigesetzt werden (Brinkmann & Zychlinsky, 2007, Yipp & Kubes, 2013).
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1.6 Ziel der Arbeit

Das 3D-Kollagengel (KoG) eignet sich besonders, um Zell-Zell-Interaktionen, Zellmigration
und -interaktion mit extrazelluliren Matrixproteinen (ECM) und Infektionserregern zu
untersuchen, womit auch dynamische Vorginge, wie sie in infiziertem Gewebe vorliegen,
beriicksichtigt werden konnen (Gunzer et al., 2000, Sixt & Lidmmermann, 2011). Erste
Studien mit Y. enterocolitica im 3D-KoG zeigten ein ungewohnliches Wachstumsverhalten:
Stamme, welche das Virulenzplasmid pYV besitzen, bilden dicht gepackte Mikrokolonien
(DPM), die den Yersinien in Abzessen von infizierten Mausorganen wie Milz und Leber
stark #hneln (Freund et al., 2008, Ollerich et al, 2007). pYV-negative WAc-Stimme
hingegen wachsen weitgehend planktonisch bzw. dispers im 3D-KoG. Ein weiterer Phinotyp
konnte von YadA-Deletionsmutanten bestimmt werden, welche im 3D-KoG in locker
gepackten Mikrokolonien (LPM) wachsen. Zudem ist das DPM-Wachstum unabhingig von
der Kollagenbindungseigenschaft des YadA-Proteins, da kollagenbindungsmutierte
WA(pYV::YadApy) im 3D-KoG ebenfalls DPM bilden (Freund et al., 2008). Zunichst sollte
ein weiterer Faktor identifiziert werden, welcher fiir das LPM-Wachstum verantwortlich ist.
Desweiteren sollte herausgefunden werden, ob die fibrillire Kapsel (FK) von Yersinien
gebildet wird: Hierzu sollten Gene, welche fiir die Synthese von Polysacchariden oder
fimbricllen Proteine kodieren, deletiert werden. Ebenso sollte untersucht werden, ob
Kollagenbausteine an der Bildung der fibrilliren Kapsel beteiligt sind.

Um die YadA-Kollagenbindung nédher zu charakterisieren, wurden fluoreszenz-
mikroskopische und biochemische Analysen angewandt. Zudem sollte eine neue Methode
entwickelt werden, um Bindungsanalysen mit l9slichem Kollagen zu untersuchen.

Die funktionelle Bedeutung der Kollagenbindung fiir die Interaktion mit Immunzellen ist

noch nicht bekannt und sollte daher ndher gepriift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

2.1.1 Yersinia enterocolitica Stimme

Stamm

Eigenschaft

Referenz

Yersinia enterocolitica

Klinisches Isolat WA-314, Serotyp O:8, mit

(Heesemann et al.,

WA(pYV) . .
Virulenzplasmid pYV 1983)
(Heesemann &
WACES Plasmidloses und restriktions/modifikations- Laufs, 1983,
-c
negatives Derivat von WA(pY V) Antonenko et al.,
2003)
inv-negative Mutante von WA-c*, Kn" (alleler
WAAinv Diese Arbeit
Austausch)
yadA-negative Mutante von WA(pYV); Kn-Kassette
T . (Roggenkamp et
WA(pYVAYadA) inseriert in die PstI Schnittstelle des yadA4; 1. 1995)
al.,
WA(pYVOS8-A0), Kn®, (alleler Austausch)
Kollagenbindungsmutante von WA(pYV);
o (Roggenkamp et
WA(pYV::YadAuy) Austausch der Histidinreste (H) 156 und 159 durch 1. 1995)
al.,
Tyrosin (Y) von YadA; WA(pYVO8-A-2), Kn*, Sp®
WA(pYV) mit Deletion der Aminosduren 29-81 von
(Roggenkamp et
WA(pYV::YadA,n) YadA; N-Terminus des reifen sezernierten YadA; 1., 1996)
al.,
WA(pYVO8-Anxs1), Kn", SPR
WAAhmsH(pYV) hmsH-negative Mutante von WA(pYV), Cm* Diese Arbeit
WAAbcsA(pY'V) besA-negative Mutante von WA(pYV), Cm* Diese Arbeit
WA(pYV) mit pPLACRFP, Cm"; RFP: red (Ollerich et al.,
WA(pYV, pRFP)
fluorescent protein 2007)
WA(pYVAYadA, WA(pYVAYadA) mit pLACRFP, Cm®, Kn®; RFP: | (Ollerich et al.,
pRFP) red fluorescent protein 2007)
WA(pYV::YadAyy, WA(pYV::YadAyy) mit pPLACRFP, Cm®, Kn"®, Sp~,
Diese Arbeit
pRFP) RFP: red fluorescent protein
WA-c®® mit pT3SS (alle Gene des Ysc-T3SS, yad4 | (Triilzsch et al.,
WA(pT3SS) "
und Translokon lcrV, yopB, yopD); Sp 2003)
WA(pT3SSAYadA) yadA-negative Mutante von WA(pT3SS), Sp*, Cm® | Diese Arbeit
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Stamm Eigenschaft Referenz
WA(pYadA) WA-c"® mit pACYC184 yadA, Cm® Diese Arbeit
WA(pAYadA) WA-c®® mit pACYC184 yadA::kn, Cm®, Kn® Diese Arbeit
WA(pYadAgy) WA-c®® mit pACYC184 YadAy, Cm®, Kn®, Sp® Diese Arbeit
WA(pYadA,y) WA-c®® mit pACYC184 YadA,y, Cm", Kn®, Sp® Diese Arbeit
WAAinv(pT3SS) inv-negative Mutante von WA(pT3SS), Sp~, Kn* Diese Arbeit
WAAinv(pYadA) inv-negative Mutante von WA(pYadA), Kn®, Cm"® Diese Arbeit
WAAinv(pAYadA) inv-negative Mutante von WA(pAYadA), Kn®, Cm" | Diese Arbeit
inv-negative Mutante von WA(pYadAy), Kn®, ) '
WAAinv(pYadApy) R oo R Diese Arbeit
Cm", Sp
inv-negative Mutante von WA(pYadA,y), Kn*, ] _
WAAinv(pYadAan) R oo R Diese Arbeit
Cm", Sp
WA(pYadA) mit pRPSM-YFP, Cm", Cb"; YFP: . _
WA(pYadA,pYFP) ) Diese Arbeit
yellow fluorescent protein
WA(pAYadA) mit pPRPSM-YFP, Cm", Cb"; YFP: . ,
WA(pAYadA, pYFP) ) Diese Arbeit
yellow fluorescent protein
WA(pYadAyy) mit pRPSM-YFP, Cm®, Cb®, Sp*; . ,
WA(pYadAyuy, pYFP) _ Diese Arbeit
YFP: yellow fluorescent protein
WA(pYadA,y) mit pRPSM-YFP, Cm", Cb*, Sp*; . ,
WA(pYadAan, pYFP) _ Diese Arbeit
YFP: yellow fluorescent protein
WAAinv(pYadA,pYFP) | WAAinv(pYadA) mit pRPSM-YFP, Kn*, Cm", Cb*;
Diese Arbeit
YFP: yellow fluorescent protein
WAAinv(pAYadA, WAAinv(pAYadA) mit pRPSM-YFP, Kn*, Cm", . _
R ' Diese Arbeit
pYFP) Cb™; YFP: yellow fluorescent protein
WAAinv(pYadAyy, WAAinv(pYadAyy) mit pRPSM-YFP, Kn®, Cm", . ,
R oo R _ Diese Arbeit
pYFP) Cb", Sp*; YFP: yellow fluorescent protein
WAAinv(pYadAa, WAAinv(pYadA,y) mit pPRPSM-YFP, Kn®, Cm", . ,
R oo R _ Diese Arbeit
pYFP) Cb", Sp*; YFP: yellow fluorescent protein

Tab. 2.1 Verwendete Y. enterocolitica Stimme
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2.1.2 Escherichia coli Stamme

Stamm Eigenschaft Referenz

E. coli endAl supE44 hsdR17 (r-k m+ k) thi-1
DH5a recA1gyrA96 relAl A(lacZYA-argF) U169
(p80lacZAM15)

(Hanahan, 1983)

DH5a mit pUC13; YadA als 5kb EcoRI-Hindlll- | (Roggenkamp et
Fragment al., 1995)

DH5a(pUC::YadA)

Tab. 2.2 Verwendete E. coli Stimme

2.1.3 Plasmide

Stamm Eigenschaft Referenz
REP pACYC184 mit rfp aus pDSredexpress, rfp(red (Triilzsch et al.,
p .
fluorescent protein) unter dem /ac Promotor, Cm" | 2003)
pUC13 mit yfp aus pTurboYFP, yfp (yellow
pYFP fluorescent protein) unter dem »psM Promotor, A. Wieser
Amp"®
KDA6 Rekombinase-Expressionsplasmid unter (Datsenko &
p
Arabinose-induzierbarem Promotor araB, Amp" | Wanner, 2000)
ACYCI84 Klonierungsvektor mit geringer Kopienanzahl New England
p .
pro Zelle, Cm®, Tet® Biolabs
ACYC17T Klonierungsvektor mit geringer Kopienanzahl New England
p .
pro Zelle, Kn®, Tet® Biolabs
pACYC184 mit yadA aus WA(pYV) tiber BamHI | '
pYadA ® Diese Arbeit
und Xbal, Cm
pACYC184 mit yadA::kn aus WA(pYVAYadA) ) _
pAYadA R Diese Arbeit
iiber BamHI und Xbal, Cm
PACYC184 mit yadAyy aus WA(pYV::YadAyy) ) _
pYadAuy " Diese Arbeit
iiber BamHI und Xbal, Cm™ (s. 2.1.1)
PACYC184 mit yadA,y aus WA(pYV..YadAxy) ) '
pYadA,n ® Diese Arbeit
iber BamHI und Xbal, Cm™ (s.2.1.1)
TTSS pLAFRII mit yad4 und dem TyplII- (Trilzsch et al.,
p .
Sekretionssystem (T3SS) aus pYV, Sp* 2003)
MARCO pcDNA3.3-TOPO mit humanem Vollldngen- (Elomaa et al.,
p
marco (1-518) 1998)
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Stamm

Eigenschaft

Referenz

pH420

marco (1-420)

pcDNA3.3-TOPO mit humanem verkiirztem-

(Elomaa et al.,

1998)

Tab. 2.3 Verwendete Plasmide.

2.2 Primer

Alle in Tab. 2.4 aufgelisteten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) und

Eurofins (Ebersberg) in lyophilisiertem und entsalztem Zustand bestellt, in HyOgest gelost,

und in Konzentrationen von 100 pmol/ul bei -20°C gelagert.

Twm
Name Sequenz in 5¢-3‘-Richtung in Verwendung
°C
Uberpriifung der
s Cm r CCGTCTTTCATTGCCATAC 54.5 | Deletionsmutanten bei
Insertion einer Cm-Kassette
Uberpriifung der Deletion von
s hmsH f ATGCTGTAATACATTCCAAG 54.2 WAAmsH(pY V)
Uberpriifung der Deletion von
neu s hmsH r GCTCGGCAGGTGGAACAAAT 62.4 WA msH(pYV)
AGATGAGTAAATTGATTAGTTGA Amplifizierung der Crn-
TCGACATCATGATGACAGGCTGA -
hmsH ET Cm f AACATGATGACGGAAGATCACTT 68.0 hKaSjstt}? aus 1pA.CYC184 mit
CGCAG msH-Homologiearmen
TCAGGGTGAAGATTCAATCITTG Amplifizierung der Cn-
ATAATTTATCTTCGGCAAACGCA -
hmsH ET Cm r ACTTTTGAGAAGCACACGGTCAC 69.9 | Kassette aus pACYC184 mit
AC hmsH-Homologiearmen
Uberpriifung der Deletion von
s besA f CAGCAGCCGTTTACAACAG 57.0 WAAbcsA(pYV)
Uberpriifung der Deletion von
s besA r TCAATCACCCCTTCTGGAT 55.0 WAAbcsA(pYV)
GATTAATGCTGTGGAAAGCGATC
TATGAATCGCCTGATGCGGATGT Amplifizierung der Cm-
besA ET Cm f TATTCGAAGTTCCTATACTTTCTA | >75 | Kassette aus pACYC184 mit
GAGAATAGGAACTTCTGACGGA besA-Homologiearmen
AGATCACTTCGCAG
CCCAAAGCCAGTGCGGTAAACC
AGGTTATTTTTCTCGTCATCATAT Amplifizierung der Cm-
besA ET Cm r CATCAGAAGTTCCTATTCTCTAG | >75 | Kassette aus pACYC184 mit

GCACACGGTCACAC

besA-Homologiearmen
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Tn
Name Sequenz in 5°-3‘-Richtung in Verwendung
°C
Uberpriifung der
bla f GATCAGTTGGGTGCACGA 56.0 | Transformation und Deletion
von pKD46
Uberpriifung der
bla r TTGCCGGGAAGCTAGAGT 56.0 | Transformation und Deletion
von pKD46
Amplifizierung von yadA-
Fragmenten aus pYV,
yadA BamHI r2 égﬁ%GCAAATATCGGAGG 69.0 | pYVAYadA, pYV::YadAyy,
pYV::YadA,n, Einfiilhrung
einer BamHI-Schnittstelle
Amplifizierung von yadA-
Fragmenten aus pYV,
yadA Xbal f2 ?:ll;? (”l;gfﬁCAC CATCCGG 66.0 | pYVAYadA, pYV::YadAyy,
pYV::YadA,y, Einfiihrung
einer Xbal-Schnittstelle
TCTGCTATTCTATTGTTAGTGTTT Amplifizierune der Kn-
inv_ET Kan f GCGAGAGAGAAGAAGAAGTTAT 80.0 Kasgette aeulr;1 z?\CGYCIW mit
- == TTCTTCACTGACACCCTCATCAG ' . p
TG inv-Homologiearmen
GCAACAGCATATTGAGCATAACA Amplifizierung der Kn-
inv. ET Kan r CTCAGGCGCTGGCGGTTTTGAAT | 87.0 | Kassette aus pACYC177 mit
ACCGTCAAGTCAGCGTAATGCTC inv-Homologiearmen
ATAACTGAGCTTTTATTCACGGG Amplifizicrung dor Cm-
AAACTAAAGAAATATAAAAGGT -
yadA ET Cm f GCTTACATATGAATATCCTCCTT 74.0 | Kassette aus pACYC184 mit
A yadA-Homologiearmen
AAATTATGTAATCGGTGTTTTCC Amplifizicrung dor Cm-
TATAGACTTGTTAACTTCTAAAT -
yadA ET Cm r GATATGTGTAGGCTGGAGCTGCT 77.0 | Kassette aus pACYC184 mit
TC yadA-Homologiearmen
Uberpriifung der inv-
s k2 f CGGTGCCCTGAATGAACTGC 61.4 | Deletionsmutante bei Insertion
einer Kn-Kassette
Uberpriifung der inv-
s kl r GCCGATTGTCTGTTGTGCCC 61.4 | Deletionsmutante bei Insertion
einer Kn-Kassette
yadA upl04 f CGCAGCCAACATAAATCG 54 | Uberpriifung der Lokalisation
der yadA-Fragmente
yadA_down1853 r | ATCCGCATAACACTTTTCGT 54,0 | Uberpriifung der Lokalisation
der yadA-Fragmente
yadA_screen f CTAAAGAAATATAAAAGGTGCTT | 53,0 | Qoerprufung der yadd-

Deletion von pTTSSAyadA
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Tn
Name Sequenz in 5°-3‘-Richtung in Verwendung
°C
Uberpriifung der yadA-
yadA screen r GACTTGTTAACTTCTAAATGATA | 53.0 Deletion von pTTSSAyadA

Tab. 2.4 Liste der verwendeten Primer.
T = Schmelztemperatur, f = Vorwértsprimer, r = Riickwértsprimer, eingefiihrte Restriktionsschnittstellen sind

unterstrichen, eingefiihrte Homologiearme fiir die Rekombination sind gestrichelt unterstrichen dargestellt.

2.3 Bakterielle Nihrmedien und Zusitze

Die aufgefiihrten Ndahrmedien wurden in HyOges gelost und bei 121°C fiir 20 min bei 1 bar

autoklaviert.
Luria-Bertani-Medium 10 g/l Trypton, pH 7,4 - 7,5

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl
LB-Agar 15g Bacto-Agar/ 1000 ml LB-Medium
LB-Einfriermedium LB-Medium mit 50% Glycerin
Brain-Heart-Infusion (BHI)-Medium 37¢g/1
SOC-Medium 20 g/l Trypton, pH 7,4 - 7,5

5 g/l Hefeextrakt

0,5 g/l NaCl

250 mM KCI

Nach dem Autoklavieren wurden dem SOC-Medium noch 10 mM MgCl, und 20 mM

Glucose, die zuvor sterilfilitriert wurden, hinzugegeben.

2.4 Antibiotika

Die aufgefiihrten Antibiotika wurden vor Einsatz mit einem 0,2 um-Filter sterilfiltriert.

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration Losungsmittel

Einsatz zur Kultivierung von E. coli und Y. enterocolitica

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml 100 pg/ml H50 gest
Chloramphenicol (Cm) 20 mg/ml 20 pg/ml 70% Ethanol
Kanamycin (Kn) 50 mg/ml 50 pg/ml H50 gest
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Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration Loésungsmittel
Spectinomycin (Sp) 100 mg/ml 100 pg/ml H04est
Carbenicillin (Cb) 300 mg/ml 300 pg/ml H50 gest
Tetracyclin (Tet) 2 mg/ml 20 pg/ml 70% Ethanol

Einsatz bei Infektionsversuchen

Gentamicin 10 mg/ml 50 pg/ml H50 gest

Einsatz fiir Selektion von transfizierten Zellen

Genicitin (G418) 50 mg/ml 0,5 — 1 mg/ml -

Tab. 2.5 Verwendete Antibiotika.

2.5 Zellkultur

2.5.1 Eukaryotische Zellen

Zelllinie Beschreibung Referenz

HeLa Humane Epithelzelllinie ATCC® CCL-2™

J774A.1 murine Monozyten- ATCC" TIB-67™
Makrophagen-Zellinie

CHO ,»Chinese hamster ovary*: ATCC® CCL-61™
Ovarienzelllinie

Tab. 2.6 Verwendete eukaryotische Zelllinien.

2.5.2 Nihrmedien und Zuséitze

Die in Tab. 2.6 aufgelisteten Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO; unter Zugabe der

entsprechenden Zellkulturmedien kultiviert.

Zelllinie Medium Einfriermedium
HeLa RPMI 1640 70 % RPMI 1640
10 % FBS 20 % FBS
10 mM HEPES 10 % DMSO
J774A1 RPMI 1640 70 % RPMI 1640
10 % FBS 20 % FBS
10 mM HEPES 10 % DMSO
2 mM Glutamin
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Zelllinie Medium Einfriermedium
CHO MEM alpha MEM alpha
10 % FBS 20 % FBS
10 mM HEPES 10 % DMSO
2 mM Glutamin
Tab. 2.7 Verwendete Zellkulturmedien und Zusiitze.
2.6 Antikorper
Antikorper Eingesetzte Quelle/Firma

Verdiinnung/Konzentration

Unkonjugierte Primarantikorper

Spezifisches YadA Antiserum
(Kaninchen)

Spezifisches Kollagen Typ I
Antiserum (Ziege)

Spezifisches Kollagen Typ I
Antiserum (Kaninchen)
Fibronektin spezifischer
monoklonaler Antikorper (Maus)
Maus-MARCO spezifischer
monoklonaler Antikérper (Ratte)
Spezifisches human-MARCO,
Antiserum (Kaninchen)

CD16/32 spezifische monoklonale

Antikorper (blockierende Funktion)

1:5000 (WB)

1:100 (IF), 1:10 (IG), 1:250 (WB)

1:40 (IF)

1:200 (IF)

1:100 (IF, FC)

1:100 (IF), 1:500 (WB)

0,5 pg (FC)

EnzymKkonjugierte Sekundirantikorper

Esel anti-Kaninchen IgG
Peroxidase-Konjugat

Esel anti-Maus IgG Peroxidase-
Konjugat

Kaninchen anti-Ziege IgG

Peroxidase-Konjugat

1:10000 (WB)

1:10000 (WB)

1:10000 (WB)
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Merck-Millipore
(Darmstadt)
Merck-Millipore
(Darmstadt)
Sigma-Aldrich
(Hamburg)
AbD
(Miinchen)

Serotec
Thermo Fisher
Scientific (Bonn)
eBioscience

(Frankfurt)

GE Healthcare
(Miinchen)

GE Healthcare
(Miinchen)
Merck-Millipore
(Darmstadt)
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Antikorper

Eingesetzte

Verdiinnung/Konzentration

Quelle/Firma

Goldkonjugierter Antikérper

Anti-Ziege IgG Gold-Konjugat

Fluorochromkonjugierte Antikérper

Kaninchen anti-Ziege 1gG FITC-
Konjugat

Ziege anti-Kaninchen IgG FITC-
Konjugat

Ziege anti-Kaninchen IgG
Alexa555-Konjugat

Ziege anti-Kaninchen IgG
Alexa488-Konjugat

Ziege anti-Maus IgG Alexa488-
Konjugat

Ziege anti-Ratte IgG Alexa647-
Konjugat

Ziege anti-Kaninchen Atto647-
Konjugat

Maus anti-human CD66abce APC-
Konjugat

Maus IgG2b APC-Konjugat

1:20 (IG)

1:400 (IF)

1:400 (IF)

1:400, 1:1000 (IF)

1:400 (IF)

1:400 (IF)

1:10000 (FC)

1: (FC)

1111/10° Zellen (FC)

1111/10° Zellen (FC)

Aurion (Wageningen,

Niederlande)

Sigma-Aldrich
(Hamburg)
Merck-Millipore
(Darmstadt)

Life Technologies
(Darmstadt)

Life Technologies
(Darmstadt)

Life Technologies
(Darmstadt)

Life Technologies

(Darmstadt)
Sigma-Aldrich
(Hamburg)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)
Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)

Tab. 2.8 Liste der verwendeten Antikorper und die eingesetzten Verdiinnungen bzw. Konzentrationen.

WB: Westernblot-Anwendung, FC: Durchflusszytometrische Anwendung, IF: Immunfluoreszenz-Anwendung,

IG: Immunoelektron-Anwendung
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2.7 Proteine und Peptide
Protein/Peptid

Bovines Kollagen Typ I (Purecol)

(Pro-Hyp-Gly),p, (POG)1o

Dy647M-Mpr-(Pro-Hyp-Gly),-OH, 647-(POG);,

(mit Fluoreszenzfarbstoff DyLight Dy647

markiert)

Tab. 2.9 Liste der verwendeten Proteine und Peptide.

Konzentration Firma

3 mg/ml Advanced Biomatrix (San
Diego, USA)

1 mg/ml Genaxxon bioscience
(Ulm)

1 mg/ml Peptides&elephants
(Potsdam)

Pro: Prolin, Hyp: Hydroxyprolin, Gly: Glycin, Mpr: Mercaptoethanol

2.8 Chemikalien, Biochemikalien, Enzyme und Kits

Name

Firma

Aceton

Acrylamid/Bis Losung (29:1)
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Alexa488 Succinimidyl Ester
Arabinose

Araldit

Bacto-Trypton

Bacto Hefe-Extrakt

BD FACS Clean

BD FACS Flow

BD FACS Shutdown solution
Beschleuniger 2,4,6-
Tris(dimethylaminomethyl)phenol
BHI

Biotin Succinimidyl Ester
Bromphenolblau

BSA

Carbenicillin

Merck-Millipore (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Life Technologies (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

Oxoid (Hampshire, UK)

Life Technologies (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
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Name Firma

CIN-Agarplatten Oxoid (Hampshire, UK)
Chloramphenicol Sigma-Aldrich (Hamburg)
Coomassie Brilliant Blau Merck-Millipore (Darmstadt)
DABCO Roth (Karlsruhe)

DAPI Life Technologies (Darmstadt)
DAPI-Mounting Medium Vectashield Vector laboratories (Burlingame, USA)
DMEM high glucose Life Technologies

DMSO Roth (Karlsruhe)

DNS 1kb Lingenstandard Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
DNS Probenpuffer, 6x Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
dNTP Mix Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
D-PBS Life Technologies (Darmstadt)
Dithiothreitol (DTT) Roth (Karlsruhe)

ECL Western Blotting Reagenz GE Healthcare (Miinchen)
EDTA Sigma-Aldrich (Hamburg)
EGTA Sigma-Aldrich (Hamburg)
Essigsdure Roth (Karlsruhe)

Ethanol p.a. Roth (Karlsruhe)
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich (Hamburg)

FBS Life Technologies (Darmstadt)
F.R Blocking Reagenz Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Fibrinogen Merck-Millipore (Darmstadt)
Folin-Ciocalteu’s Reagenz Sigma-Aldrich (Hamburg)
Genicitin (G418) Life Technologies (Darmstadt)
Gentamicin Life Technologies (Darmstadt)
Giemsa Merck-Millipore (Darmstadt)
Glycerol Roth (Karlsruhe)
Glutaraldehyd Roth (Karlsruhe)

Glycin MP (Ohio, USA)

HCl Roth (Karlsruhe)

Harnstoff MP (Ohio, USA)

High fidelity PCR enzyme mix Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
Histopaque®-1119 und -1077 Sigma-Aldrich (Hamburg)
Isopropanol Merck-Millipore (Darmstadt)
Kanamycin Sigma-Aldrich (Hamburg)
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Name Firma
KCl Roth (Karlsruhe)
KHCO; Roth (Karlsruhe)

Kollagenase (Clostridium histolyticum)

L-Glutamin
Lipofectamine™ 2000
LPS (E. coli K12)
Mercaptoethanol
Methanol

Mowiol 4-88

Natrium Acetat
Natrium-Cacodylat
NaCl

Na,CO;

NH,CI

NaOH

Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd (PFA)
PCR clean up Kit

PCR BioMix Red
Plasmid Purification Kit
ProLong® Gold Antifade mit DAPI
Propylenoxid

Protein Molekulargewichtsmarker
(PageRuler)
Restriktionsenzyme
RPMI 1640 (phenolrot und farblos)
Rutheniumrot

SDS

Spectinomycin
Sterilfilter 0,22 pm

T4 DNA-Ligase
TEMED

Tetracyclin

Thrombin

Tris

Sigma-Aldrich (Hamburg)
Life Technologies (Darmstadt)
Life Technologies (Darmstadt)
Invivogen (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Paesel+Lorei (Duisburg)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Macherey & Nagel (Diiren)
Bioline (Luckenwalde)
Macherey & Nagel (Diiren)
Life Technologies (Darmstadt)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Thermo Scientific (St. Leon-Rot)

Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
Life Technologies (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Merck-Millipore (Darmstadt)
Life Technologies (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)

MP (Ohio, USA)
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Name Firma

Triton X-100 Roth (Karlsruhe)

Trypan Blau Life Technologies (Darmstadt)
Trypsin-EDTA Life Technologies (Darmstadt)
Tween 20 Sigma-Aldrich (Hamburg)
Uranyl Acetat Serva (Heidelberg)
Vectashield Mounting Medium Linaris (Wertheim)

Tab. 2.10 Liste der verwendeten Chemikalien, Biochemikalien, Enzyme und Kits.

2.9 Puffer und Losungen

Gelelektrophorese
TAE-Puffer 40 mM Tris
40 mM Essigsédure
1 mM EDTA
Ethidiumbromid-Farbebad 1 pug Ethidiumbromid pro ml H2Oge
SDS-PAGE
SDS-Probenpuffer 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
2 % SDS
10 % Glycerin
5 % B-Mercaptoethanol
0,005 % Bromphenolblau
10 x SDS-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI, pH 8,3
250mM Glycin
0,1% SDS
Coomassie-Féarbelosung 0,275 % Coomassie Brilliant Blau
50 % Methanol
10 % Essigséure
Entfarbelosung 10 % Methanol
10 % Ethanol

7.5 % Essigsdure
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Western Blot
10 x Blotting-Puffer

10 x TBS pH 7,5

TBS-T

Blockierungslosung

60,6 g Tris
138,2 g Glycin
H>O4est ad 2 1
121 g Tris

175 g NaCl
H>O4est ad 2 1

200 ml 10x TBS

2 ml Tween 20
Hzodest ad21

5 g Milchpulver
TBS-T ad 100 ml

Einbettmedium fiir Immunfluoreszenz

Mowiol

Die Mischung wurde fiir 2 h bei 50 °C geriihrt und anschlieBend 25 mg DABCO

dazugegeben.

2.10 Geriite

Gerit

6 g Glycerol

2,4 g Mowiol 4-88

6 ml H2Odest

12 ml 0,2 M Tris-HCl, pH 8,5

Bezeichnung

Firma

Analysenwaage
Blot-Apparatur
Blotdokumentation
Brutschrank

CLSM

CLSM
Elektronenmikroskop
Elektronenmikroskop
Elektrophoresekammer fiir
SDS-PAGE

Elektroporationsger:it

1203 MP, Typ 1801
Mini-Trans-Blot
ChemiDoc XRS System
Typ B 20

TCS-SP5

TCS

Philips CM-10

Zeiss EM 10
Mini-PROTEAN 3

GenePulser 11
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Leica (Wetzlar)
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Philips (Hamburg)
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Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)
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Geriit Bezeichnung Firma
Epifluoreszenzmikroskop BX61 Olympus (Hamburg)

FACS BD Facs Canto 11 BD Bioscience (Heidelberg)
Filmentwickler Fujifilm FPM-100A Fuji (Diisseldorf)

Gelelektrophoresekammer
fiir DNS
Geldokumentation
Kiihlzentrifuge
Kiihlzentrifuge
(Schwingrotor)
Lichtmikroskop
Neubauer Zahlkammer
PCR-Cycler

pH-Meter

Pipetten
Schiittelinkubator
Spektrophotometer

Spektrophotometer
Spinning Disk CLSM
Standardzentrifuge

Sterilwerkbank

Thermoschiittler
UV-Transilluminator

Wasserbad

miniRapide

GelDoc EQ
Sigma 3K30
Varifuge (Zellkultur)

Axivert 25

Neubauer improved 0,1
Uno Cycler

320 pH-Meter

10, 20, 100, 200, 1000 pl
Excella E24

Ultrospec 3100 pro

NanoDrop ND 1000
Nikon Eclipse TE300
5417R

Herasafe HS 12

Thermomixer compact
UVT-20M/W
WB 7

Tab. 2.11 Liste der verwendeten Geriite.

OLS (Bremen)

Bio-Rad (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Hamburg)

Heraeus (Hanau)

Zeiss (Jena)

PEQLAB (Erlangen)

VWR (Darmstadt)

Mettler Toledo (Giessen)
Gilson (Middleton, USA)
New Brunswick (Niirtingen)
Amersham Biosciences
(Freiburg)

PEQLAB (Erlangen)

Nikon (Diisseldorf)
Eppendorf (Hamburg)
Thermo Electron Corporation
(Langenselbold)

Eppendorf (Hamburg)
Herolab (Wiesloch)
Memmert GmbH + CoKG
(Schwalbach)

Zusétzlich zu den in Tab. 2.11 aufgelisteten Gerdten wurden Standardlaborgerite verwendet.

2.11 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

| Firma

15-Napf p-slide
24-/96-Napfkulturplatten

Ibidi (Martinsried)
TPP (Trasadingen, Schweiz)
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Verbrauchsmaterial Firma

6-Napfkulturschalen Sigma-Aldrich (Hamburg)
96-Napfkulturplatten (gewdlbter Boden) BD Bioscience (Heidelberg)
Elektroporationskiivetten Thermo Scientific (St. Leon-Rot)
FACS Réhrchen BD Bioscience (Heidelberg)
Filterpapier Whatman (Dassel)
Membranadapter Sarstedt (Niimbrecht)
Multifly® -Set Sarstedt (Niimbrecht)
Nadeln 18G Braun (Melsungen)

PCR Reaktionsgefiifie Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefifie (1,5 und 2 ml) Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefifie (15 und 50 ml) Corning (Corning, USA)
Skalpell Braun (Melsungen)
Sterilfilter Merck-Millipore (Darmstadt)
Sterilfilter-Flaschen TPP (Trasadingen, Schweiz)
Spritzen (10 und 20 ml) Braun (Melsungen)
Zellkulturflaschen TPP (Trasadingen, Schweiz)

Tab. 2.12 Liste der Verbrauchsmaterialien.

2.12 Mikrobiologische Methoden

2.12.1 Kultivierungsverfahren

2.12.1.1 Kultivierungsverfahren in Flissigmedium

Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte die Kultivierung der Y. enterocolitica Stimme
(Tab. 2.1) bei 27°C in BHI-Medium bzw. der E. coli Stimme (Tab. 2.2) in LB-Medium bei
37°C in einem Schiittelinkubator bei 180 U/min unter aeroben Bedingungen unter Zugabe

entsprechender Antibiotika.

2.12.1.2 Kultivierungsverfahren im 3D-KoG

Die Kultivierung der Bakterien im 3D-KoG erfolgte nach Freund er al, 2008 unter

modifizierten Bedingungen: Yersinien und E. coli-Stimme wurden {iber Nacht bei 27 °C
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bzw. 37 °C angeziichtet und am darauf folgenden Tag 1:20 in BHI- bzw. LB-Medium unter
Zugabe entsprechender Antibiotika verdiinnt. Diese Kulturen wurden fiir weitere 2 h bei 37
°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 1800 rpm fiir 10 min zentrifugiert, 1x
mit PBS gewaschen und in PBS resuspendiert. Die Bakterienzellzahl wurde photometrisch
bestimmt. Dabei entspricht eine ODggonm von 0,3 einer Zellzahl von 5x10’/ml Yersinien. Das
jeweilige Volumen an Bakteriensuspension wurde errechnet, mit der Kollagenlosung, deren
saurer pH mit Natriumbicarbonat auf 7,4 neutralisiert wurde, gemischt und in das fiir die
nachfolgende Anwendung entsprechende Kulturgefd3 (Tab. 2.13) gegossen. Nach einer
Inkubation bei 37 °C und 5% CO, (Zellkulturinkubator) fiir 30-45 Minuten waren die Gele
auspolymerisiert und wurden mit vorgewarmten RPMI {iberschichtet. Die weitere Bebriitung

erfolgte iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,.

Anwendung Bakterienzellzahl Kollagen- Kulturgefif (Volumen)
konzentration
im Gel
Licht- und 10° 0,15% Selbstgebaute  Kammer
Elektronenmikroskopie aus Objekttriger und
Deckglas (100 pl)
Immunfluoreszenzmikroskopie 10° 0,08 % 15-Napf-p-slide (10 pl)
Immunogoldfirbung 10° 0,08 % 96-Napfkulturschale (10
ul)

Tab. 2.13 Ansitze fiir 3D-Kollagengele entsprechend der nachfolgenden Experimente.

2.12.1.3 Kultivierungsverfahren im 3D-Fibrin-Gel (Ldmmermann et al., 2008)

Die Yersinien wurden wie unter 2.12.1.2 beschrieben angeziichtet und in einer 0,2 %
Fibrinogenlosung aufgenommen. Vor dem Einfiillen in ein 15-Napf-u-slide, wurde 0,125
U/ml Thrombin hinzupipettiert, um das Fibrinogen in Fibrin zu spalten. Die Fibringelbildung

war nach 30 Minuten bei 37 °C und 5% CO, abgeschlossen.

2.12.2 Stammhaltung von Bakterien

Die Bakterien wurden wie unter 2.12.1.1 angeziichtet, bei 3000 rpm 10 min abzentrifugiert

und in LB-Einfriermedium resuspendiert. Die Lagerung erfolgte in Kryorohrchen bei -80°C.
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2.12.3 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Elektroporation

2.12.3.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien (Schriefer ef al.. 2013)

Ubernachtkulturen wurden in 100 — 200 ml LB 1:50 unter Zugabe entsprechender Antibiotika
verdiinnt und bei 27 °C (Y. enterocolitica) bzw. 37 °C (E. coli) geschiittelt bis die
logarithmische Wachstumsphase bei einer ODgoonm von 0,4 - 0,5 erreicht wurde. Falls notig
wurde die Genexpression der Rekombinasen mit 1 % Arabinose induziert (2.13.7).
Anschliefend wurde die Bakteriensuspension in 50 ml-ReaktionsgefaB3e tiberfiihrt und fiir 10
min auf Eis gelagert. Nach Zentrifugieren bei 6000 rpm bei 4°C fiir 10 min wurden die
Bakterien dreimal mit sterilen eiskalten 10 % Glycerin in Ampuwa gewaschen und in 100 —
200 pl 10 % Glycerin in Ampuwa aufgenommen. Die Lagerung der 100 pl-Aliquots erfolgte
bei -80°C.

2.12.3.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien (Négele et al., 2011)

Eingefrorene elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit DNS (1 pl
Ligationsansatz, 5 ng Plasmid-DNS oder 9 ul PCR-Produkt) in eine Elektroporationskiivette
iiberfiihrt. Die Transformation erfolgte bei 1,8 kV, 200 Q und 25 pF (time constant > 4 ms).
Vorgekiihltes SOC-Medium wurde nach Elektroporation hinzupipettiert und in 1,5 ml-
Reaktionsgefd3e liberfiihrt. Die Bakterien wurden anschlieend in einem Thermoblock bei
27°C (Y. enterocolitica) oder 37°C (E. coli) 1 h bei 800 rpm geschiittelt. 100 pl und der
abzentrifugierte in 100 pl aufgenommene Rest der Bakteriensuspension wurden auf

selektiven LB-Agarplatten ausplattiert und bei 27 °C oder 37 °C 1 — 3 Tage bebriitet.

2.13 Molekularbiologische und genetische Methoden

2.13.1 DNS-Isolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNS bzw. genomischer DNS wurde mit dem NucleoSpin
Plasmid Kit (Machery Nagel, Diiren) bzw. PrestoSpin D Kit (Molzym, Bremen) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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2.13.2 Manipulation von DNS

In vitro-Modifikationen von DNS-Fragmenten, wie Restriktionen und Ligationen, wurden

unter den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt.

2.13.3 Agarosegelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von DNS-Fragmenten wurden 1% Agarosegele in TAE-Puffer gegossen
und die DNS in Probenpuffer in Geltaschen aufgetragen. Die Nukleinsduren wandern dabei
aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode und werden in Abhéngigkeit ihrer
Molekularmasse und Konformation (linear, offen zirkular, oder verdrillt) aufgetrennt. Die
Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern bei einer Spannung von 85 V.
AnschlieBend wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad angefarbt und DNS-Fragmente
durch UV-Licht (260 nm) sichtbar gemacht. Zur Dokumentation wurde ein UV-
Transilluminator benutzt. Zur Bestimmung der FragmentgroBe diente ein 1 kb DNS
Langenstandard.

Bei der prédparativen Auftrennung erfolgte die Elektrophorese bei ca. 70 V. Nach der
Inkubation im Ethidiumbromidbad wurde die gewiinschte gefdrbte DNS-Bande auf einem

UV-Tisch mit einem Skalpell ausgeschnitten und aufgereinigt (2.13.5).

2.13.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988)

Bei der Polymerasekettenreaktion handelt es sich um eine enzymatische Methode zur
Amplifizierung spezifischer DNS-Fragmente. Fiir Klonierungen wurde als Matrize entweder
Plasmid- oder genomische DNS verwendet. Als Polymerase diente der Expand High Fidelity
enzyme Mix (Fermentas), welcher aus einer Mischung aus Taq- und ,,proof-reading-
Polymerase besteht. Zur schnellen und einfachen Identifizierung von positiven Klonen wurde
die sogenannte ,,colony PCR* angewandt. Hierzu wird mit einer sterilen Pipettenspitze etwas
Material einer Bakterienkolonie abgenommen und direkt im PCR-Master Mix (BioMix Red,
Bioline) gelost. Die PCR-Reaktionsansédtze und PCR-Reaktionsprogramme sind in Tab. 2.14,
Tab. 2.15 und Tab. 2.16 dargestellt.
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Komponenten Expand High Fidelity Mix (ul)
H,0 32,6

10x Puffer 5

MgCl, (25 mM) 6

dNTPs (je 2mM) 5

Primer je vorwérts/riickwirts (100 pmol/ul) | 0,2

Polymerase-Mix 0,5

Matrizen-DNS (1 ng) 0,5

Tab. 2.14 Standardreaktionsansatz bei Verwendung des Expand High Fidelity Mix.

Komponenten BioMix Red (nl)
H,O0 13,5

2x BioMix Red (mit 5 mM MgCl,) 9.5

Primer je vorwérts/riickwirts (10 pmol/pl) 1

Tab. 2.15 Standardreaktionsansatz bei Verwendung des BioMix Red.

PCR-Schritte Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Initiale 95 5 min 1
Denaturierung

Denaturierung 95 45s 30-35
Hybridisierung Tnt2 45s

Elongation 72% 45 s

Finale Elongation 72% 10 min 1

Tab. 2.16 Verwendetes Standard PCR-Reaktionsprogramm.
Tam: Schmelztemperatur. * Fiir den Expand High Fidelity Polymerase-Mix wurde eine Elongationstemperatur

von 68 °C verwendet.

Die Hybridisierungstemperatur wurde unter Beriicksichtigung der Schmelztemperatur Ty des
Primers gewéhlt, die sowohl von der Lénge als auch von der Sequenz der verwendeten
Oligonukleotidprimer abhéngig ist. Die Schmelztemperatur Ty wird nach folgender Formel
(Suggs et al., 1981) berechnet:

Twm [°C] =2 x (A+T) + 4 x (G+C) (A, C, G, T: Anzahl der entsprechenden Nukleotide)
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2.13.5 Aufreinigung von DNS-Fragmenten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie ausgeschnittene Agarosegelstiicke erfolgte mit
dem PCR clean up Kit von Macherey & Nagel nach Anleitung des Herstellers. Aufgereinigte
DNS wurde in Ampuwa geldst und bei -20 °C gelagert.

2.13.6 DNS-Sequenzierung (Sanger et al., 1977)

Fir Sequenzierungen wurden aufgereinigte Plasmid-DNS bzw. PCR-Produkte mit
ausgewdhlten Primern in den jeweiligen Konzentrationen nach Angaben der Firma GATC
(Konstanz) vermischt und verschickt. Die Sequenzierung der doppelstrangigen DNS erfolgte
dabei nach dem Prinzip des “Cycle Sequencing”, welches auf dem nach Sanger
beschriebenem Kettenabbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiert (Sanger et al.,
1977). Die erhaltenen DNS-Sequenzen wurden mittels BioEdit Software auf Qualitit
iiberpriift und anschlieBend durch die Clustal W2 Software (http://expasy.org) mit der

bekannten Gensequenz verglichen und analysiert.

2.13.7 Herstellung von Deletionsmutanten in Y. enterocolitica durch homologe

Rekombination nach Datsenko und Wanner, 2000

Die Methode zur Herstellung von Gendeletionen nach Datsenko und Wanner beruht auf
homologer Rekombination durch Einsatz der Lambda Red Rekombinase (Datsenko &
Wanner, 2000) (Abb. 2.1). Hierzu werden Primer mit ca. 50 Nuktleotiden (Nt) entworfen, die
homolog zu den flankierenden Bereichen der gewiinschten Deletion sind und weiteren ca. 20
Nt, die eine Amplifikation des gewiinschten Genfragments ermdglichen. Dies ergibt somit
Primer mit einer ungefdhren Léange von 70 Nukleotiden. Als Matrize fiir die PCR dienten die
Plasmide pACYC184 bzw. pACYC177, wodurch eine Chloramphenicol- bzw. Kanamycin-
Resistenz Kassette mittels Expand High Fidelity Polymerase-Mix amplifiziert wurde. Das
PCR-Reaktionsprogramm ist in Tab. 2.17 dargestellt. Um die Ausbeute zu erhéhen, wurden
sechsmal 50 pul-PCR-Reaktionsansétze pro Probe aufgereinigt.

Anschliefend wurde der Ansatz mit Dpnl liber Nacht inkubiert, um restliche methylierte
Matrizen-Plasmid-DNS zu verdauen. Der Verdau wurde mit 3 M Natriumacetat, pH 5,2, und
100 % reinen eiskalten Ethanol bei -20 °C iiber Nacht oder bei -80 °C fiir 20 min gefallt.
Nach der Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 20 min bei 4°C, wurde die DNS einmal mit 70%
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Ethanol gewaschen, in der SpeedVac getrocknet und in 10 pl Ampuwa geldst. 1 pl der DNS

wurde anhand Gelelektrophorese kontrolliert und die Ausbeute abgeschatzt.

PCR-Schritte Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 5 min 1
Denaturierung 95 30s 35
Hybridisierung Tn£2 2 min 35
Elongation 72% 2 min

Finale Elongation 72% 7 min 1

Tab. 2.17 PCR-Reaktionsprogramm bei Verwendung von ~70-Nukleotid langen Primern.

Schritt 1: Amplifizierung des Antibiotika-Resistenzgens

H1

N\ P1E Antibiotika-Resistenzgen

=

H2

Schritt 2: Transformation mit einem A Red Rekombinase-expremierenden Stamm

Schritt 3: Selektion Antibiotika-resistenter Klone

Antibiotika-Resistenzgen
Gen A GenC

Abb. 2.1 Strategie der Herstellung von Deletionsmutanten nach Datsenko & Wanner, 2000.
HI1 und H2 entsprechen den Homologiebereichen, P1 und P2 sind die Primer-Bindestellen zur Antibiotika-

Resistenzkassette.

Die verbleibende DNS wurde anschlieBend mittels Elektroporation in elektrokompetente
Yersinien transformiert, die das temperatursensitive Plasmid pKD46 mit A Red

Rekombinasen besitzen. Vor der Gensequenz der Rekombinasegene ist ein mit Arabinose
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induzierbarer Promotor P,z lokalisiert, sodass die Genexpression der Rekombinasen mit 1
% Arabinose induziert werden kann. Die Replikation des Plasmids ist temperaturabhéngig,
was bei Temperaturen von iiber 30 °C zum Verlust des Plasmids fiithrt. Somit wurden die
Deletionsmutanten nach erfolgreicher Mutagenese liber Nacht bei 37 °C geschiittelt, um das
temperatursensitive Plasmid pKD46 aus den Bakterienzellen zu eliminieren.

Da bakterielle Restriktionssysteme aufgenommene DNS verdauen und somit die genetische
Manipulation erschweren, wurde der Stamm WAc®® fiir die homologe Rekombination
verwendet, welcher ein Derivat von Y. enterocolitica WAc ist, in dem das funktionelle PstI-
dhnliche Yenl Restriktions-Modifikationssystem deletiert wurde (Antonenko et al., 2003).
Antibiotika-resistente Klone wurden mittels PCR getestet und die Deletion durch
Sequenzierung iiberpriift. Folgende Deletionsmutanten wurden nach dieser Methode

hergestellt: WAAhmsH(pYV), WAAbcsA(pY V), WA(pT3SSAYadA), WAAinv (s. Tab. 2.1).
2.13.8 Herstellung der Plasmide pYadA, pAYadA, pYadAgy und pYadAxn

Fiir die Herstellung der Plasmide pYadA, pAYadA, pYadAypy und pYadAan wurde zunichst
eine PCR mit den Primern yadA Xbal {2 und yadA BamHI 12 durchgefiihrt (Tab. 2.4). Als
Matrize diente jeweils genomische DNS der Stimme WA(pYV), WA(pYVAYadA),
WA(@PYV:YadAyy) und WA(pYV:YadAan). Alle Amplifikate beinhalteten sowohl
Promotor- als auch Terminatorsequenz des yadA-Gens. Die PCR-Produkte wurde
anschlieBend mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamH]I verdaut und in den mit Xbal und
BamHI erdffneten Vektor pACYC184 ligiert. pYadA enthédlt somit das Wildtyp-Gen yadA,
pAYadA das durch eine Kanamycinresistenzkassette unterbrochene yad4-Gen, pYadAyy das
modifizierte YadA, in dem die Histidine an Stelle 156 und 159 jeweils durch Tyrosine
ausgetauscht wurden und pYadAax das YadA mit der Deletion der Aminoséuren 29 — 81.
Diese Plasmide wurde jeweils in den pYV-negativen WA-c®- und WAAinv-Stamm

transformiert.

2.14 Biochemische Methoden

2.14.1 Herstellung von bakteriellen Ganzzelllysaten

Fiir die Untersuchung der YadA-Produktion wurden Ubernachtkulturen am folgenden Tag

1:40 unter Zugabe von entsprechenden Antibiotika in RPMI {iberimpft und 5 h bei 37 °C
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geschiittelt. Es wurde eine ODgppnm von 1,0 in 100 pl eingestellt, mit 2x SDS-Probenpuffer
gemischt und fiir 10 min bei 100 °C aufgekocht. AnschlieBend wurde fiir 5 — 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert und die Lysate bei -20 °C gelagert.

2.14.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts in
einem elektrischen Feld (Laemmli, 1970). Hierzu wurden 0,75 mm dicke Polyacrylamidgele
der GroBle 8 x 7 cm, bestehend aus einem 4 % Sammelgel und je nach Molekulargewicht
einem 6 -12 % Trenngel, gegossen und die aufgetragenen Proteinproben elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Proteine werden zundchst durch das Sammelgel an der Grenzfliche zum
Trenngel konzentriert und dann im Trenngel nach ithrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Durch die Zugabe von SDS im Probenpuffer sowie im Gel, wird den Proteinen eine negative
Ladung verliehen, womit diesen eine Wanderung im elektrischen Feld zur Anode ermdoglicht
wird. Zur Denaturierung der Proteine wurde dem SDS-Probenpuffer B-Mercaptoethanol
hinzugegeben, welches zur Auflosung der Disulfidbriicken der Proteine fiihrt. Die
Proteinproben wurden 10 min bei 100°C aufgekocht, das die Wasserstoftbriickenbindungen
unterbricht und somit die Sekundidr- und Tertidrstruktur der Proteine aufgelost wird.
Zusatzlich wurde ein vorgefarbter Proteinstandard aufgetragen, um das Molekulargewicht der
aufgetragenen Proteine abzuschitzen. Der Gellauf erfolgte in Mini-PROTEAN 3
Gelkammern bei konstant 80 V fiir 20 min und anschliefenden 140 - 180 V in 1 x SDS-
Laufpuffer (2.9). Nach dem Gellauf wurden die SDS-Gele in Coomassie-Losung (2.9) gefarbt

oder fiir Western Blot-Analysen (2.14.4) weiterverwendet.
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6 % Trenngel 10 % Trenngel 12 % Trenngel 4 % Sammelgel
(5 ml) (5 ml) (5 ml) (1 ml)
1,5M Tris/HCL pH | 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml -
8,8
1 M Tris/HCL, pH - - - 130 ul
6,8
H,0 gest 2,6 ml 1,9 ml 1,6 ml 0,68 ml
30 % 1,0 1,7 ml 2,0 ml 170 pl
Acrylamidlésung
10 % SDS 50 ul 50 pl 50 ul 10 pl
10 % APS 50 ul 50 pl 50 ul 10 pl
TEMED 4 ul 2 ul 2 ul 1 ul

Tab. 2.18 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fiir die SDS-PAGE.

2.14.3 Coomassie-Fiarbung (Weber & Osborn, 1969)

Die Detektion der mittels SDS-Page aufgetrennten Proteine erfolgte durch Féarbung mit
Coomassie-Losung (2.9). Der Farbstoff bindet unspezifisch an kationische und unpolare
hydrophobe Seitenketten von Proteinen. Die SDS-Gele wurden unter Schwenken fiir 10 min

gefarbt und anschlieBend mit Entfarbelosung (2.9) fiir 30 — 60 min entfarbt.

2.14.4 Western Blot (Towbin et al., 1992)

Bei einem Western Blot werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine Membran iibertragen und mittels spezifischer Antikorper (Tab.
2.8) detektiert. Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran erfolgte bei
konstanten 170 mA fiir 45 min in einer Mini Trans-Blot Kammer. Anschliefend wurde die
Membran unter Schwenken 1 h in Blockierlosung inkubiert, um unspezifische Bindungen zu
reduzieren. Nach dreimaligen Waschen fiir 5 min in TBS-T (2.9), folgte die Inkubation mit
einem spezifischen Primérantikdrper in TBS-T fiir 1 h. Die Waschschritte wurden wiederholt,
um ungebundene Antikérper zu entfernen und der mit Meerrettichperoxidase-gekoppelte
Sekundarantikorper wurde hinzugegeben. Nach 1 h wurde dreimal mit TBS-T gewaschen und
die Proteine mit dem ECL Western Blotting Reagenz nach Angaben des Herstellers

nachgewiesen. Zur Detektion der Chemilumineszenz wurde Peroxidasesubstrat und Luminol
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zum Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper gegeben. Durch freigesetztes Peroxid wird
Luminol oxidiert und das Reaktionsprodukt emittiert Licht, welches auf Rontgenfilm bzw.

mittels des Chemi-Doc XRS-Systems (Bio-Rad) sichtbar gemacht werden kann.

2.14.5 Markierung von Proteinen mit Biotin- oder Alexa Fluor 488-

Succinimidylestern

Die Markierung von Kollagen erfolgte mit Biotin- und Alexa Fluor 488-Succinimidylestern
wie kiirzlich beschrieben unter modifizierten Bedingungen (Han et al., 2008). Die kovalente
Bindung erfolgt hierbei iiber freie primidre Amine. Fiir die Markierung wurden 800 pl
Kollagenlosung (3 mg/ml) in 2,5 M NaCl + 0,5 M NaCOs, pH 9,3 mit 10 ug/ml Biotin- bzw.
Alexa Fluor 488-Succinimidylester vermischt und fiir 4 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde das Kollagen iiber Nacht mit 0,5 M Essigséure in 0,9 M NaCl gefillt.
Die Kollagenlésung wurde bei 14000 rpm und 4 °C 15 min zentrifugiert und in 1 ml 2 mM
HCI resuspendiert. Die Dialyse erfolgte fiir 4 h gegen 4 1 H,O/2mM HCI sowie eine weitere
Dialyse iiber Nacht. Die Konzentration an markiertem und unmarkiertem Kollagen wurde
mittels 6 % SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung tiberpriift. Markiertes
Kollagen wird nachfolgend 488-Koll I bzw. Biotin-Koll I genannt.

2.14.6 MALDI-TOF

Durch SDS-PAGE aufgetrenntes Kollagen wurde durch MALDI-TOF (,,Matrix-Assisted-
Laser-Desorption-lonisation Time-Of-Flight) Analyse identifiziert. Hierfiir wurden die
Proteinbanden manuell mit einem Skalpell aus den Gelen ausgestochen. Die anschlieende
Probenbearbeitung erfolgte wie kiirzlich beschrieben, die massenspektrometrische Analyse
wurde im Zentrallabor fiir Proteinanalytik (ZfP) (Prof. Imhof) im Adolf-Butenandt-Institut
(Schillerstr. 44, 80336 Miinchen) der LMU-Miinchen in einem Voyager DE STR (Applied
Biosystems, Foster City, USA) im reversen Modus durchgefiihrt (Schlee et al., 2004, Schmid
et al., 2009). Die Kalibrierung der Peptidmassen erfolgte intern auf die bekannten Massen der
Autolysepeptide von Trypsin. Die Auswertung der Spektren erfolgte durch Herrn Tilman
Schlunk und Herrn Pierre Schilcher mit Hilfe der Suchmaschine Mascot.
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2.15 Zellbiologische Methoden

2.15.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung von HeLa- und CHO-Zellen (2.5.1) erfolgte in Zellkulturflaschen mit 10 ml
Zellkulturmedium (2.5.2) bei 37 °C und 5 % CO,. Fiir das Ablosen des konfluenten
Zellrasens wurde zunédchst mit PBS gewaschen und anschlieend mit 0,25 % Trypsin/EDTA
fiir 5 min bei 37 °C inkubiert, wodurch sich die adhidrenten Zellen vom Flaschenboden 16sen.
Die Kultivierung von J774-Makrophagen (2.5.1) erfolgte in 10 mm Zellkulturschalen mit 10
ml Zellkulturmedium (2.5.2). Wenn ein konfluenter Zellrasen erreicht war, wurden die Zellen
nach Waschen mit PBS mit frischem Medium iiberschichtet und mit einem Zellschaber
vorsichtig abgeschabt. Zur Subkultivierung wurden die Zellen in einem Verhiltnis 1:3, 1:5

oder 1:10 in frischem Medium verdunnt.

2.15.2 Kryokonservierung

Eukaryotische Zellen konnen {iber mehrere Jahre in fliissigem Stickstoff gelagert werden.
Hierzu wurden 5x10° HeLa- sowie CHO-Zellen bzw. 2,5 x 10° J774-Zellen in 1,5 ml
Einfriermedium (2.3) aufgenommen und in Kryordhrchen iiberfiihrt. Zunédchst wurden die
Zellen bei -80 °C {iiber Nacht eingefroren, bevor diese in einen Stickstofftank {iberfiihrt

wurden.
2.15.3 Auftauen von Zellen

Die kryokonservierten Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und sofort mit
vorgewarmtem Zellkulturmedium versetzt, um den zellschiddigenden DMSO-Gehalt zu
verringern. Die Zellen wurden anschlieBend einmal bei 1000 rpm 5 min mit PBS gewaschen

und in geeignete Kulturgefaf3e tiberfiihrt.
2.15.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurden 10 pl Zellsuspension in 90 ul Trypanblau-Losung verdiinnt. Zellen, die

keine intakte Zellmembran aufweisen, nehmen den blauen Farbstoff auf, womit tote von
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lebenden Zellen unterschieden werden konnen. Unter dem Lichtmikroskop wurden 4
GroBquadrate ausgezdhlt und der Mittelwert gebildet. Die Zellzahl errechnet sich nach
folgender Formel:

Zellzahl/ml = Mittelwert x 10 x 10"

10* = (Volumen des GroBquadrates entspricht 10™* ml)

10 = Verdiinnungsfaktor

2.15.5 Isolierung von polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs) aus humanem Blut

Zur Gewinnung von humanem Blut (Eigenspende) wurde ein Multifly-Set mit einem
Membranadapter und eine Spritze, die zuvor mit 10 U Heparin befiillt worden war,
verwendet. 10 ml heparinisiertes Blut wurde mit der gleichen Menge PBS vermischt und
vorsichtig auf einen Dichtegradienten aus Polysucrose und Natrium-Diatrizoat (Histopaque”,
Sigma) pipettiert. Die Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers unter modifizierten
Bedingungen. Der Dichtegradient besteht aus zwei Schichten: Die untere Schicht aus 12 ml
Histopaque® 1119, mit einer Dichte von 1,119 g/ml, die obere Schicht aus 10 ml Histopaque™
1077 mit einer Dichte von 1,077 g/ml. Nach der Zentrifugation (22 °C, 380 g, 20 min, ohne
Bremse) befanden sich Lymphozyten und andere mononukleédre Zellen in der oberen opaquen
Schicht. Die untere opaque Schicht, in der sich die PMNs befinden, wurde abgenommen und
erneut bei 4 °C und 230 g fir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde einer
Erythrozytenlyse durch Lysepuffer (4,15 g NH4Cl, 500 mg KHCOs3, 18 mg EDTA ad 500 ml
H,0; pH 7.4) unterzogen und fiir exakt 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end
wurde einmal mit RPMI-Medium gewaschen (4 °C, 230 g, 10 min) und in RPMI-Medium
oder FACS-Puffer dem nachfolgenden Versuch entsprechend resuspendiert.

2.16 Methoden zur Untersuchung der Interaktion von Yersinien mit

Saugerzellen
2.16.1 Kultivierung von Y. enterocolitica fiir Infektionsversuche

Yersinien wurden fiir Infektionsversuche mit HeLa-, CHO-Zellen, sowie J774-Makrophagen
mit einer ,,multiplicity of infection* (MOI) von 10 eingesetzt. PMNs wurden mit einer MOI
von 5 infiziert. Die MOI berechnet sich dabei aus dem Verhiltnis der eingesetzten

Bakterienanzahl und der Zellzahl pro Infektionsansatz. Yersinien wurden wie unter 2.12.1.1
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beschrieben angeziichtet, 1:40 in RPMI-Medium verdiinnt und bis zu einer ODgponm ~ 0,3 -
0,4 bei 37 °C kultiviert. Die Bakterien wurden 10 min bei 3000 rpm sedimentiert und in
entsprechendem Medium ohne Zusétze aufgenommen. Die Bakterienzellzahl wurde wie unter
2.12.1.2 beschrieben photometrisch bestimmt, das Infektionsvolumen pro Ansatz berechnet
und in Reaktionsgefdlle iiberfithrt. Um bakterielle Aggregate zu dispergieren, wurde die
Bakteriensuspension vor der Infektion durch eine Spritze mit einer 27G-Kaniile gedriickt. Die
Bakterien wurden anschlieend mit oder ohne 10 pg/ml Kollagen bzw. 50 ug/ml (POG); 15
min bei 37 °C in einem Thermoschiittler inkubiert und wurden anschlieend direkt fiir

Infektionsversuche verwendet werden.
2.16.2 Infektionen von Hel.a-Zellen

Infektionen von HeLa-Zellen wurden unter modifizierten Bedingungen nach Négele et al.,
2011, durchgefiihrt. Hierzu erfolgte die Kultivierung der HeLa-Zellen wie unter 2.15.1
beschrieben. Einen Tag vor Infektion wurde mit einer Zellzahl von 1x10° pro Napf in 24-
Naptkulturschalen ausgesdt. Die Zellen verdoppelten sich iiber Nacht bei 37 °C und 5% CO,
zu ~ 2x10° Zellen pro Napf und wurden mit einer MOI von 10 mit Yersinien inkubiert. Zur
Synchronisierung des Bakterienkontaktes wurden die Bakterien 10 min bei 1000 rpm auf die
Zellen zentrifugiert und fiir 30 min bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Nicht adhérente
Yersinien wurde durch dreimaliges Waschen mit RPMI entfernt. Zell-assoziierte Yersinien
wurden mit 1 % Triton-X/PBS bei Raumtemperatur in Suspension gebracht. Die Bakterien
wurden in geeignete Reaktionsgefd3e iiberfithrt und mit 0,1 U Kollagenase fiir 5 min bei 37
°C inkubiert, um Kollagengebundene Bakterien voneinander zu trennen. AnschlieBend
wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert. Um
die Zellzahl der eingesetzten Yersinien zu {berpriifen, wurden von dem errechneten

Infektionsvolumen ebenfalls Verdiinnungsreihen angelegt und ausplattiert.
2.16.3 Transfektion von CHO-Zellen

CHO-Zellen wurden wie unter 2.15.1 beschrieben kultiviert und fiir die Transfektion mit
einer Zellzahl von 8x10* in 24-Napfkulturschalen in 500 pl Medium auf Deckglédschen
ausgesit. Fiir die Transfektion sollte ein 50 % - 80 % konfluenter Zellrasen verwendet
werden (i.d.R. nach Ubernachtkultur). Die Transfektion erfolgte nach Angaben des

Herstellers mit 2 pl Lipofectamin'™-Losung, welche zuvor mit 50 pl Zellkulturmedium ohne
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FBS fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. AnschlieBend wurde 1 ug Plasmid-DNS
mit 50 pl Zellkulturmedium ohne FBS vermischt und zur Lipofectamin-Lésung pipettiert.
Die Inkubation erfolgte fiir 20 min bei Raumtemperatur. Danach wurde der Ansatz
tropfenweise auf die CHO-Zellen pipettiert und fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Nach 4 — 6 h erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem Medium. Nach 24 h konnten die
Zellen fiir weitere Analysen verwendet werden. Fiir den Nachweis der Produktion mittels
Western Blot Analysen (2.14.4) wurden 5x10° CHO-Zellen in 6-Napfkulturschalen in 2 ml

Medium ausgesit und die verwendeten Transfektionsreagenzien entsprechend angeglichen.
2.16.4 Infektionen von humanen PMNs

Fiir Infektionen von humanen PMNs wurde folgende Methode etabliert: PMNs wurden wie
unter 2.15.5 beschrieben isoliert und mit einer Zellzahl von in Mikrotiterplatten (2x10°
Zellen/96 Napf) ausgesit. Diese wurden fiir Adhdrenzversuche mit Yersinien mit einer MOI
von 5 infiziert und bei 500 rpm fiir 3 min (Freilauf) sedimentiert wurde. Die Inkubation
erfolgte fiir 30 min bei 37 °C und 5% CO,. AnschlieBend wurden nicht-adhédrente Bakterien
durch Waschen mit PBS entfernt und die Zellen auf Eis gestellt. Die Nédpfe wurden zweimal
mit 200 pl PBS gespiilt und in 1,5 ml-Reaktionsgefdle tberfiihrt. Nach zweimaligem
Waschen mit FACS-Puffer (300 g, 4 °C, 10 min) wurde das Zellpellet in 100 ul FACS-Puffer

aufgenommen.
2.16.5 Infektionen von murinen Makrophagen

Die murine Makrophagenzelllinie J774 wurde wie unter 2.15.1 beschrieben kultiviert und
einen Tag vor Infektion mit einer Zellzahl von 5x10* in 96-Napfkulturschalen ausgesit. Die
J774-Makrophagen verdoppelten sich iiber Nacht bei 37 °C und 5% CO, zu 1x10° Zellen pro
Napf. Die Zellen wurden mit einer MOI von 10 mit Yersinien infiziert, wobei bei 500 rpm 3
min (Freilauf) sedimentiert wurde. Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 37 °C und 5%
CO,. Adhésions- und Invasionsversuche wurden wie fiir HeLa-Zellen (2.16.2) beschrieben

durchgefiihrt.
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2.17 Immunologische Methoden

2.17.1 Immunfluoreszenzfirbung im 3D-KoG

Immunfluoreszenzfarbungen von Yersinien im 3D-KoG erfolgten wie kiirzlich beschrieben
(Guggenberger ef al., 2012). Bakterien wurden in 0,08 % Kollagengelen wie unter 2.12.1.2
beschrieben in 15-Napf p-slides kultiviert und mit 0,1 % Glutaraldehyd 10 min bei 4 °C
fixiert. Nach jedem Inkubationsschritt wurde dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen wurde 3 % BSA mit 5 % Ziegenserum in
PBS verwendet und 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden die KoG mit polyklonalem Ziege
Kollagen Typ I- (1:100 in 5 % Kaninchenserum) oder Kaninchen Kollagen Typ I-Antiserum
(1:40 in 5 % Ziegenserum) fiir 1 h behandelt (Tab. 2.8). Die Detektion von Kollagen erfolgte
mittels anti-Ziege-FITC (1:400) bzw. anti-Kaninchen-Alexa Fluor 488 (1:400) in 0,2 % BSA
fiir 1 h. Zuletzt wurden die 3D-KoG-Proben mit PBS iiberschichtet oder in Vectashield
eingebettet. Die Analyse erfolgte an einem konfokalen Laser scanning Fluoreszenzmikroskop

(Leica TCS).

2.17.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

2.17.2.1 Rutheniumrotfarbung und Einbettung fur Elektronenmikroskopie (Hammerschmidt

et al., 2005)

Fiir die Analyse der im 3D-KoG gewachsenen Yersinien durch TEM wurden Kollagen- und
Fibringele wie unter 2.12.1.2 bzw. 2.12.1.3 beschrieben hergestellt, mit einer sterilen Kaniile
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} iiberfiihrt und an der Anatomischen Anstalt, Lehrstuhl II, der
LMU weiterverarbeitet (Freund et al., 2008) Die Fixierung erfolgte mit 100 ul Puffer I (3,5
% Glutaraldehyd, 0,2 M Cacodylatpuffer, pH 7,3, 0,1 % Rutheniumrot). Nach 1 h Inkubation
wurden die Gele dreimal mit 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen und anschlieend mit Puffer
II 5 % Osmiumtetroxid, 0,2 M Cacodylatpuffer, 0,15 % Rutheniumrot) 3 h bei
Raumtemperatur nachfixiert und kontrastiert. Die Proben wurden dreimal mit 0,1 M
Cacodylatpuffer gewaschen und in einer aufsteigenden Ethanolreihe (Tab. 2.19) entwéssert.
Danach wurde zweimal mit Propylenoxid gewaschen und in einem Aralditgemisch (5,2 g

Araldit, 2-3 % Beschleuniger) eingebettet. Die Polymerisierung erfolgte fiir 48 h bei 60 °C.
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Ethanolkonzentration | Dauer
30 % 15 min
50 % 15 min
70 % iiber Nacht
90 % 30 min
100 % 90 min

Tab. 2.19 Ethanolreihe fiir die Entwiisserung der Proben.

AnschlieBend wurden die auspolymerisierten Blocke in 0,5 pum-Semidiinnschnitte am
Ultracut E (Reichert-Jung/Leica, Wetzlar) und in 65 nm-Ultradiinnschnitte mit einem Ultra-
Cut-Mikrotom (Leica, Wetzlar), sogenannte Grids, geschnitten. Fiir die TEM wurden die
Grids mit 100 pl Uranyl Acetat fiir 20 min kontrastiert und jeweils einmal mit 70 % bzw. 35
% Methanol gespiilt. Zuletzt folgten zwei Waschschritte mit H,Og4est und nach dem Trocknen
konnten die Schnitte mit einem Philips CM-10 bzw. Zeiss EM 10 Elektronenmikroskop

analysiert werden.

2.17.2.2 Immunogoldfarbung im 3D-KoG

Fiir den Nachweis von YadA-gebundenem Kollagen mittels TEM wurde die Methode der
Immunoelektronenmikroskopie wie kiirzlich dargestellt angewandt (Kapperud et al., 1987).
Hierzu wurden die Yersinien im KoG wie unter 2.12.1.2 beschrieben kultiviert und 1 h bei 4
°C mit Puffer I (3,5 % Glutaraldehyd, 0,2 M Cacodylatpuffer, pH 7,3, 0,1 % Rutheniumrot)
fixiert. Die Gele wurden anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen, mit 0,2 % BSA 1 h
blockiert und mit Ziege Kollagen Typ I Antiserum (1:10) 3 h inkubiert. Ungebundenes
Antiserum wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die KoG {iber Nacht mit
Kaninchen anti-Ziege 6nm-Gold Konjugat (1:20) in PBS iiberschichtet. Am folgenden Tag
wurde dreimal mit PBS gewaschen und mit Puffer I nachfixiert. Die Kontrastierung und

Einbettung erfolgte wie unter 2.17.2.1 beschrieben.
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2.17.3 Nachweis von Proteinen auf der Zelloberfliche

2.17.3.1 Nachweis von extrazelluliren Matrix(ECM)-proteinen

HeLa-Zellen wurden wie unter 2.15.1 beschrieben kultiviert und mit 5 % Ziegenserum fiir 1 h
blockiert. Die Antikorperkonzentration wurde zuvor austitriert. Da die Zellen unfixiert
gefarbt wurden, wurden alle weiteren Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt. Nach Blockierung
folgte die Behandlung mit spezifischen Kollagen- bzw. Fibronektin-Antikoérpern (Tab. 2.8) in
5 % Ziegenserum fiir eine weitere Stunde. Uberschiissiger Antikdrper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Detektion der ECM-Proteine erfolgte mit
Alexa Fluor 488- bzw. -555-konjugierten Sekundarantikérpern (Tab. 2.8). Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 3,7 % PFA fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert,
die Deckgldschen aus dem 24-Napf entnommen und auf einem Objekttrager mit Antifade
DAPI eingebettet.

Isolierte humane PMNs wurden mit 3,7 % PFA fixiert und anschlieend dreimal gewaschen.
Die Immunfluoreszenzfirbung von PMNs mit spezifischen Kollagen Typ I Antiserum

erfolgte wie fiir HeLa-Zellen beschrieben.

2.17.3.2 Bestimmung der Reinheit humaner PMNs

PMNs wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation wie unter 2.15.5 beschrieben isoliert
und die Zellzahl bestimmt. 1x10° Zellen wurden in FACS-Puffer aufgenommen, mit F-
Blocking Reagenz fiir 10 min inkubiert und dreimal gewaschen. Anschlieend wurde mit
Maus anti-human-CD66abce-APC Konjugat (1:100) 10 min im Kiihlschrank inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer (300 g, 4 °C, 5 min) wurde der prozentuale Anteil an
PMNs (CD66abce-positive Zellen) anhand durchflusszytometrischer Analysen bestimmt.

2.17.3.3 Nachweis von zelluldren Oberflichenrezeptoren

Fiir den Nachweis von MARCO (,,macrophage receptor with collagenous structure*) wurden
J774-Zellen wie unter 2.16.5 beschrieben ausgesdt und gegebenenfalls nach 4 h mit 100
ng/ml LPS stimuliert. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen
mit PBS tiiberschichtet. Der F.-Rezeptor wurde mit 5 % Mausserum in 3 % BSA blockiert.

Als Blockierungskontrolle wurde Maus IgG-APC-Konjugat verwendet. Anschlieend wurden
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die J774-Makrophagen fiir 1 h im Kihlschrank mit monoklonalem MARCO-Antikorper
(Ratte) (1:100) in 3 % BSA behandelt und dreimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die
Detektion erfolgte mit Ziege anti-Ratte Alexa Fluor 647-Konjugat (1:10000) in 3 % BSA fiir
45 min bei 4 °C. Ungebundener Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit FACS-
Puffer entfernt und anschlieBend wurden die Zellen mit 4 % PFA fiir 20 min bei 4 °C fixiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Makrophagen mit 100 ul FACS-
Puffer {iberschichtet und mit einer blauen Pipettenspitze (1 ml) vorsichtig aus dem 96-Napf
abgeschabt.

Fiir den Nachweis der MARCO-/H420-Produktion von transient transfizierten CHO-Zellen
(2.16.3) erfolgte der Nachweis mit human-MARCO,; spezifischen Kaninchenserum, welches
die zytoplasmatische Domine des Rezeptors erkennt. Deshalb wurden die Zellen mit 4 %
PFA fixiert und anschlieBend mit 0,1 % Triton-X 100 fiir 5 min bei Raumtemperatur
permeabilisiert. Es wurde anschlieend sorgfiltig 3mal mit PBS gewaschen und mit 3 %
BSA 1h bei RT blockiert. Nach der einstiindigen Inkubation mit human-MARCO
spezifischen Kaninchenserum (1:100), folgte die Zugabe des Sekundérantikorpers Ziege anti-
Kaninchen Alexa555-Konjugat (1:1000) fiir 1 h. Die Deckgldschen aus dem 24-Napf wurden

vorsichtig entnommen und auf einem Objekttrager mit Antifade DAPI eingebettet.

2.17.4 Nachweis von YadA-gebundenem Kollagen

2.17.4.1 Nachweis im 3D-Ko0488G

Yersinien wurden in 0,08 % Kollagengelen mit 488-Koll I wie unter 2.12.1.2 beschrieben in
15-Napf ,,u-slides* (Tab. 2.12) iiber Nacht kultiviert und unfixiert mikroskopiert (3D-
Ko488G). Die Analyse von Yersinien und Kollagen erfolgte am PerkinElmer ,,spinning

disc“-Fluoreszenzmikroskopsystem (Nikon Eclipse TE300) (Tab. 2.20).

2.17.4.2 Nachweis in Flussigkulturen

Fiir die Detektion von YadA-gebundenem Kollagen in Fliissigkulturen wurde folgende
Methode etabliert: Hierzu wurden Yersinien wie unter 2.12.1.1 beschrieben {iber Nacht
angeziichtet und 1:20 in RPMI bis zu Erreichen von einer ODgyonm von ~ 0,3 - 0,4 bei 37 °C
geschiittelt. Die Kulturen wurden bei 4500 g 10 min sedimentiert und ca. 8x10’ Yersinien in

500 pl FACS-Puffer aufgenommen. Fiir Blockierung der Kollagenbindung wurden die
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Bakterien zuerst mit dem trimeren Peptid (POG);o fiir 15 min bei 37°C behandelt,
iiberschiissiges Peptid durch Zentrifugation (4500 g, 5 min) entfernt und anschlieBend mit 10
png/ml 488-, Biotin-Koll I bzw. unmarkiertem Kollagen Typ I ebenfalls fiir 15 min bei 37°C
inkubiert. Um ungebundenes Kollagen zu entfernen, wurden die Bakteriensuspensionen
dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und entweder in 100 pl FACS-Puffer oder 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Bei Verwendung von 488-Koll 1 erfolgte die Analyse
durchflusszytometrisch am FACS Cantoll im FITC-Kanal oder im Fluoreszenzmikroskop
(Olympus BX61). Bei Verwendung von Biotin-Koll I wurden die Proben zum Western
Blotting weiterverarbeitet und das gebundene Biotin-Koll I mit Streptavidin Peroxidase-
Konjugat (1:10000) detektiert.

Gegebenenfalls wurde das Kollagen bzw. die mit Kollagen bereits inkubierten Yersinien mit
Kollagenase bei 37 °C ohne Schiitteln behandelt. Konzentrationen von 0,01 U/ul bis 0,5 U/pl
wurden fiir den Verdau verwendet. Die Dauer ist im jeweiligen Versuch angegeben und

betrug wenigstens 2 min. Anschlieend wurde die Behandlung mit 1,25 mM EGTA gestoppt.

2.18 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die Mikroskope, die bei der jeweiligen Methode in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in

Tab. 2.20 aufgelistet.

Methode Mikroskop

Mikrokoloniebildung im 3D-KoG Olympus BX61

Immunfluoreszenzfirbung im 3D-KoG Leica TCS

3D-Ko0488G PerkinElmer ,,spinning disc“-Mikroskopsystem mit
Nikon Eclipse TE300

Immunfluoreszenzfirbung von Leica TCS-SPS5, Olympus BX61

eukaryotischen Zellen

Elektronenmikroskopie Philips CM-10/Zeiss EM 10

Tab. 2.20 Auffiihrung der verwendeten mikroskopischen Methoden.

Die Auswertung erfolgte mittels Imagel 1.44p Software (National Institutes of Health, USA,
http://imagej.nih.gov/ij).
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2.19 Auswertung durchflusszytometrischer Analysen

Fir durchflusszytometrische Analysen wurden 50.000 (Bakterien) bzw. 10.000 — 20.000
Ereignisse jeder Probe im FACS Canto II gemessen und ausgewertet. Hierzu wurde zunéichst
eine Population 1im Punktewolkendiagramm mittels des GréBen- (FSC) wund
Granularitdtsparameters (SSC) festgelegt. Die Fluoreszenzsignale wurden so eingestellt, dass
die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der ungefirbten Zell- oder Bakterienpopulation
ungefdhr bei einem Wert von 100 lag. Fiir die Untersuchung der Expression von
Oberflachenrezeptoren wurde die geometrische MFI der Probe gemessen und in Relation zur
ungefarbten Probe gesetzt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mittels FlowJo-8.4.6

Software (Tree Star Inc, San Carlos).

2.20 Statistische Auswertung

Kollagenbindungs- und Infektionsversuche mit Sdugerzellen wurden mindestens dreimal in
drei unabhdngigen Ansétzen durchgefiihrt. Von den Ergebnissen wurden der Mittelwert und
die Standardabweichung ermittelt, sowie die Signifikanz der Ergebnisse durch den Student T-
Test berechnet. Der T-Test wurde ungepaart und zweiseitig durchgefiihrt mittels Graph Pad
Prism 5.0 Software (Graph Pad Software Inc, La Jolla, USA). Signifikanz-Werte von (p) <

0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von Yersinien im 3D-KoG

Untersuchungen zum Wachstum von Y. enterocolitica im 3D-Kollagengel (KoG) haben
gezeigt, dass die pathogenen Staimme in dicht gepackten Mikrokolonien (DPM) wachsen
(Freund et al, 2008, Czech, 2011). Dieses Wachstumsverhalten ist abhingig vom
Virulenzplasmid pYV und dem Yersinia Adhédsin A (YadA), da plasmidlose WA-c Stimme
planktonisch (PLT) und die yadA-Deletionsmutante WA(pYVAYadA) in locker gepackten
Mikrokolonien (LPM) wachsen (sieche S.19, Abb. 1.2).

Zudem bewirkt YadA auch die Autoagglutination der Yersinien, falls diese in
Zellkulturmedium, wie RPMI, bei 37 °C statisch kultiviert werden (Balligand et al., 1985),
wobei eine yadA-Deletionsmutante zur Aggregation neigt und instabile Mikroaggregate
bildet. Die Ergebnisse unterstiitzen das beobachtete Wachstumsverhalten von LPM- und
DPM-Phénotyp der Yersinien im 3D-KoG. Um einen zweiten Faktor, der fiir das LPM
Wachstum des WA(pYVAYadA) Stammes verantwortlich ist, zu identifizieren, wurden in
den plasmidlosen WAc Stamm das Plasmid pT3SS (2.1.3) sowie das Plasmid pYadA
eingefiihrt. Die erhaltenen rekombinanten Stimme wurden im 3D-KoG auf ihr

Wachstumsverhalten liberpriift.

3.1.1 Konstruktion einer yadA-Deletionsmutante in WA(pT3SS) durch homologe

Rekombination

vadA wurde durch homologe Rekombination nach der Methode von Datsenko und Wanner
(2.13.7) in dem Plasmid pT3SS (2.1.3) durch allelen Austausch einer Chloramphenicol-
Resistenz-Kassette deletiert (Datsenko & Wanner, 2000). Das Plasmid pT3SS besitzt neben
YadA und den Translokonproteinen YopB und YopD alle Gene fiir das Ysc-T3SS, jedoch
keine Gene fiir T3SS-Substrate, die Effektorproteine Yops (,,Yersinia outer proteins‘)

(Triilzsch et al., 2003). Nachfolgend wird der Stamm WA(pT3SSAYadA) genannt (Tab. 2.1).

64



Ergebnisse

3.1.2 Herstellung von yadA- und AyadA-exprimierenden Yersinien in WA-c*®

Fiir die Herstellung von yadA-positiver sowie -negativer Yersinien wurde ein PCR-Produkt
mit den Primern yadA Xbal 2 und yadA BamHI r2 (2.2) amplifiziert. Als Matrize diente
genomische DNS der Stimme WA(pYV) und WA(pYVAYadA) (2.13.8) (Abb. 3.1).

WA(pYV)
yadA_Xbal_f2
—>
Promotor I yadA I Terminator
&
yadA_BamHI_r2
WA(pYVAYadA)
yadA_Xbal_f2
X Kanamycin-Resistenzgen .
Promotor I . . I Terminator

%
yadA_BamHI_r2

Abb. 3.1 Strategie zur Herstellung von yadA- und AyadA-exprimierenden Yersinien.
Mit den Primern yadA Xbal f2 und yadA BamHI r2 wurde ein PCR-Produkt mit genomischer DNS der
Staimme WA(pY V) bzw. WA(pYVAYadA) amplifiziert.

Das entstandene PCR-Fragment sowie der Zielvektor pACYC184 wurden mit BamHI und
Xbal verdaut und ligiert. Die daraus resultierenden Plasmide pYadA und pAYadA wurden in
elektrokompetente WAc®® Empfingerzellen transformiert und chloramphenicolresistente
(Cm®) Kolonien mittels PCR getestet. Zusitzlich wurden die Plasmide reisoliert und die
eingebrachte Gensequenz durch Sequenzierung iiberpriift. Diese rekombinanten Yersinien

werden nachfolgend WA(pYadA) bzw. WA(pAYadA) genannt (Tab. 2.3).
3.1.3 Einfluss der Yops auf die LPM-Morphologie im 3D-KoG

Die Stimme WA(pT3SS) und WA(pT3SSAYadA) wurden im 3D-KoG angeziichtet und auf
Mikrokoloniebildung durch Hellfeldmikroskopie charakterisiert. Der YadA-positve Stamm
WA(T3SS) bildete DPM, wohingegen der YadA-negative Stamm WA(pT3SSAYadA)
iiberraschenderweise planktonisches Wachstumsverhalten (PLT) zeigte (Abb. 3.2, A). Somit
kann das Injektisom als zusitzlicher Faktor fiir die Mikrokoloniebildung im 3D-KoG
ausgeschlossen werden. Bestitigt werden diese Ergebnisse durch das Wachstumsverhalten
der Stimme WA(pYadA) und WA(pAYadA): im 3D-KoG bildet WA(pYadA) DPM, wobei
der YadA-negative WA(pAYadA) PLT wuchs (Abb. 3.2, B).

65



Ergebnisse

Stamm WA(pT3SS) WA(pT3SSAyadA)

DPM PLT

Stamm WA(pyadA)

DPM PLT

Abb. 3.2 Hellfeldmikroskopie von WA(pT3SS), WA(pT3SSAYadA), WA(pYadA) und WA(pAYadA) im
3D-KoG.

WA(PT3SS) (A, links) und WA(pYadA) (B, links) wachsen in DPM, WA(pT3SSAYadA) (A, rechts) und
WA(pAYadA) (B, rechts) planktonisch (PLT). 0,15 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Der Grofenbalken
entspricht 20 um.

Zusammenfassend zeigen YadA-positive Yersinien DPM-Wachstum im 3D-KoG, wobei ein
funktionelles T3SS dabei keine Rolle spielt. YadA-negative Stamme, die keine Yop
Effektorproteine sekretieren, zeigen planktonisches Wachstumsverhalten, wohingegen der
Yop-sekretierende Stamm WA(pYVAYadA) als LPM wiéchst (S. 19, Abb. 1.2, B). Weiterhin
ist der DPM-Phénotyp assoziiert mit der Bildung der fibrilliren Kapsel im 3D-KoG,
wohingegen diese bei LPM- bzw. PLT-wachsenden Yersinien abwesend ist. Deshalb sollte

der Ursprung der fibrilliren Kapsel von Yersinien aufgeklart werden.

3.2 Charakterisierung der fibrilliren Kapsel auf der Bakterienoberfliche

Kiirzlich konnte durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) gezeigt werden, dass Y.
enterocolitica WA(pYV) eine 100 nm dicke fibrillire Kapsel (FK) auf der
Bakterienoberfliche aufweist, wenn dieser in DPM in einem 3D-KoG gewachsen ist (Freund
et al., 2008) (S. 21, Abb. 1.4). Die Bildung der FK ist abhidngig von YadA, denn
WA(YVAYadA) bilden keine FK. Die FK konnte aber auch YadA-assoziiert sein: Zum
Einen spricht die Sichtbarmachung durch Rutheniumrot in der TEM fiir Polysaccharide,

66



Ergebnisse

welche sich an YadA anlagern kénnen und somit zur bakteriellen Kapselbildung beitragen
(Hammerschmidt et al, 2005, Moe et al, 2010). Zahlreihe Mitglieder der
Enterobacteriaceae produzieren polysacchridhaltige Kapseln, welche an der Biofilmbildung
beteiligt sind (Whitfield, 2006). Desweiteren konnte die FK auch aus glycosiliertem YadA
bestehen. Oberflichenproteine von Campylobacter jejunii konnen durch das O- oder N-
Glycosylierungssystem modifiziert werden (Logan et al., 1989, Szymanski et al., 1999). Die
O-Glykosylierung des Flagellins von C. jejunii resultiert in antigener Variation, wobei die N-
Glycosylierung in vitro eine Rolle in Adhédsion und Invasion von Saugerzellen spielt
(Szymanski et al., 2002, Harris et al., 1987). Die FK konnte aber auch einen proteinhaltigen
Ursprung haben, wie z.B: Fibrillen oder Pili. MyfA-Fibrillen werden im sauren pH (pH 6,5 -
5,0) produziert und stellen ein polymeres Protein dar (Iriarte et al, 1993). Auch
elektronenmikroskopisch konnte das in Y. pestis homologe Psa (,,pH 6 antigen®) als fibrilldre
Struktur nachgewiesen werden (Lindler & Tall, 1993). Um die Struktur und die Natur der
fibrilliren Kapsel zu charakterisieren, wurden Yersinia-Deletionsmutanten von Genen
hergestellt, die verantwortlich sein konnten fiir die Produktion der FK.

Eine myfA-Mutante, die keine Myf-Fibrillen mehr produziert, wurde bereits von Freund et al.
analysiert, wobei keine Unterschiede in der Bildung von FK im Vergleich zu WA(pYV) in
der TEM bestimmt werden konnten (Freund et al., 2008). Mdogliche Polysaccharide, die zur
bakteriellen Kapselbildung beitragen beitragen konnten, sind Poly-N-Acetylglucosamin
(PNAG, B(1,6)) sowie B-1,4-Cellulose. Das Operon himsHFRS von Y. pestis kodiert flir die
Biosynthese und den Transport von PNAG (Perry et al., 2004) und konnte auch in der
Genomsequenz von Y. enterocolitica 8081 gefunden werden. Dieses Exopolysaccharid wird
ebenfalls von E. coli gebildet und ist essentiell fiir die Biofilmbildung (Itoh et al., 2008). Der
Transport von PNAG f{iber die bakterielle Membran ist abhidngig von HmsH, welches die
Funktion als Porin besitzt (Lillard et al, 1997). Das Operon bcsABCD kodiert fiir die
Biosynthese von B-1,4-Cellulose, wobei BcsA als Cellulose Synthase fungiert und essentiell
fiir die Produktion dieses Polysaccharids ist (Zogaj et al., 2001). Der Einfluss von hmsH und
bcsA auf die FK-Bildung wurde im Folgenden weiter untersucht. Um Yersinien-spezifische
Gene an der Beteiligung der FK-Bildung auszuschlieBen, wurden zusitzlich YadA-

produzierende E. coli Stimme hergestellt und analysiert.
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3.2.1 Der Einfluss von Yersinia-Genen beziiglich der fibrilliren Kapsel im 3D-KoG

Die Gene AmsH und besA wurden nach der Methode von Datsenko und Wanner (2.13.7), wie
schon fiir die Deletion von yadA (3.1.1) beschrieben, durch homologe Rekombination im
Stamm WA(pYV) durch allelen Austausch einer Chloramphenicol-Resistenz-Kassette
deletiert. Die Vorwirtsprimer wurden dabei so gewdhlt, dass auch die vorhergesagte
Promotorsequenz deletiert wird.

Um die FK-Bildung der Polysaccharidmutanten WA(pY V)AhmsH und WA(pY V)AbcsA mit
dem Stamm WA(pYV) vergleichen zu kénnen, wurden diese zunéchst auf YadA-Produktion
und Mikrokoloniebildung im KoG untersucht. Hierzu wurden Ganzzelllysate der AhmsH-
und AbcsA-Deletionsmutanten, sowie WA(pYV) als Positivkontrolle und WAc als
Negativkontrolle mittels Immunoblot analysiert. Das YadA-Trimer (~ 190 kDa), -Dimer (~
100 kDa) und —Monomer (45 kDa) konnte fiir WA(pYV) und die beiden Deletionsmutanten
WAQPYV)AhmsH und WA(pYV)AbcsA in vergleichbaren Mengen und Groflen
nachgewiesen werden (Abb. 3.3, Spur 1, 3 und 4; Negativkontrolle Spur 2). Die YadA-
Modifizierung durch HmsH oder BesA konnte durch den Immunoblot nicht nachgewiesen
werden.

kDa 1 2 3 4

170 __|v—. — — | e—— YadA-Trimer
130 —
100 —¢ <«— YadA-Dimer
70 —
55 —|

— S e «— YadA-Monomer
40 —

Abb. 3.3 Immunoblot zur Kontrolle der YadA-Produktion.

10 pl der Ganzzelllysate (~ 2,5 x 10" Zellen) WA(pYV) (1), WAc (2), WA(pYV)AhmsH (3) und
WA(pYV)AbcsA (4) wurden auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und nach Western Blot mit spezifischen YadA
Antiserum detektiert. Das YadA von WA(pYV) (1), WA(pYV)AhmsH (3) und WA(pY V)AbcsA (4) kann als
Trimer (~ 190 kDa), Dimer (~ 100 kDa) und Monomer (~ 45 kDa) nachgewiesen werden.

Da die FK-Bildung im Zusammenhang mit der DPM-Bildung im 3D-KoG steht, wurden die
Polysaccharidmutanten WA(pYV)AhmsH und WA(pYV)Abcs4A in einem 3D-KoG
lichtmikroskopisch auf Koloniebildung analysiert.
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Abb. 3.4 Hellfeldmikroskopie (HF) und Elektronenmikroskopie (TEM) von WA(pYV)AhmsH und
WA(@PYV)AbcsA im 3D-KoG.

WA(pYV)AhmsH (A1, Bl) und WA(pYV)AbcsA (A2, B2) bilden DPM (Hellfeld) bzw. eine fibrilldre Kapsel
(FK) (3D-KoG). 0,15 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO2. Die Kontrastierung im TEM erfolgte mit
Rutheniumrot. Der GroBenbalken entspricht 20 pm (A1, A2) bzw. 2000 A (B1, B2).

Die Stimme WA(pYV)AhmsH und WA(pYV)AbcsA zeigten die typische DPM-Bildung
(Abb. 3.4, Al und A2). Des Weiteren konnte elektronenmikroskopisch (TEM) eine zu
WA(pYV) vergleichbare fibrillire Kapselbildung sichtbar gemacht werden (Abb. 3.4, B1 und
B2). Somit tragen wahrscheinlich weder Poly-N-Acetylglucosamin noch Cellulose zur
Yersinien-Kapselbildung im 3D-KoG bei.

Um neben himsH und bcsA auch andere Yersinia-spezifische chromosomale Gene an der
Beteiligung der FK auszuschlieBen, wurde das Plasmid pUC::YadA in E. coli DH5a
transformiert. DH5a(pUC::YadA) und die Negativkontrolle DH5a(pUC13) wurden zunéchst
auf YadA-Produktion getestet und anschlieBend auf Mikrokoloniewachstum und FK-Bildung
im 3D-KoG untersucht. Im Immunoblot zum Nachweis der YadA-Produktion konnten
vergleichbare Mengen des YadA-Trimers (~ 190 kDa), -Dimers (~ 100 kDa) und —-Monomers
(~ 45 kDa) nachgewiesen werden (Abb. 3.5, Spur 1 und 3). DH5a(pUCI3),
WA(pYVAYadA) dienten als Negativkontrollen (Abb. 3.5, Spur 2 und 4).

Fiir die Charakterisierung der Mikrokoloniebildung der Stimme DHS5o(pUC::YadA) und
DH5a(pUC13), wurden diese in einem 3D-KoG angeziichtet und mikroskopiert.
DH5a(pUC::YadA) zeigte wie auch WA(pY V) DPM-Bildung, wobei DH5a(pUC13), dhnlich
wie der plasmidlose WAc, planktonisch wuchs (Abb. 3.6, A1 und A2).
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Abb. 3.5 Immunoblot zur Kontrolle der YadA-Produktion.

10 pl der Ganzzelllysate (~ 2,5 x 107 Zellen) WA(pYV) (1), WA(pYVAYadA) (2), DH5a(pUC::YadA) (3) und
DHS5a(pUC13) (4) wurden durch eine 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western Blot mit spezifischen
YadA Antiserum detektiert. Das YadA von WA(pYV) und DHSa(pUC::YadA) kann als Trimer, Dimer und
Monomer in vergleichbaren Mengen nachgewiesen werden. WA(pYVAYadA), DHSa(pUC13):
Negativkontrollen.

HF

TEM

Abb. 3.6 Hellfeldmikroskopie (HF) und Elektronenmikroskopie (TEM) von DHSa(pUC::YadA) und
DHSa(pUC13) im 3D-KoG.

DH5a(pUC::YadA) (Al, B1) bildet DPM und FK (Pfeil). DHSa(pUC13) (A2, B2) mit planktonischem
Wachstum ohne FK. 0,15 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,, Der GroBenbalken entspricht 20 pm (A1, A2)
bzw. 2000 A (B1, B2).

Elektronenmikroskopisch konnte auch bei dem YadA-produzierenden E. coli-Stamm eine
FK-Bildung auf der Bakterienoberfliche sichtbar gemacht werden, die von Struktur und

GroBBe der FK von WA(pYV) dhnelt (Abb. 3.6, B1). Der YadA-negative DHSa(pUC13)
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zeigte hingegen keine fibrilliren Oberflachenstrukturen (Abb. 3.6, B2). Die Ergebnisse
sprechen dafiir, dass sehr wahrscheinlich nur YadA fiir die Bildung der fibrillaren Kapsel im

3D-KoG von bakterieller Seite erforderlich ist.

3.2.2 Die Bildung der fibrilliren Kapsel ist abhiéingig von Kollagen

Bei der Kollagenfaserbildung werden aus den trimeren Kollagenfibrillen (o, )2(ay) die typisch
multimeren Fasern widhrend der Gelierung gebildet. Bisher war es iiblich, die Bindung der
YadA-positiven Yersinien an immobilisiertes Kollagen in Mikrotiterplatten zu testen. Diese
Methode differenziert nicht zwischen Bindung an Kollagenfibrillen oder makroskopischen
Fasern. Es wurden deshalb verschiedene Tests entwickelt, um nachzuweisen, dass die FK aus

Kollagenfibrillen besteht.

3.2.2.1 Im Fibringel bilden YadA-positive Yersinien keine fibrilldre Kapsel aus

Es ist bekannt, dass YadA an verschiedene Kollagentypen, Fibronektin und Laminin bindet,
nicht aber an Fibrinogen oder Fibrin. Es wurde deshalb gepriift, ob Yersinien auch in einem
inerten Gel aus Fibrin die FK ausbildet.

Hierfiir wurden die Stimme WA(pYV) und WA(pYVAYadA) in einem 3D-Fibringel
angeziichtet (2.12.1.3). Beide Stimme zeigten auch im Fibringel Mikrokoloniebildung (Abb.
3.7, Al und A2), wobei jene von WA(pYVAYadA) im Gegensatz zum LPM-Phénotyp im
3D-KoG, auch durch DPM-Bildung charakterisiert war. Eine fibrillire Kapsel konnte weder
auf der Oberflache von WA(pY'V) noch von WA(pYVAYadA) in der TEM sichtbar gemacht
werden (Abb. 3.7, Bl, B2). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass das
Mikrokoloniewachstum selbst nicht entscheidend ist fiir die Kapselbildung, sondern das

Kollagen in der Matrix des 3D-Gels.
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HF

TEM

Abb. 3.7 Hellfeldmikroskopie (HF) und Elektronenmikroskopie (TEM) von WA(pYV) und
WA(PpYVAYadA) im 3D-Fibrin-Gel.

WA(pYV) (Al, B1) und WA(pYVAYadA) (A2, B2) bilden DPM, zeigen jedoch keine fibrillire Kapsel. 0,15 %
KoG, 16 hbei 37 °C und 5 % CO, Der Grolenbalken entspricht 20 pm (A1, A2) bzw. 2000 A (B1, B2).

3.2.2.2 Charakterisierung der fibrilliren Kapsel nach Kollagenaseverdau

Um zu priifen, ob die FK aus Kollagenfibrillen besteht, wurde das Yersinia-3D-KoG mit
Kollagenase behandelt. Nach Wachstum von WA(pYV) im 3D-KoG iiber Nacht und
anschlieender Kollagenasebehandlung zeigten die Bakterienzellen in der TEM im Vergleich
ohne Kollagenasebehandlung keine FK mehr auf der Bakterienoberflache (Abb. 3.8, A1 und
A2). Sichtbar war die YadA-lollipop-Struktur, wobei diese sich von WA(pYV) Stimmen,
welche in Zellkulturmedium kultiviert wurden, unterschied (vgl. Abb. 1.1, B). Ebenfalls wies
die Auflenmembran von YadA-negativen Kollagenase-behandelten WAc Stimmen eine
unterschiedliche Struktur im Vergleich zu unbehandelten WAc auf. (vgl. Abb. 1.4, C und
Abb. 3.8, A3). Um auszuschlieBen, dass die Kollagenase das YadA angreift, wurde ein
Western Blot mit YadA Antiserum zum Nachweis von YadA nach Kollagenasebehandlung
des 3D-KoGs durchgefiihrt. Der Immunoblot zeigt, dass ein stabiles YadA-Trimer auch nach
Kollagenasebehandlung der Yersinien im 3D-KoG oder in RPMI-Medium nachzuweisen ist
(Abb. 3.8, B, Spur 4 und 5). Die GréBle von ca. 190 kDa stimmt mit den Positivkontrollen
WA(pYV) in RPMI bzw. im 3D-KoG fiberein (Abb. 3.8, B, Spur 1 und 2). Der plasmidlose

Stamm WA-c diente als Negativkontrolle. Durch die Kollagenase wurde allein die
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Kollagenmatrix verdaut, das AuBenmembranprotein YadA scheint resistent gegeniiber
Kollagenase zu sein.

WA(pYV) WA(pYV) WAC

A + Kollagenase

Kollagenase - - - + +

kDa

._.' .- <+— YadA-Trimer
130—

100 — <+— YadA-Dimer

170 —

50 —
— — . wm) 4—— YadA-Monomer
40—

— — —

RPMI  3D-KoG RPMI

Abb. 3.8 Elektronenmikroskopische Darstellung von Yersinien im 3D-KoG und Immunoblot mit
Kaninchen anti-YadA Serum.

A: WA(pYV) im 3D-KoG (Al). WA(pYV) (A2) und WAc (A3) im 3D-KoG gewachsen nach anschlieBender
Kollagenasebehandlung. WA(pYV) =zeigt FK-Bildung im unbehandelten 3D-KoG (Pfeil). Die
Kollagenasebehandlung fiithrt zur Auflosung der FK bei WA(pYV) und macht die YadA-lollipop-Struktur
zugleich sichtbar (Pfeil). WA-c (Negativkontrolle) (A3). 0,15 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,, Der
Groflenbalken entspricht 2000 A.

B: 10 ul der Ganzzelllysate (~ 2,5 x 107 Zellen) von WA(pYV) in RPMI (1), WA(pYV) (2) und WA-c im 3D-
KoG (3), WA(pYV) im 3D-KoG (4) und in RPMI (5) nach Kollagenasebehandlung wurden durch eine 10 %
SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western Blot mit YadA Antiserum detektiert. Das YadA-Protein von
WA(pYV) ist auch nach Kollagenasebehandlung als Trimer nachweisbar (4 und 5). WA(pYV) in RPMI (1) und
im KoG (2) (Positivkontrolle), WA-c (Negativkontrolle) (3).

3.2.3 Die Bildung der fibrilliren Kapsel ist abhéingig von der Kollagenbindungsfihig-
keit von YadA

Um einen weiteren Hinweis zu erhalten, dass die FK aus Kollagenfibrillen besteht, wurde das
Wachstum und die Mikrokoloniestruktur der kollagenbindungsdefizienten Mutante
WA@Y V:YadAyy) im 3D-KoG untersucht. Bei dieser Mutante wurden zwei Histidin-
Kodons des YadApyiseymisoy zu Tyrosin-Kodons konvertiert (Roggenkamp et al., 1995).
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Lichtmikroskopische Untersuchungen zum Wachstumsverhalten dieser Mutante im 3D-KoG

zeigten einen WA(pY V)-vergleichbaren DPM-Phénotyp (Freund ef al., 2008).

Kollagenfibrillen

Kollagenfaser

Abb. 3.9 Elektronenmikroskopische Darstellung (TEM) von WA(pYV) und WA(pYV::YadAyy) im 3D-
KoG.

WA(pYV) =zeigt die fibrillire Kollagenkapsel auf der Bakterienoberfliche (Al, Ausschnitt A2).
WA(pYV::YadAyy) besitzt kein FK, die Oberflichenstruktur entspricht dem YadA-Protein (B1, Ausschnitt
B2). 0,15 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Der GroBenbalken entspricht 2000 A bzw. 20 nm.

Wie in Abb. 3.9 gezeigt, bildet die kollagenbindungsdefiziente Mutante (B1, B2) keine FK
aus. Bei starker Vergroferung (B2) ist die 23 nm-dicke YadA-lollipop Struktur auf der
AuBenmembran zu erkennen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die 100 nm-
dicke fibrillare Kapsel von WA(pYV) (A1, A2) wahrscheinlich aus Kollagenfibrillen besteht.
Dartiber hinaus zeigen diese Ergebnisse, dass der Mikrokolonie Phinotyp DPM durch YadA

vermittelt wird, aber nicht von der Kollagenbindung des YadA Proteins abhéngig ist.
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3.3 Detektion von Kollagen auf der bakteriellen Zelloberfliche mittels

Immunfluoreszenz- und Immunelektronenmikroskopie

Zum direkten Nachweis von Kollagen auf der Bakterienoberfliche von Yersinien im 3D-
KoG wurde die Methode der Immunfluoreszenz- bzw. Immunogoldfiarbung angewandt. Fiir
die Fluoreszenzmikroskopie wurden rot-fluoreszierende (RFP) Yersinien im 3D-KoG
angeziichtet. Nach Fixierung erfolgte die Detektion des gebundenen Kollagens mit

Kaninchen anti-Kollagen Typ I Serum und Ziege anti-Kaninchen IgG FITC-Konjugat.

Anti-Koll RFP Anti-Koll RFP

Abb. 3.10 Immunfluoreszenzmikroskopie von WA(pYV, pRFP) und WA(pYVAYadA, pRFP) im 3D-
KoG.

Das 3D-KoG wurden nach Fixierung mit Glutaraldehyd mit Kaninchen anti-Kollagen Typ I Serum und Ziege
anti-Kaninchen IgG FITC-Konjugat inkubiert. Die Darstellung der Bakterien erfolgte mit einem konfokalen
Laser Scanning Fluoreszenzmikroskop (CLSM). A: Eine WA(pYV, pRFP) Mikrokolonie (DPM) zeigt eine
deutlich grine Immunfluoreszenzfirbung. In der Ausschnittsvergroerung sind die RFP-fluoreszierenden
Einzelbakterien (rot) und die Kollagen-umbhiillten Yersinien (griin) deutlich zu erkennen. B: WA(pYVAYadA,
pRFP) zeigt keine Kollagen-Immunfarbung. Durch die RFP-Fluoreszenz sind die Bakterienzellen zu erkennen,
wie auch der unterschiedliche Mikrokolonie-Phénotyp (LPM). 0,08 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO, Die

Grollenbalken entsprechen 10 pm bzw. 1pm.

Interessanterweise zeigten die polymerisierten Kollagenfasern nur schwache Fluoreszenz
(wenig gebundener Antikorper), wogegen WA(pY 'V, pRFP) deutlich als griin fluoreszierende
Bakterienzellen dargestellt werden konnten (Abb. 3.10, A). Die Glutaraldehyd-Fixierung
fiihrte nicht zu einer Permeabilisierung der Zellen, da das zytosolische RFP in den
Bakterienzellen verblieb. Als Negativkontrolle diente WA(pYVAYadA, pRFP), welcher wie
erwartet keine griin fluoreszierende Kapsel zeigte (Abb. 3.10, B). Auch mittels
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Immunogoldfiarbung konnte die Kollagenkapsel auf der Oberfliche von WA(pYV) im 3D-
KoG nachgewiesen werden. Zur Detektion wurde hierfiir ein polyklonales Ziege anti-
Kollagen Typ I Serum und ein anti-Ziege IgG Gold Konjugat verwendet. In der TEM
konnten die Goldpartikel eindeutig um die fibrilldre Kapsel von WA(pY V) sichtbar gemacht
werden (Abb. 3.11, A Pfeile). Eine Kontrollprobe, bei der ein 3D-KoG mit WA(pY'V) nur
mit dem Zweitantikorper inkubiert wurde, zeigte keine gebundenen Goldpartikel (Abb. 3.11,
C). Zusammentfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Kollagenbindung von
WA(@(YYV), die im 3D-KoG zur FK-Bildung fiihrt, durch Einsatz spezifischer anti-Kollagen
Seren sichtbar gemacht werden kann. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass
YadA-produzierende Yersinien im 3D-KoG Kollagenfibrillen und nicht Kollagenfasern

binden.

Abb. 3.11 Immunelektronenmikroskopie von WA(pYV) und WA(pYVAYadA) im 3D-KoG.

3D-KoG mit Yersinien wurden nach Fixierung mit Glutaraldehyd mit Ziege anti-Kollagen Typ I und anti-Ziege
IgG Gold-Konjugat inkubiert. A: Rote Pfeile weisen auf gebundene Goldpartikel von WA(pYV). B:
Negativkontrolle: WA(pYVAYadA). C: Antiserumkontrolle: WA(pYV) ohne Erstantikérper und nur mit anti-
Ziege 1gG Gold-Konjugat inkubiert. 0,08 % KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Der Groflenbalken entspricht
250 nm.

Die licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass YadA-produzierende
Yersinien bevorzugt Kollagenfibrillen binden. Hinsichtlich der Grofendimension der
fibrilliren Kapsel (ca. 100 nm-Dicke) konnte es sich um die Bindung von heterotrimeren

(a1)2(02) Untereinheiten des sezernierten Kollagens Typ I handeln (Gesamtliange 300 nm).
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3.4 Analyse der Interaktion von Yersinien mit Kollagen Typ I

3.4.1 Charakterisierung der YadA-Kollagenbindung

3.4.1.1 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Um die Kollagenbindung an YadA ndher zu charakterisieren, wurde losliches (nicht-
geliertes) Kollagen Typ I mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 markiert. rfp-
exprimierende Yersinien wurden wie unter 2.17.4.1 beschrieben im 3D-Ko0488G inkubiert,
gewaschen und unfixiert mikroskopiert. Die Kollagenfasern sowie die einzelnen Bakterien
der DPM von WA(pYV, pRFP) konnten deutlich durch ihre griine bzw. rote Fluoreszenz
abgebildet werden (Abb. 3.12, A). Der YadA-negative Kontrollstamm WA(pYVAYadA,
pRFP) und der kollagenbindungsdefiziente WA(pYV::YadAny, pRFP) zeigten keine
Griinfluoreszenz (Abb. 3.12, B, C).

Die Kollagenfasern sind deutlich an ihrer Griinfluoreszenz zu erkennen. Auffallend ist
jedoch, dass die WA(pYV, pRFP)-Mikrokolonien in Kollagenfasern eingebettet sind und
wahrscheinlich kleinere Kollagenfibrillen an der Bakterienoberfliche binden. Dieses

Ergebnis unterstiitzt die elektronenmikroskopischen Ergebnisse (Abb. 3.9, Al).

3.4.1.2 Western Blot-Analysen

Fiir Western Blot Analysen wurden Yersinien mit einer Biotin markierten Kollagenlésung bei
37 °C inkubiert und anschlieBend durch Zentrifugation sedimentiert, gewaschen und als
Ganzzelllysate fiir SDS-PAGE im Immunoblot prépariert.

Zuvor wurde das Kollagen auf Degradationsprodukte mittels SDS-Gel untersucht und die
Proteinbanden durch MALDI-TOF analysiert. Die o;- und a,-Kette des Kollagen Typ 1
konnten auch in der verwendeten Kollagenlosung identifiziert werden: Die ,kleinste* unterste
Bande im Gel entspricht der a,-Kette des Kollagens (~ 125 kDa), die o;.Kette hat ein
Molekulargewicht von ca. 135 kDa, wobei ein hoherer Anteil an a;-Ketten im Vergleich zu
ax-Ketten in der Losung vorhanden war. Zudem konnte ein Dimer (~ 260 kDa) und ein
Trimer (~ 390 kDa) identifiziert werden (Abb. 3.13, A und B, Spur 4). Kleinere
Kollagenfragmente im Bereich von 10 bis 40 kDa waren in der 10 % SDS-PAGE nicht
detektierbar.
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488-Koll I RFP

Abb. 3.12 Konfokale fluoreszenzmikroskopische Darstellung von WA(pYV, pRFP), WA(pYVAYadA,
PRFP) und WA(pYV::YadAyy, pRFP) im 3D-Ko0488G.

A: WA(pYV, pRFP) zeigt gebundenes griinfluoreszierendes Kollagen auf der Zelloberfliche. B:
Negativkontrolle WA(pYVAYadA, pRFP) und (C) WA(pYV::YadAgy, pRFP) binden kein Kollagen. Die
makroskopisch groflen Kollagenfasern sind in allen Abbildungen (A, B und C) deutlich erkennbar. 0,08 %
KoG, 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Der Grofenbalken entspricht 10 um.
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Abb. 3.13 SDS-PAGE und Immunoblot von Yersinien-gebundenem und léslichem Biotin-Koll I.

A: 10 pl Ganzzelllysate (~ 4 x 107 Zellen) von WA(pYV) (1, 5), WA(pYVAYadA) (2, 6), WA(pYV::YadAny)
(3, 7) in PBS bzw. nach Biotin-Koll I-Inkubation, sowie als Positivkontrolle 5 ug Biotin-Koll I wurden auf eine
10 % SDS-PAGE aufgetragen und mit Coomassieblau gefarbt bzw. (B) nach Western Blot mit Streptavidin
Peroxidase-Konjugat sichtbar gemacht. Die a;- bzw. a,-Ketten von Kollagen haben ein Molekulargewicht von
~135 bzw. 125 kDa, das Dimer 260 kDa, das Trimer > 390 kDa. Nur WA(pYV) (5) bindet Kollagen,
WA(pYVAYadA) (Negativkontrolle) und WA(pYV::YadAyy) binden keine Kollagenfragmente.

Die Konzentration der mittels 10 % SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurde mittels
Coomassie-Féarbung iiberpriift (Abb. 3.13, A). Der Enzym-basierte Nachweis von Biotin-Koll
I erfolgte mit Streptavidin Peroxidase Konjugat (Abb. 3.13, B). Die Western Blot Analyse
der mit Biotin-Koll I inkubierten Yersinien zeigt, dass WA(pY V) wahrscheinlich das (a.),0,-
Trimer bindet (Abb. 3.13, B, Spur 5). Kleinere gebundene Kollagenfragmente konnten nicht
detektiert werden. Die Spezifitdt des Konjugats gegeniiber Biotin konnte ebenfalls bestétigt
werden, da Yersinien, die ohne Biotin-Koll I in PBS inkubiert wurden, nicht vom
Streptavidin Peroxidase Konjugat erkannt wurden (Abb. 3.13, B, Spur 1-3). Somit konnte
gezeigt werden, dass YadA-produzierende Yersinien in Suspension mit l6slichem Kollagen
auch (a,)2(ap)-Trimere oder a;- oder a,-Ketten binden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang

mit den Resultaten des 3D-Ko0488G in der Fluoreszenzmikroskopie.

3.4.1.3 Die Interaktion mit verdauten Kollagenfragmenten

Es wurde bereits gezeigt, dass YadA die Fihigkeit besitzt, durch Kollagenase (Clostridium
histolyticum) gespaltene Kollagenfragmente zu binden (Schulze-Koops et al., 1995). Um dies
durch Fluoreszenzmikroskopie zu bestitigen, wurde Biotin- bzw. 488-Koll I mit einer

Clostridium histolyticum-Kollagenase (CHC) in Fragmente gespalten und mit 7fp-
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exprimierenden Yersinien inkubiert. Die Spaltprodukte wurde mittels 4-20% Gradienten-
SDS-PAGE analysiert und die Interaktion der 488-Koll I-Fragmente mit Yersinien mittels
Fluoreszenzmikroskopie tberpriift. Jeweils 30 ug Koll I wurden mit 0,5 U/ul Kollagenase
inkubiert und die Reaktion mit dem Chelator EGTA gestoppt. Abbildung 3.14 zeigt

exemplarisch die Ergebnisse der Kollagenasebehandlung von Biotin-Koll L.

A B C
SDS-PAGE Immunoblot Immunoblot
Coomassie Strep-Peroxidase Anti-Koll

200s 600s

kDa 1 2 kDa kDa 1 2

N

250 — 250 — 250 —|

130 — bt 130 —| 130 —|

100 —{ | fued 100 — 100 —

23 B 2= =
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35 —| 35 — 35 —
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15 —|
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Abb. 3.14 Nachweis von Biotin-Koll I und durch Kollagenasebehandlung gespaltene Biotin-
Kollagenfragmente mittels SDS-PAGE und Immunoblot.

5 pg unverdautes (1) und Kollagenase verdautes Biotin-Koll I (2) wurden durch eine 4-20 % Gradienten-SDS-
PAGE aufgetrennt und nach Coomassie-Farbung (A) bzw. Immunoblot mit Streptavidin-Peroxidase Konjugat
(B) oder mit Ziege anti-Kollagen Typ I Serum detektiert (C). Unverdautes Biotin-Koll I kann mit Streptavidin-
Peroxidase Konjugat und dem anti-Kollagen Typ I Serum nachgewiesen werden (B und C, 1). Durch
Kollagenase verdaute Kollagenfragmente (30 — 120 kDa) werden weder mit Streptavidin-Peroxidase Konjugat
noch mit Ziege anti-Kollagen Typ I Serum detektiert (B und C, 2) Fiir die Detektion der 10- und 12 kDa-Biotin-
Koll I-Fragmente wurde eine hohere Belichtungsdauer (600s) angewandt (B2, rote Pfeile). Die Clostridium
histolyticum-Kollagenase spaltet Biotin-Koll I in 8 grof3e nicht biotinylierte Koll I-Fragmente und 2 kleine
Biotin-Koll I-Fragmente (rote Pfeile).

Nach SDS-PAGE und Coomassie-Farbung ist ersichtlich, dass bereits eine S-miniitige
Inkubation mit Kollagenase ausreichend ist, das Kollagentrimer in 10 kleinere Fragmente
vollstdndig zu spalten (Abb. 3.14, A, Spur 2). Unverdautes Kollagen zeigt wie erwartet die
o;- und op-Monomere, -Dimere und Trimere in der SDS-PAGE, sowie im Immunoblot mit
Streptavidin-Peroxidase Konjugat und Ziege anti-Kollagen Typ I Serum (Abb. 3.14, A, B, C
Spur 1). Nach Kollagenaseverdau kénnen Kollagenfragmente von ~ 120 kDa, ~ 100 kDa, ~
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90 kDa, ~ 70 kDa, ~ 65 kDa, ~ 60 kDa, ~ 50 kDa, ~ 30 kDa, ~12 kDa und ~10 kDa mittels
Coomassie-Féarbung detektiert werden. Die Fragmente von 30 kDa — 120 kDa konnen jedoch
im Immunoblot weder mit Streptavidin-Peroxidase Konjugat (B, Spur 2) noch mit Ziege anti-
Kollagen Typ I Serum (C, Spur 2) nachgewiesen werden. Nur die Fragmente mit einem
Molekulargewicht von 10 und 12 kDa tragen eine Biotin- Markierung (B, Spur 2, rote Pfeile,
nach 600s Belichtung), was darauf schlieBen ldsst, dass wahrscheinlich nur der
unstrukturierte N- oder C-Terminus des Kollagens markiert wird.

Nach Inkubation von Kollagenase verdauten 488-Koll I-Fragmenten mit WA(pYV, pRFP)
konnten keine griin fluoreszierenden Bakterienzellen nachgewiesen werden (Abb. 3.15, A2).
Die aus dem Kollagenaseverdau entstandenen 10- und 12 kDa-Kollagenfragmente kdnnen
entweder nicht an Yersinien binden oder die Interaktion kann mittels Fluoreszenzmikroskopie

nicht detektiert werden.

+ Kollagenase + Kollagenase

A2 A3

RFP

488-Koll I

Abb. 3.15 Interaktion von Yersinien mit Kollagenase verdauten 488-Koll I-Fragmenten.

Al: WA(pYV, pRFP) mit gebundenem 488-Koll I (Positivkontrolle). WA(pYV, pRFP) (A2) und
WA(pYV::YadApy, pRFP) (Negativkontrolle) (A3) wurden mit 5 pg/ml Kollagenase verdautem 488-Koll I fiir
15 min inkubiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Eine Interaktion mit Kollagenase-
behandeltem 488-Koll I und WA(pY V) kann nicht nachgewiesen werden. (Al). Der Grof3enbalken entspricht 5

pum.

Zudem wurden Yersinien mit unmarkiertem Koll I inkubiert und anschlieBend in der
Immunfluoreszenzmikroskopie mittels anti-Kollagen Typ I Serum detektiert (Abb. 3.16, B1).
Wurden WA(pYV) Yersinien nach Kollagen-Inkubation mit Kollagenase verdaut, konnte
gebundenes Kollagen nicht mehr sichtbar gemacht werden (Abb. 3.16, B2). Die Kollagenase
spaltet somit auch an YadA gebundenes Kollagen, das YadA-Protein selbst wird von der
Kollagenase nicht gespalten (s. S. 73, Abb. 3.8). Als Negativkontrolle diente
WA(pYV::YadApy), welcher ebenso kein Fluoreszenzsignal zeigte (Abb. 3.16, B3).
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+ Koll I + Koll I + Koll I
+ Kollagenase

Anti-Koll

Abb. 3.16 Fluoreszenzmikroskopie zum Nachweis der Kollagen Typ I-Bindung von Yersinien mit und
ohne Kollagenasebehandlung.

WA(pYV) (B1, B2) und WA(pYV::YadAyy) (B3) wurden mit unmarkiertem Koll I fiir 15 min inkubiert, mit
0,5 U/ul Kollagenase (B2, B3) oder ohne (B1) behandelt und mit Ziege anti-Kollagen Typ I Serum und
Kaninchen anti-Ziege FITC-Konjugat inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (Anti-
Koll). Nach Kollagenaseverdau kann an WA(pYV) gebundenes Kollagen in der Immunfluoreszenz nicht mehr
nachgewiesen werden. WA(pYV::YadAyy) (Negativkontrolle) bindet kein Kollagen. HF: Hellfeld. Anti-Koll:

Immunfluoreszenzmikroskopie. Der Gréf3enbalken entspricht 5 pm

Eine Interaktion von verdauten Kollagenfragmenten mit Yersinien kann mit der

angewendeten Methode nicht nachgewiesen werden.

3.4.2 Inhibierung der Kollagenbindung durch ein kollagenihnliches Peptid (POG);o

Es ist bekannt, dass YadA im Kopfbereich des Trimers verschiedene ECM-Proteine wie
Kollagen, Fibronektin und Laminin binden kann (Emddy et al., 1989, Schulze-Koops et al.,
1992). Zusitzlich ist die Kopfregion auch fiir die YadA-YadA-Interaktion bzw. die Yersinia
Autoagglutination verantwortlich (Roggenkamp et al., 2003). Kiirzlich wurde mittels einer
Kollagen Toolbox (synthetische Oligopeptide, die Kollagen-Aminosduresequenzmotive
enthalten) gezeigt, dass das Oligopeptid (POG);o (Prolin-Hydroxyprolin-Glycin Tripel-Helix
in 10-facher Wiederholung) an YadA bindet (Leo et al., 2008). Das (POG);p und ein
DyLight647-(POG);o wurden fiir Bindungs- und kompetitive Bindungsstudien (mit Kollagen)
verwendet, um Bindungsdoménen zu charakterisieren. Dariiber hinaus wurde gepriift, ob
(POG) die Yersinia Autoagglutination inhibiert.

Die Ausbildung einer stabilen Kollagen Tripel-Helix benotigt Wiederholungen des
Aminosduresemotivs G-X-X* (Shoulders & Raines, 2009). X steht dabei fiir Prolin (P), X* fiir

Hydroxyprolin (O). Diese drei Aminosduren kommen am haufigsten in humanem Kollagen
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vor (Myllyharju & Kivirikko, 2004). Synthetische Oligopeptide, die dieses Motiv (z.B. POG)
in Wiederholungen tragen, konnen eine homotrimere Tripel-Helix ausbilden. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass das tripel-helikale Peptid (POG);o die Bindung von YadA an
immobilisiertes Kollagen (Mikrotiterplattenboden) um 50 % blockiert (Leo et al., 2010).

3.4.2.1 Inhibierung der Kollagenbindung im 3D-KoG

Hier sollte gepriift werden, ob das tripel-helikale Oligopeptid (POG);o das Wachstum der
Yersinien im 3D-KoG sowie die Ausbildung der Kollagenkapsel beeinflusst. Hierfiir wurden
die Yersinien in einem 0,15 % 3D-KoG mit 100 pg/ml (POG),o angeziichtet und nach
Inkubation {iber Nacht zundchst lichtmikroskopisch auf Mikrokoloniewachstum und

anschlieBend mittels TEM auf Kollagenkapselbildung untersucht.

+ (POG)1o(ug/ml) O 100

HF

Abb. 3.17 Hellfeldmikroskopie (HF) und Elektronenmikroskopie (TEM) von WA(pYV) im 3D-KoG ohne
oder mit (POG),.

0,15 % KoG ohne (A1, B1) bzw. mit 100 pg/ml (POG);, (A2, B2). WA(pY'V) bildet unter Zugabe von (POG);
im 3D-KoG DPM, die Ausbildung von FK ist reduziert. 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Die GroBenbalken
entsprechen 20 pm (A1, A2) und 2000 A (B1, B2).

Folgende Ergebnisse wurden erhalten: WA(pYV) bildete mit oder ohne (POG),p DPM im
3D-KoG (Abb. 3.17, A1 und A2). Mittels TEM zeigten die Ultradiinnschnitte mit (POG),o-
Supplementierung ca. 50 % weniger fibrillires Kapselmaterial im Vergleich zu den TEM
Schnitten ohne (POG);o (Abb. 3.17, B1 und B2). Dieses Ergebnis zeigt, dass eine kompetitive
Bindung von Kollagenfibrillen und (POG);¢ an YadA stattfindet.
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488-Koll 1 647-(POG)4, (g/ml)

50

100

Abb. 3.18 Konfokale fluoreszenzmikroskopische Darstellung der kompetitiven Bindung von 488-Koll I
und 647-(POG);y an WA(pYYV, pRFP) im 3D-K0488G.

0,08 % KoG ohne (A), 50 pg/ml (B) oder 100 pg/ml (C) (POG);,. Kollagenfasern zeigen keine 647-(POG);-
Fluoreszenz. 16 h bei 37 °C und 5 % CO,. Der Gréflenbalken entspricht 10 pm.

Zusdtzlich konnte durch den Einsatz von fluoreszenzmarkiertem 647-(POG);p im 3D-
Ko0488G mittels Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass (POG);¢ die Ausbildung der
multimeren Kollagenfasern nicht beeinflusst. WA(pYV) Bakterien scheinen ausschlieBlich
647-(POG);p und 488-Koll I-Trimere auf der Oberfliche zu binden. Die multimeren
Kollagenfasern zeigen keine 647-(POG),o-Fluoreszenz (Abb. 3.18).
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3.4.2.2 Quantifizierung der Blockierung der Kollagenbindung

Um die kompetitive (POG);o-/Kollagenbindung mit l6slichem Kollagen zu analysieren,
wurden die Yersinien wie unter 2.12.1.1 beschrieben kultiviert und ca. 1,5 x 10® Yersinien
mit 10 pg/ml 488-Koll I bei 37 °C inkubiert. Um unspezifisch assoziiertes 488-Koll 1 zu
entfernen, wurden die Yersinien dreimal mit PBS gewaschen. Fiir die Inhibierung der
Kollagenbindung wurden Yersinien zuvor mit (POG);o in Konzentrationen von 0,05 — 100
pg/ml inkubiert. Zunichst wurde die YadA-Exposition der Yersinien unter den verwendenten
Kultivierungsbedingungen mittels Immunfiarbung mit einem monoklonalem anti-YadA-
Antikorper, welcher mit Alexa647 markiert war, quantifiziert.

In der Darstellung als Contour Plot ist erkennbar, dass YadA-positive Yersinien als
Einzelzellen und Zellaggregate unterschiedlicher Grofle vorhanden sind. YadA-negative
Yersinien zeigen eine homogene Population (Abb. 3.19, A). Da die Anzahl der Bakterien pro
Aggregat nicht bestimmt werden kann, miissen die Aggregate fiir die Auswertung
ausgeschlossen werden. Deshalb wurde eine definierte Region (,,Gate*) fiir Einzelzellen
ausgewdhlt. Da die homogene WA(pYVAYadA)-Population kaum Aggregate ausbildet,
wurde das Gate fiir Einzelzellen dieser Population als Referenzwert fiir die anderen Stimme
genommen. Von dieser Subpopulation zeigten 93 % der WA(pYV)- und 83 % der
WA(pYV::YadApy)-Yersinien YadA-Exposition. Etwa 7 % der WA(pYV)-Bakterien
produzieren somit unter den verwendeten Kultivierungsbedingungen kein nachweisbares
YadA (Abb. 3.19, B).

Der prozentuale Anteil der 488-Koll I-assoziierten Yersinien wurde ebenfalls
durchflusszytometrisch quantifiziert sowie die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der 488-
Koll I-positiven Yersinia-Einzelzellen ermittelt. Auch hierfiir ist in der Darstellung als
Contour Plot erkennbar, dass 488-Koll I-positive Yersinien sowohl als Einzelzellen als auch
in Zellaggregaten (hohere FSC-Werte) vorhanden sind. 488-Koll I-nicht bindende Yersinien
und (POG);p-prdinkubierte WA(pYV)-Stamme zeigen eine homogene Population (Abb.
3.20). Hohere FSC-Werte sind wahrscheinlich auf 488-Koll I-Yersinien-Aggregate

zuriickzufiihren.
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Abb. 3.19 Durchflusszytometrischer Nachweis von Yersinien exponiertem YadA.

Yersinien wurden mit monoklonalem Maus anti-YadA-Alexa647 1h inkubiert. (A) Contour Plot: Verteilung der
Population bezogen auf PartikelgroBenparameter (FSC) und anti-YadA-Alexa647. Fiir das Gate (blau) von
Yersinia-Einzelzellen wurde die homogene WA(pYVAYadA)-Population als Referenzwert bestimmt und fiir
die anderen Stdmme iibernommen. Die horizontale Linie zeigt die Trennung in YadA-positive und YadA-
negative Yersinien. (B) Prozentualer Anteil an Yersinien mit exponiertem YadA: 93 % der WA(pY'V)- und 83,0
% der WA(pYV::YadApy)-Yersinien zeigten exponiertes YadA. YadA: WA(pYV); AYadA: WA(pYVAYadA)
(Negativkontrolle); YadApy: WA(pYV:YadApy), (kollagenbindungsdefizient). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert dreier unabhédngiger Experimente dargestellt. ***, p < 0,001 versus WA(pYVAYadA).

Zudem fithrt die Bindung von (POG);y an WA(pYV) auch zur Inhibierung der
Autoagglutination der Yersinien, wie aus dem Contour Plot zu erkennen ist: Die Population
zeigt dhnlich wenig Aggregate wie WA(pYVAYadA)-Yersinien und wird ebenfalls als

homogene Population dargestellt.
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Abb. 3.20 Durchflusszytometrische Bestimmung der YadA-Kollagenbindung von Yersinia-Einzelzellen.
WA(PYV) und die pYV-YadA-Varianten fiir 15 min bei 37 °C mit 10 pg/ml 488-Koll I bzw. 50 pg/ml (POG),,
inkubiert. Contour Plot: Verteilung der Population bezogen auf Partikelgro8enparameter (FSC) und 488-Koll I.
Fir das Gate (blau) von Yersinia-Einzelzellen wurde die homogene WA(pYVAYadA)-Population als
Referenzwert bestimmt und fiir die anderen Stimme iibernommen. Die horizontale Linie zeigt die Trennung in
488-Koll I-positive und 488-Koll I-negative Yersinien. YadA: WA(pYV);, AYadA: WA(pYVAYadA)
(Negativkontrolle); YadAyy: WA(pYV::YadAyy).

Um die Kollagenbindung von Einzelzellen miteinander zu vergleichen, wurde die definierte
Region (,,Gate*) flir Einzelzellen wie auch flir die Untersuchung der YadA-Exposition
gewihlt (Abb. 3.19, A), um die Aggregate fiir die Auswertung auszuschlieen (Abb. 3.20,
blau). Von dieser Subpopulation zeigten ~ 83 % der WA(pYV)-Yersinien 488-Koll I-
Bindung, die Kollagenbindungsmutante WA(pYV::YadAny) zeigte noch einen
Bindungsanteil von ca. 4 %. Fir WA(pYVAYadA) konnte wie erwartet keine 488-Koll I-
Bindung nachgewiesen werden (Negativkontrolle) (Abb. 3.20). Nach einer Vorinkubation mit
10 pg/ml (POG),o zeigten noch ~ 59 % der WA(pYV) Einzelbakterien 488-Koll I-Bindung.
Ab einer Konzentration von 50 pg/ml (POG);, reduzierte sich die Anzahl an 488-Koll I-
positiven WA(pY V) um fast ~ 50% (Abb. 3.21, A). Mit dieser Konzentration wurde auch der
Sattigungspunkt erreicht, da eine Erh6hung auf 100 pg/ml (POG);y die 488-Koll I-Bindung
von WA(pYV) nicht weiter herabsetzte. Somit sind bei (POG);,-Séttigung zwei Yersinien-
Populationen vorhanden: 50 % haben 488-Koll I und (POG);y gebunden, 50 % der Yersinien
haben nur (POG);( gebunden und sind 488-Koll I negativ. Beriicksichtigt man nur 488-Koll
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I-positive Einzelbakterien, werden die Bindungsergebnisse durch die Darstellung der MFI der
488-Koll I-positiven Einzelzellen quantifizierbarer:

Die MFI von 50 pg/ml (POG);o- prainkubierten Yersinien reduzierte sich um zwei Drittel im
Vergleich ohne Kollagenbindungsinhibition mit (POG),p, wobei eine Erhohung auf 100
pg/ml (POG),o ebenfalls keinen niedrigeren MFI ergab (Abb. 3.21, B2). Die Ergebnisse
sprechen dafiir, dass YadA zwei Bindungsstellen besitzt: eine hochaffine fiir Kollagen und

eine schwichere Bindungsstelle, die kompetitiv von (POG);( besetzt werden kann.
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Abb. 3.21 Durchflusszytometrische Quantifizierung der YadA-Kollagenbindung.

WA(pYV) und die pYV-YadA-Varianten wurden mit bzw. ohne (POG), fiir 15 min bei 37 °C préinkubiert
und anschlieBend mit 10 pg/ml 488-Koll I fiir 15 min bei 37 °C koinkubiert. (A) Contour Plot: Verteilung der
Population bezogen auf PartikelgroBenparameter (FSC) und 488-Koll I. Exemplarisch sind die Plots fiir vier
(POG);¢-Konzentrationen dargestellt. Fiir das Gate (blau) von Yersinia-Einzelzellen wurde die homogene
WA(pYVAYadA)-Population als Referenzwert bestimmt und fiir die anderen Stimme iibernommen. Die
horizontale Linie zeigt die Trennung in 488-Koll I-positive und 488-Koll I-negative Yersinien. (B1)
Prozentualer Anteil an 488-Koll I-bindenden Yersinien. (B2) Prozentuale mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI) der 488-Koll I-positiven Yersinien in Bezug auf WA(pYV)/488-Koll I. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert mindestens dreier unabhingiger Experimente dargestellt. *, p < 0,05; **, p <0,01; *** p < 0,001
versus  488-Koll I-positiver WA(pYV)-Werte. YadA: WA(pYV); AYadA: WA(pYVAYadA)
(Negativkontrolle); YadApy: WA(pY V::YadAyy). Mit steigender Konzentration von (POG),-prainkubierten
Bakterien nimmt die Anzahl 488-Koll I-positiver WA(pYV) ab. Die MFI von (POG),, priinkubierten

Yersinien sinkt ebenfalls.
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3.5 Die Interaktion von Yersinien und Kollagen mit Wirtszellen

Fiir die Translokation iiber die M-Zellen im Bereich der follikel-assoziierten Epithelzellen
der Peyer’schen Plaques (PP) ist die Interaktion des Yersinia Invasin (Inv) mit B;-Integrinen
der M-Zellen erforderlich. (Schulte et al., 2000b). Das Adhésin YadA ist dagegen fiir das
Uberleben der Yersinien im Gewebe von Bedeutung. Es wird angenommen, dass die YadA-
Bindung mit f;-Integrinen von Wirtszellen iiber einen Briickenmechanismus mit
extrazelluliren Matrixproteinen (ECM), wie Kollagen oder Fibronektin, zustande kommt
(Reis & Horn, 2010). Zudem konnte die verantwortliche Binderegion von YadA gegeniiber
polymorphonukledren Neutrophilen (PMN) auf die N-terminalen Aminosduren 29-81 des
YadA lokalisiert werden (Roggenkamp et al., 1996).

Yersinien haben wahrscheinlich eine Doppelstrategie fiir die Evasion der angeborenen
Immunabwehr entwickelt. Einerseits konnen sie durch Kontakt mit einwandernden PMNs die
,paralysierenden* Effektor-Yops mittels T3SS injizieren und andererseits sich durch
Mikrokoloniebildung vor weiteren Kontakt mit Phagozyten schiitzen. Durch Bindung von
ECM-Proteinen konnten sie den Kontakt mit Phagozyten reduzieren und durch
Kollagenquervernetzung die Mikrokolonien stabilisieren.

Um die Rolle von YadA-gebundenem Kollagen in Bezug auf die Interaktion mit Wirtszellen
zu untersuchen, wurden verschiedene YadA-Derivate in Inv-positiven, wie auch Inv-
negativen Yersinien hergestellt. Da die Yop-Effektorproteine iiber das T3SS in Wirtszellen
injiziert werden und diese paralysieren, um die Yersinien u.a. vor Phagozytose zu schiitzen,
wurden pYV-Plasmid-negative WAc-Stimme ohne T3SS und Yop-Effektorproteine

verwendet.

3.5.1 inv-negative und -positive, yadA-exprimierende Yersinien

3.5.1.1 Konstruktion einer inv-Deletion in Y. enterocolitica WAc®>

Inv wurde durch die Methode nach Datsenko und Wanner mittels homologer Rekombination,
wie schon fiir die Deletion von yadA beschrieben (3.1.1), im Stamm WAc®® durch Ersatz
einer Kanamycin-Kassette deletiert (Datsenko & Wanner, 2000). Die Vorwirtsprimer wurden
dabei so gewdhlt, dass auch die vorhergesagte Promotorsequenz deletiert wird. Nachfolgend

wird der inv-deletierte Stamm WAAinv bezeichnet.
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3.5.1.2 Herstellung von yadApy- und yadA n.exprimierenden Yersinien

Ahnlich  wie unter 3.1.2 beschricben, wurde fiir die Herstellung des
kollagenbindungsmutierten YadApy (YadApnisey/misoy) und des PMN-bindungsdefizienten
YadAan  (YadAazes;) ein PCR-Produkt mit den Primern yadA Xbal f2 und
yadA BamHI 2 (2.2) amplifiziert, wobei als Matrize genomische DNS von
WA(pYV::YadApy) bzw. WA(pY V::YadAan) diente (2.13.8). Das PCR-Fragment sowie der
Klonierungsvektor pACYC184 wurden mit Xbal und BamHI verdaut und ligiert. Die daraus
resultierenden Plasmide pYadApy und pYadAan wurden in elektrokompetente WACRS bzw.
WAAinv-Stimme transformiert. Die Selektion erfolgte mit Chloramphenicol bzw. zusétzlich
mit Kanamycin fiir die Ainv-Mutante. Resistente Klone wurden mittels PCR gepriift und die

Gensequenz der reisolierten Plasmide durch Sequenzierung iiberpriift.

3.5.1.3 Nachweis von YadAyy und YadAay in WAAiny und WACR®

Fiir den Nachweis der YadApy- und YadAan-Proteine wurden Ganzzelllysate der

entsprechenden Yersinien-Stimme im Western Blot vergleichend untersucht.

WA(PYVX) WA(pYadAx) WAA/nv(pYadAx)
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Sl « l«—— YadA-Trimer
1;8 ] | a— bt e YadA,.-Trimer
100 —| S — [ - «— YadA-Dimer
70 —
55 —
40 — o— S S, — l—— YadA-Monomer
= L JRR—— ¢ YadA ,-Monomer

Abb. 3.22 Immunoblot mit Kaninchen anti-YadA Serum zur Uberpriifung der YadA-Produktion.

10 pl der Ganzzelllysate (~ 2,5 x 107 Zellen) WA(pYVAYadA) (1), WA(pYV) (2), WA(pYV::YadAyy) (3),
WA(pYV::YadAsy) (4), WA(pAYadA) (5), WA(pYadA) (6), WA(pYadAyy) (7), WA(pYadAan) (8),
WAAinv(pAYadA) (9), WAAinv(pYadA) (10), WAAinv(pYadAyy) (11) und WAAinv(pYadAan) (12) wurden
durch eine 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western Blot mit spezifischen YadA Antiserum detektiert.
YadAyy- (~ 190 kDa) und YadAxn-Trimere (~130 kDa) sowie -Monomere (~ 45kDa bzw. ~ 40 kDa) werden in
WA- und WAAinv-Konstrukten produziert.

Abb. 3.22 zeigt, dass YadA, YadApy und YadAan sowohl in WA- als auch WAAinv-

Stimmen als Monomer und Trimer produziert werden (Spur 7, 8 und 11, 12).
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YadA- und YadApy-Proteine zeigen zusitzlich ein Dimer, wohingegen fiir das verkiirzte
YadAan das Trimer (~130 kDa) bzw- Monomer (~ 40 kDa) jedoch kein YadA-Dimer
detektiert werden konnte auf (Spur 4, 8 und 12). Die produzierte Menge an YadA bzw.
YadA-Derivaten ist bei allen Stimmen vergleichbar (Spur 10-12). Die AYadA-Konstrukte
zeigten weder in WA- (Spur 5) noch in WAAinv-Stimmen (Spur 9) YadA-Produktion, wie
auch die Negativkontrolle WA(pYVAYadA) (Spur 2).

3.5.1.4 Interaktion der WAAinv-Stimme mit Kollagen Typ I und dem kollagen-dhnlichen

Peptid (POG)

Um die Kollagen Typ I-Bindung der Yersinien mit den jeweiligen YadA-Konstrukten zu
untersuchen, wurden diese mit Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ I (488-Koll I) inkubiert
und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Fiir die Detektion der Bakterien wurde
zusitzlich mit DAPI gefarbt.

WAAinv(pYadA) und WAAinv(pYadAan) zeigen durch ihre Oberflichenfluoreszenz die
Bindung von 488-Koll 1. WAAinv(pYadApyy) und WAAinv(pAYadA) zeigen keine
Griinfluoreszenz, was auf eine definierbare Kollagenbindung hinweist (Abb. 3.23).

Des Weiteren wurden die Stdmme beziiglich ihrer Bindungsfihigkeit gegeniiber dem
kollagendhnlichen Peptid (POG);¢ getestet. Hierzu wurden YFP-produzierende (griin/gelb-
fluoreszierende) Yersinien mit dem fluoreszenzmarkierten 647-(POG);¢ (pink) inkubiert und
ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb. 3.24). Die YFP-produzierenden
Yersinien konnten als griin fluoreszierende Bakterien sichtbar gemacht werden.
WAAinv(pYadA, pYFP) und WAAinv(pYadAan, pYFP) wiesen zusétzlich eine pink-farbene
Oberflachenumrandung auf und besitzen somit die Eigenschaft, 647-(POG);o zu binden. Der
Kollagen-nichtbindende Stamm WAAinv(pYadApny, pYFP) zeigte keine (POG);o-Bindung.
Wie erwartet, bindet der YadA-negative Stamm WAAinv(pAYadA, pYFP) auch kein 647-
(POG)).

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass Yersinien mit YadAan (Deletion der
PMN-Bindungsdoméne) weiterhin die Fahigkeit besitzen, Kollagen wie auch (POG);y zu
binden. Zudem wurde gezeigt, dass Kollagen-nichtbindendes YadApy auch kein (POG)
bindet.
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Abb. 3.23 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von 488-Koll I und Yersinien.

Nach 2h-Inkubation der Bakterien bei 37 °C folgte eine Inkubation mit 10 pg/ml 488-Koll I fiir 15 min bei 37
°C. Fiir die Einbettung der Proben wurde Anti-fade DAPI verwendet. Mittels Fluoreszenzmikroskopie kdnnen
488-Koll I-bindende WAAinv(pYadA) und WAAinv(pYadA,y) Bakterien als griin fluoreszierende Zellen
dargestellt werden. WAAinv(pYadApy) und WAAinv(pAYadA) zeigen keine griine Fluoreszenz, was auf
fehlende Bindung von 488-Koll I hinweist. Der Groenbalken entspricht 2 pm.

WAAinv | pYadA pYadAyy pYadAxy pAYadA

647-
(POG)1g

YFP

Abb. 3.24 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von 647-(POG);, und Yersinien.

Nach 2h-Inkubation der Bakterien bei 37 °C folgte eine Inkubation von 10 pg/ml 647-(POG);, fiir 15 min bei 37
°C. YFP-Yersinien sind in griin dargestellt. Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnen 647-(POG);,-bindende
WAAinv(pYadA, pYFP) und WAAinv(pYadAan, pYFP) Bakterien als pink fluoreszierende Zellen dargestellt
werden. WAAinv(pYadApy, pYFP) und WAAinv(pAYadA, pYFP) zeigen keine Fluoreszenz, was auf fehlende
Bindung von 647-(POG);, hinweist. Der GroBenbalken entspricht 2 pm.
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3.5.2 Die Rolle der YadA-Kollagenbindungseigenschaft bei Infektionen von HeLa-
Zellen

3.5.2.1 Nachweis von Kollagen- und Fibronektin-Produktion in HeLa-Zellen

Es wird vermutet, dass YadA tiber einen Briickenmechanismus mit extrazelluldren Matrix-
(ECM)-Proteinen an [,-Integrine von Wirtsszellen bindet. ECM-Proteine werden von
Epithelzelllinien (z.B. Hep2) produziert und sekretiert (Morita et al., 1993, Hayashi et al.,
1988).

Anti-Fib Anti-Koll

Abb. 3.25 Doppel-Immunfluoreszenzmikroskopie von HeLa-Zellen zum Nachweis von Fibronektin und

Kollagen auf der Zelloberfliche.

1x10° HeLa-Zellen wurden unfixiert mit Maus anti-Fibronektin Antikorper und Ziege anti-Maus IgG Alexa488-
Konjugat (griin) bzw. Kaninchen anti-Kollagen Typ I Antiserum und Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa555-
Konjugat (rot) inkubiert. Nach drei Waschschritten wurde mit 3,7 % PFA fixiert und mit Anti-fade DAPI
eingebettet. HeLa-Zellen sekretieren offensichtlich ECM-Proteine. (A) Fibronektin, (B) Kollagen. Der
mikroskopische Nachweis erfolgte sequentiell an einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (CLSM). Der

GroBenbalken entspricht 10 um.

Um dies fiir HeLa-Zellen zu bestitigen, wurden Doppel-Immunfluoreszenzfarbungen der
Zytoplasmamembran mit Maus anti-Fibronektin Antikérper und Kaninchen anti-Kollagen
Typ I Antiserum und den entsprechenden Fluorophor-konjugierten Zweitantikdrpern
durchgefiihrt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert (2.17.3.1). Es konnte sowohl
Fibronektin (griin) als auch Kollagen (rot) auf der Oberflache der nativen unfixierten HeLa-
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.25, A, B). Offensichtlich sekretieren HeLa-Zellen die
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ECM-Proteine Fibronektin und Kollagen, wobei die Menge an ECM-Protein nicht von allen
Zellen gleich stark produziert wird. Da mittels CLSM nur ein Auschnitt der z-Ebene
mikroskopiert wurde, konnte Fibronektin und Kollagen nur an den Zellrdndern dargestellt

werden.

3.5.2.2 Infektionen von HeLa-Zellen

Die YadA-vermittelte Bindung der Yersinien an ECM-Proteine ermdglicht die Interaktion
mit B;-Integrinen, welche von Epithelzellen produziert werden. B;-Integrine binden Kollagen
wie auch Fibronektin und konnten somit die Anheftung von Yersinien durch YadA
gewihrleisten (Gilcrease, 2007). Fibronektin besitzt neben einer Bindungsstelle fiir Integrin
auch eine fiir Kollagen (To & Midwood, 2011). Kollagengebundene Yersinien konnten daher
auch iber Fibronektin eine Bindung mit ;-Integrinen eingehen. Die Bindung von
Kollagenfibrillen an YadA konnte aber auch zu einer schwécheren Bindung an Epithelzellen
fiihren, da die Bindungsstelle fiir Kollagen des YadA Proteins bereits besetzt ist und somit
die Bindung an Kollagenfasern der ECM inhibiert wird.

Daher sollte der Einfluss des an YadA gebundenen Kollagens von Yersinien auf Adhésion
von Epithelzellen gepriift werden. Hierzu wurden HeLa-Zellen mit Kollagen-freien und
Kollagen-priainkubierten Yersinien inkubiert (2.16.2). Ungebundene Yersinien wurden durch
Waschen entfernt, zell-assoziierte Bakterien mittels Triton in Suspension gebracht und die
CFU durch Ausplattieren auf selektiven Agarplatten bestimmt. Fiir diese Versuche wurden
WAAinv-Stimme verwendet, um die alleinige Rolle von YadA mit und ohne Kollagen fiir
die Interaktion mit HeLa-Zellen zu iiberpriifen. Etwa 100 % der eingesetzten
WAAinv(pYadA)-Stimmen zeigten Adhdrenz gegeniiber Hela-Zellen, wohingegen die
Bindungseffizienz von WAAinv(pYadAgpy) um 75 % geringer war (Abb. 3.26, weille Saulen).
Dies bestitigt die Ergebnisse von Roggenkamp et al., 1995, dass die Bindung von Yersinien
an HeLa-Zellen mit der Kollagenbindungseigenschaft von YadA korreliert.

Yersinien mit gebundenem Kollagen hingegen zeigten keine signifikanten Unterschiede in
der Adhédsion an HeLa-Zellen. Der kollagenbindungsmutierte Stamm WAAinv(pYadApy),
der als Negativkontrolle mit Kollagen inkubiert wurde, zeigte dhnliche Bindungseffizienz wie
unbehandelte WAAinv(pYadApy) (Abb. 3.26). Der Verlust der Kollagenbindungseigenschaft

fihrt zu verminderter Zelladhésion.
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Abb. 3.26 Adhision von WAAinv(pYadA) und WAAinv(pYadAyy) mit und ohne Kollagenbehandlung an
HeLa-Zellen.

2x10° HeLa-Zellen wurden mit einer MOI von 10 fiir 30 min inkubiert. Prozentualer Anteil zell-assoziierter
Bakterien in Bezug auf die Anzahl eingesetzter Bakterien. Die Adhdsion von WAAinv(pYadAyy) im Vergleich
zu WAAinv(pYadA) ist um 75 % reduziert. Die Kollagenbehandlung spielt dabei keine Rolle. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert dreier unabhéngiger Experimente, in drei Ansédtzen durchgefiihrt, dargestellt. ns = nicht

siginifikant; *, p< 0,05 versus WAAinv(pYadA). pYadA: WAAinv(pYadA), pYadApy: WAAinv(pYadApy).

YadA-positive Yersinien binden wahrscheinlich an sekretierte ECM-Proteine der Hela-
Zellen unabhdngig von einer Kollagenvorinkubation. Da Fibronektin auch eine
Bindungsstelle fiir Kollagen aufweist, konnten Kollagen-prainkubierte Yersinien {iber eine
Fibronektin-Kollagen-Interaktion die Bindung an HeLa-Zellen ermdglichen, wohingegen
Kollagen-freie Yersinien direkt an sekretiertes Fibronektin, Kollagen oder andere ECM-

Proteine wie Laminin binden.
3.5.3 Die Interaktion von Kollagen-bindenden Yersinien mit Neutrophilen (PMNs)

Im Gegensatz zu Epithelzellen produzieren primére himatopoetische Zellen wie PMNs keine
ECM-Proteine an der Zelloberfldche. Diese exprimieren aber eine Reihe an Rezeptoren, wie
B1- und PB,-Integrine, fTMLP-Rezeptoren, TLR 2 und TLR 4 oder F.Rezeptoren, die eine
Yersinien-Bindung ermdglichen kénnen (Sabroe ef al., 2002, Balazovich et al., 1996, Frieser
et al., 1996). Kollagengebundene Yersinien konnten zum Einen indirekt iiber Integrine eine
PMN-Bindung eingehen, zum Anderen konnte die Kollagenschicht aber auch zur Maskierung
von YadA-Dominen fiihren, welche fiir die PMN-Rezeptorbindung notwendig sind, womit

eine PMN-Interaktion eingeschriankt ist. Um den Einfluss der YadA-Kollagenbindung auf die
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PMN:-Interaktion zu untersuchen, wurden humane PMNs isoliert, mit Kollagen-freien sowie

Kollagen-priinkubierten Yersinien infiziert und die Adhérenzrate miteinander verglichen.

3.5.3.1 Isolierung von humanen PMNs

PMNs wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus humanem Blut isoliert (2.15.5) und
die Reinheit der Zellfraktionen mittels PMN-spezifischer Antikorper iiberpriift. Hierfiir
wurden die Zellen mit anti-CD66abce-APC Konjugat inkubiert und durchflusszytometrisch
analysiert. 98,7 % der isolierten Zellen waren CD66abce-positiv und wurden damit als
Neutrophile identifiziert (Abb. 3.27, A). Um die Spezifitit der CD66abce-Antikorperbindung
zu Uberpriifen, wurden die PMNs mit IgG2b-APC als Isotypkontrolle inkubiert. Hierbei
zeigten nur wenige Zellen ein Fluoreszenzsignal (0,42 %).

A B

Isotyp-Kontrolle CD66abce Anti-Koll

800 800 -
600 500 -

400 ‘ 0.42 400

Ereignisse

200 + 200 +

0 TrHT T T T 0L

10° 10' 102 10° 10° 10 102 10°

APC-Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.27 Reinheitsiiberpriifung und Test auf Kollagenproduktion der aus humanem Blut gewonnenen
PMN-Fraktionen.

(A) Histogramm: 1x 10° Zellen wurden mit 1 pl CD66abce- bzw. der Isotypenkontrolle IgG2b-APC Konjugat
fiir 10 min inkubiert und der Anteil an fluoreszierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. 98,7 % der
isolierten Zellen sind CD66abce-positiv (rechtes Diagramm). Die Isotypenkontrolle zeigte vergleichbare
Fluoreszenzintensitdten wie ungefarbte Zellen (linkes Diagramm). Ungeférbte Zellen sind in grau unterlegt. (B)
Immunfluoreszenzmikroskopie von PMNs fiir die Untersuchung der Kollagenproduktion. PFA fixierte PMNs
wurden mit Kaninchen anti-Kollagen Typ I Antiserum und Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa488-Konjugat
inkubiert und mit Anti-fade DAPI eingebettet. Der Zellkern der Zellen erscheint in blau, Kollagen in griin. Die
Kollagenproduktion der isolierten Zellen ist gering. Der Grof3enbalken entspricht 20 um.

Um die Anwesenheit von Kollagen von PMNs auszuschlieen, wurden die isolierten Zellen

zundchst mittels polyklonalem Kaninchen anti-Kollagen Typ I-Serum  auf
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Kollagenproduktion mittels Immunfluoreszenz getestet (2.17.3.1). Dieses Antiserum wurde
auch fiir den positiven Nachweis der Kollagensekretion der HeLa-Zellen verwendet (Abb.
3.25). In der PMN-Fraktion zeigten ~ 0,05 % eine Griinfluoreszenz auf der Zelloberflidche
(Abb. 3.27, B). Da 98,7 % als PMNs identifiziert wurden, ist es moglich, dass die {ibrigen 1,3
% der Zellen keine PMNs sind und z.B. Fibroblasten-dhnliche Zellen wie Fibrozyten
enthalten, die Kollagen-positiv sind (Pilling ez al., 2009).

3.5.3.2 Interaktion von Yersinien mit humanen PMNs

Um den Einfluss der Kollagenbeschichtung der Yersinien auf Adhédsion von PMNs zu
untersuchen, wurden diese mit unbehandelten bzw. Kollagen behandelten yfp-exprimierenden
Yersinien mit unterschiedlichen YadA-Konstrukten inkubiert (2.16.4).

Der prozentuale Anteil von PMNs, der mit YFP-positiven Bakterien assoziiert ist
(Bindungsanteil %) wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Zuniachst wurden die Rolle der
Kollagenbindungseigenschaft und der Einfluss des Adhésins Inv von Kollagen-freien
Yersinien an der PMN-Interaktion bestimmt. Hierzu wurden die verschiedenen YadA-
Mutanten in einem Inv-negativen und Inv-positiven Hintergrund ohne Kollagen-
Vorinkubation fiir die Infektion von PMNs verwendet und die Bindungsanteil miteinander
verglichen.

Bei einer MOI von 5 Yersinien pro PMN waren 52 % der PMNs mit WAAinv(pYadA, pYFP)
assoziiert, wohingegen nur 28 % bzw. 31 % der PMNs mit WAAinv(pAYadA, pYFP) bzw.
WAAinv(pYadAan, pYFP) assoziiert waren (Abb. 3.28). Dies bestitigt, dass fiir die Bindung
an PMNs die N-terminale Region (Aminosduren 29-81) des YadA-Proteins eine wichtige
Rolle spielt (Roggenkamp et al., 1996). Die Kollagenbindungsmutante WAAinv(pYadAyy,
pYFP) zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Bindungseffizienz im Vergleich zu
WAAinv(pYadA, pYFP). Somit spielt die Kollagenbindungseigenschaft von YadA, wie
erwartet, in der Tendenz eine schwache Rolle. Da nur etwa die Hélfte (52 %) der PMNs fahig
sind, Yersinien zu binden, wird angenommen, dass nur diese PMNs Rezeptoren fiir die

Yersinien-Bindung produzieren.
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Abb. 3.28 Adhision von WAAinv(pYFP)-Stimmen an PMN:s.

2 x10° PMNs wurden mit einer MOI von 5 fiir 30 min inkubiert und der prozentuale Anteil an PMNs mit
assoziierten YFP-positiven Yersinien durchflusszytometrisch bestimmt. Die Adhédsion von WAAinv(pAYadA)
und WAAinv(pYadAay) an PMNs ist reduziert. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mindestens dreier
unabhéngiger Experimente dargestellt. ns = nicht signifikant; *, p < 0,05; *** p < 0,001 versus
WAAinv(pYadA). pAYadA: WAAinv(pAYadA, pYFP), pYadA: WAAinv(pYadA, pYFP), pYadApy:
WAAinv(pYadAyy, pYFP), pYadAn: WAAinv(pYadAay, pYFP).

Inv-positive Yersinien zeigten nur teilweise hohere Bindung an PMNs im Vergleich zu den
WAAinv-Stimmen, wobei nur WA(pYadA, pYFP) signifikant hohere Bindungseffizienz
zeigte (60 %) (Abb. 3.29, A). PMN-assoziierte Inv-positive WA(pAYadA, pYFP) (37 %),
WA(pYadApy, pYFP) (43 %) und WA(pYadAan, pYFP) (38 %) =zeigten hohere
Bindungseffizienz als die zugehorigen Inv-negativen Yersinien (28 %, 39 % bzw. 31 %),
jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Aus der Populationsverteilung im Histogramm
geht jedoch hervor, dass bei allen Stammen der groBte Anteil an PMNs eine hohe MFI
zeigen, wobei dieser Anteil bei Inv-positiven im Vergleich zu Inv-negativen Yersinien erhoht
ist (Abb. 3.29, B). Somit binden die meisten PMNs mehrere Yersinien pro PMN. Der Anteil
an niedrigeren MFI-Werten ist bei allen infizierten PMNs gering. Insgesamt zeigen somit
WA(pYadA, pYFP)- bzw. WA(pYadApy, pYFP)-inkubierte PMNs eine hohere MFI als
WA((pAYadA, pYFP)- bzw. WA(pYadAan, pYFP)-inkubierte PMNSs.

99



Ergebnisse

pAYadA ' f\

>
T

&8 inv+
 inv-

=2

o
1
*

ns

pYadA W\,\ ,J\y
40 1 ns ns 4 W/ \

% PMNs assoziiert mit
YFP+ Yersinien

[O]
2l - .
cE» o o 102 o . Inv+
20 [ [ Inv-
L ’J &
0. pYadA,y |
% ,
\o S M ‘
.\‘§. .\'9 &Y“{\ fPV" \\
QV Q A A 0
Q 10° 0’ 0° 0°
pYadA,y

Yfp+

Abb. 3.29 Adhision von WA(pYFP)- und WAAinv(pYFP)-Stimmen an PMN:s.

2 x 10° PMNs wurden mit einer MOI von 5 fiir 30 min inkubiert und der prozentuale Anteil an PMNs mit
assoziierten YFP-positiven Yersinien durchflusszytometrisch bestimmt (A). (B) Histogramme der
durchflusszytometrischen Bestimmung: Inv-negative Yersinien sind in hellrot unterlegt, Inv-positive in blau.
Der Bindungsanteil von Inv- und YadA-positiven Yersinien ist erhoht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
mindestens dreier unabhéngiger Experimente dargestellt. ns = nicht signifikant, *, p < 0,05 versus WA(pYadA).
pAYadA: WA bzw. WAAinv(pAYadA, pYFP), pYadA: WA bzw. WAAinv(pYadA, pYFP), pYadAyy: WA
bzw. WAAinv(pYadApy, pYFP), pYadAan: WA bzw. Ainv(pYadAan, pYFP).

Aus diesen Ergebnissen ergeben sich drei postulierte PMN-Rezeptoren (A, B, C) (Abb. 3.30):
1. Eine YadA-vermittelte Bindung kann iiber den N-terminalen Bereich von YadA geschehen
(Rezeptor A), 2. Die PMN-Bindung wird durch ein anderes Yersinia Adhésin vermittelt
(Rezeptor B), da Inv- und YadA-negative Yersinien auch PMN-Interaktion zeigen, 3. Eine

Inv-vermittelte Bindung an z.B. B;-Integrine wird ermdglicht (Rezeptor C).
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Stamm | Rezeptor | Bindungsanteil % Stamm | Rezeptor | Bindungsanteil %
A B C A B

YadAyy/YadA 00 ~50 % v, YadAgYada ] (][] ~60 %
B C B

YadAy/AYadA U ~30% Inv, YadAy/AYadA | G ~38%

Abb. 3.30 Mogliche Kombination an PMN-Rezeptor-Interaktion mit den verschiedenen Yersinien-

Konstrukten.

Um den Beitrag des YadA-Kollagenkomplexes der Yersinien an der PMN-Interaktion zu
untersuchen, wurden Inv-negative-Stimme mit Kollagen bzw. mit dem kollagendhnlichen
Peptid (POG);¢ prdinkubiert und mit PMNs inkubiert. Der prozentuale Bindungsanteil an
PMNs, die mit WAAinv(pYadA, pYFP)/Kollagen assoziiert waren, lag bei nur mehr 20 %,
und lag damit im Vergleich zu Yersinien ohne Kollagenbeschichtung 2,6fach niedriger (Abb.
3.31, A). PMNs mit WAAinv(pYadAan, pYFP)/Kollagen zeigten noch einen Bindungsanteil
von 24 %, der im Vergleich mit Kollagen-freien Yersinien (31 %) niedriger war.
WAAinv(pYadAny, pYFP)/Kollagen =zeigte keine signifikante ~ Anderung im
Bindungsverhalten an PMNs im Vergleich zu Kollagen-freien Yersinien. Ebenso wie
WAAinv(pAYadA, pYFP), welcher als Kontrolle diente. Dies spricht dafiir, dass nicht das
Kollagen in der Yersinien-Suspension, sondern das Yersinien-gebundene Kollagen die
Bindung an PMNs reduziert.

WAAinv(pYadA)/(POG);o assoziierte PMNs zeigten eine Bindungseffizienz von 50 %,
wobei dies keinen signifikanten Unterschied zu (POG)o-freien WAAinv(pYadA)-inifzierten
Zellen darstellte (52 %) (Abb. 3.31, A). Auch die Stimme WAAinv(pAYadA,
pYFP)/(POG)y, WAAinv(pYadAnpy, pYFP)/(POG) und  WAAinv(pYadAan,
pYFP)/(POG)( zeigten kein verdndertes Bindungsverhalten gegeniiber PMNs, welche mit
den entsprechenden (POG)o-freien Yersinien inkubiert wurden (Abb. 3.31, B).
Zusammenfassend fiihrt YadA-gebundenes Kollagen der Yersinien zu einer Verringerung in
der Adhédrenz an PMNs, wohingegen die Bindung des kollagendhnlichen Peptids (POG),o an
YadA die Bindung an Neutrophile nicht beeinflusst.
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Abb. 3.31 Adhiision von WAAinv(pYFP)-Stimmen mit und ohne Kollagen- bzw. (POG)y-Priinkubation
an PMNs.

Yersinien wurden mit 10 pg/ml Kollagen bzw. 50 pg/ml (POG)y, fiir 15 min bei 37 °C inkubiert und fiir die
Infektion (MOI = 5) von 2 x 10° PMNs eingesetzt. Der prozentuale Anteil an PMNs mit assoziierten YFP-
positiven  Yersinien wurde  durchflusszytometrisch ~ bestimmt (A). (B) Histogramme  der
durchflusszytometrischen Bestimmung: Yersinien mit Kollagen sind in hellrot unterlegt, Kollagen-freie in blau,
(POG);p-Yersinien in rot. Nur 20 % der PMNs binden WAAinv(pYadA)/Kollagen. (POG);-prainkubierte
Yersinien zeigen keine Anderung im Bindungsverhalten. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mindestens dreier
unabhéngiger Experimente dargestellt. *, p < 0,05; **, p < 0,01. pAYadA: WAAinv(pAYadA, pYFP), pYadA:
WAAinv(pYadA, pYFP), pYadAuy: WAAinv(pYadApy, pYFP), pYadAan: WAAinv(pYadAan, pYFP).

3.5.4 Die Interaktion von Kollagenbindenden Yersinien mit Makrophagen

Neben PMNs spielen auch Makrophagen eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunabwehr. Diese Phagozytentypen unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer
Rezeptorexpression, sondern auch in der Chemokin- und Zytokinsekretion. Um den Einfluss
der Kollagenbindung von Yersinien auf die Makrophagen-Interaktions- und -Phagozytoserate
(MIR und MPR) zu untersuchen, wurden konfluente J774-Makrophagen mit unbehandelten
sowie kollagenbehandelten Yersinien infiziert. Fiir Adhésionsversuche wurden die Zellen mit
Inv-negativen Yersinien, mit bzw. ohne Kollagenvorbehandlung, mit einer MOI von 10 fiir
30 min inkubiert und die Anzahl an zellassoziierten Bakterien (intra- und extrazellulér)

mittels CFU (,,colony forming units) bestimmt. Fiir die Quantifizierung der phagozytierten
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Yersinien wurde Gentamicin eingesetzt, das zur Abtotung der extrazelluldren Bakterien fiihrt
(2.16.5). Bevor infizierte Makrophagenproben auf Agarplatten ausplattiert wurden, wurden
diese mit Kollagenase inkubiert, um eine Vereinzelung der Kollagenbehandelten Yersinien

zu gewihrleisten.

A B
Makrophagen- Makrophagen-
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Abb. 3.32 Bestimmung der MIR und MPR von Yersinien mit bzw. ohne Kollagenbehandlung von J774-
Makrophagen.

Yersinien wurden mit bzw. ohne 10 pg/ml Kollagen fiir 15 min bei 37 °C inkubiert und fiir die Infektion (MOI
= 10) von 1 x 10° Makrophagen eingesetzt. Nach 30 min Inkubation wurde die MIR (A), nach einer 90-
miniitigen Gentamicinbehandlung die MPR quantifiziert (B). Vor Bestimmung der MIR und MPR erfolgte eine
Behandlung mit 0,1 U Kollagenase. Die Ergebnisse sind als logl0 CFU/ml angegeben und als Mittelwert dreier
unabhingiger Experimente, welche in drei Ansétzen durchgefiihrt wurden, dargestellt. nd = nicht durchgefiihrt,
ns = nicht signifikant; *, p < 0,05. pAYadA: WAAinv(pAYadA), pYadA: WAAinv(pYadA), pYadAyy:
WAAinv(pYadAyy), pYadAan: WAAinv(pYadAay).

Die Bestimmung der MIR zeigte vergleichbare CFU-Werte fiir unbehandelte
WAAinv(pYadA), WAAinv(pYadAuy) und WAAinv(pYadAan) (Abb. 3.32, A). Die MIR
kollagenvorbehandelter WAAinv(pYadA) und WAAinv(pYadApy) war vergleichbar mit der
von Kollagen-freien Yersinien, sowie der MIR von WAAinv(pYadAan)-assoziierten
Makrophagen und war damit fast dreimal so hoch wie die MIR von WA(pAYadA). Auch die
Phagozytoserate (MPR) war bei allen Kollagen-freien Stimmen vergleichbar (Abb. 3.32, B).
WAAinv(pYadA)/Kollagen zeigte hingegen eine Sfach niedrigere MPR als der entsprechende
Kollagen-freie Stamm (Abb. 3.32, B). Die Kollagenbindungsmutante WAAinv(pYadApy)
zeigte mit und ohne Kollagenbehandlung eine vergleichbare MPR. Dies spricht dafiir, dass

nicht das Kollagen in der Yersiniensuspension, sondern nur an YadA gebundenes Kollagen
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die Phagozytoserate reduziert. Die Kollagenbindung von Yersinien konnte somit einen
Schutzmechanismus vor Phagozytose von Makrophagen darstellen. Desweiteren konnte
gezeigt werden, dass die Deletion der N-terminalen Region von YadA (pYadAan) keinen

Einfluss auf die Makrophagen-Interaktion hat.

3.6 MARCO als potentieller Wirtszellrezeptor fiir YadA

Bisher ist fiir YadA kein direkter Wirtszellrezeptor bekannt. Da in dieser Arbeit die
Interaktion von YadA mit Kollagenfibrillen charakterisiert wurde, wurde die Beteiligung des
trimeren MARCO (,,macrophage receptor with collagenous structure*) als direkter Rezeptor
fir YadA untersucht. Dieser Rezeptor, welcher vor allem von Makrophagen in der
Marginalzone der Milz exprimiert wird, weist eine tripel-helikale kollagendhnliche
Rezeptorstil-Doméne auf (Elomaa et al., 1998).

Auch die verwendeten J774-Makrophagen produzieren MARCO (0): Mittels Ratte anti-
Maus-MARCO (ED31) Antikérper konnte in der Durchflusszytometrie eine
Fluoreszenzintensititsverschiebung von gefarbten Zellen gezeigt werden (Abb. 3.33, B). Eine
Stimulation der Makrophagen mit LPS filihrte zu keiner signifikanten Erh6hung der MFI im
Vergleich zu unstimulierten Zellen (Abb. 3.33, A). Dadurch konnten die Aussagen von van
der Laan nicht bestdtigt werden, da auch unstimulierte Zellen eine dhnliche MFI wie LPS-
stimulierte J774-Makrophagen zeigten (Abb. 3.33, A und B, griin und blau) (van der Laan et
al., 1999). Zudem konnte die Oberflichendichte von MARCO unstimulierter Zellen durch
Immunfluoreszenzmikroskopie detektiert werden (Abb. 3.33, C1). Kontroll-Makrophagen,
die nur mit dem Sekundirantikérper inkubiert wurden, zeigten keine Fluoreszenz (Abb. 3.33,
C2, Kontrolle). Diese Ergebnisse lassen den SchluB3 zu, dass MARCO auch ohne vorherige
Stimulation schon auf der Oberflidche der J774-Makrophagen mittels spezifischer Antikdrper

nachweisbar ist.

3.6.1 Transfektion und Synthesenachweis von MARCO

Um die Rolle von MARCO als potentiellen Wirtszellrezeptor von YadA genauer zu
untersuchen, wurden humane CHO-Zellen mit pMARCO (Tab. 2.3) transfiziert (2.16.3) und

zunéchst die Produktion von MARCO mittels Immunoblot nachgewiesen.

104



Ergebnisse

A B

c 20 ns w

= e ]

@

= ]
— £ 154 1
£$ 18
f s s | | N W unstimuliert
$3 104 5| f\ @ +LPs
o E D I/
ok o il |\
x 0 w . '\I

5 05- o j '

$ \r_._.._

o

> 0 R e T

10° 10' 100 10° 10}
s -« -

MARCO+

anti-MARCO Kontrolle

C1 Cc2

Abb. 3.33 Nachweis von MARCO auf J774-Makrophagen.

2x10° Zellen wurden mit Ratte anti-Maus-MARCO Antikorper und anschlieBend Ziege anti-Ratte Alexa647-
Konjugat inkubiert. Zur Erh6hung der MARCO-Oberflichendichte wurden Zellen zuvor mit 100 ng/ml LPS
iber Nacht stimuliert. Der Nachweis von MARCO auf J774-Makrophagen erfolgte iiber die
durchflusszytometrische ~Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) (A, B) und
Immunfluoreszenzmikroskopie (C). Unstimulierte (B, blau) zeigen eine leicht geringere Oberflichendichte an
MARCO als mit LPS behandelte J774-Makrophagen (B, griin) (A, B). Als Kontrolle wurden Zellen nur mit
dem Sekundérantikorper inkubiert (B, grau, C2). Die Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt die
Oberflachenexpression von MARCO (Cl1, pink). Die Ergebnisse sind als Mittelwert dreier unabhidngiger

Experimente dargestellt. ns = nicht signifikant. Der Groenbalken entspricht 10 pm.
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Abb. 3.34 Synthesenachweis von MARCO transfizierter CHO-Zellen mittels Immunoblot.

3x10° Zellen in SDS-Probenpuffer wurden auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und nach Western Blot mit
Kaninchen anti-human MARCO,, Antiserum detektiert. CHO(pMARCO) produzieren das MARCO-Protein (2).
Negativkontrolle: untransfizierte CHO-Zellen (1). Als Ladekontrolle wurde Maus anti-Aktin verwendet.

Der Immunoblot zeigte fiir CHO(pMARCO) eine Proteinbande bei ~60 kDa (Abb. 3.34, Spur
2), welche bei untransfizierten CHO-Zellen nicht vorhanden war (Abb. 3.34, Spur 1). Als
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Gel-Ladekontrolle wurde die Aktinproduktion mittels Maus anti-Aktin-Antikorper bei beiden
Zellen in vergleichbaren Mengen nachgewiesen (Abb. 3.34, Spur 1 und 2).

3.6.2 Bindung von yadA-exprimierenden Yersinien an MARCO-transfizierte CHO-
Zellen

Die unter 3.6.1 beschriebenen transfizierten CHO-Zellen wurden mit den WAAinv(pYFP)-
Stammen inkubiert und zell-assoziierte YFP-positive Yersinien mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. CHO-Zellen wurden sowohl mit Volllingen-MARCO
(pPMARCO) als auch mit einer verkiirzten Variante (pH420), dem die Cystein-reiche Region
am C-Terminus (Doméne V) deletiert wurde, transfiziert (Brannstrom et al., 2002) (Abb.
3.35, B). Hierzu wurden die Proben mit anti-human MARCO,; Kaninchenserum gefarbt und
zunichst fluoreszenzmikroskopisch die Transfektionseffizienz ermittelt. Da diese bei ca. 30
% lag, wurden pro Infektionsprobe die Anzahl adhirenter Yersinien von untransfizierten
CHO- mit der von CHO(pMARCO)- und CHO(pH420)-Zellen, welche durch Rotfluoreszenz
detektiert ~wurden, verglichen (Abb. 3.35, A). Die gemittelte Anzahl an
WAAinv(pYadA,YFP)-assoziierten CHO(pMARCO)-Zellen war 3mal hoher als die von
MARCO-negativen und untransfizierten CHO-Zellen, allerdings waren die Werte wegen der
hohen Streuung nicht signifikant (Abb. 3.35, C). Etwa gleich viele WAAinv(pYadA,YFP)
Yersinien wurden an MARCO- und H420-positiven CHO-Zellen bestimmt. Dies ldsst den
Schlu3 zu, dass die Doméine V nicht entscheidend fir die YadA-Interaktion ist. Die
Bindungseffizienz von WAAinv(pYadApy,YFP) an CHO-Zellen und CHO(pH420) war
geringer als die von WAAinv(pYadA,YFP) infizierten Zellen. Die Anzahl von
WAAinv(pAYadA,YFP)-assoziierten MARCO-, H420-positiven sowie -negativen CHO-
Zellen betrug weniger als ein Bakterium pro Zelle. Somit ist der Rezeptor MARCO

wahrscheinlich nicht wesentlich an der Yersinien-YadA-Zellinteraktion beteiligt.
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Abb. 3.35 Adhision von WAAinv(pYFP)-Stimmen an CHO(pMARCO) und CHO(pH420)-Zellen.

1,6 x 10* transfizierte CHO-Zellen wurden mit einer MOI von 10 fiir 30 min inkubiert und die Anzahl an
adhdrenten Yersinien nach Inkubation mit anti-human MARCO,. Kaninchenserum und anschlieBend anti-
Kaninchen Alexa555-Konjugat fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (A, C). (A) Exemplarisch sind die mit
WAAinv(pAYadA,YFP), WAAinv(pYadA,YFP) und WAAinv(pYadAyy,YFP) infizierten CHO(pMARCO)
Zellen (rot) dargestellt. Zell-assoziierte Yersinien (griin) wurden pro Zelle gezéhlt (gelber Pfeil). Der
Groflenbalken entspricht 20 pm. (B) Schematische Darstellung des MARCO-Rezeptors (Doméne 1-V) und des
verkiirzten Konstrukts H420 (Domine I-IV). Domédne II entspricht der Verankerung in der Zellmembran,
Doméne IV der kollagendhnlichen Region. (C) Von mindestens 5 Gesichtsfeldern (N = ~ 25
Zellen/Gesichtsfeld) wurden zell-assoziierte Yersinien jeweils von pMARCO+ und pMARCO-, pH420+ und
pH420-, sowie untransfizierten CHO-Zellen (Kontrolle) pro Zelle gezihlt. Die Anzahl von adhérenten YadA-
positiven Yersinien an CHO(pMARCO)- und CHO(pH420)-transfizierten Zellen ist nicht signifikant hoher als
die Anzahl von YadA-negativen und YadAyy-produzierenden Yersinien. Die Ergebnisse sind als Mittelwert (N
= ~ 125) mindestens dreier unabhingiger Experimente dargestellt. *, p < 0,05; ** p < 0,01 versus
WAAinv(pYadA), ns = nicht signifikant. pAYadA: WAAinv(pAYadA, pYFP), pYadA: WAAinv(pYadA,
pYFP), pYadAypy: WAAinv(pYadAyy, pYFP). p(MARCO): CHO(pMARCO), p(H420): CHO(pH420).
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4 Diskussion

4.1 Das Wachstumsverhalten von Yersinien im 3D-KoG

Ein mit Y. enterocolitica kultiviertes 3D-KoG stellt ein in vitro-Modell dar, welches in vivo-
Bedingungen simuliert. Mit diesem kann eine dreidimensionale gewebsdhnliche Umgebung
erzeugt werden, welche realere Untersuchungen als ein 2D-System beziiglich Zellinteraktion,
-migration, sowie Zellmatrixinteraktion ermoglicht. Das Wachstumsverhalten von
humanpathogenen Y. enterocolitica im 3D-KoG spiegelt zudem die Kolonisierung in
infiziertem Mausgewebe wider: Stidmme, welche das Virulenzplasmid pYV besitzen
(WA(pYYV)), bilden dicht gepackte Mikrokolonien (DPM-Phénotyp), das der Yersinien-
Kolonisierung einer infizierten Milz, Leber und den Peyer’schen Plaques stark dhnelt (Freund
et al, 2008). In diesen Organen kommt es zu monoklonaler Mikrokolonie- und
Abzessbildung (Ollerich et al., 2007). Yersinien ohne pYV (WAc) hingegen wachsen
weitgehend planktonisch im 3D-KoG. Desweiteren ist bekannt, dass das Adhédsin YadA,
welches auf dem pYV-Plasmid kodiert wird, entscheidend fiir die Packungsdichte der
Mikrokolonien ist (Freund et al., 2008). YadA besteht aus einer Stiel-, Hals- und Kopfregion,
wobei letztere verantwortlich ist fiir Autoagglutination und Bindung an extrazelluldre
Matrixproteine wie Kollagen (Emody et al., 1989, Koretke et al., 2006). YadA-deletierte
Stamme (WA(pYVAYadA)) zeigen einen weiteren Phénotyp: diese wachsen in locker
gepackten Mikrokolonien (LPM) im 3D-KoG. Yersinien mit deletierter Kopfregion des
YadA-Proteins zeigen ebenfalls einen LPM-Phénotyp (Freund ef al., 2008). Die Fahigkeit des
YadA-Proteins Kollagen zu binden, hat jedoch keinen Einfluss auf die Packungsdichte, da ein
kollagenbindungsdefizienter Stamm WA(pYV::YadAyy), bei welchem zwei Histidin-Kodons
des YadA gegen zwei Tyrosin-Kodons ausgetauscht wurden, im 3D-KoG in DPM wiéchst.
YadA vermittelt ECM-Bindung und Autoaggregation im 3D-KoG, wobei die
Autoaggregation unabhingig von der ECM-Bindung im 3D-KoG ist. Weitere Adhésine wie
Inv oder Myf haben ebenfalls keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten im 3D-KoG
(Freund et al., 2008). Sekretierte Yop-Effektorproteine, die an der bakteriellen Oberflédche
anhaften, kdnnten zur LPM-Morphologie beitragen. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit

genauer gepriift.
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4.1.1 Der Einfluss der Yop-Effektorproteine auf das Wachstumsverhalten im 3D-KoG

Die Vermutung, die Injektionsnadel des T3SS ist an der Aggregation der Yersinien im 3D-
KoG beteiligt, konnte widerlegt werden. Hierzu wurde zum Einen der pY V-negative Stamm
WACc(pT3SS) verwendet, welcher neben YadA auch alle Gene fiir das T3SS besitzt, jedoch
keine Gene fiir die T3SS-Effektorproteine, aber die Translokon-Proteine YopB, D sowie
LerV. Zudem wurde in diesem Stamm das yadA-Gen deletiert (WA(pT3SSAYadA)). Es
konnte gezeigt werden, dass YadA-negative und T3SS-positive Stimme im 3D-KoG
planktonisch wachsen im Gegensatz zum YadA-positiven WAc(pT3SS)-Stamm, welcher in
DPM wuchs (Abb. 3.2, S.66). Somit kann das T3SS als zusitzlicher Faktor fiir die
Mikrokoloniebildung im 3D-KoG ausgeschlossen werden. Um diese Ergebnisse zu
bestitigen, wurden zusitzlich WAc-Stimme ohne T3SS verwendet. Hierzu wurden Plasmide
konstruiert, welche das funktionelle yadA4A-Gen (WA(pYadA)) sowie ein durch eine
Kanamycin-Resistenz-Kassette unterbrochenes yadA-Gen (WA(pAYadA)) besitzen. Das
Wachstumsverhalten im 3D-KoG von WA(pAYadA) dhnelte dem von WA(pT3SSAYadA),
welche beide planktonisch wuchsen, wobei der YadA-positive WA(pYadA) wie der
WACc(pT3SS)-Stamm DPM bildete. YadA-negative Stdmme, die keine Yops sekretieren,
wachsen somit planktonisch, wohingegen WA(pYVAYadA) mit funktioneller Yop-Sekretion
LPM bildet. Somit konnten sezernierte Yop-Effektorproteine an der Aggregation der
Yersinien beteiligt sein, wenn das YadA Protein als Agglutinationsfaktor nicht vorhanden ist.
Eine YadA- und Inv-Deletionsmutante im WA(pYV)-Stamm wiederrum zeigt, dhnlich dem
WAc-Stamm, planktonisches Wachstum im 3D-KoG (Guggenberger, 2011). Es wird
vermutet, dass die bakterielle Autoagglutination bei Verlust des Invasins durch YadA
kompensiert wird, da eine inv-Deletion allein keine Verdnderung des DPM-Phénotyps
herbeifiihrt (Freund et al., 2008, Guggenberger, 2011). Mdglicherweise besitzt Inv eine
inhibitorische Funktion in Bezug auf die Zell-Zellteilung. Desweiteren zeigen Inv-negative
WACc-Yersinien keine Autoagglutination in Zellkulturmedium, wohingegen YadA-negative
WA(pYV)-Stdmme instabile Aggregate aufweisen (Schiitz et al., 2010). Im 3D-KoG zeigen
diese Stimme einen stabilen LPM-Phénotyp, welcher durch die Yop-Sekretion herbeigefiihrt
wird. Die Vermutung, dass die Vernetzung zum LPM-Wachstum von WA(pYVAYadA)-
Yersinien allein auf Invasin beruht, kann nicht bestdtigt werden, da ebenfalls die Yop-

Effektorproteine daran beteiligt sein konnten.
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4.2 Charakterisierung der YadA-Kollagenbindung

Die Invasion der intestinalen Mucosa mittels Invasin gilt als erster Schritt, um eine Yersinien-
Infektion im Wirt zu verursachen (Isberg & Van Nhieu, 1995). Nach der Invasion spielt
YadA wahrscheinlich eine bedeutende Rolle wéhrend der Infektion in der Adhésion an
Wirtszellen Neben Serumresistenz vermittelt YadA auch Resistenz gegeniiber einer Reihe
antimikrobieller Peptide wie Lysozym und Defensin (Visser et al., 1996, Kirjavainen et al.,
2008). Es wird angenommen, dass die Bindung an Epithelzellen, welche extrazelluldre
Matrixproteine (ECM) wie Kollagen und Fibronektin sezernieren, durch Y. enterocolitica
entweder direkt durch Invasin oder indirekt durch YadA, das die Bindung an ECM-Proteine
vermittelt soll, geschieht. Frithere Untersuchungen wiesen die Bindung von YadA an
Kollagen Typ I, 11, III, IV, V und XI nach (Emddy et al., 1989, Schulze-Koops et al., 1992).
Kollagen Typ I wird als Tripel-Helix, bestehend aus zwei a;- und einer a,-Kette, aus der
eukaryotischen Zelle sezerniert und nach Ausbildung einer Mikrofibrille zur fertigen
Kollagenfaser quervernetzt (Shoulders & Raines, 2009). In der Vergangenheit wurde die
YadA-Kollagenbindung tliberwiegend mittels ELISA nachgewiesen: Kollagen-beschichtete
Mikrtiterplatten wurden mit Yersinien inkubiert und diese mittels AntikOrper detektiert
(Roggenkamp et al., 1995). Diese Methode eignet sich, um eine hohe Anzahl an Proben zu
testen, hat aber den Nachteil, dass iiber den Trimerisierungszustand der Kollagen-a-Ketten
bzw. Ausbildung einer Kollagenfaser und somit iiber die Bindung an Kollagenuntereinheiten
keine Aussage mehr getroffen werden kann. Um die YadA-Kollagenbindung in
Zellkulturmedium nachzuweisen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine geeignetere Methode
mit fluoreszenzmarkiertem Kollagen entwickelt. In dieser Losung ist das Vorhandensein von
trimeren a,;-/az-Kollagen-Untereinheiten (Kollagenfibrillen) gewihrleistet und die Interaktion
mit YadA kann zudem durch Detektion des fluoreszenzmarkierten Kollagens
durchflusszytometrisch quantifiziert werden.

Desweiteren wurde im 3D-KoG die Kollagenbindung der Yersinien mittels
Transmissionselektronen- (TEM) und Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. In der
Elektronenmikroskopie zeigten die Bakterien mit der Ausbildung einer fibrillar
erscheinenden Umhiillung einen neuartigen Kapsel-dhnlichen Phinotyp. Da das
Wachstumsverhalten von Yersinien im 3D-KoG eher in vivo-Bedingungen entspricht als die
Kultivierung in Zellkulturmedium, wurde die Ausbildung dieser fibrilliren Kapsel und die

YadA-Kollagenbindung in diesem Modell ebenfalls ndher charakterisiert.
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4.2.1 Die Bindung von Kollagenfibrillen an YadA

Kiirzlich konnte durch TEM die Ausbildung einer 100 nm dicken fibrilldren Kapsel (FK) von
humanpathogenen Yersinien nachgewiesen werden, wenn diese im 3D-KoG kultiviert
wurden (Freund ef al., 2008, Abb. 1.4, S.21). Eine Reihe von Mikroorganismen sezernieren
extrazelluldre Polymere, die an der Biofilmbildung beteiligt sind und ebenso durch TEM
sichtbar gemacht werden konnen. Sezerniertes bakterielles Material konnte an der
bakteriellen = Oberfliche von  Campylobacter  jejuni,  welcher  ebenfalls zur
Mikrokoloniebildung féhig ist, durch Farbung mit Rutheniumrot mittels TEM nachgewiesen
werden (Moe et al., 2010). Die Farbung mit Rutheniumrot stellt fiir den Nachweis von
Polysacchariden auf der Zelloberfliche bei elektronenmikroskopischen Analysen eine
gangige Methode dar (Waller ef al., 2004). Da die FK der Yersinien im 3D-KoG ebenfalls
mit Rutheniumrot in der TEM sichtbar gemacht wurde, wurde zunichst getestet, ob es sich
um sezernierte Polysaccharide handeln konnte. E. coli und andere Enterobacteriaceae
produzieren Poly-N-Acetylglucosamin (PNAG), welches essentiell fiir die Biofilmbildung ist
(Wang et al., 2004). In Y. pestis wird dieses Exoploysaccharid von dem Operon hmsHFRS
kodiert (Perry et al., 2004). Durch vergleichende Genomsequenzanalyse konnte auch fiir Y.
enterocolitica 8081 ein Homolog identifiziert werden. Ebenso konnte ein intaktes bcs Operon
in der Genomsequenz von Y. enterocolitica 8081 aufgefunden werden. Dieses Operon kodiert
fiir Proteine der Cellulose-Biosynthese, welches neben E. coli auch in Biofilmbildnern wie
Salmonellen und Pseudomonaden vorhanden ist (Le Quere & Ghigo, 2009, Zogaj et al., 2001,
Ude et al., 2006). Eine Beteiligung von HmsH (PNAG-Transporter) sowie BesA (Cellulose-
Synthase) an der FK-Bildung von Y. enterocolitica WA(pYV) konnte durch
elektronenmikroskopische Analysen der hergestellten AimsH- bzw. bcsA-Deletionsmutanten,
welche im 3D-KoG kultiviert wurden, ausgeschlossen werden. Beide Deletionsmutanten
zeigten im 3D-KoG DPM und eine dem WA(pYV)-Stamm vergleichbare fibrilldre Kapsel
auf der bakteriellen Oberfliche (Abb. 3.4, S.69). Weitere Yersinia Proteine, welche an der
FK-Bildung beteiligt sein konnten, wurden durch Analyse eines YadA-produzierenden E. coli
Stammes ausgeschlossen. Dieser Stamm DHS5a(pUC::YadA) zeigte den Yersinien
vergleichbare DPM- sowie FK-Bildung, welche bei YadA-negativen DH5a abwesend war.
Dies belegt, dass im wesentlichen YadA fiir die FK-Bildung im 3D-KoG verantwortlich ist.
Desweiteren war die FK bei Yersinien, welche in einem kollagenfreien 3D-Fibringel
kultiviert wurden, nicht vorhanden und eine Kollagenasebehandlung fiihrte zum Verlust der

fibrilldiren Kapsel der Yersinien im 3D-KoG. Frithere Untersuchungen zur Kollagenbindung
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von Yersinien zeigten, dass der Austausch zweier Histidin-Kodons in Position 156 und 159
des YadA-Proteins durch Tyrosin-Kodons zum Verlust der Kollagenbindung fiihrt
(Roggenkamp et al., 1995). Da bei diesem kollagenbindungsdefizienten WA(pY V::YadApy)-
Stamm durch TEM-Analysen keine FK nachzuweisen war, besteht die fibrilldre Kapsel
folglich aus Kollagenfibrillen (Abb. 3.9, S.74). Weiterhin ist die FK-Bildung nicht direkt mit
der DPM-Bildung im 3D-KoG assoziiert, da auch der kollagenbindungsdefiziente Stamm in
DPM wichst, aber im Gegensatz zu kollagenbindungsféhigen Yersinien keine FK aufweist.
Um Kollagen als Bestandteil der FK auf der bakteriellen Zelloberfliche direkt nachzuweisen,
wurden die Yersinien im 3D-KoG mittels Immunfluoreszenz- und
Immunelektronenmikroskopie analysiert. Die Detektion von Kollagen erfolgte mit
spezifischen anti-Kollagen Seren, wobei diese mit den polymerisierten Kollagenfasern kaum
reagierten. In der Immunfluoreszenz jedoch konnten die in DPM gewachsenen WA(pYV)-
Yersinien deutlich als fluoreszierende Bakterien dargestellt werden (Abb. 3.10, S.75). In der
Immunogoldfiarbung konnten die Goldpartikel zudem eindeutig um die fibrilldre Kapsel von
WA(pYV) sichtbar gemacht werden (Abb. 3.11, S.76). Die eingesetzten anti-Kollagen Typ I-
Seren erkennen somit YadA-gebundenes Kollagen, binden jedoch kaum an Kollagenfasern
im 3D-KoG. Dies weist darauf hin, dass Yersinien weniger Kollagenfasern, sondern verstarkt
Kollagenfibrillen binden. Ahnlich wurde dies bereits auch fiir das Streptokokken-Protein Slr
gezeigt: Durch Elektronenmikroskopie wurde die Bindung von Kollagen Typ I-
Untereinheiten an die Bakterien sichtbar gemacht. Zudem konnte die Bindung von
goldmarkiertem rekombinantem Slr-Protein an fibrilldres und natives Kollagen mittels TEM
nachgewiesen werden (Bober et al., 2011). Somit binden auch Streptokokken nicht nur native
Kollagenfasern, sondern auch fibrilldre Kollagenuntereinheiten.

Eine ndhere Charakterisierung der YadA-Kollagenbindung im 3D-KoG erlaubte der Einsatz
von griin-fluoreszenzmarkiertem Kollagen Typ 1 (488-Koll I). Hier konnten die
makroskopisch groflen Kollagenfasern anhand ihrer griinen Fluoreszenz in der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. Weiterhin zeigten die in DPM gewachsenen
WA(pYV)-Yersinien deutliche Griinfluoreszenz auf der Bakterienoberfliche, welche bei
WA(pYV::YadAuy)- und YadA-negativen Yersinien nicht vorhanden war (Abb. 3.12, S.78).
Offensichtlich besteht YadA-gebundenes 488-Koll 1 aus Kollagenfibrillen, den kleinsten
Untereinheiten der Kollagenfaser, welches sich deutlich von einer nativen Kollagenfaser

unterscheidet.
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Abb. 4.1 Darstellung der YadA-Kollagenbindung von WA(pYV) im 3D-KoG.

(A) Darstellung einer bis zu 300 nm langen Kollagen Tripel-Helix und U-férmig an YadA gebundene Kollagen
Tripel-Helices, welche eine Dicke von ~ 100 nm ergeben konnten. Ye: Y. enterocolitica. Elektronen- (B) bzw.
fluoreszenzmikroskopische Darstellung (C) von WA(pYV) im 3D-Ko488G. Yersinien zeigen gebundene
Kollagen Tripel-Helices (griin) und —Fasern (gelb).

Dies stimmt auch mit der Charakterisierung mittels TEM {iberein: Die 100 nm dicke fibrillédre
Kollagenkapsel auf der bakteriellen Oberfliche von WA(pYV) zeigt fibrilldre
Kollagenuntereinheiten, dessen Struktur sich von der quervernetzten Kollagenfaser abhebt

(Abb. 4.1, B, C). Von der Gréendimension kdnnte es sich bei gebundenen Kollagenfibrillen
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um die 300 nm langen heterotrimeren Tripel-Helices handeln, welche sich eventuell U-
formig an YadA anlagern (Abb. 4.1, A).

Diese Vermutung konnte durch Western Blot Analysen mit Biotin-markiertem Kollagen Typ
I (Biotin-Koll I) unterstiitzt werden. Hierflir wurden die Yersinien mit I6slichem Biotin-Koll I
in PBS kultiviert und mittels Streptavidin-Konjugat im Immunoblot detektiert. WA(pY'V)
zeigte u.a. eine Bande bei ~ 390 kDa, die dem (a;),0,-Trimer des Kollagens entspricht (Abb.
3.13, S.79). Zudem wurden das Dimer (~ 260 kDa) und die a;- und a;-Monomere (~ 135 kDa
bzw. ~ 125 kDa) im Immunoblot nachgewiesen. Kleinere gebundene Kollagenfragmente
wurden nicht detektiert. Es konnte bereits eine definierte Binderegion innerhalb der o;-Kette
des Kollagen Typ I bestimmt werden, doch wird dies kontrovers diskutiert (Schulze-Koops et
al., 1995, Leo et al., 2008). Das tripel-helikale Peptid (POG);o, welches mit den Aminoséuren
Prolin (P), Hydroxyprolin (O) und Glycin (G) das in Kollagen am héiufigsten vorkommende
Aminosdurenmotiv beinhaltet, bindet dhnlich stark an YadA wie natives Kollagen, wobei das
Peptid Gly (POG)s-PO-(POG)s, welches aufgrund der Abwesenheit des zentralen Glycins
kaum nachweisbare Tripel-Helices ausbilden kann, nicht mehr zur YadA-Bindung féhig ist
(Long et al., 1993, Leo et al., 2008). Desweiteren wurde in dieser Studie die Bindung von
Cyanobromid gespaltenen Kollagenfragmenten an YadA untersucht: CB10 (~ 30 kDa)
beinhaltet die vorhergesagte Binderegion, welche bei dem Kollagenfragment CB11 (~ 26
kDa) nicht vorhanden ist (Schulze-Koops et al., 1995, (Miller & Lunde, 1973). Die Bindung
an rekombinantes YadA konnte jedoch fiir beide Kollagenfragmente nachgewiesen werden,
wobei diese weniger affin war als fiir intaktes Kollagen und (POG);o. Die Bindung der
CNBr-Kollagenfragmente wird durch eine mogliche Zerstérung der tripel-helikalen Struktur
wihrend der Préparation der Fragmente und anschlieBende unvollstindige Renaturierung zu
einer Tripel-Helix erklért, das folglich zu einer verminderten Bindung an YadA fiihren
konnte. Dies spricht dafiir, dass YadA an Kollagenfragmente unabhingig von einer
spezifischen Sequenz, aber dafiir abhdngig von der Ausbildung einer tripel-helikalen Struktur
bindet. Dies konnte bereits fiir das kollagenbindende Protein CNA von Staphylokokken
belegt werden, wobei CNA zu den kollagenbindenden Adhédsinen der Familie der
MSCRAMM (,,microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules*) und
nicht wie YadA zu den trimeren Autotransportern gehort (Patti et al., 1993). Der bevorzugte
Ligand von CNA besteht ebenfalls aus Wiederholungen der Aminosduresequenz POG, wobei
die verantwortliche Binderegion im CNA-Protein auch bei dem Kollagenbindenden Protein

ACE von E. faecalis hoch konserviert ist und ebenfalls fiir die Kollagenbindung essentiell ist
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(Zong et al., 2005, Liu et al., 2007). Die Bindung von a,;- und a,-Monomeren, wie sie im
Immunoblot detektiert wurde, ist deshalb fiir YadA unwahrscheinlich. Bei der Priparation
der mit Biotin Koll I-inkubierten Yersinien fiir das SDS-Gel wird wahrscheinlich durch die
Hitzebehandlung (5 min, 100 °C) und SDS-Zugabe die trimere Struktur des Kollagens
aufgelost und konnen somit anschlieBend als Monomere detektiert werden. Um eine
mogliche Interaktion von YadA mit verdauten Kollagenfragmenten nachzuweisen, wurde
Biotin- bzw. 488-Koll I mit Kollagenase in 10 Fragmente gespalten. Im Immunoblot mit
Strepatvidin-Konjugat konnten jedoch nur die zwei Kollagenfragmente mit einem
Molekulargewicht von 10 und 12 kDa detektiert werden. Dies ldsst vermuten, dass nur der N-
und C-Terminus des Kollagens markiert wird. Auch mittels anti-Kollagen Serum wurden nur
die trimere-, dimere Form sowie die a;- und a,-Ketten des Biotin-Koll I erkannt, jedoch die
10 Biotin-Koll I-Fragmente nicht. In der Immunfluoreszenz konnte eine Interaktion mit
WA(@YV) und durch Kollagenasebehandlung erhaltene 488-Koll I-Fragmente nicht gezeigt
werden. Die 10 und 12 kDa-Kollagenfragmente konnen entweder nicht an YadA binden oder
die Methode der Fluoreszenzmikroskopie ist hierfiir nicht sensitiv genug. Wurden Yersinien
mit unmarkiertem loslichen Kollagen inkubiert, konnten WA(pYV)-Stimme mit anti-
Kollagen Typ I-Serum in der Fluoreszenzmikroskopie, wie schon fiir das 3D-KoG gezeigt,
als griinfluoreszierende Zellen sichtbar gemacht werden. Die Behandlung der Kollagen-
gebundenen Yersinien mit Kollagenase allerdings fiihrte zum Verlust der Detektion von
WA(pYV)-Yersinien mittels des anti-Kollagen Typ I-Serum in der Fluoreszenzmikroskopie.
Die Kollagenase spaltet somit auch an YadA gebundenes Kollagen. Die in dieser Arbeit
verwendete bakterielle Clostridium histolyticum Kollagenase (CHC) unterscheidet sich von
eukaryotischen Matrixmetalloproteinasen (MMP) hinsichtlich der Erkennungssequenz. Die
CHC erkennt die Sequenz -Pro-X#Gly-Pro- und erzeugt bis zu 5 Spaltprodukte der a,(I)-
Kette (French et al., 1992). Berlicksichtigt man eine Dimer-Bildung einzelner Fragmente,
konnen bis zu 8 Fragmente detektiert werden (French et al., 1992). Moglicherweise sind
einige CHC-Kollagenfragmente, welche im SDS-Gel detektiert werden konnten, ebenfalls
das Resultat einer Dimerisierung. Da die kommerziell erworbene CHC aus verschiedenen
CHCs besteht, kann dies ebenfalls zu mehr als 8 Spaltprodukten fiihren. Eukaryotische
MMPs spalten die a-Ketten an der definierten Sequenz (Gln/Leu)-Gly#(Ile/Leu)-(Ala/Leu),
das zu zwei Kollagenfragmenten fiihrt (34 und Y4 der a-Kette) (Chung et al., 2004, Mallya et
al., 1992). Ein MMP-Verdau von mit Fluorophor-markiertem humanen Kollagen zeigte

keinen Unterschied in der Markierungsrate der erhaltenen Kollagenfragmente (Han et al.,
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2010). In dieser Untersuchung wurden bei der Markierung somit alle freien Aminogruppen
mit dem Fluorophor markiert und nicht nur die Termini. Moglicherweise ist das in dieser
Arbeit verwendete bovine Kollagen stark hydroxyliert, so dass die Markierung nur an den

Termini moglich war.

4.2.2 Bindungsstellen von YadA an Kollagen

Synthetische kollagen-dhnliche Oligopeptide wie (POG);¢ konnen eine homotrimere Tripel-
Helix ausbilden und stellen damit ein wertvolles Hilfsmittel in biochemischen und
biophysikalischen Experimenten dar (Koide 2005). Fiir das tripel-helikale Peptid (POG);
konnte bereits gezeigt werden, dass es die Bindung von Kollagen an YadA blockiert (Leo et
al., 2010). Bei diesen Untersuchungen wurden jedoch mit Kollagen beschichtete
Kulturplatten verwendet, womit wiederrum keine Aussage iiber den Trimerisierungszustand
des Kollagens getroffen werden kann (s. 4.2.). Desweiteren wurde rekombinantes YadA
eingesetzt, welches fiir die Inhibierung der Kollagenbindung mit (POG),( inkubiert wurde.
Um die Blockierung der YadA-Kollagenbindung mit 16slichem Kollagen zu untersuchen,
wurde zunichst das 3D-KoG-Modell verwendet. Es zeigte sich, dass Yersinien, welche in
einem mit (POG);o-supplemierten 3D-KoG gewachsen waren, eine diinnere fibrilldre Kapsel
auf der Bakterienoberfliche aufwiesen, als WA(pYV)-Stdimme ohne (POG);9, wobei beide
DPM bilden (Abb. 3.17, S.83). Es konnte kein Unterschied in der Polymerisation des
Kollagengels mit und ohne  (POG)o-Supplemierung  festgestellt  werden.
Fluoreszenzmarkiertes 647-(POG);o bindet an oberflichenexponiertes YadA der DPM,
jedoch nicht an die multimeren Kollagenfasern, wie durch Fluoreszenzmikroskopie gezeigt
werden konnte (Abb. 3.18, S.84). Offenbar konkurrieren die Kollagenfibrillen mit (POG);o
um Bindungsstellen des YadA-Proteins. Um diesen Effekt zu quantifizieren, wurden
(POG);¢-prdinkubierte Yersinien auf 488-Koll I-Bindung durchflusszytometrisch analysiert.
Diese Methode eignet sich besser, um die Bindung an Kollagen zu untersuchen, da keine
polymerisierten Kollagenfasern, sondern nur tripel-helikale Kollagenfibrillen in der Losung
vorhanden sind und stellt somit eine definierte Kollagenmenge dar. Unter den verwendeten
Kultivierungsbedingungen produzierten fast alle WA(pYV)- und WA(pYV::YadAny)-
Yersinien YadA auf der Oberfldache (93 % bzw. 83 %) (S. 86, Abb. 3.19). Somit ist der Anteil
an Zellen, welche aufgrund fehlender YadA-Produktion kein Kollagen binden kdénnen, in
dieser Population gering. Bei der durchflusszytometrischen Analyse der verschiedenen

Yersinien-Stamme zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der Darstellung der Populationen
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von WA(pYVAYadA), WA(pYV) sowie 488-Koll I-gebundene WA(pYV): YadA-positive
Yersinien neigen zu Autoagglutination, womit eine heterogene Mischung aus Einzelzellen
und Aggregaten entsteht (Erhohung des FSC). Dies wird durch eine Verschiebung der FSC-
Intensititswerte verdeutlicht. Eine definierte Region (,,Gate®) fiir Einzelzellen wurde anhand
der WA(pYVAYadA)-Population bestimmt, welche kaum Aggregate bildet (S. 87, Abb. 3.20,
A). Somit wird die Analyse einer definierten homogenen Population aus Einzelzellen
gewihrleistet. Aus dieser Subpopulation konnten 83 % der WA(pY'V)-Yersinien 16sliches
488-Koll I binden, eine Vorinkubation mit (POG);, flihrte mit dieser Methode ebenfalls zur
Blockierung der Kollagenbindung. 4 % der WA(pYV::YadAny)-Yersinien zeigten eine
Bindung an 488-Koll I (S. 87, Abb. 3.20, B1). Geringe Konzentrationen von bis zu 0,1 pg/ml
(POG), zeigten kaum Verdnderung in der Anzahl an 488-Koll I-assoziierten Yersinien, nach
einer Vorinkubation von 50 pg/ml (POG);o konnten etwa nur 50 % der WA(pY V)-Stimme
488-Koll T binden. Eine Verdopplung der Konzentration an (POG);o (100 pg/ml) fiihrte
interessanterweise zu keiner Verdnderung in der Anzahl an 488-Koll I-assoziierten
WA(pYV)-Stimmen, womit der Sattigungspunkt fiir (POG);o-Bindung erreicht war. Somit
sind nach Zugabe von 50 nug/ml (POG),o zwei Yersinien-Populationen vorhanden: Eine 488-
Koll I-positive und eine —negative Yersinien-Population. Um die 488-Koll I-Bindung pro
Bakterienzelle zu analysieren, wurden die MFI-Werte der 488-Koll I-positiven Yersinien
bestimmt. Bei der Analyse der MFI-Werte wird die Fluoreszenzintensitit pro Zelle
betrachtet, d.h. die Menge an gebundenen 488-Koll I pro Zelle. Bei einer Vorbehandlung mit
0,05 pg/ml (POG), reduzierte sich die Kollagenbindung der WA(pY V)-Bakterien kaum,
eine 20fache Erhohung an (POG)o (1 pg/ml) fithrte schon zu 40 %, eine Erhéhung auf das
200fache (10 pg/ml) zu ca. 50 % weniger 488-Koll I-Bindung. Yersinien, welche mit 50
pg/ml bzw. 100 pg/ml (POG); prainkubiert wurden, zeigten bis zu 70 % weniger 488-Koll I-
Bindung. Bei einer Vorinkubation mit 50 pg/ml (POG);, sind folglich alle Bindungsstellen
des YadA-Proteins fiir (POG); gesittigt (S. 89, Abb. 3.21, B2). Da dennoch 488-Koll I an
YadA gebunden werden kann, gibt es moglicherweise eine zweite Bindungsstelle an YadA,
welche nur fiir Kollagen zugénglich ist. Somit weist YadA eventuell zwei unterschiedliche
Bindungsstellen fiir tripel-helikale Peptide auf: Bindet Bindungsstelle A sowohl (POG);( als
auch fibrillares Kollagen, kann eine zweite Bindungsstelle B nur Kollagen binden. (Abb. 4.2)
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AS 29-81

Kopf
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Stiel
A Bindungsstelle A flr Kollagen und (POG),,
A Bindungsstelle B fur Kollagen
o< Kollagen Tripel-Helix

Membrananker g (POG)yq Tripel-Helix

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der verschiedenen Bindungsstellen von YadA.

Innerhalb der Kopfregion gibt es moglicherweise eine Bindungsstelle A fiir Kollagen und (POG),, (rot) sowie
eine Bindungsstelle B nur fiir Kollagen (blau). Die N-terminale Region mit den Aminosduren 29-81 ist fiir die
Kollagen- sowie (POG);o-Bindung nicht notwendig. Modifiziert nach Nummelin et al., 2004, Mikula et al.,
2012.

Wie schon erwéhnt, konnen YadA-produzierende Yersinien Aggregate bilden, welche bei
FACS-Analysen mittels Contour Plot als heterogene Population dargestellt werden
konnen.Diese Population beinhaltet somit eine Mischung aus Einzelzellen und Aggregaten.
WA(pYVAYadA) wird als homogene Population dargestellt, bildet somit kaum Aggregate
und wurde als Refernzwert fiir alle anderen Stdimme verwendet. Interessanterweise fiihrt die
Bindung von (POG);yp an YadA zur Inhibierung der Autoagglutination von WA(pYV) und
stellt ebenfalls wie WA(pYVAYadA) eine homogene Population aus Einzelzellen dar. Die
Autoagglutination geschieht durch einen Zipper-dhnlichen Mechanismus iiber die
Kopfdoméne des YadA-Proteins (Hoiczyk et al., 2000). Durch die Bindung von (POG); ist
die verantwortliche Doméne mdéglicherweise abgeschirmt, womit folglich eine Interaktion der

Yersinien miteinander durch oberflichenexponiertes YadA ausbleibt.
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4.3 Die Bedeutung der YadA-Kollagenbindung in der Wirtszellinteraktion

Fiir die Passierung der intestinalen Darmmukosa interagiert Y. enterocolitica mittels Invasin
(Inv) direkt mit den B;-Integrinen von Wirtszellen, um eine Adhidsion zu gewéhrleisten
(Ollerich et al., 2007). Die YadA-vermittelte Bindung an B;-Integrine wird indirekt iiber die
Adhidsion an extrazelluldre Matrixproteine, welche von Epithelzellen sezerniert werden,
vermutet (Reis & Horn, 2010). Hamatopoetische Zellen, wie PMNs und Makrophagen,
produzieren keine ECM-Proteine, sondern Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche die
ECM zerstoren, um die Migration zum Entziindungsherd zu erleichtern (Snelgrove, 2011).
Der Abbau von Kollagen kann aber auch durch die Internalisierung, also durch Phagozytose,
durch Makrophagen geschehen, wobei der Regulationsmechanismus noch nicht vollig geklért
ist (Lucattelli et al., 2003). Um ECM-Proteine phagozytieren zu koénnen, miissen diese
zundchst liber Makrophagen-Rezeptoren gebunden werden. Die Adhésion von nativen
Kollagenfasern an Makrophagen ist jedoch gering, vielmehr bindet denaturiertes fibrilldres
Kollagen spezifisch tiber MSR (,,macrophage scavenger receptor)-Rezeptoren an die Zellen.
Desweiteren ist dieser Mechanismus auch unabhingig von Integrinen (Gowen et al., 2000).
Obwohl die Hauptaufgabe von Makrophagen beziiglich ECM der Abbau dieser ist, wird auch
iiber die ECM-Produktion selbst von Makrophagen diskutiert. Makrophagen beteiligen sich
mit der Produktion von Fibronektin und Kollagen (VI, VIII) direkt an der Homdostase der
ECM, wobei dieser Mechanismus vom Aktivierungszustand der Zellen abhéngig ist (Schnoor
et al., 2008). Makrophagen, welche im Gewebe ausharren, unterscheiden sich hinsichtlich
Funktion und der Expression von Oberflaichenmarkern von frisch rekrutierten Makrophagen
(Gordon & Taylor, 2005, Gordon, 2003). Auch von PMNs wird berichtet, dass diese wéhrend
der Ausbildung von NETs eine Matrix aus DNA und Kollagen ausbilden (Casutt-Meyer et
al., 2010). In dieser Studie wurden die PMNs jedoch in Zellkulturmedium mit humanem
Serum kultiviert, welches folglich ECM-Proteine enthalten hat. Dies konnte zur Verfalschung
der Kollagen-Detektion von PMNs mittels polyklonalem Antiserum gefiihrt haben.

Um eine Inv-vermittelte Wirtszellinteraktion auszuschliefen, wurden WAAinv-Stimme
verwendet, welche zudem pY V-negativ waren, um die Wirtszellen vor Paralyse durch Yop-

Eftektorproteine zu schiitzen und Phagozytose zu gewihrleisten (Persson et al., 1997).
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4.3.1 Einfluss der YadA-Kollagenbindung auf die Interaktion mit Epithelzellen

Um den Einfluss von kollagengebundenen Yersinien auf die Adhision von Epithelzellen zu
untersuchen, wurden HeLa-Zellen mit Kollagen-prdinkubierten sowie Kollagen-freien
WAAinv-Yersinien infiziert. Von der eingesetzten Bakterienanzahl zeigte WAAinv(pYadA)
eine Bindungseffizienz von ~ 100 % gegeniiber HeLa-Zellen, wobei nur noch bis zu 25 %
von kollagenbindungsmutierten WAAinv(pYadApy)-Yersinien binden konnten. Die
Bindungseffizienz sank somit um ca. 75 % (Abb. 3.26, S.96). Dieses Ergebnis bestdtigt
frithere Studien zur Kollagenbindung (Roggenkamp et al., 1995). Desweiteren konnte die
Kollagenbindungsfahigkeit ~von  WAAinv(pYadA) durch  Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen werden. Hier zeigte sich eine deutliche griine Oberfldchenfluoreszenz, die auf
die Bindung von 488-Koll I an YadA zuriickzufiihren ist. Mit dieser Methode konnte
ebenfalls bestdtigt werden, dass WAAinv(pYadApy)-Yersinien wie auch WA(pYV::YadApy)
praktisch kein Kollagen binden (Abb. 3.23, S.93). Die Produktion der ECM-Proteine
Kollagen und Fibronektin von HeLa-Zellen konnte fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen
werden (Abb. 3.25, S.94).
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Abb. 4.3 Moglicher Adhésionsmechanismus von Y. enterocolitica (Ye) an HeLa-Zellen.
(A) YadA-vermittelte Adhésion an B,-Integrin von HeLa-Zellen durch indirekte Bindung an sekretierte ECM-
Proteine Fibronektin und Kollagen. (B) Adhédsion von Kollagen-prdinkubierten Yersinien an f;-Integrin-

assoziiertes Fibronektin von HeLa-Zellen.
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Wahrscheinlich wird die Bindung von WAAinv(pYadA) an HelLa-Zellen iiber die YadA-
ECM-Bindung vermittelt. Bei der Infektion von HeLa-Zellen mit Kollagen-prdinkubierten
WAAinv(pYadA)-Stimmen wiirde man eine Blockierung der Adhision erwarten. Es zeigte
sich jedoch kein Unterschied in der Bindungseffizienz von Kollagenfreien und
Kollagengebundenen Yersinien. Moglicherweise binden die Kollagen-prainkubierten
Yersinien iiber eine Kollagen-Fibronektin-Interaktion an HeLa-Zellen (Abb. 4.3): Die al-
Kette von Kollagen Typ I besitzt eine Binderegion fiir Fibronektin (AS 757-791) iiber die
eine Bindung an Fibronektin ermdglicht wird (To & Midwood, 2011, Kleinman et al., 1978).

4.3.2 Die YadA-Kollagenbindung fiihrt zu verminderter PMN-Interaktion aufgrund

von sterischer Hinderung

Im Gegensatz zu einer fritheren Veroffentlichung konnte in dieser Arbeit kein von PMNs
sezerniertes Kollagen detektiert werden (Casutt-Meyer et al., 2010). PMNs wurden aus
humanem Blut isoliert und im Serum-freien Zellkulturmedium kultiviert. Eine PMN-
Interaktion, welche auf die Bindung von YadA mit sezerniertem Kollagen zuriickzufiihren
ist, wurde ausgeschlossen. Die Reinheit der isolierten PMNs von 98 % wurde mittels PMN-
spezifischer Antikorper bestdtigt. Um den Einfluss der YadA-Kollagenbindung auf die
Interaktion mit PMNs zu untersuchen, wurde die PMN-Adhédrenzrate von Kollagen-freien
und Kollagen-prdainkubierten WAAinv(pYadA)- und WAAinv(pYadApy)- sowie
WAAinv(pYadAan)-Yersinien verglichen. Letzterer produziert ein verkiirztes YadAan (N-
terminale Deletion der AS 29-81 von YadA) und zeigt kaum Adhédrenz an PMNs. Es hat
jedoch keinen Einfluss auf Kollagenbindung und Adhérenz an Epithelzellen (Roggenkamp et
al., 1996). Die Kollagen- bzw. (POG);o-Bindung von WAAinv(pYadAan) konnte ebenfalls
durch den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis von gebundenem 488-Koll I bzw. 647-
(POG)o bestdtigt werden (Abb. 3.23, S.93 und Abb. 3.24, S.93). Inv-produzierende
WA(pYadA)-Yersinien zeigten eine sehr hohe PMN-Interaktionsrate (> 60 %), weshalb
vermutet wird, dass nur dieser Anteil an PMNs Rezeptoren fiir die Yersinien-Bindung auf der
Zelloberflache produzieren (Abb. 3.29, S.100). Im Vergleich dazu konnten 8 % weniger
WAAinv(pYadA)-assoziierte PMNs quantifiziert werden und 23 % weniger WA(pAYadA)-
assoziierte PMNs. Die Beteiligung von Inv an der PMN-Interaktion von Yersinien ist daher
untergeordnet, vielmehr spielt YadA eine tragendere Rolle. Moglicherweise wird Inv aber
auch durch das oberflichenexponierte YadA maskiert. Die Assoziationsrate von

WAAinv(YadAan)-Yersinien mit PMNs war wie zu erwarten geringer (22 %) als
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WAAinv(pYadA), dhnlich wie auch die YadA-Deletionsmutanten (23 %). Dieser Effekt ist
nicht auf eine schwichere YadAan-Produktion zuriickzufiihren, da vergleichbare YadA bzw.
YadAan-Mengen im Immunoblot nachgewiesen wurden (Abb. 3.22, S.91). Folglich tragt die
N-terminale Region mit den AS 29-81 des YadA-Proteins signifikant zur YadA-vermittelten
PMN:-Interaktion bei.
Da AinvAyadA-Stamme immer noch eine Bindungseffizienz von 20 % aufwiesen, konnte
auch die Beteiligung von anderen Adhésinen wie z. B. MyfA oder Ail eine Rolle spielen.
Moglicherweise konnte bei der PMN-Bindung auch eine LPS-Interaktion mit CD14/TLR
beteiligt sein (Janeway & Medzhitov, 2002).
30 % weniger PMNs waren mit Kollagen-prdinkubierten WAAinv(pYadA)-Stimmen
assoziiert im Vergleich zu PMNs mit assoziierten Kollagen-freien WAAinv(pYadA)-
Stammen. Auch wurden signifikant weniger Kollagen-prainkubierte WAAinv(pYadAan)-
assoziierte PMNs gezéhlt als Kollagen-freie WAAinv(pYadAan)-assoziierte PMNS.
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Abb. 4.4 Moglicher Adhiéisionsmechanismus von Y. enterocolitica (Ye) an PMNs.
(A) Die Bindung an PMNs kann durch verschiedene Adhdsine (MyfA, Ail, YadA) vermittelt werden. (B) Die
100 nm-dicke Kollagenschicht von Yersinien fiihrt zur Abschirmung der Yersinien und zum Verlust der

Erkennung durch PMN-Rezeptoren.

Kollagen-priainkubierte kollagenbindungsmutierte bzw. YadA-Deletionsmutanten wiesen
keinen Unterschied in der PMN-Interaktion mit Yersinien ohne vorherige

Kollageninkubation auf (Abb. 3.31, S.102). Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass nicht
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das Kollagen in der Yersinien-Suspension, sondern nur YadA-gebundenes Kollagen die
Interaktion mit PMNs beeinflusst.

(POG),¢-prainkubierte WAAinv(pYadA)-Stamme zeigten keinen Unterschied in der PMN-
Interaktion im Vergleich zu Kollagen-freien Yersinien. Da die 100 nm dicke Kollagenkapsel
im Vergleich zu 40 nm-(POGQG),, dicker ist, konnte gebundenes Kollagen die Zell-Interaktion
sterisch einschrianken. Damit konnten YadA-Domaénen, welche fiir die Interaktion mit PMN-
Rezeptoren essentiell sind, durch die Kollagenbindung nicht in Kontakt treten, wohingegen
diese Doménen bei (POG);o-Bindung noch zugénglich sind (Abb. 4.4).

Es wire aber ebenso mdglich, dass die Kollagenbindung an YadA eine
Konformationsdnderung des YadA-Proteins bewirkt, so dass die vermutliche YadA-Doméne
fiir die PMN-Rezeptor-Bindung nicht mehr zuginglich ist. Ahnliches konnte fiir EPS-
produzierende Pseudomonas aeruginosa gezeigt werden, welche bei hoher Expressionsrate
von Alginat, was zu einer Vergroflerung der gebundenen Alginatschicht fiihrte, verminderte
Adhérenz zeigten. Auch hier wird durch das gebundene Alginat der Wirtszellkontakt von
Pseudomonaden gestort, weil Oberflaichenadhédsine maskiert werden (Orgad et al., 2011).
Einige Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) produzieren ein 230 kDa-
Oberflachenprotein Pls (Plasmin sensitiv), welches ebenfalls aufgrund von sterischer
Hinderung die Adhédrenz von S. aureus an Wirtszellen reduziert im Vergleich zu Pls-

negativen S. aureus-Stdmmen (Hussain et al., 2009).

4.3.3 Die Rolle der YadA-Kollagenbindung in der Makrophagen-Interaktion

Neben PMNs sind auch Makrophagen an der angeborenen Immunabwehr beteiligt. Diese
Makrophagen unterscheiden sich u.a. hinsichtlich ihrer Rezeptoren von Neutrophilen: z. B.
produzieren Makrophagen Klasse A ,,scavenger Rezeptoren, wie SR-A (,,scavenger receptor
A*) und MARCO (,,macrophage receptor with collagenous structure*), welche bestimmte
Mikroorganismen direkt erkennen (Brannstrom et al., 2002). Eine wichtige Rolle dieser
Rezeptoren in diesem Kontext konnte durch das SR-A knock out Mausmodell belegt werden.
SR-A defiziente Méuse zeigen eine hdohere Empfindlichkeit gegeniiber Infektionen mit
Listeria monocytogenes und Staphylococcus aureus (Thomas et al., 2000, Suzuki et al.,
1997). Desweiteren konnen SR-A defiziente Makrophagen diese Bakterien weniger
phagozytieren (Thomas et al., 2000). Aufgrund unterschiedlicher Oberflachenmarker kénnen
Makrophagen (z.B. F4/80, Ly6C) von Neutrophilen (z.B. Ly6G) abgegrenzt werden (Murray
& Wynn, 2011).
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Fir die Bestimmung der Yersinien-Makrophagen-Interaktion wurde die murine J774-
Makrophagenzelllinie verwendet. Es zeigte sich, dass fast 100 % der eingesetzten YadA-
produzierenden Yersinien an die Zellen adhérierten (Abb. 3.32, S.103). Eine Interaktion iiber
Inv wurde durch die Verwendung von Inv-negativen Stidmmen ausgeschlossen.
Interessanterweise konnten keine Unterschiede in der Makrophagen-Interaktionsrate (MIR:
zellassoziierte Yersinien = intra- und extrazelluldr) zwischen WAAinv(pYadA),
WAAinv(pYadApy) und  WAAinv(pYadAay)  nachgewiesen  werden,  lediglich
WAAinv(pAYadA) wies eine dreimal niedrigere MIR auf. Fiir die Interaktion mit
Makrophagen ist die YadA-Region mit den AS 29-81 folglich nicht essentiell, sondern
spezifisch fiir die Bindung an PMNs. Auch Kollagen-prainkubierte WAAinv(pYadA)- und
WAAinv(pYadApy)-Yersinien zeigten dhnliche MIR wie die zugehodrigen Stimme ohne
Kollagenbehandlung. Auffallend ist zudem, dass die Inv-YadA-Doppelmutante immer noch
Adhédrenz an Makrophagen aufweist. Dies deutet darauthin, dass eventuell noch andere
Yersinia-Adhisine eine Rolle in der Makrophagen-Interaktion spielen konnten. Neben YadA
vermittelt auch das Adhéasin Ail die Adhésion an verschiedene Zelllinien (Miller & Falkow,
1988). Desweiteren zeigte eine Y. pseudotuberculosis Tripel-Deletionsmutante
(AyadAAinvAail) eine geringere Adhérenzrate an Makrophagen als eine AyadAAinv-Mutante,
wobei sich die Bindungseftizienz der AyadAAinv-Mutante nicht vom Wildtyp unterschied
(Maldonado-Arocho et al., 2013). Ail konnte den Verlust der Adhdsine YadA und Inv in der
AyadAAinv-Mutante kompensieren, spielt jedoch bei Anwesenheit der beiden Adhisine keine
wesentliche Rolle. Jedoch wird das eher kleine 17 kDa-Protein Ail meistens durch LPS
maskiert und spielt deshalb auch in vivo eine eher untergeordnete Rolle (Wachtel & Miller,
1995). Um den Effekt von Ail auf die Y. enterocolitica-MIR zu untersuchen, miisste ebenfalls
eine Tripel-Deletionsmutante hergestellt werden.

Bei der Bestimmung der Makrophagen-Phagozytosrate (MPR) fiel auf, dass nahezu 100 %
der zellassoziierten Yersinien phagozytiert wurden. Eine Ausnahme stellte der Kollagen-
priainkubierte WAAinv(pYadA)-Stamm dar, welcher bis zu Smal weniger phagozytiert wurde
als unbehandelte Stimme. Jedoch zeigte sich kein Unterschied in der MPR zwischen
Kollagenfreien WAAinv(pYadA), WAAinv(pYadApy) und WAAinv(pYadAan). Kollagen-
prainkubierte WAAinv(pYadApy)-Stdmme wiesen eine vergleichbare MPR wie unbehandelte
WAAinv(pYadApy)-Yersinien auf. Folglich ist nicht das Kollagen in der Yersinien-
Suspension verantwortlich fiir die niedrigere MPR, sondern nur das an YadA gebundene

Kollagen. Da fiir die Analyse der MIR und MPR die CFU (,,colony forming units*) bestimmt
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wurden, werden nur lebende Yersinien quantifiziert, d.h. Yersinien, welche mdéglicherweise
durch die Phagozytose abgetotet wurden, konnen mit dieser Methode nicht detektiert werden.
Somit konnten Kollagen-prdinkubierte WAAinv(pYadA) entweder weniger phagozytiert
werden, womit die Kollagenschicht einen Schutzmechansismus gegeniiber Phagozytose
darstellt, oder diese werden durch spezifische Kollagenrezeptoren der Makrophagen
gebunden, das die Phagozytose und anschlieBende Abtétung der meisten Yersinien induziert.
Eine weit verbreitete Funktion von bakteriellen Kapseln ist der Schutz gegeniiber
Phagozytose durch Makrophagen, wahrscheinlich durch weniger effiziente Bindung der
Komplement Komponente C3b, das zu reduzierter Opsonisierung der bekapselten Bakterien
fiihrt. Bakterien ohne Kapsel werden durch C3b-Bindung opsonisiert, von Phagozyten mit
Rezeptoren fiir C3b (CR3) gebunden und anschlieBend phagozytiert (Cortes et al., 2002). Fiir
einige bekapselte Staphylococcus aureus-Isolate konnte gezeigt werden, dass diese C3b auf
der bakteriellen Zelloberfliche unterhalb der Kapsel binden, wodurch die Bindung an
Phagozyten-Rezeptoren und damit die Phagozytose verhindert wird (O'Riordan & Lee,
2004). Da die Infektionen der J774-Makrophagen in Serum-freien Medium durchgefiihrt
wurden, sind zu diesem Zeitpunkt keine Komplement-Komponenten vorhanden, das folglich
gegen die Kollagenschicht als Schutzbarriere spricht. Allerdings wurden die Makrophagen
zur Anzucht in FBS-haltigen Kulturmedium kultiviert, wodurch auch nach mehrmaligem
Waschen noch Reste von Serum oder ECM-Proteine wie Kollagen und Fibronektin bei der
Infektion vorhanden sein kdnnten. Mdglicherweise flihrt die YadA-Kollagenbindung aber
auch zu einer verstirkten Bindung an Integrine, wodurch eine Umlagerung des Zytoskeletts
und damit die Aufhahme der Kollagen-beschichteten Yersinien herbeigefiihrt wird (Lopez-
Gomez et al., 2012). Als bedeutendes Beispiel gilt Staphylococcus aureus, welcher mit
Fibronektin-Bindungsproteinen (FnBPs) die Bindung an Integrine iiber das ECM-Protein
Fibronektin vermittelt (Hoffmann et al., 2011). Dagegen spricht jedoch, dass Kollagen-freie
Yersinien eine dhnliche MIR zeigen wie Kollagen-beschichtete Bakterien. Moglicherweise
werden die Integrine erst durch Kollagen aktiviert und konnen somit eine Bindung mit
Yersinien gewahrleisten. Ohne Kollagen werden die Yersinien iiber andere Makrophagen-
Rezeptoren gebunden, wie CDI14/TLR 2/4. Andere Studien hingegen belegen, dass die
Bindung von Makrophagen an Kollagen Integrin-unabhéngig erfolgt: Vielmehr sind MSR
(,,macrophage scavenger receptor”) fiir die Interaktion verantwortlich, wobei diese eher

denaturiertes Kollagen als native Kollagenfasern als Liganden bevorzugen (Gowen et al.,
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2000). Somit konnte die Bindung von Yersinien, welche fibrilldres Kollagen an YadA
gebunden haben, an Makrophagen iiber MSR erfolgen.

Der Kontakt von Makrophagen mit Yersinien kdnnte aber auch zur Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) der Makrophagen fithren. Diese MMPs spalten ECM-Proteine
(Huang et al., 2012) und konnen somit auch YadA-gebundenes Kollagen spalten.
Moglicherweise konnen Kollagen-freie Yersinien besser phagozytiert werden als Kollagen-
priinkubierte Yersinien. Dies spricht fiir die Kollagenkapsel als Schutzmechanismus vor
Phagozytose.

Desweiteren ist unklar, weshalb Kollagenbeschichtete Yersinien nach Phagozytose mehr
abgetotet werden sollten als Kollagen-freie Yersinien. Um eine vermehrte Abtotung der
Kollagen-beschichteten Yersinien auszuschlieBen, miissten intra- und extrazellulédre
Yersinien mittels Doppelimmunfluoresenzmikroskopie ermittelt werden.

Ein interessanter MSR im Zusammenhang mit YadA ist MARCO, welcher eine tripel-
helikale kollagendhnliche Rezeptorstil-Doméne (Doméne V) aufweist (Abb. 3.35) (Elomaa
et al., 1998). Die fiir die Interaktion mit Bakterien verantwortliche Doméne von MARCO
wurde jedoch auf die Domidne V eingegrenzt (Brannstrom et al., 2002). Eine direkte
Interaktion von Kollagenbindenden Oberflachenproteinen wie YadA mit der
kollagendhnlichen Doméne IV von MARCO wurde bisher noch nicht untersucht. Die
Oberflichenproduktion dieses Rezeptors konnte auch bei den verwendeten J774-
Makrophagen nachgewiesen werden. Um die direkte Interaktion der kollagendhnlichen
Doméne IV von MARCO mit YadA zu untersuchen, wurden CHO-Zellen mit MARCO bzw.
dem verkiirztem Konstrukt H420, dem die Domine V deletiert wurde, transfiziert. Die
Produktion von MARCO bzw. H420 wurde im Immunoblot und durch
Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Die Anzahl an adhédrenten WAAinv(pYadA)-
Stammen an MARCO-positiven CHO-Zellen war jedoch nicht signifikant hoher als die an
MARCO-negativen Zellen. Folglich ist MARCO wahrscheinlich nicht an einer direkten
Interaktion mit YadA beteiligt. Weiterhin zeigten sich keine Unterschiede in der Bindung an
H420- und MARCO-produzierenden CHO-Zellen. Demnach ist die Doméne V von MARCO
voraussichtlich nicht entscheidend fiir eine YadA-Bindung. Die Bindungseffizienz des
kollagenbindungsmutierten WAAinv(pYadApy)-Stammes an untransfizierte sowie H420-
produzierende CHO-Zellen war niedriger als die von WAAinv(pYadA) infizierten Zellen. Die
Infektion fand zwar unter Serum-freien Bedingungen statt, jedoch wurden die CHO-Zellen in

FBS-haltigen Medium kultiviert. Moglicherweise sind auch nach mehrmaligem Waschen vor
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Bakterienzugabe noch Reste an ECM-Proteinen an die Zellen gebunden, wodurch eine
YadA-abhédngige Zell-Interaktion vermittelt wird. Dies konnte die verminderte Adhdrenz des
kollagenbindungsmutierten WAAinv(pYadApy)-Stammes erkldren. Weitere Yersinia-
Adhisine spielen wahrscheinlich bei der Interaktion mit CHO-Zellen keine groe Rolle, da
eine  Inv-YadA-Doppelmutante = (WAAinv(pAYadA)) eine kaum  nachweisbare

Bindungseffizienz aufwies (0-1 Bakterium pro Zelle).

4.3.4 Mogliche Bedeutung der YadA-Kollagenbindung fiir die Pathogenitit der

Yersinien

Die Kollagenbindungseigenschaft von trimeren Autotransportern wie YadA wurde schon
weitgehend beschrieben, die Bedeutung fiir die Pathogenitét der Yersinien hingegen ist noch
nicht vollig geklért (Schulze-Koops et al., 1992, Nummelin et al., 2004, Roggenkamp et al.,
1995, Schulze-Koops ef al., 1995). Vermutlich ist die Kollagenbindungsfahigkeit von YadA
notwendig, um sich iiber einen Briickenmechanismus an ECM-produzierende Epithelzellen
anzuheften (Heise ef al., 2006): Die Adhédrenz von Kollagenbindungsdefizienten Yersinien an
Epithelzellen ist weitgehend aufgehoben (Roggenkamp ef al., 1995, diese Arbeit). Weiterhin
ist die Kollagenbindungseigenschaft fiir die Translokation von den Peyer’schen Plaques zur
Milz notwendig, wie auch im Mausmodell bestitigt werden konnte, wohingegen die
Verbreitung der Yersinien vom Diinndarm zu den Peyer’schen Plaques nicht eingeschrinkt
ist (Roggenkamp et al., 1995). Die YadA-Kollagenbindung stellt somit einen essentiellen
Virulenzfaktor fiir die Verbreitung und das Uberleben der Yersinien auBerhalb des
Diinndarms dar.

PMNs und Makrophagen spielen eine zentrale Rolle wéhrend der Infektion, indem diese
bakterielle Erreger phagozytieren und zerstéren. Durch den Erregerkontakt der Zellen kommt
es aber auch zur Aktivierung der Neutrophilen und Makrophagen, wodurch wu.a
Matrixmetalloproteinasen (MMP) sezerniert werden, welche am Abbau der extrazelluldren
Matrix beteiligt sind (Weiss, 1989, Birkedal-Hansen, 1993). Dieser enzymatische Abbau von
Kollagen fiihrt zur Freisetzung von Kollagen-Oligopeptiden, welche chemotaktisch auf
Neutrophile wirken (Haddox et al., 1999, Laskin et al., 1986). Desweiteren werden Prolyl-
Endopeptidasen (PE) von Neutrophilen durch LPS aktiviert, welche diese Kollagen-
Oligopeptide am C-Terminus schneiden und somit u.a. zur Freisetzung der Tripeptide PGP
(Prolin-Glycin-Prolin) fiihren (O'Reilly et al, 2009). Durch die Interaktion mit CXC-

Rezeptoren von Neutrophilen, bewirken diese ebenfalls chemotaktische Aktivitéit auf weitere
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Neutrophile sowie die Freisetzung von Superoxiden (Gaggar et al., 2008). Somit konnte die
Rekrutierung von Neutrophilen im Gewebe durch die Freisetzung der Kollagen-Oligopeptide
von der ECM des Bindegewebes vermittelt werden (Laskin ef al., 1986). Da YadA ebenfalls
kollagendhnliche Peptide wie (POG);o bindet, konnte dies ein Hinweis darauf sein, weshalb
Yersinien die Féhigkeit besitzen, nicht nur native Kollagenfasern, sondern auch
Kollagenfibrillen binden (Leo et al, 2008, diese Arbeit). Werden bei einer Infektion
Kollagen-Oligopeptide freigesetzt, die von Yersinien gebunden werden, stehen diese als
Chemoattraktant fiir weitere PMNs nicht mehr zur Verfiigung. Dadurch konnten weniger
PMNs an den Infektionsherd rekrutiert werden, womit weniger Yersinien unschédlich

gemacht werden und sich diese weiterhin vermehren kdnnen.
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Anhang
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