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Zusammenfassung

Die Gattung Yersinia ist vor allem fir ihre drei humanpathogenen Vertreter bekannt: Diese sind
Y. pestis, der Pesterreger, sowie Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, welche beide eine
Darmentziindung infolge einer Lebensmittelvergiftung, die sogenannte Yersiniose, verursachen. Die
Gattung umfasst noch mindestens 17 weitere Spezies, die vor allem in der Umwelt vorkommen. Das
Interesse an diesen Arten ist in den letzten Jahren gestiegen, unter anderem weil auch manche dieser
nicht mit dem Menschen assoziierten Spezies aus Proben erkrankter Personen isoliert wurden.
AuRerdem tragen die Erkenntnisse zum Uberleben dieser Arten in der Umwelt zu einem besseren
Verstandnis der Evolution der Bakterien der Gattung Yersinia und insbesondere der Krankheitserreger
bei. Es ist inzwischen bekannt, dass es bei den Yersinia-Spezies (spp.) ein breites Repertoire an
Faktoren gibt, die es ihnen ermdoglichen, in der Umwelt zu Gberleben und, wie am Beispiel von
Y. enterocolitica gezeigt, zwischen Sdugetieren und Invertebraten als Wirten zu wechseln. Wahrend
viele dieser Faktoren noch unbekannt sind, ist fiir die insektizide und nematozide Aktivitdt von
Y. enterocolitica W22703 ein dreigliedriger Toxinkomplex (Tc) verantwortlich, welcher durch die 19 kb
grofSe Pathogenitatsinsel Tc-PAly. kodiert wird. Diese Pathogenitatsinsel ist innerhalb der Yersinia spp.
hoch konserviert und besteht aus Genen fiir einen LysR-dhnlichen Regulator und fir die drei
Untereinheiten des Tc. Alle tc-Gene unterliegen der strikten Temperaturregulation: Wahrend sie bei
37°Cunterdriickt werden, erfolgt die Aktivierung bei Temperaturen zwischen 10°C und 20°C. Zusatzlich
zu diesen bereits gut untersuchten Genen befinden sich innerhalb der Insel vier phagenverwandte und
ebenfalls hoch konservierte Gene, die fiir eine Lysekassette, bestehend aus einem Holin (holY), einem

Endolysin (elyY), einem i-Spanin (yRz) und einem o-Spanin (yRz1), kodieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Charakterisierung dieser phagenverwandten
Lysekassette. Zunachst wurde mittels Reverser Transkriptions-PCR gezeigt, dass die vier Gene
polycistronisch transkribiert werden. Die Bestatigung der Funktionalitdt der Phagenproteine erfolgte
zum einen Uber die Demonstration der Fahigkeit von HolY, Poren zu formen, indem es ein defektes
S-Holin im lysogenen Phagen A komplementierte. Zum anderen konnte die lytische Aktivitat durch
Uberexpression von holY und elyY mit oder ohne Spanine in einem induzierbaren Vektor in
Escherichia coli-Zellen bewiesen werden. Diese zeigte sich in dem heterologen Wirt als Temperatur-
unabhingig, und war stirker ausgepragt, wenn alle vier Lysegene in dem Uberexpressionskonstrukt
enthalten waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich in dem homologen Wirt Y. enterocolitica W22703,
ebenso wie in den Y. enterocolitica Biovaren 1A, 1B, 3 und 5, eine Lyse temperaturabhangig nur bei
37°C. Bei 15°C lysierten die Zellen nicht. Zur Untersuchung der Spezifitat der Phagenproteine wurden
weitere Yersinia-Spezies herangezogen; beispielsweise wurde bei Y. pseudotuberculosis ebenfalls eine

Temperatur-unabhadngige Lyse beobachtet. Zur Klarung des molekularen Mechanismus, der der
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temperaturabhéangigen Lyse zugrunde liegt, wurde eine Lon Protease-negative Mutante von W22703
erstellt, in der die Uberexpression der Lysegene nun auch bei 15°C zum Zelltod fiihrte. Eine Analyse
der Stabilitat ElyYs zeigte im Stamm Y. enterocolitica W22703 einen zligigen proteolytischen Abbau
des Uberexprimierten Proteins bei 37°C. Bei 15°C erfolgte die Degradation zeitlich verzogert. Im
Gegensatz dazu wurde ElyY im Stamm W22703 Alon sowie in Y. pseudotuberculosis bei beiden
Temperaturen kaum degradiert. Jedoch liegt der Temperatur-Effekt der Lyse bei W22703 in der bei
15°C hoheren Stabilitat der Protease selbst begriindet. Somit spielt die Protease Lon eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle der lytischen Aktivitat der Phagenproteine. Diese Art Schutzmechanismus ist
unter anderem dann notwendig, wenn eine Freisetzung des Toxinkomplexes unabhangig von einer
Zelllyse ermoglicht werden soll. Damit wadre das hier besprochene System ein Beispiel fiir ein

neuartiges Typ 10-Sekretionssystem, das auf lytischen Phagenproteinen basiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die insektizide Aktivitat von Y. enterocolitica W22703 sowie weiterer
Vertreter verschiedener Yersinia-Spezies, die keine Pathogenitatsinsel besitzen, im Modellorganismus
Galleria mellonella untersucht und quantifiziert. Die Infektionsversuche, bei welchen die Isolate direkt
in das Hdmocoel der Insektenlarven injiziert wurden, zeigten, dass Y. intermedia und Y. frederiksenii
hoch toxisch gegentiber diesen Tieren sind. Ebenso besitzt der Y. enterocolitica-Stamm 8081, Mitglied
der Y. enterocolitica-Phylogruppe 2, offenbar eine hohe Virulenz, da er die Larven bereits bei einer
Injektionsdosis von etwa 38 Zellen abtotet. Dieser Stamm dhnelt damit in seiner insektiziden Aktivitat
der von Photorhabdus luminescens. Bei allen untersuchten Yersinia-lsolaten konnte fir die insektizide
Aktivitat ein Temperatur-Effekt gezeigt werden. Die Pathogenitat der Yersinia-Spezies ist hGher, wenn
die Tiere nach der Infektion bei 15°C kultiviert werden, und niedriger bei einer Lagerung der Larven bei
30°C. Aus einer Auflistung an Genen, die fiir Faktoren kodieren, die fiir die Toxizitat der beiden Stamme
Y. intermedia und Y. frederiksenii verantwortlich sein kénnen, und die liberdies nicht im Genom von
Y. enterocolitica W22703 vorkommen, wurde das Gen yacT ausgewahlt. Dieses kodiert fiir ein Protein,
das eine signifikante Ahnlichkeit zu dem hitze-stabilen cytotonischen Enterotoxin (Ast) von Aeromonas
hydrophila, welches fiir Durchfallerkrankungen bei Kindern verantwortlich zeichnet, besitzt. Es wurde
eine yacT-negative Mutante von Y. frederiksenii erstellt und diese in Infektionsversuchen mit dem
Wildtypstamm verglichen. Es zeigte sich, dass die Mutante eine deutlich verringerte Pathogenitat
gegeniber den G. mellonella-Larven besitzt und langer bendtigt, um sich in den Tieren zu vermehren.
Die direkte Injektion des Proteins YacT in die Larven fiihrt zu einer deutlich veranderten Morphologie

der Hamocyten.

Die phagenverwandte Lysekassette sowie das Enterotoxin YacT nehmen signifikanten Einfluss auf die
insektizide Aktivitat. Die vorliegende Arbeit erweitert mit dieser Erkenntnis das Wissen um das
umfangreiche Repertoire an Virulenzfaktoren, das in der Umwelt vorkommende Yersinia-Spezies

aufweisen.
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The genus Yersinia is primarily known for the three human pathogenic representatives: There is the
etiological agent of plague, Y. pestis, as well as the two enteric pathogens Y. pseudotuberculosis and
Y. enterocolitica which are usually transmitted via contaminated food and cause a gut-associated
disease, called yersiniosis. Besides these well examined pathogens, the genus consists of at least 17
predominantly environmental species. The interest in these representatives of the genus Yersinia has
recently increased because some of these non-human-associated species were isolated from specimen
of patients with diarrhea. In addition, insights into the survival of these species in the environment
contribute to a better understanding of the evolution of the bacteria of the genus Yersinia and of the
pathogens in particular. It is known that the Yersinia species (spp.) carry an extensive repertoire of
virulence factors allowing them to survive in the environment and adapt to mammalian and
invertebrate hosts as was shown for Y. enterocolitica. Most of these factors are not known yet but the
insecticidal and nematocidal activity of Y. enterocolitica strain W22703 is determined by the tripartite
toxin complex (Tc) that is encoded on the 19 kb pathogenicity island Tc-PAlve. This pathogenicity island
is highly conserved in the genomes of Yersinia spp. and it carries a LysR-like regulator as well as genes
encoding the three toxin complex components. All tc-genes follow a strict temperature regulation:
They are silenced at 37°C but activated at lower temperatures between 10°C and 20°C. In addition to
these already well-studied tc-genes, four phage-related and also highly conserved genes encoding a
lysis cassette consisting of a holin (holY), an endolysin (elyY), an i-spanin (yRz) and an o-spanin (yRz1),

are located within the island.

The first part of this thesis focused on the characterization of this phage-related lysis cassette. First,
reverse transcription PCR was used to show that the four genes are transcribed polycistronically. To
verify the functionality of the phage proteins, demonstration of the ability of HolY to form pores was
performed by complementation of a phage A lysogen with a mutated gene for holin S. In addition, their
lytic activity was demonstrated by overexpression of holY and elyY with or without spanins using an
inducible vector in Escherichia coli cells. The lysis effect was shown to be temperature-independent in
the heterologous host and it was more pronounced when all four genes were included in the
overexpression construct. In contrast, lysis was evident in the homologous host Y. enterocolitica
W22703, as well as in Y. enterocolitica biovars 1A, 1B, 3, and 5, in a temperature-dependent manner
only at 37°C. At 15°C the cells did not lyse. To test the specificity of the phage proteins additional
Yersinia spp. were used. In some of them the lysis effect was temperature-independent, too, for
instance in Y. pseudotuberculosis. To elucidate the molecular mechanism underlying this temperature-
dependent lysis, a Lon protease negative mutant of W22703 was constructed. Using this mutant in

overexpression experiments lead to cell death at 15°C as well. An analysis of ElyYs stability showed

\Y
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rapid proteolytic degradation of the overexpressed protein at 37°Cin strain Y. enterocolitica W22703.
At 15°C, the degradation occurred with a time delay. In contrast, ElyY was barely degraded in strain
W22703 Alon and in Y. pseudotuberculosis at either temperature. However, the temperature-
dependent lysis effect is a result of the higher stability of protease Lon at 15°C. Consequently, the
protease Lon plays an important role in the control of the lytic activity of the phage proteins. Such a
protective mechanism is necessary, among other things, in the case that the toxin complex is released
independently of cell lysis. Thus, the system discussed here would be an example of a novel type 10

secretion system based on lytic phage proteins.

In the second part of this study, the greater wax moth Galleria mellonella was used as model organism
to analyze and quantify the insecticidal activity of representatives of various Yersinia species that do
not possess a pathogenicity island. For this purpose, the isolates were injected into the hemocoel. It
could be shown that Y.intermedia and Y. frederiksenii are highly toxic to this insect. Strain
Y. enterocolitica 8081, member of Y. enterocolitica phylogroup 2, also exhibits a high virulence and kills
G. mellonella larvae using low injection doses of approximately 38 cells only, and thus resembles
Photorhabdus luminescens in its insecticidal activity. During these infection experiments, temperature
dependency of pathogenicity was observed. Pathogenicity of Yersinia spp. toward the larvae is
significantly higher if the animals are cultivated at 15°C and lower if they are kept at 30°C. Using a list
of genes encoding for factors which may be responsible for the toxicity of the two species Y. intermedia
and Y. frederiksenii, and which were absent in the genome of Y. enterocolitica W22703 the gene yacT
was chosen. This gene encodes for a protein that has a significant similarity to the heat-stable cytotonic
enterotoxin (Ast) of Aeromonas hydrophila, which is responsible for diarrhea in children. A yacT
negative mutant of Y. frederiksenii was constructed and used in infection experiments in comparison
to the wildtype strain. The mutant exhibited a reduced pathogenicity toward G. mellonella larvae and
a retarded proliferation within the animals. The injection of the protein YacT into the larvae influences

morphology of hemocytes.

The phage-related lysis cassette as well as the enterotoxin YacT significantly affect insecticidal activity.
With this finding, the present work extends the knowledge of the extensive repertoire of virulence

factors exhibited by Yersinia species present in the environment.
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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia

Die Gattung Yersinia gehort zur Familie der Yersiniaceae innerhalb der Ordnung Enterobacterales
[Adeolu et al., 2016], einer Gruppe Gram-negativer, fakultativ anaerober und nicht-sporulierender
Stabchen [Brenner, 1979]. Ilhren Namen erhielt die Gattung nach dem Schweizer Bakteriologen
Alexandre Jean Emile Yersin, der 1894 zeitgleich mit Shibasaburo Kitasato das Bakterium Yersinia pestis
als Ursache der Pest-Erkrankungen in Honkong und die Ratte als Ubertriger der Seuche identifizierte

[Bibel & Chen, 1976].

Seit 2005 wurde die Gattung um neun neue Spezies erweitert und umfasst derzeit 20 Arten [Nguyen et
al., 2019., Savin et al.,, 2019., Nguyen et al., 2020]. Die bekanntesten Vertreter sind die drei
humanpathogenen Spezies V. pestis, der Erreger der Lungen- und Beulenpest, sowie
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, beides Erreger der Yersiniose. Die weiteren 17 Stamme
kommen mehrheitlich in der Umwelt vor: Y. aldovae, Y. bercovieri, Y. frederiksenii, Y. intermedia,
Y. kristensenii, Y. mollaretii, Y. rohdei, Y. ruckeri, Y. aleksiciae (2005), Y.massiliensis (2008),
Y. similis (2008), Y. entomophaga (2011), Y. pekkanenii (2011), Y. nurmii (2011), Y. wautersii (2014),
Y. hibernica (2019), Y. canariae (2020).

1.1.1 Yersinia enterocolitica

Y. enterocolitica ist ein zoonotischer Erreger und verursacht bei Menschen eine gastrointestinale
Erkrankung [Bottone, 1999]. Erstmalig beschrieben wurde die Spezies 1934 von Mclver und Pike, ihren
heutigen Namen erhielt sie jedoch erst 1964 durch Wilhelm Frederiksen. Die Bakterien kénnen aus
einer Vielzahl an domestizierten und wildlebenden Tieren, wie Schweinen, Rindern, Schafen, Ziegen,
Hunden, kleinen Nagetieren, Vogeln und Insekten isoliert werden. Dabei sind vor allem fir
humanpathogene Y. enterocolitica-Stamme Haus- und Wildschweine das bedeutendste Tierreservoir
[Bottone, 1999]. Die Infektion des Menschen erfolgt hdufig durch den Verzehr von rohem oder
unzureichend erhitztem Schweinefleisch [Tauxe et al., 1987]. Die psychrotrophe Eigenschaft der
Bakterien verstarkt dabei ihre Rolle als Lebensmittelkeim. Zwar liegt die optimale Temperatur fir ihre
Vermehrung bei 28-30°C [Brubaker, 1972], dennoch kénnen sie auch bei Temperaturen bis -5°C

wachsen [Bergann et al., 1995].

Die Spezies Y. enterocolitica umfasst eine Reihe pathogener und apathogener Stamme, die sich inihren
biochemischen und antigenen Eigenschaften teilweise deutlich unterscheiden. Sie wird anhand

biochemischer Eigenschaften in sechs Biotypen untergliedert: 1A, 1B und die Gruppen 2, 3, 4 und 5.

1
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Wahrend der Biotyp 1A vor allem apathogene, in der Umwelt vorkommende Stimme umfasst, enthalt
der Biotyp 1B vorwiegend aus Amerika stammende Isolate humanpathogener Stdmme. Die Biotypen
2 bis 5 sind eher Europa, Asien und Australien zuzuordnen und enthalten hochpathogene bis gering
pathogene Stamme [Wauters et al., 1987]. Die weitere Untergliederung in Serotypen erfolgt anhand
verschiedener Antigene, wobei die Oberflachenantigene (O-Antigene) und die GeiRelantigene (H-
Antigene) fur die Diagnostik relevant sind. Die O-Antigene, fir deren Bezeichnung Zahlen verwendet
werden, konnen bei mehreren Spezies der Gattung Yersinia vorkommen. Die H-Antigene sind
speziesspezifisch und kénnen somit zur Speziesidentifizierung herangezogen werden [Aleksi¢ &

Bockemdihl, 1990].

Der in dieser Arbeit untersuchte Y. enterocolitica-Stamm W22703 ist dem Biotyp 2 und dem Serotyp
0:9 zuzuordnen. Es handelt sich um einen gering pathogenen Stamm, dem das Virulenzplasmid pYV
[Mulder et al., 1989] sowie die im Genom des humanpathogenen Y. enterocolitica-Stammes 8081
vorhandenen Gene, die flr die Pathogenitatsinsel YAPI (Yersinia adhesion pathogenicity island), die
Sekretionssysteme Ysa (Yersinia secretion apparatus) und Ytsl (Yersinia type Il secretion 1) kodieren
[Fuchs et al., 2011], fehlen. Dafiir besitzt Y. enterocolitica W22703 ein Typ 3-Sekretionssystem (T3SS),
welches sonst nur in apathogenen Yersinia-Spezies gefunden werden kann [Fuchs et al., 2011], sowie
eine Pathogenitatsinsel (pathogenicity island, PAl), die dem Stamm eine insektizide und nematozide

Aktivitat verleiht [Bresolin et al., 2006].

1.1.2  Yersinia frederiksenii

Y. frederiksenii zahlte bis 1980 zur Gruppe der Y. enterocolitica-like Spezies. Mit der Anwendung der
DNA-DNA Hybridisierung auf eine Vielzahl an Y. enterocolitica- und Y. pseudotuberculosis-Stamme
wurde Y. frederiksenii ebenso wie Y. intermedia und Y. kristensenii als eigenstandige Spezies erkannt
[Brenner et al., 1976] und beschrieben [Ursing et al., 1980]. Ihren Namen erhielt die Spezies zu Ehren
des dinischen Mikrobiologen Wilhelm Frederiksen. Trotz einer groBen Ubereinstimmung in
physiologischen Eigenschaften und Kulturbedingungen lasst sich Y. frederiksenii biochemisch von
Y. enterocolitica dadurch unterscheiden, dass es zwar Rhamnose fermentieren kann, nicht jedoch

Melibiose, Raffinose und a-Methyl-p-Glucose [Ursing et al., 1980].

Die Spezies Y. frederiksenii umfasst eine heterogene Gruppe von Stammen, die unter anderem aus
Klar- und Flusswasser, Rohmilch, Schweinefleisch sowie humanen Stuhlproben oder klinischen Proben
isoliert wurden [Stock & Wiedemann, 2003]. Anhand ihrer Genomsequenzen teilen sich diese auf drei
Speziescluster auf [Reuter et al., 2014] bzw. gehdren sie zu drei Abstammungslinien, von denen zwei
eine eigene Spezies darstellen kdonnten [Savin et al., 2019]. Bei dem in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Y. frederiksenii-Stamm ATCC33641 handelt es sich um den Typstamm der von SAVIN et

al. als Y. frederiksenii sensu stricto bezeichneten Klade.
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1.1.3  Virulenzfaktoren von Yersinien

Die Gattung Yersinia beinhaltet sowohl hochpathogene Spezies, die beim Menschen Erkrankungen wie
die Pest oder eine Yersiniose, eine fieberhafte Darmerkrankung, auslosen kdnnen, als auch als
apathogen eingestufte Spezies. Die Einschatzung, zu welcher Kategorie ein Stamm zahlt, erfolgt vor
allem danach, ob dieser bestimmte Virulenzfaktoren besitzt. Ein wichtiger Faktor fir die Pathogenitat
ist das Vorhandensein des ca. 70 Kilobasen (kb) groRen Virulenzplasmides pYV (pCD1 in Y. pestis)
[Gemski et al., 1980]. Auf diesem Plasmid befinden sich die Gene fiir das Adharenzprotein YadA
(Yersinia adhesin A), die Yops (Yersinia outer proteins) und ein T3SS [Gemski et al., 1980; Portnoy et al.,
1981, Portnoy & Martinez, 1985]. Das ca. 45 kDa grofle &duflere Membranprotein YadA ist
hauptverantwortlich fir die Zelladhdrenz und damit fir die Einleitung einer Infektion der Zelle
[Heesemann & Griiter, 1984]. Des Weiteren fiihrt es ab einer gewissen Menge zur Autoagglutination
[Skurnik et al., 1984] und ist wichtig flir die Phagozytose- und Serumresistenz [Bottone, 1997].
Wahrend YadA in Y. enterocolitica eine entscheidende Rolle fiir die Infektiositat spielt, ist die Virulenz
von Y. pseudotuberculosis bei Fehlen des Adhdasins unverandert [Bolin & Wolf-Watz, 1984]. In Y. pestis
flhrte die Deletion eines einzelnen Basenpaares zu einer Verschiebung des Leserahmens und somit

zur vollstandigen Abwesenheit von YadA [Rosqvist et al., 1988; Skurnik & Wolf-Watz, 1989].

In allen drei humanpathogenen Spezies sind die Yops von besonderer Bedeutung fiir die Virulenz. Diese
umfassen zum einen die Effektorproteine, die das Uberleben und Replizieren der Yersinien
beglinstigen und die zelluldre Antwort des Wirtes unterdriicken [Rosqvist et al., 1990]. Zum anderen
gibt es innerhalb der Gruppe der Yops auch Proteine mit regulatorischer Funktion [Holmstrom et al.,
1997; Ferracci et al., 2005] und solche, die zur Translokation beitragen [Rosqvist et al., 1995]. Die
Effektorproteine werden mit Hilfe des ebenfalls auf dem Plasmid pYV kodierten T3SS in die Zielzelle
injiziert. Die 27 strukturbildenden Proteine, die sich zu dem Injektionsapparat zusammensetzen,
weisen eine hohe Homologie zu Flagellenproteinen auf [Hueck, 1998] und sind unter den Yersinien

stark konserviert [Cornelis, 2006].

Die auf dem Plasmid pYV kodierten Virulenzfaktoren sind fiir die Pathogenitadt der Bakterien zwar
erforderlich, jedoch nicht ausreichend [Heesemann et al., 1984]. Zusatzlich zu diesen gibt es eine Reihe
von chromosomal kodierten Faktoren, die die Infektiositat maRgeblich beeinflussen, indem sie eine
effiziente Kolonisierung des Wirtes begiinstigen. So nutzen die enteralen Yersinia spp. die Aktivitat
einer Urease, die von den drei Operons ureABC, ureEF und ureGD kodiert wird, um dem sauren pH im
Magen mit Ammoniak-Bildung entgegenzuwirken [De Konning-Ward & Robins-Browne, 1995; Young
et al, 1996]. Das vom inv-Gen kodierte AuRenmembranprotein Invasin ist der wichtigste
Invasionsfaktor von Y. enterocolitica. Im Mausversuch wurde gezeigt, dass es lber eine Interaktion mit

B1-Integrinen die Durchdringung enteraler M-Zellen und folglich die Invasion der Peyer’schen Plaques
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ermoglicht. Somit ist Invasin bereits in der Friihphase der Infektion fir eine effiziente Translokation
der Bakterien liber das intestinale Epithel erforderlich [Pepe & Miller, 1993]. Ein intaktes inv-Gen gibt
es nurin Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis, wahrend Y. pestis ein Pseudogen besitzt [Simonet
et al., 1996]. Ein weiterer Faktor fiir die Adharenz sowie die Invasion ist das Adhasin Ail (attachment-
invasive-locus), welches durch das ail-Gen kodiert wird. Ail ist auBerdem fir die Serumresistenz
erforderlich [Bliska & Falkow, 1992]. Ein ail-Gen kann nur in pathogenen Y. enterocolitica-Serotypen
detektiert werden, es kommt weder in apathogen Y. enterocolitica-Stammen noch in apathogenen
Yersinia-Spezies vor [Miller et al., 1989]. Y. pseudotuberculosis besitzt ein ail-Gen, wobei das
resultierende Protein nicht zu Adhdsion und Inversion beitragt, sondern nur zur Serumresistenz [Yang
et al., 1996]. Y. pestis kodiert fiir ein funktionales Ail, welches hier fir die Infektion entscheidende
Funktionen Gbernimmt. Es ist der primare Faktor fiir die Adhasion an Saugetierzellen [Felek & Krukonis,
2009] und befordert die Invasion von Immunzellen [Marketon et al., 2005]. Des Weiteren vermittelt
es Serumresistenz [Anisimov et al., 2005] sowie Autoaggregation [Laird & Cavanaugh, 1980]. Das Gen
myfA (mucoid yersinia fibrillae) wird ebenfalls nur von pathogenen Y. enterocolitica-Serotypen
exprimiert [lriarte et al., 1993]. Dieses ist ein Homolog des Gens psaA von Y. pestis und
Y. pseudotuberculosis, welches fiur die Hauptkomponente des pH6-Antigens kodiert [Lindler et al.,
1990]. Das pH6-Antigen weist eine fibrillendhnliche Struktur auf, die eine Rolle bei der Adharenz an
Saugetierzellen spielt [Yang et al., 1996; Liu et al., 2006]. Y. pestis besitzt mit dem Protein YapE einen

weiteren fir die Adharenz wichtigen Faktor [Lawrenz et al., 2009].

Einige Y. enterocolitica Stamme produzieren ein hitzestabiles Enterotoxin Yst | (Yersinia-heat-stable
enterotoxin). Dieses ist strukturell und funktional homolog zu dem hitzestabilen Enterotoxin von
enterotoxischen E. coli [Takao et al., 1984] und stimuliert die Guanylat-Zyklase im Darm, wodurch der
typische wassrige Durchfall einer Y. enterocolitica-Infektion verursacht wird [Delor & Cornelis, 1992;
Delor et al., 1990]. Inzwischen wurde ein weiteres Enterotoxin identifiziert, Yst Il genannt, welches vor
allem von als apathogen eingeschatzten Stammen produziert wird [Robins-Browne et al., 1993]. Des
Weiteren wurden verschiedene Subtypen von Yst | ndmlich YstA, YstB und YstC charakterisiert [Delor
et al., 1990; Yoshino et al., 1994; Yoshino et al., 1995]. YstA wird hauptsachlich von Y. enterocolitica
Biovaren 1B und 2-5 produziert, wiahrend Stamme des Biovars 1A vor allem fir YstB und in seltenen
Fallen fir YstC kodieren [Singh & Virdi, 2004]. Neben Y. enterocolitica sind auch in anderen Yersinia
spp. Gene fir Yst oder weitere Enterotoxine nachgewiesen worden, z.B. in Y. kristensenii, Y. bercovieri,
Y. frederiksenii oder Y. intermedia [Robins-Browne et al., 1991; Sulakvelidze et al., 1999; Singh & Virdi,
2004].

Ein weiterer Faktor, der sich auf die Auspragung der Virulenz auswirkt, ist das Vorhandensein der
Pathogenitatsinsel HPI (high pathogenicity island). Diese tragt Gene, die fur die Eisenaufnahme der

Bakterien relevant sind. Da Eisen-lonen als Kofaktor fiir verschiedene zelluldre Prozesse benétigt
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werden, ist die erfolgreiche Eisenaufnahme wahrend des Infektionsgeschehens wichtig fir die
Vermehrung und Verbreitung von Pathogenen. Die Gene der HPI sind involviert in die Biosynthese, den
Transport und die Regulation des Siderophors Yersiniabactin (Ybt) [Carniel et al., 1996]. Dieses bindet
mit einer so hohen Affinitat Eisen, dass es in der Lage ist, diese lonen den meisten Eisenbindeproteinen
des Wirtes zu entziehen [Perry et al., 1999]. Zusatzlich zur Ybt-vermittelten Eisenaufnahme gibt es
noch weitere Eisentransporter wie YfeABCD, FeoABC, FetMP oder EfeUOB, die zur Virulenz pathogener
Yersinien beitragen. Neben der Aufnahme von Eisen spielen auch die Aufnahmesysteme fiir Mangan
durch die Transporter Yfe oder MntH sowie fiir Zink durch den ZnuABC Transporter eine Rolle fiir die

Virulenz [Perry et al., 2012].

Obwohl die Spezies Y. pestis und Y. pseudotuberculosis den groBten Teil ihrer genomischen
Ausstattung gemeinsam haben [Chain et al., 2004], verursachen sie sehr unterschiedliche Krankheiten
und beide nutzen verschiedene Infektionswege. Wahrend Y. pestis hauptsachlich durch einen Flohbiss
Ubertragen wird [Perry & Fetherston, 1997], ist Y. pseudotuberculosis toxisch gegeniiber diesen Tieren
[Erickson et al., 2007] und wird vom Menschen vor allem Gber kontaminierte Nahrung aufgenommen
[Smego et al., 1999]. Ursachlich fiir diese Unterschiede ist sowohl der Erwerb neuer Gene als auch der
Verlust einzelner Gene bzw. deren Mutation zu Pseudogenen [Chain et al., 2004; Sun et al., 2014]. So
besitzt Y. pestis zusatzlich zu pYV zwei Plasmide, auf denen Faktoren kodiert werden, die fir die
Virulenzeigenschaften des Pesterregers wichtig sind. Auf dem Plasmid pPCP1 befindet sich das Gen fiir
den Plasminogen-Aktivator Pla [Sodeinde & Goguen, 1988]. Hierbei handelt es sich um eine Protease,
die unter anderem die Spaltung von Plasminogen zu Plasmin katalysiert. Plasmin ist wiederum eine
Serinprotease, die den Gerinnungsfaktor Fibrin sowie Bestandteile der extrazellularen Matrix wie
Laminin und Kollagen abbauen kann [Lahteenmaki et al., 1998]. Pla ist dabei erheblich an der
Manifestation sowohl der Beulen- als auch der Lungenpest beteiligt. Im Fall einer subkutanen Infektion
erleichtert Pla die weitere Verbreitung von Y. pestis in das Lymphsystem sowie tiefere Gewebe und
folglich die fir die Beulenpest typische systemische Ausbreitung [Sebbane et al., 2006]. Erfolgt die
Infektion intranasal, tragt Pla unter anderem durch eine Verzégerung der Immunantwort zur

Vermehrung und zum Uberleben der Bakterien in der Lunge bei [Lathem et al., 2007].

Das Plasmid pMT1 trdgt zum einen das Gen caf1, das fiir das Fraktion 1-Kapselprotein kodiert [Galyov
et al.,, 1990]. Die von Cafl-Proteinen gebildete F1-Kapsel verhindert die Phagozytose durch
Makrophagen und begiinstigt die Ubertragung der Erreger auf den Menschen wihrend eines
Flohbisses [Du et al., 2002]. Zum anderen ist auf pMT1 das Gen ymt (yersinia murine toxin) zu finden.
Dieses kodiert fiir eine Phospholipase D, die erforderlich ist fiir die Besiedlung und das Uberleben der

Pathogene im Flohdarm [Hinnebusch et al., 2002].
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Durch die Aufnahme der beiden beschriebenen Plasmide erhielten die Y. pestis-Bakterien neue
Eigenschaften und damit einen Selektionsvorteil. Zusatzlich ermdglichte der selektive Verlust einzelner
Genfunktionen die Entwicklung eines stabilen Biofilms im Proventrikel des Flohs, welcher fir die
erfolgreiche Ubertragbarkeit auf den Menschen notwendig ist [Hinnebusch & Erickson, 2008; Sun et
al., 2014]. Beispielsweise besitzt Y. pseudotuberculosis die Glykosidase NghA, die die Bildung eines
Biofilmes hemmt, indem sie die Bildung der extrazellularen Matrix stort. Bei Y. pestis liegt das nghA
Ortholog als Pseudogen vor [Erickson et al., 2008]. Die Gene rcsA, PDE2 und PDE3 sind involviert in den
Metabolismus von zyklischem di-Guanosinmonophosphat und beeinflussen damit die Bildung eines
Biofilms negativ. Diese sind ebenfalls nur bei Y. pseudotuberculosis funktional, wahrend sie im Genom

von Y. pestis als Pseudogene vorliegen [Sun et al., 2011; Sun et al., 2012].

Im Allgemeinen gilt ein Yersinia-Stamm als apathogen, wenn er nicht das Virulenzplasmid pYV tragt
[Portnoy et al., 1981], obwohl das Fehlen eines der oben beschriebenen Virulenzfaktoren nicht
zwangslaufig zu einem Verlust der Pathogenitat fihrt [Pepe & Miller, 1993]. So wurden auch als
apathogen eingestufte Y. enterocolitica oder andere Yersinia spp. in (Stuhl-) Proben von Patienten mit
gastroenteraler Erkrankung gefunden und als Ursache fiir die Symptome angenommen [Bottone &
Robin, 1977; Cafferkey et al., 1993]. Daher ist die Untersuchung der moglichen Pathogenitat dieser
Spezies und die Suche nach neuen Virulenzfaktoren Gegenstand verschiedener Studien [Batzilla et al.,

2001; Grant et al., 1998; Imori et al., 2017].

1.1.4  Virulenzregulation und die Proteasen Lon und ClpP

Die Transkription und die Synthese von Proteinen stellen generell einen Energieaufwand fir die
Bakterien dar. Daher ist es wichtig, dass diese nur in der richtigen Situation und entsprechend der
auBeren Bedingungen erfolgen. Die Virulenzgene sollen nur exprimiert werden, wenn sich das
Pathogen innerhalb eines Wirtes befindet. Um dies sicherzustellen, besitzen Pathogene neben einer
Reihe von Sensoren, die die Umweltbedingungen und deren Anderung erfassen, ein Netzwerk aus
transkriptionellen und translationalen Regulatoren, die in Abhangigkeit von Umwelteinflissen wie
Temperatur, pH-Wert, Nahrstoffangebot, Sauerstoffkonzentration und Osmolaritat unterschiedliche

Gene aktivieren oder reprimieren [Mekalanos, 1992].

Die wichtigsten Regulatoren beziglich der Virulenz von Yersinien sind der Transkriptionsfaktor RovA
(regulator of virulence A), der Yersinia-Virulenz-Modulator A (YmoA, Yersinia virulence modulator A),
das Nukleoid-assoziierte Protein H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein) sowie der

plasmidkodierte Aktivator VirF (LcrF in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis).

Die Expression der plasmidkodierten Virulenzfaktoren erfolgt unter anderem temperaturabhangig.

Erhoht sich die Temperatur von moderaten Werten (10-20°C) auf 37°C im Wirt, wird das Wachstum
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verlangsamt und die Transkription durch den ebenfalls auf pYV kodierten Aktivator VirF/LcrF, der zur
Familie der AraC-Transkriptionsregulatoren gehort, induziert [Lambert de Rouvroit et al., 1992]. Bei
25°C wird die Expression von virF selbst dadurch inhibiert, dass das Histon-ahnliche Protein YmoA an
seinen Promotor bindet [Cornelis et al., 1991]. AuBerdem bildet die virF-mRNA (messenger ribonucleic
acid) stabile Sekundarstrukturen aus, die eine Bindung der Ribosomen verhindert [B6hme et al., 2012].
Nach einer Erhdhung der Temperatur auf 37°C wird YmoA durch die Proteasen CIpXP und Lon abgebaut
[Jackson et al., 2004]. Gleichzeitig ist die Sekundarstruktur der mRNA weniger stabil. Nachfolgend ist
eine Produktion von VirF moglich, wodurch die Expression des T3SS, der Translokatoren und von YadA

induziert wird [Bohme et al., 2012].

RovA fungiert als Aktivator fiir die Expression von inv bei moderaten Temperaturen [Revell & Miller,
2000], wahrend YmoA dessen Expression zusammen mit H-NS durch die Blockade des Promotors
hemmt [Ellison et al., 2003]. Bei 37°C andert sich die Tertidrstruktur von RovA und infolgedessen ist
seine DNA (deoxyribonucleic acid) -Bindekapazitat verringert. Zuséatzlich wird das Protein ebenfalls Ziel

einer proteolytischen Spaltung durch ClpP und Lon [Herbst et al., 2009].

ClpXP und Lon gehoren zu den ATP-abhangigen Proteasen und werden der AAA+ (ATPases associated
with diverse cellular activities)-Superfamilie von ATPasen zugeordnet [Neuwald et al., 1999]. lhre
hauptsachliche Aufgabe ist der kontrollierte Abbau von fehlgefalteten oder beschadigten Proteinen.
Mit Hilfe dieser Qualitatskontrolle wird sichergestellt, dass nicht funktionale Proteine aus der Zelle
entfernt werden [Gottesman et al., 1997]. Doch auch bei der Proteolyse von besonders kurzlebigen
Regulationsfaktoren, die an Entwicklungsprozessen, der Stressresistenz und der bakteriellen Fitness
beteiligt sind, spielen sie eine wichtige Rolle und tragen so zu einem Funktionieren der physiologischen

Prozesse innerhalb der Bakterienzelle bei [Gottesman, 2003].

Sowohl bei der Protease Lon als auch bei ClpXP handelt es sich um zytoplasmatische Serinproteasen,
die eine fassartige Struktur bilden und aus einer proteolytischen Untereinheit sowie einer ATPase-
Domaéne bestehen [Gottesman, 2003]. Die ATPase-Untereinheit ist verantwortlich fiir die Erkennung
und Bindung des Substrats, das Entfalten der Proteine und die Translokation des Polypeptides zum
aktiven Zentrum der proteolytischen Domaéne [Licht & Lee, 2008]. Bis das Substrat in kleine Peptide
von etwa 10 bis 15 Aminosduren gespalten wird, durchlauft dieses viele Runden der Freisetzung und
erneuten Bindung durch die ATPase-Domane [Kenniston et al., 2003]. Die Protease Lon besteht aus
einem Polypeptid, das beide Domanen enthalt, wahrend ClpXP aus zwei Proteinen besteht. ClpP ist die
proteolytische Komponente und ClpX die ATPase-Untereinheit, die auch durch ClpA ersetzt werden

kann [Gottesman et al., 1997].
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1.2 Die Pathogenitéatsinsel Tc-PAlyve ermoglicht Y. enterocolitica W22703 eine

insektizide und nematozide Aktivitat

Samtliche unter 1.1.3 genannten Virulenzfaktoren betreffen die Pathogenitat der Bakterien gegeniiber
dem Menschen. Zusatzlich dazu tragen Yersinien Gene, die ihnen eine insektizide und nematozide
Aktivitat ermdglichen. Solche Gene, die fiir einen insektiziden Toxinkomplex (toxin complex, Tc)
kodieren, wurden 1998 erstmalig in dem Organismus Photorhabdus luminescens identifiziert [Bowen
et al., 1998a]. 2001 untersuchten WATERFIELD et al. die Verbreitung der tc-Gene und beschrieben ein
Vorkommen bei Spezies wie Xenorhabdus nematophila, Y. pestis und Serratia entomophila. Eine
Benennung der tc-Gene erfolgt seither gemal ihrer Homologie zu den insektiziden Toxinkomplexen

von P. luminescens [Waterfield et al., 2001a].

1.2.1 Der insektizide Toxinkomplex von Photorhabdus luminescens

Das Bakterium P. luminescens lebt mit entomopathogenen Nematoden in mutualistischer Symbiose.
Dabei dienen ihm die Nematoden der Familie Heterorhabditidae zum Schutz vor Umwelteinfllissen
sowie als Transportmittel zum Insekt, welches eine Nahrungsquelle fir das Bakterium darstellt
[Ciche et al., 2003]. Um diese erschlieBen zu konnen, produziert P. luminescens innerhalb des Insekts
Toxine und andere, das Gewebe schadigende Molekiile [Miinch et al., 2008]. Derweil erndhren sich die
Nematoden von den proliferierenden Bakterien und vermehren sich ebenfalls, bis sie als Dauerlarven
den Insektenkadaver verlassen und mit P. luminescens im Darm nach einem neuen Insektenwirt

suchen [Ciche et al., 2003].

Die Toxinkomplexe gehéren neben Proteasen, Lipasen und Lipopolysacchariden zu einer Reihe von
potenziellen Virulenzfaktoren, die von P. luminescens sekretiert werden, um die Immunantwort des
Insekts zu umgehen und um den Wirt zu téten [Forst et al., 1997]. Die dazugehorenden tc-Gene sind
an vier Loci innerhalb des Bakteriengenoms zu finden und kodieren fiir Proteine, die sich zu den
Toxinkomplexen Tca, Tcb, Tcc und Tcd zusammensetzen [Bowen et al., 1998b]. Von diesen weisen
jedoch nur die beiden Komplexe Tca und Tcd eine starke orale insektizide Aktivitdt auf
[Bowen et al., 1998a]. Die tc-Gene sind in Form von Pathogenitatsinseln angeordnet und die
resultierenden Proteine werden den verschiedenen Komponenten der dreigliedrigen Toxinkomplexe
zugeordnet. Dabei kodieren tcaAB- oder tch/tcdA-ahnliche Gene fiir die Komponente TcA, tcaC- oder
tcdB-ahnliche Gene fiir die Komponente TcB und die tccC-dhnlichen Gene fiir die Komponente TcC

[Bowen et al., 1998., Waterfield et al., 2001a].

Das biologisch aktive Toxin ist aus allen drei Untereinheiten zusammengesetzt [Lang et al., 2010],
wobei TcA als Homopentamer vorliegt und sowohl der Bindung an die Zielzelle als auch der

Porenbildung durch deren Zellmembran dient [Gatsogiannis et al., 2013, Meusch et al., 2014]. Mithilfe
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hochauflésender Kryo-Elektronenmikroskopie und Kristallstrukturanalysen konnte am Beispiel von
TcdA1l von P. luminescens gezeigt werden, dass sich die Struktur des freien TcA vor der Bildung der
Translokationspore sehr von seiner Struktur nach der Kanalbildung unterscheidet. Das l6sliche TcA hat
zunachst die Form einer Glocke und die fiinf TcA-Protomere bilden einen zentralen Kanal aus a-Helices,
der tiber eine linker-Doméane mit der Hille aus einer a-Helix-Doméane sowie flinf rezeptorbindenden
Domaénen verbunden ist. Am oberen Ende der TcA-Komponente bilden die TcB-bindenden Doméanen
einen Trichter und am unteren Ende wird der Kanal von mehreren B-Faltblattstrukturen verschlossen
[Gatsogiannis et al., 2013., Meusch et al., 2014]. Wird nun der pH stark abgesenkt [Lang et al., 2010],
beispielsweise durch die Ansduerung in spaten Endosomen, oder auf einen Wert (iber 11 erhoht
[Gatsogiannis et al., 2013], wie er im Mitteldarm von einigen Insekten vorkommt [Dow, 1984], dndert
sich die Konformation von TcaA erheblich. Die fiinf linker-Doméanen innerhalb von TcA ziehen sich
zusammen, die Unterseite der Hille 6ffnet sich und der Kanal wird nach unten in die Zellmembran
bewegt. Wahrend dieser Bewegung ordnen sich die a-Helices des Kanals neu an und nehmen eine
gestrecktere Konformation ein, wodurch eine bis dahin verschlossene Pore geodffnet wird
[Gatsogiannis et al., 2016]. Durch diese Translokationspore gelangt das toxische Enzym in das
Zytoplasma der Zielzelle. Dieses ist Teil von TcC und befindet sich innerhalb eines von TcB und TcC
gebildeten Kokons aus gestapelten B-Fass-Strukturen. Im Inneren des Kokons sind vornehmlich
hydrophobe Seitenketten lokalisiert, die eine Faltung des toxischen Proteins verhindern. Wahrend der
Bindung des TcB-TcC-Kokons an TcA wird das toxische Protein mittels der Aspartyl-Autoprotease,
welche ebenfalls zur Struktur der TcC-Komponente gehort, abgespalten und anschlieend mit dem C-
Terminus voraus in den von TcA gebildeten Kanal eingefiihrt. Auf diese Weise entsteht der
Gesamttoxinkomplex, der bereit ist, die toxische Komponente in die Zielzelle zu translozieren
[Gatsogiannis et al., 2018]. Nach seiner korrekten Faltung im Zytosol der Zelle agiert das toxische
Enzym als ADP-Ribosyltransferase, die Aminosauren beispielsweise von Aktin oder von Rho-GTPasen
modifiziert und somit zur Hemmung der Phagozytose oder zur Aggregation des Aktinzytoskeletts
fihren kann [Lang et al., 2010]. Auf diese Weise kommt es zur Veranderung und in den meisten Fallen
auch zur Storung zelluldrer Funktionen sowie zur Einschrankung der Immunabwehr [Simon et al.,

2014].
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Abb. 1: Darstellung der Konformationsidnderung des dreigliedrigen Toxinkomplexes von P. luminescens von der Bindung
an die Zielzelle hin zur Bildung der Translokationspore und Freisetzung der toxischen Komponente. (a) Die

Bindung des TcB-TcC-Kokons, der das ungefaltene toxische Enzym samt Autoprotease enthalt, an TcA fihrt zur
Bildung des kompletten Toxinkomplexes (b). (c) Der Toxinkomplex bindet an die Rezeptoren auf der Oberflache der
Zielzelle und l6st damit die Endozytose aus. (d) Durch die Ansduerung im spaten Endosom kommt es zur
Konformationsanderung von TcA und der Kanal stoRt in die Zellmembran. (e) Die Streckung der a-Helices innerhalb
des Kanals 6ffnet die Spitze des Kanals und das toxische Enzym gelangt in das Zytosol der Zielzelle (f) und wird dort
nach korrekter Faltung aktiv (g) [Roderer & Raunser, 2019 — Abdruck mit Genehmigung des Verlages Annual Review
of Microbiology, Volume 73 © 2019 by Annual Reviews, http://www.annualreviews.org].

1.2.2 Verbreitung und Variabilitat insektizider Toxinkomplexe

Seit der Entdeckung des insektiziden Toxinkomplexes in P. luminescens wurde eine Reihe weiterer
Bakterien bekannt, die ebenfalls tc-Gene besitzen. Diese sind unter anderem im Genom der
entomopathogenen Bakterien X. nematophila [Morgan et al., 2001], welche mit Nematoden in
Symbiose leben, und Pseudomonas entomophila [Vodovar et al., 2006] zu finden. Bei der Spezies
S. entomophila liegen die entsprechenden Gene auf dem Plasmid pADAP [Hurst et al., 2000]. Beispiele
fir humanpathogene Spezies, die die tc-Gene tragen sind P. asymbiotica [Wilkinson et al., 2009],
Salmonella enterica, Burkholderia pseudomallei [Hinchliffe et al., 2010] und Morganella morganii
[Chen et al., 2012]. Des Weiteren wurden bei den Gram-positiven Bakterien der Gattung Paenibacillus
[Enright & Griffin, 2005], der Spezies Bacillus thuringiensis [Blackburn et al., 2011], den Pflanzen-
Pathogenen P. syringae, P. fluorescens [ffrench-Constant, et al., 2007] und Erwinia pyrifoliae als auch
bei marinen Bakterien der Spezies Shewanella baltica [Hinchliffe et al., 2010] die fiir Tc-Proteine
kodierenden Gene identifiziert. In der neuesten Untersuchung zum Vorkommen von Tc-Loci innerhalb
der Bakterien wurden samtliche 6ffentlich zuganglichen bakteriellen Genome der Reference Sequence
Datenbank auf das Vorhandensein von Tc-Protein-Homologen analysiert. Dabei fanden die Autoren
1421 Bakteriengenome, die einen oder mehrere Tc-Loci besitzen. Die identifizierten Spezies gehéren
mehrheitlich zu dem Phylum der Proteobacteria, wahrend deutlich weniger Spezies der Phyla

Firmicutes und Actinobacteria Tc-Proteine besitzen [Song et al., 2021]. Des Weiteren wurde in der
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Veroffentlichung die Gattung Yersinia genauer betrachtet. Die Autoren nutzten die EnteroBase-
Datenbank, um die groRtmadgliche Anzahl an Yersinia-Genomen analysieren zu kdénnen. Von 3341
untersuchten Genomen enthalten 1693 die Gene fiir Tc-Proteine. Die Zuordnung der Genome zeigt,
dass die tc-Gene bei einem GroRteil der Yersinia-Spezies zu finden sind [Song et al., 2021]. Darunter
sind sowohl die humanpathogenen Spezies Y. pestis und Y. pseudotuberculosis [Parkhill et al., 2001]
sowie einige Y. enterocolitica-Isolate der Biovare 2 bis 5 [Bresolin et al., 2006; Fuchs et al., 2008],
inklusive des Stamms W22703, und der dem Biovar 1A angehdrende Stamm T83. Dartiber hinaus sind
tc-Gene im Genom des Insektenpathogens Y. entomophaga [Hurst et al., 2011] und bei Y. mollaretii
[Waterfield et al., 2007] zu finden. Bei Y. frederiksenii sind sie, wie bei S. entomophila, auf einem
Plasmid lokalisiert [Dodd et al.,, 2006]. Diese Vielzahl an verschiedenen Bakterien lasst darauf
schlieRen, dass die tc-Gene hdchst mobil sind und eine Ubertragung von Spezies zu Spezies

stattgefunden hat [Hinchliffe et al., 2010].

Bei der Spezies P. luminescens sind die tc-Gene im Genom an vier Loci zu finden. Dabei gibt es von den
fir TcA und TcC kodierenden Genen bis zu sieben verschiedene Varianten. So kann die TcA-
Komponente durch ein einzelnes Gen wie beispielsweise tcdAl oder durch zwei benachbarte Gene,
z. B. tcaA und tcaB, kodiert werden. Bereits bei P. asymbiotica hat sich die Anzahl der Gene deutlich
reduziert. Der gesamte tcc-Locus fehlt, und es sind fiir jede Untereinheit nur noch zwei Gen-
Alternativen vorhanden [Wilkinson et al., 2009]. Im Genom von X. nematophila liegen die Gene fir alle
Toxinkomponenten an einem einzigen Locus und umfassen zwei verschiedene Gene fir die A- und
jeweils nur ein Gen fir die B- sowie die C-Untereinheit [Sergeant et al., 2003; Zhan et al., 2016]. Auch
in den meisten anderen Spezies treten die tc-Gene an nur einem Ort im Genom und in reduzierter
Form auf. Haufig kommt es vor, dass die TcA-Komponente durch zwei Gene kodiert wird wie bei
Pseudomonas spp. und Yersinia spp., und dass mehrere Kopien des tcc-Gens vorhanden sind [Hinchliffe
et al., 2010]. Zur Ausbildung eines aktiven Gesamttoxinkomplexes miissen die einzelnen
Untereinheiten nicht auf demselben Genlocus liegen. Die verschiedenen Proteine, die aus der
Mehrzahl an Loci resultieren, kdnnen untereinander ausgetauscht werden und ermoglichen so eine
Aktivitat gegen verschiedene Insekten [Waterfield et al., 2005]. Aus der verringerten Anzahl der Gene
ergibt sich eine reduzierte Diversitat der Toxinkomplexe und somit auch eine geringere Anzahl an
Insekten, gegen die eine toxische Aktivitdat moglich ist. So ist P. luminescens gegen eine Vielzahl an
Insekten aktiv, wahrend z.B. Serratia, welches ein Gen fiir jede Toxinuntereinheit besitzt, eine hohe
Spezifitat zeigt und allein auf sogenannte Grasmaden, die Larven von Costelytra zealandica, toxisch
wirkt [Hurst et al., 2007]. Fir X. nematophila konnte gezeigt werden, dass die beiden verschiedenen
Gene fir die TcA-Untereinheit jeweils die Spezifitdt des Toxinkomplexes beeinflusst [Sergeant et al.,

2003].

11



12

Einleitung

Neueste Strukturanalysen verglichen mittels Kryo-Elektronenmikroskopie und Einzelpartikelanalyse
den Aufbau der TcA-Komponenten der vier Spezies P. luminescens, X. nematophila, M. morganii und
Y. pseudotuberculosis. Die Untersuchungen zeigten, dass die jeweiligen TcAs alle als Pentamere mit
einer glockenartigen Struktur vorliegen und sich im Aufbau der wichtigen funktionalen Strukturen sehr
dhnlich sind. Die grofRten strukturellen Unterschiede wurden im Aufbau der Hille, wo die

Rezeptorbindestellen lokalisiert sind, festgestellt [Leidreiter et al., 2019].

1.2.3 Aufbau der Pathogenitatsinsel Tc-PAly.

Wahrend ihrer Untersuchungen zur kalteinduzierten Genexpression in Y. enterocolitica W22703
mittels Transposon-gestiitzter Genomanalyse fanden BRESOLIN et al. erstmalig Gene, die eine
signifikante Homologie zu den Genen des insektiziden Toxinkomplexes von P. luminescens aufweisen
[Bresolin, 2004; Bresolin et al., 2006]. Die infolge ihrer weiteren Auswertungen identifizierten offenen
Leserahmen wurden entsprechend ihrer Homologie zu den P. luminescens-Genen benannt. Sie sind in
Form einer Pathogenitdtsinsel angeordnet und umfassen sowohl die Gene fiir die drei
Toxinuntereinheiten A, B und C als auch den LysR-dhnlichen und als TcaR2 bezeichneten Regulator
sowie vier phagenverwandte Gene [Bresolin et al., 2006]. Die folgende Abb. 2 zeigt die Abfolge der tc-

Gene im Stamm Y. enterocolitica W22703.

5 10 15 20 kb

TC-PAl,,
‘ TcA « 1cB TcC ‘

tcaAB oder tcb/tcdA- tcaCoder tchB- .
. shnliche Gene . 3hnliche Gene |:| tccC-dhnliche Gene

LysR-dhnliche
phagenverwandte Gene
Regulatoren .

Abb. 2: Anordnung der tc-homologen Gene innerhalb der Pathogenitatsinsel Tc-PAly. von Y. enterocolitica W22703.
[modifiziert nach Fuchs et al., 2008]

Die Pathogenitatsinsel ist zwischen den Genen YE3797 (tcaR1) und YE3798 (t/dD) lokalisiert und
umfasst etwa 19 kb. Zu ihr zdhlen neben dem Gen fiir den Regulator TcaR2 die Gene tcaA und tcaB,
welche gemeinsam fir die Toxinuntereinheit TcA kodieren. Im Stamm VY. enterocolitica W22703 ist
tcaB durch eine Leserasterverschiebung in zwei ORFs, tcaB1 und tcaB2 benannt, unterteilt. Ein

weiteres Gen der PAl ist tcaC, welches fiir die Komponente TcB kodiert. Auch dieses Gen enthélt eine
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Verschiebung in der Nukleotidabfolge. Es folgen vier phagenverwandte Gene und das fir die
Untereinheit TcC kodierende Gen tccC. Zwischen tccC und tldD sind zwei Leserahmen vorhanden,
deren Funktion jedoch unbekannt ist. Das direkt vor der Insel gelegene Gen tcaR1 kodiert fiir einen
weiteren Regulator der LysR-Familie. Obwohl dieser die Expression der tc-Gene beeinflusst, wird er
nicht zur Pathogenitatsinsel gezahlt, da das tcaR1-Gen im Genom aller Yersinia spp. vorhanden ist,

unabhangig davon, ob sie eine PAI besitzen oder nicht [Bresolin et al., 2006; Fuchs et al., 2008].

Dieser Aufbau der Pathogenitatsinsel ist bei den meisten Yersinia-Stammen, die tc-Gene besitzen, sehr
ahnlich. Abweichungen ergeben sich hauptsachlich aus der Anzahl der tccC-Gene und aus der An- bzw.
Abwesenheit der beiden ORFs zwischen tccC und tldD. Die Anzahl der tccC-Gene variiert zwischen
einem, wie bei 85% der Tc-Loci der Gattung Yersinia [Song et al., 2021], darunter beispielsweise alle
Y. enterocolitica-Stamme der Biovare 2-5, Y. mollaretii und Y. pseudotuberculosis YPIIl, und vier, wie
bei dem Stamm Y. pseudotuberculosis 1P31758. Die Spezies Y. mollaretii und Y. pseudotuberculosis
besitzen keinen Leserahmen zwischen tccC und tldD, Y. pestis hat einen und die Y. enterocolitica-
Stamme der Biovare 2-5 beide [Waterfield et al., 2007; Fuchs et al., 2008]. Y. enterocolitica T83 weicht
in der Organisation der PAl von der der anderen Stamme dadurch ab, dass er statt zwei Genen ein
einzelnes Gen besitzt, das flr die A-Komponente des Toxins kodiert. Dieses ist entsprechend seiner

Homologie als tcdA benannt. Das Gen tcdB kodiert fir die B-Komponente [Tennant et al., 2003b].

Fast alle Yersinia spp. haben gemeinsam, dass die Gene der Pathogenitdtsinsel am selben
hochkonservierten Genlocus aufzufinden sind. Sie liegen immer zwischen den Genen YE3797 und
YE3798. Eine Ausnahme bildet der Stamm Y. entomophaga, dessen Pathogenitatsinsel in einer
anderen Region im Genom lokalisiert ist. AuRerdem befinden sich in dieser PAlI neben den tc-Genen

zwei weitere Gene, die fiir Chitinasen kodieren [Hurst et al., 2010].

Trotz der groRen Ahnlichkeit im Aufbau der Pathogenititsinsel sowie der gleichen Position im Genom
der Yersinia spp. unterscheiden sich die Stamme in der Expression der tc-Gene. Diese erfolgt bei
Y. pseudotuberculosis 1P32953 und Y. enterocolitica T83 bei einer Temperatur von 37°C [Hares et al.,
2008; Tennant et al., 2005]. Bei Y. pestis ist die Transkription der tc-Gene bei 21-26°C signifikant starker
als bei 37°C [Motin et al., 2004; Gendlina et al., 2007], wahrend sie bei Y. enterocolitica W22703 nur
bei 10-20°C stattfindet [Bresolin et al., 2006]. So zeigen letztgenannte Bakterien nur eine Aktivitat
gegen die Larven von Manduca sexta nach der Anzucht bei 10°C. Werden sie bei 30°C kultiviert, wird
keine insektizide Wirkung mehr erzielt [Bresolin et al., 2006]. Dieser temperaturabhéngigen Expression
liegt ein komplexes Wechselspiel der beiden Regulatoren TcaRl und TcaR2 sowie dem

Virulenzregulator YmoA zugrunde, auf welches im nachsten Abschnitt naher eingegangen wird.
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1.2.4 Regulation der tc-Gene bei Yersinia enterocolitica W22703

Die tc-Gene von Y. enterocolitica W22703 verleihen den Bakterien sowohl eine insektizide Aktivitat,
z.B. gegen M. sexta-Larven, als auch eine nematozide, beispielsweise gegen den Fadenwurm
Caenorhabditis elegans [Bresolin et al., 2006; Spanier et al., 2010]. Dabei ist die Expression der tc-Gene
temperaturabhangig [Bresolin et al.,, 2006]. Mittels Transkriptionsfusionsanalysen und
Gelmobilitatsstudien konnten STARKE et al. zeigen, dass der LysR-dhnliche Regulator TcaR2 die
Expression der Gene tcaA und tcaB induziert, indem er an deren Promotoren bindet. In den Versuchen
flhrte die Deletion von TcaR2 zu einem Verlust der Transkriptionsaktivitdt der beiden Toxingene.
Durch Komplementation konnte die Expression auf Wildtyp-Niveau wiederhergestellt werden. Von der
Temperatur ist abhangig, ob der Aktivator in ausreichender Menge vorhanden ist. Zum einen ist bei
15°C die Transkription des Regulators selbst signifikant hoher als bei 37°C. Zusatzlich wirkt er bei
niedrigen Temperaturen positiv autoregulierend durch Bindung an seinen eigenen Promotor. Zum
anderen zeigt TcaR2 bei 37°C eine geringere Proteinstabilitdit und wird vermehrt von Proteasen
abgebaut. Hinzu kommt, dass die tcaR2-Expression von dem konstitutiv exprimierten Regulator TcaR1

reprimiert wird [Starke et al., 2013].

Als Gegenspieler zum Aktivator TcaR2 identifizierten STARKE & FUCHS den Komplex aus YmoA und H-NS.
Dieser verhindert die Expression samtlicher tc-Gene bei 37°C durch eine Bindung an deren Promotoren
sowie im Fall von tcaA und tcaB an intragenische Regionen. Zur Klarung der temperaturabhangigen
Regulation beziiglich der Toxingene wurden die Proteinmenge und -stabilitat von YmoA bei 15°C und
bei 37°C verglichen. Wahrend die Menge an YmoA in der exponentiellen Wachstumsphase der
Bakterien bei beiden Temperaturen gleich war, wurde in der stationdren Phase bei 15°C weniger von
dem Protein nachgewiesen als bei 37°C. Im Stabilitatsversuch wurde die Proteintranslation in den
Zellen gehemmt und lber einen langeren Zeitraum die Menge an YmoA beobachtet. Dabei stellte sich
YmoA als thermostabil heraus, da es bei keiner Temperatur zu einer signifikanten Reduktion des
Proteins kam. Bei 15°C gelingt es TcaR2, den repressorischen Komplex aus YmoA und H-NS zu
verdrangen. Dies ist auf eine verringerte Tetramerisierungsrate von H-NS zurlickzufiihren, wodurch es
zu einer verringerten Funktionalitdt des Komplexes kommt. [Starke & Fuchs, 2014] Die weiteren
Toxingene tcaC und tccC werden ebenfalls bei 37°C von YmoA/H-NS reprimiert, jedoch konnte fiir diese

keine positive Regulation durch TcaR2 festgestellt werden [Starke, 2015].

Die Abb. 3 zeigt ein Modell zur temperaturabhdngigen Regulation des Gens tcaA entsprechend den

oben beschriebenen Zusammenhangen.
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Abb. 3: Modell zur temperaturabhangigen Regulation der Pathogenitatsinsel. Bei 15°C ist TcaR2 positiv autoregulierend,
es bindet an den Promotor von tcaA und aktiviert damit dessen Expression. Die Tetramerisierungsrate von YmoA
und H-NS ist stark reduziert und TcaR2 ist in der Lage, den Komplex zu verdréngen. Bei 37°C ist die Menge an
funktionalem YmoA/H-NS-Komplex erhéht und dieser reprimiert die Expression von tcaR2 sowie tcaA. Zusatzlich
zur verringerten Transkription von tcaR2, wird TcaR2 von Proteasen abgebaut [Starke & Fuchs, 2014 — Abdruck mit
Genehmigung des Verlages Molecular Microbiology, Volume 92 © 2014 by John Wiley & Sons].

Weitere Versuche wie beispielsweise die Bestimmung der relativen Expression mittels qRT-PCR
zeigten, dass neben der Temperatur auch die Wachstumsphase der Bakterienkultur eine Rolle spielt.
So beginnt die Transkription von tcaR2 erst im Ubergang von der exponentiellen Phase zur stationiren
Phase und damit auch die von tcaA und tcaB. Eine Abhadngigkeit der Expression vom sogenannten
Quorum sensing, der Fahigkeit von Bakterien, die Zelldichte der Population zu bestimmen und
abhangig davon nur bestimmte Gene zu aktivieren, wurde bisher nicht abschlieBend untersucht.
Jedoch wurde ein Einfluss der Quorum-sensing-Synthasen LuxS und Yenl auf die Expression von tcaR2
festgestellt. Die Deletion der beiden Gene /uxS und yenl fiihrte sowohl bei 15°C als auch bei 37°C zu

einer signifikanten Steigerung der Promotoraktivitat von tcaR2 [Starke, 2015].

AulRerdem wiesen die Untersuchungen von Reporterstimmen, bei welchen eine Fusion mit einem
Fluoreszenzprotein vorlag, darauf hin, dass die Bildung des TcaA-Proteins nur in einem geringen Teil
der Population erfolgt. Mithilfe einer translationalen Fusion von TcaA mit einem Reporter konnte auf
Einzelzellebene veranschaulicht werden, dass bei 15°C nur etwa 5% der Zellen der Bakterienkultur

TcaA bilden. Die Anzahl tcaR2-exprimierender Zellen ist sogar noch etwas geringer [Starke, 2015].

Die Regulation der Gene der Pathogenitatsinsel von Y. enterocolitica W22703 scheint darauf ausgelegt
zu sein, die energieaufwendige Bildung des Toxinkomplexes nur bei einer optimalen Temperatur

und/oder Zelldichte auszufiihren und dies auf einen Teil der Population zu beschrénken [Starke, 2015].
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1.3 Die phagenverwandten Gene innerhalb der Tc-PAlye

Neben den Genen, die fir die Toxinuntereinheiten kodieren, und den beiden Regulatoren befinden
sich in der Pathogenitatsinsel der Yersinia spp. vier phagenverwandte Gene. Diese liegen zwischen den
Genen tcaC und tccC und kodieren fir ein Holin, ein Endolysin sowie zwei putative Spanine [Bresolin
et al., 2006; Reuter, 2008]. Die enzymatische Aktivitat und Substratspezifitdt des Endolysins wurde
bereits von STARKE mittels Zymographie untersucht und damit dessen Funktionalitdt nachgewiesen

[Starke, 2015].

1.3.1 Das dreistufige Lyse-Modell der Bakteriophagen

Bakteriophagen mit doppelstrangiger DNA produzieren am Ende des vegetativen Zyklus Holin-,
Endolysin- sowie Spanin-Proteine, um nach erfolgter Vervielfaltigung und Reifung ihre Gram-negativen
Wirtszellen zu lysieren und somit neue Phagenpartikel freizusetzen [Young et al., 1992, Berry et al.,

2012].

Das Endolysin ist ein l6sliches Enzym mit Murein-abbauender Aktivitat, welches eine Zelllyse von innen
heraus induzieren kann [Jakob & Fuerst, 1985]. Die Art der Aktivitdt kann sich zwischen den
verschiedenen Phagen unterscheiden. Entsprechend ihres Angriffspunktes innerhalb des
Peptidoglykans gibt es Endolysine mit Glykosidase-, Endopeptidase-, Amidase- oder Transglykosidase-
Aktivitat. Glykosidasen, welche auch Muramidasen oder Lysozyme genannt werden, und
Transglykosidasen wirken auf die glykosidischen Bindungen im Riickgrat des Mureins, die
Endopeptidasen und Amidasen dagegen hydrolysieren die Peptidverbindungen zweier benachbarter
Strange [Young, 1992]. Wahrend Endolysine von Phagen mit Gram-positiven Wirtszellen am
C-Terminus eine Domane zur Bindung an die Zellwand und am N-Terminus die katalytisch aktive
Domdne haben [Fischetti, 2005], besitzen die meisten Endolysine von Phagen Gram-negativer
Bakterien eine einzige Domane, die diese beiden Funktionen der Substraterkennung und der
enzymatischen Spaltung in sich vereint [Briers et al., 2007]. Damit ein Endolysin die hydrolytische
Spaltung einer Bindung des Peptidoglykans katalysieren kann, muss es in dessen rdumliche Nahe
gelangen. Dazu haben sich bei den Phagen zwei verschiedene Strategien entwickelt, die auf den beiden
Endolysin-Subtypen basieren, namlich den kanonischen oder den sogenannten SAR (signal-anchor-
release) Endolysinen [Xu et al., 2004]. Die kanonischen Endolysine liegen im Zytoplasma der Wirtszelle
bereits vollstandig gefaltet vor und katalysieren die hydrolytische Spaltung einer Bindung des
Peptidoglykans, sobald sie in dessen rdumliche Nadhe gelangen [Young, 1992]. Die SAR Endolysine
besitzen eine spezielle N-terminale Signalsequenz, die es ermoglicht, das Sec-System des Wirtes fir
den Transport in das Periplasma zu nutzen [Xu et al., 2004]. Dort akkumulieren die SAR Endolysin-

Proteine in Membran-gebundener aber inaktiver Form. Kommt es zur Depolarisierung der
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Zellmembran, werden sie freigesetzt, falten sich zur enzymatisch aktiven Form und bauen das Murein

ab [Xu et al., 2005].

Den Zugang zur Peptidoglykanschicht ermdglichen dem Endolysin in den meisten Fallen sogenannte
Holine [Reader & Siminovitch, 1971]. Dabei handelt es sich um kleine Membranproteine, die nach ihrer
Fahigkeit benannt wurden, nicht-spezifische Locher in der Zellmembran zu bilden [Young, 1992]. Die
Gruppe der Holine ist sehr divers und umfasst eine Vielzahl an funktionellen Homologen, die sich in
mehr als 30 orthologe Untergruppen einteilen lassen [Wang et al., 2000]. Sie besitzen alle eine stark
hydrophobe und geladene C-terminale Domane und werden anhand ihrer GréBe und der Anzahl an
Transmembrandomanen in drei Gruppen eingeteilt [Young & Blasi, 1995]. Die Klasse I-Holine besitzen
drei a-helikale Transmembrandomanen und sind zwischen 95 und 130 Aminosdurereste grof3. Zu
dieser Gruppe gehort beispielsweise das Holin S105 des A-Phagen. Zur Klasse Il zdhlen Holine, die zwei
a-helikale Transmembrandomanen ausbilden und die mit einer maximalen GréBe zwischen 65 und 95
Aminosaureresten kleiner sind. Ein gut untersuchtes Beispiel fiir diese Klasse ist das S21-Holin des
lambdoiden Phagen 21. Das Holin des Phagen T4 kann keiner der beiden genannten Klassen
zugeordnet werden und bildet somit eine eigene, die Klasse Ill [Ramanculov & Young, 2001b]. Es weist
nur eine Transmembrandomane auf und verfiigt Gber einen sehr groRen in das Periplasma gerichteten
C-Terminus [Tran et al., 2005]. Die Holine der Klassen | und Il besitzen einen C-Terminus, der in das
Zytosol reicht. Wahrend sich der N-Terminus der Klasse I-Holine im Periplasma befindet, liegt der N-
Terminus der Klasse Il-Holine im Zytoplasma [Grindling et al., 2000a]. Die Transmembrandomanen
interagieren miteinander, sowohl intra- als auch intermolekular, und die Entstehung von Holin-
Aggregaten fuhrt zur Bildung der Poren durch die Zytoplasmamembran [White et al., 20011]. Bei
manchen Phagen, z. B. dem Phagen A oder dem Phagen 21, ist das sogenannte Antiholin fur die
Festlegung des Zeitpunkts der Lyse verantwortlich. Das Antiholin ist ein nahezu identisches Homolog
zum Holin und resultiert in den meisten Fallen aus derselben Gensequenz wie das Holin lediglich mit
einem oder zwei zusatzlichen Codons vor dem Start-Codon [Blasi et al., 1990; Bonovich & Young, 1991].
Bei dem T4-Phagen wird das Antiholin von einem separaten Gen kodiert [Ramanculov & Young, 2001a].
Die zusatzlichen Codons resultieren in positiv geladenen Aminosduren, die die erste
Transmembrandomaéane des Proteins blockieren. Die Antiholine unterdriicken die Holin-Aggregation
durch Bildung von Holin-Antiholin-Heterodimeren [Grindling et al., 2000b]. Kommt es zu
Depolarisierung der Membran, dndert sich die Konformation der Antiholine hin zu funktionalen Holin-

Proteinen, und die Anzahl an Léchern in der Membran erhoht sich schlagartig [Park et al., 2006].

Eine weitere Unterscheidung innerhalb der Holine erfolgt entsprechend ihrer Funktionalitdt. Wie bei
den Endolysinen werden auch bei den Holinen zwei Subtypen unterschieden, die sich jeweils durch
eine etwas andere Wirkungsweise auszeichnen. Wahrend das kanonische Holin vereinzelte Locher

formt, durch die das (meist aktive) Endolysin die Zellmembran passieren kann [Wilson, 1982],
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entstehen durch das sogenannte Pinholin eine Vielzahl kleiner Locher. Diese sind nicht groR genug, um
Proteine durchzulassen, verursachen jedoch eine Erniedrigung des Membranpotentials [Park et al.,
2007]. Das Pinholin kommt nur in Kombination mit dem SAR Endolysin vor. Da auch die durch das
kanonische Holin verursachten Lécher zur Depolarisierung der Membran fiihren, ist eine Kombination
mit beiden Endolysin-Subtypen mdoglich [Young, 20014]. Beide Holin-Typen haben gemeinsam, dass
die einzelnen Proteine zundchst harmlos und frei beweglich in der Zellmembran akkumulieren. Wird
eine kritische Konzentration Uberschritten, bilden sich sogenannte HolinfloBe, grolRe
zweidimensionale Proteinaggregate. Dabei wechselwirken die Transmembrandomadnen der Holine

miteinander und es entstehen Locher [White et al., 2011].

Erst seit 2008 ist bekannt, dass neben der Permeabilisierung der Zellmembran durch das Holin und
dem Abbau des Peptidoglykans durch das Endolysin weitere Faktoren an der vollstandigen Lyse der
Zellen beteiligt ist. Die Durchlassigkeit der duBeren Membran wird durch die als Spanine bezeichneten
Proteine Rz und Rz1 katalysiert [Berry et al., 2008; Berry et al., 2012]. Aktuell wird davon ausgegangen,
dass die Spanine zu einer Fusion der inneren und der dulReren Membran fiihren, indem sie einen
Komplex bilden, der sich Gber das gesamte Periplasma spannt [Rajaure et al., 2015]. Es gibt Spanine,
die sich aus zwei Komponenten zusammensetzen: Das o-Spanin ist ein kleines Lipoprotein, das in der
duReren Membran lokalisiert ist, und das i-Spanin ist ein integrales Membranprotein. Die sogenannten
u-Spanine sind Proteine, die sowohl ein N-terminales Lipoprotein-Signal fur die duRere Membran als

auch eine C-terminale Transmembrandomaéne besitzen [Summer et al., 2007].

Die genannten Lysegene sind meist in sogenannten Lysekassetten angeordnet, die mit dem Gen fir
das Holin beginnen, nachfolgend von den Genen fiir das Endolysin und den Spaninen [Young, 1992].
Dabei kdnnen die Spanin-Gene Uberlappend kodiert sein, ein Gen in das zweite eingebettet sein oder

beide als getrennte Gene vorliegen [Summer et al., 2007].

1.3.2 Adaption von Holin/Endolysin durch Bakterien

Seit ihrer Entdeckung galten die Holine und Endolysine als von Bakteriophagen und Prophagen
kodierte Proteine, die dazu dienen, die Zielzellen zu lysieren und damit die Freisetzung neuer
Phagenpartikel zu ermdglichen. In der Zwischenzeit wurden die Gene Holin- und/oder Endolysin-
artiger Proteine auch in den Genomen Phagen-freier Bakterien gefunden. Die aus diesen Genen
resultierenden Proteine sind in verschiedenste physiologische Prozesse involviert. Beispielsweise sind
sie Bestandteil der chromosomal kodierten Vehikel zum horizontalen Gentransfer (gene transfer
agents, GTA) bei Bakterien wie Rhodobacter capsulatus [Lang & Beatty, 2001] oder Brachyspira
hyodysenteriae [Matson et al., 2005]. Die GTA werden vom Donor gebildet und sehen aus wie Phagen
mit kurzem Schwanz. Da ihnen fiir die normale virale Funktionsweise essenzielle Gene fehlen, dienen

sie ausschlieRlich dem Gentransfer [Lang & Beatty, 2001].
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Bei Staphylococcus aureus fihrt das Holin-artige Protein CidA durch Permeabilisierung der
Zellmembran zur Lyse. Mithilfe des Antiholin-dhnlichen Proteins LrgA und zweier Regulatoren wird in
Abhdngigkeit von Umwelteinflissen und Nahrstoffangebot in einer kleinen Subpopulation der
programmierte Zelltod ausgeldst. Dabei wird DNA freigesetzt (eDNA), die der Bildung eines Biofilms
dient [Rice et al., 2007]. Homologe zu diesen Proteinen gibt es bei den Bakterien B. subtilis und
Streptococcus mutans, bei denen sie jedoch nicht mit Zelllyse assoziiert sind. In diesen Spezies sind die
Holin-artigen Proteine an der Aufnahme von extrazellularem Pyruvat beteiligt und beeinflussen somit
indirekt zelluldare Prozesse wie Antibiotikaresistenz, Autolyse, Biofilmbildung und die Reaktion auf
oxidativen Stress sowie auf Hitzestress [Ahn et al., 2010; Charbonnier et al., 2017; van den Esker et al.,

2017; Ahn et al., 2019].

In der Spezies B. subtilis gibt es ein weiteres Holin-artiges Protein, YwcE, welches fir die korrekte
Bildung von Sporen wichtig zu sein scheint. Die Expression des Gens ywcE wird wahrend des
vegetativen Zellwachstums von dem Repressor AbrB reprimiert und zu Beginn der Sporenkeimung
aktiviert. Mit einem griin fluoreszierenden Protein (GFP) gekoppelte YwcE-Proteine wurden sowohl in
der Zellmembran als auch der Sporenmembran nachgewiesen. AuRerdem akkumuliert in den Sporen
der ywcE-Deletionsmutante weniger Dipicolinsadure als in Wildtyp-Sporen, die eine verdnderte duere

Sporenhiille zeigen [Real et al., 2005].

Neben den bereits genannten Funktionen der phagenverwandten Proteine in Bakterienzellen spielen
diese dariber hinaus eine Rolle bei der Sekretion von Proteinen und fiihren auch dabei nicht zwingend
zur Lyse der exprimierenden Zellen. Ein sehr gut untersuchtes Beispiel hierfir ist Serratia marcescens
DB10 [Hamilton et al., 2014]. Dieser Stamm besitzt ein aus vier Genen bestehendes Operon chiWXYZ.
Die resultierenden Produkte, die sich fir die Sekretion der chitinolytischen Proteine verantwortlich
zeigen, ahneln denen der Lysekassette des Phagen Lambda. Das Protein ChiW, das etwa 32%
Sequenzibereinstimmung mit dem Lambda Holin besitzt, und die Peptidoglykan-Hydrolase ChiX, bei
der es sich um eine Zink-Protease mit L-Ala D-Glu Endopeptidase-Aktivitat handelt [Owen et al., 2018],
sind essenziell flr die Chitinase-Sekretion, wahrend die beiden Spanin-Homologe ChiY und ChiZ unter
Laborbedingungen entbehrlich sind [Hamilton et al., 2014]. Die Expression des Operons ist ebenso wie
die Expression der Chitinase-Gene bistabil und beides findet, durch den LysR-ahnlichen Regulator ChiR
induziert, in einer kleinen Subpopulation der Zellen statt. Mittels Einzelzellmikroskopie wurde gezeigt,

dass sich die Chitinase-exprimierenden Zellen normal teilen und nicht lysieren [Hamilton et al., 2014].

Flr die Sekretion des Typhus-Toxins von S. enterica serovar Typhi ist ebenfalls ein phagenverwandtes
Protein essenziell. Die Muramidase Ttsa, welche zusammen mit den Genen fir das Toxin in einer
Pathogenitatsinsel kodiert wird [Hodak & Galan, 2013]. Die Komponenten des ABs-Toxins PItA, PItB

und CdtB besitzen N-terminale Sec-Signalsequenzen und werden somit ins Periplasma transportiert,

19



20

Einleitung

wo die Assemblierung des Toxins erfolgt [Song et al. 2013]. Fiir den weiteren Export des Toxins ist die
enzymatische Aktivitat von TtsA notwendig, welches selbst kein Signalpeptid fir einen Transport ins
Periplasma aufweist. Auch wenn mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden konnte, dass der
Export des assemblierten Toxins ohne eine Lyse der Zellen erfolgt, ist TtsA unter bestimmten
Bedingungen in Lage eine Zelllyse zu verursachen. Zum einen lysierten die Zellen, wenn ttsA
Uberexprimiert und eine geringe Menge Chloroform zugegeben wurde [Hodak & Galdn, 2013]. Die
Chloroform-Zugabe ist ein typischer Assay fiir den Nachweis einer Murein-abbauenden Aktivitat. Dabei
destabilisiert Chloroform die innere Membran und das putative Endolysin gelangt ins Periplasma und
damit in die unmittelbare Ndhe seines Substrates [Young, 1992]. Zum anderen fiihrte auch die Co-
Expression eines Salmonella-Holins, welches an einer anderen Stelle im Genom kodiert ist, zur Lyse der
Zellen. Da sich in der Pathogenitatsinsel kein Gen fiir ein Holin befindet, gehen die Autoren davon aus,
dass ein an einer anderen Stelle im Genom von S. Typhi kodiertes Holin fiir den Transport von Ttsa

durch die Zytoplasmamembran notwendig ist [Hodak & Galan, 2013].

Bei dem Durchfallerreger Clostridioides difficile liegt zwischen den beiden Genen fir die
Hauptvirulenzfaktoren, den Toxinen TcdB und TcdA, das Protein TcdE, welches zur Proteinfamilie der
Holine gehort. Zusammen mit den Genen fir den Sigmafaktor TcdR und den anti-Sigmafaktor TcdC
wird der Genlocus als Pathogenitatslocus (PaLoc) bezeichnet [Hammond & Johnson, 1995]. Fir das
Protein TcdE wird eine Beteiligung bei der Toxinsekretion postuliert [Govind & Dupuy, 2012], die
jedoch abhangig vom Stamm und der Toxinmenge ist. GOVIND & DUPUY zeigten fiir den Stamm R20291,
dass die Toxinfreisetzung direkt von TcdE abhdngig ist und ohne eine Lyse der Zellen erfolgt [Govind &
Dupuy, 2012]. Im Gegensatz dazu ermittelten OLLING et al. in ihren Untersuchungen mit dem C. difficile
Stamm 630 eine von TcdE unabhangige Freisetzung der Toxine TcdA und TcdB, die durch Autolyse in
der stationdren Phase erfolgt [Olling et al., 2012]. Des Weiteren gibt es von dem Protein TcdE drei
Isoformen, namlich das Holin, ein Antiholin und die am N-Terminus verlangerte Isoform TcdE-M1
[Govind & Dupuy, 2012]. In nachfolgenden Betrachtungen stellten sich alle drei Isoformen als
potenziell lytisch fiir C. difficile heraus, wenn deren Expression stark induziert wurde [Govind et al.,
2015]. Wahrend die Autoren eine native Produktion von TcdE-M1 nicht nachweisen konnten, da sie
wahrscheinlich unter dem Detektionslevel liegt, fiihrten bereits geringe Mengen des Proteins zu
vermehrtem Zelltod. Ebenso zeigten GOVIND et al., dass nur ein Zusammenspiel der drei Isoformen eine
effiziente Toxinfreisetzung ohne Zelllyse ermoglicht. Diese Annahme wird von der Erkenntnis einer
weiteren Studie unterstiitzt, dass bei der Expression in E. coli die Isoform TcdE-M1 inhibitorisch auf die
Zelllyse wirkt, auch wenn die kleineren Isoformen reichlich vorhanden sind [Mehner-Breitfeld et al.,
2018]. Wahrend GoVIND et al. postulieren, dass die Form der Toxinfreisetzung abhingig vom
untersuchten Stamm und der produzierten Toxinmenge ist, thematisiert eine neuere Untersuchung

die Medienzusammensetzung und genauer die Anwesenheit von Glukose. Ist Glukose im Medium
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vorhanden, erfolgt die Toxinfreisetzung wahrend der stationdren Phase vermittelt durch Bakteriolyse,
welche durch eine Peptidoglykan-abbauende Transglykosylase hervorgerufen wird. Fehlt die Glukose,
erhoht sich die Toxinproduktion und es ist bereits in der exponentiellen Wachstumsphase eine
signifikante Menge an extrazelluldrem Toxin nachweisbar. Dass diese hier durch die Aktivitat von TcdE
verursacht wurde, bleibt lediglich eine Vermutung der Autoren [Wydau-Dematteis et al., 2018].
Zusatzlich befindet sich innerhalb des Paloc ein Uberbleibsel eines Endolysin-Gens, tcdL benannt,
welches zwar keine hydrolytische Domadne aufweist, aber mit dem Toxin TcdB interagiert [Mehner-

Breitfeld et al., 2018].

Die beschriebenen Beispiele zeigen eine nicht-lytische Sekretion von Proteinen abhangig von der
Anwesenheit der phagenverwandten Proteine [Owen et al., 2018]. Der genaue Mechanismus, der

dieser Form der Proteinfreisetzung zugrunde liegt, ist jedoch noch ungeklart.

1.4 Galleria mellonella-Larven als Modellorganismus

Die GroRe Wachsmotte, Galleria mellonella, ist ein nachtaktiver Kleinschmetterling aus der Familie der
Pyralidae (Ziinsler) und gehort innerhalb dieser zu der Unterfamilie der Galleriinae (Wachsmotten).
G. mellonella ist vornehmlich in der Ndhe von Bienenstdcken zu finden, in welchen sie ihre Eier in bis
zu 200 Stiick umfassenden Eipaketen ablegen. Die Brut erndhrt sich von Pollen, Larven- bzw.
Puppenhauten der Honigbienen und dem Bienenwachs der Waben. Die GroRe Wachsmotte gilt als
Schadling, da die Larven auf der Suche nach Nahrung die Bienenwaben zerstoren und dabei
Krankheitserreger in den Bienenstock einschleppen kénnen. Sie ist ein holometaboles Insekt und
durchlauft wahrend ihrer Entwicklung zum adulten Tier die vier Stadien Ei, Larve, Puppe und Adult. Die
Larven werden etwa 25-30 mm groB3, bevor sie sich verpuppen. Sie sind cremeweil gefarbt und
besitzen sechs Beine am Thorax sowie weitere Beinpaare am Abdomen. Das Larvenstadium kann
zwischen 28 Tagen und sechs Monaten lang sein. Wahrend dieser Zeit durchlaufen die Tiere 8-10
Hautungsphasen. Im Verlauf des ein bis neun Wochen dauernden Puppenstadiums sind die Tiere
unbeweglich, fressen nicht und verbleiben innerhalb des Kokons. Aus diesem schllpft anschlieRend

ein graulich gefarbter Falter [Kwadha et al., 2017].

Da das angeborene Immunsystem von Vertebraten eine sehr hohe Ahnlichkeit zu dem der
Invertebraten aufweist [Salzet, 2001], werden Tiere wie Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster oder G. mellonella als Modellorganismen fiir die Untersuchung zur Pathogenitat von
Mikroorganismen und die resultierende Immunantwort herangezogen [McGhee, 2007; Panayidou et
al., 2014; Kavanagh & Reeves, 2004]. Mithilfe der Larven von G. mellonella wurden bereits die
Pathogenitat von Proteus mirabilis [Morton et al., 1987], E. coli und B. cereus beurteilt [Walters &

Ratcliffe, 1983]. Ebenso wurde die Virulenz verschiedener S. pneumoniae Serotypen untersucht und in
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eine Korrelation mit der An- und Abwesenheit bekannter Virulenzgene gebracht [Evans & Rozen,
2012]. Untersuchungen zur Virulenz von P. aeruginosa zeigten eine gute Vergleichbarkeit von
Versuchen mit G. mellonella-Larven und mit Mausen [Jander et al., 2000]. Unter Verwendung des
Galleria-Models konnte als Hauptvirulenzfaktor einer Infektion mit Enterococcus faecalis die
extrazellulare Gelatinase GelE identifiziert werden. GelE wurde als hitzelabiles proteolytisches Enzym
charakterisiert, welches das induzierbare antimikrobielle Peptid Gm Cecropin abbaut. Des Weiteren
ist es in der Lage, den humanen Komplementfaktor C3a zu spalten und somit eine Abnahme der
bakteriziden und hamolytischen Aktivitdit menschlichen Serums zu verursachen [Park et al., 2007].
Mithilfe des luxABCDE-Operon, das auf einem Plasmid in die Bakterien eingebracht wird, kann das
Wachstum von E. faecalis innerhalb der Gallerien verfolgt sowie deren Genexpression untersucht
werden [La Rosa et al., 2012; La Rosa et al., 2013]. Auch bei der Erforschung der Virulenz von Listerien
sind die Wachsmottenlarven ein wichtiger Modellorganismus. Zum einen ist es moglich, die pathogene
Spezies Listeria monocytogenes von den apathogenen Spezies zu unterscheiden, wenn die Tiere mit
einer Dosis von 10° kolonieformenden Einheiten infiziert wurden. Zum anderen wurde bereits eine
Vielzahl an Deletionsmutanten in diesem Modell getestet und die Ergebnisse zeigten ebenfalls eine
gute Korrelation mit den vorher im Mausmodell erfassten Daten. AuRerdem ist die einer Infektion
folgende Wirtsantwort gut untersucht. Diese zeichnet sich durch die vermehrte Produktion von
Lysozym, der Defensine Galiomyzin und Gallerimyzin sowie dem Insekt-Metalloprotease-Inhibitor aus
[Mukherjee et al., 2010]. Zusatzlich kommt es zur Aktivierung des Phenol-Oxidase-Systems und zu der
Zerstorung von Hamozyten [Joyce & Gahan, 2010]. Auffallig ist zudem die Bildung von Knoten an der
Oberflache des Gehirns, welche eingeschlossene Bakterien enthalten. Diese Strukturen sind ahnlich zu
denen, die am menschlichen Gehirn in Folge einer Infektion mit L. monocytogenes auftreten kénnen

[Mukherjee et al., 2013].

Zusammenfassend stellen die Galleria-Larven eine gute Moglichkeit dar, die Expression bakterieller
Virulenzfaktoren in der Hdmolymphe zu untersuchen und die Ergebnisse analog zum Vertebratenwirt
zu betrachten [Junqueira, 2012]. Neben ihrer Rolle in der Erforschung humanpathogener Erreger sind
die Larven ebenfalls Gegenstand von Studien zu Organismen mit insektizider Aktivitdit wie
P. luminescens, X. nematophila oder verschiedener Yersinia-Spezies [Miinch et al., 2008; Yang et al.,
2017; Fuchs et al., 2008]. Darliber hinaus wurde kiirzlich begonnen, die Wachsmottenlarven zu nutzen,
um antimikrobielle Substanzen zu testen. Die Tiere dienen der Vorauswahl von effektiven Wirkstoffen
und helfen die Anzahl an Versuchen mit Sdugetieren zu minimieren. Dabei werden z.B. Kombinationen
von Antibiotika getestet oder eine Effizienzsteigerung durch Gabe mehrerer Dosen untersucht. Fiir den
Vancomycin-sensitiven E. faecalis und den Vancomycin-resistenten E. faecium zeigte sich die
Kombination von Gentamycin und Daptomycin signifikant effektiver als jedes der Antibiotika allein

verabreicht [Luther et al., 2014]. Gegen den multiresistenten P. aeruginosa-Stamm NCTC13437 waren
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die Kombinationen von Cefotaxim und Piperacillin sowie von Piperacillin, Amikacin und Meropenem
sehr gut wirksam. Die Autoren der Studie erhdhten die Effizienz weiter, indem sie die Antibiotika in
drei Dosen je zwei, flinf und acht Stunden nach der Infektion applizierten [Krezdorn et al., 2014]. Neben
Antibiotika werden auch andere Substanzen wie Hamamelitannin und Baicalin, beide reduzieren die
Aktivitat von Biofilmen, Zimtaldehyd [Brackman et al., 2011], Tamoxifen [Jacobs et al., 2013] oder
Metallionen wie Zink oder Silber [Coughlan et al., 2010] auf ihre lebensverlangernde Wirkung flr die

Gallerien getestet.

Die G. mellonella Larven sind preisgiinstig und einfach zu handhaben, da sie vergleichsweise groR sind
und keine spezielle Ausristung zur Haltung der Tiere nétig ist. Fur Infektionsstudien kdnnen die Tiere
bei Temperaturen zwischen 15°C und 37°C gehalten werden. Die Infektion der Tiere erfolgt in den
meisten Fallen Uber eine Inokulation der zu untersuchenden Pathogene ins Himocoel. Dazu wird eine
Bakteriensuspension mit einer sterilen Injektionsspritze in den letzten linken Abdominalful} injiziert.
Eine orale Infektion der Tiere ist moglich, aber weniger gebrduchlich [Ramarao et al., 2012]. Als
Resultat einer erfolgreichen Infektion beginnen die Tiere in der Regel sich zu verfarben. Beginnend mit
vereinzelten dunklen Flecken schreitet die Verfarbung mit jedem weiteren Tag fort, bis die Tiere
komplett schwarz sind und sterben. Diese Verfarbung wird durch eine Melanisierung der Larven
verursacht. Im Zuge der Erregerabwehr produzieren die Larven Melanin, welches dazu dient, diese am
Ort der Infektion einzuhillen. Dadurch kommt es zu Koagulation der Hamolymphe und zur
Opsonisierung, einer Form der Immunantwort, bei der die Bakterien mit Antikdrpern und Faktoren des
Komplementsystems bedeckt werden. Zur Beurteilung der bakteriellen Virulenz wird in erster Linie die
Uberlebensrate der Larven fiir einen bestimmten Zeitraum nach der Infektion beobachtet. Werden
verschiedenen Dosen inokuliert, kann die toxische Dosis (TDso) berechnet werden. Des Weiteren kann
untersucht werden, wie gut sich die Bakterien innerhalb der Tiere vermehren oder wie stark die

Produktion von antimikrobiellen Proteinen wahrend der Infektion ist [Tsai et al., 2016].
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1.5 Ziel der Arbeit und angewandte Methodik

Teil 1: Die Charakterisierung der Lysekassette der Tc-PAly.

Die Expression der tc-Gene der insektiziden Pathogenitatsinsel Tc-PAly. von Y. enterocolitica W22703
ist ein gut untersuchtes Beispiel fiir die Aktivierung von Virulenzfaktoren bei moderaten
Temperaturen. Die Bakterien sind nur letal fir Insekten und Nematoden, wenn sie bei Temperaturen
zwischen 10-20°C angezogen wurden [Bresolin et al., 2006]. Mithilfe von Promotorfusionsstudien und
Proteinstabilitatsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Genaktivitat bei 15°C durch
den positiv autoregulierten Transkriptionsfaktor TcaR2 sowie die Inhibition desselben bei 37°C durch
den YmoA/H-NS-Komplex erfolgt [Starke et al., 2013; Starke & Fuchs, 2014]. Experimente mit dem
Fadenwurm C. elegans bestatigten, dass fir die nematozide Aktivitat das Vorhandensein des Gens tcaA
erforderlich ist. Ist das Gen deletiert, ist diese Aktivitdit nahezu aufgehoben [Spanier et al., 2010].
STARKE konnte einen solchen Phanotyp ebenfalls durch die Deletion der Gene, die fiir Holin und
Endolysin kodieren, hervorrufen [Starke, 2015]. Somit spielen die innerhalb der Tc-PAly. vorhandenen
Lysegene eine Rolle fiir die Pathogenitat der Bakterien, moglicherweise durch eine Beteiligung an der

Freisetzung der Tc-Proteine.

Das Ziel der Arbeit war daher die Charakterisierung der phagenverwandten Lysekassette mittels
molekularbiologischer und proteinbiochemischer Methoden. Nach erfolgter bioinformatischer
Analyse der phagenverwandten Gene durch STARKE und REUTER [Starke, 2015; Reuter, 2008] sollte
zunachst geklart werden, ob die vier Gene polycistronisch transkribiert werden und damit einen
gemeinsamen Promotor besitzen. AnschlieRend sollten die Aktivitdit und Spezifitat der
phagenverwandten Proteine untersucht werden. Um die Ergebnisse der Versuche zur Aktivitat der
Lysekassette mit den Beobachtungen zur Toxingenexpression und -funktionalitdit in einen
Zusammenhang bringen zu kénnen, wurden ebenfalls die beiden Temperaturen 15°C und 37°C
verglichen. Zur Feststellung der Funktionalitdt des Holins sollte dessen lytische Kompetenz im

Zusammenspiel mit dem Endolysin des Lambda-Phagen getestet werden.

Die Regulation der Lysekassette sollte anschlieBend auf Proteinebene untersucht werden. Dazu sollten
Deletionsmutanten fiir die Proteasen Lon und ClpP erstellt und diese dann fiir die Analyse der Aktivitat

sowie der Stabilitat der Phagenproteine verwendet werden.

Die genauere Betrachtung der phagenverwandten Gene und deren Regulation auf Proteinebene sollte
die Hypothese priifen, dass die Lysegene bei der Freisetzung des insektiziden Toxinkomplexes beteiligt

sind.
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Zur Untersuchung der genannten Punkte wurden die folgenden Methoden, die in den eingebundenen

Publikationen genauer beschrieben sind, verwendet:

e Mittels Reverser Transkriptions-PCR (RT-PCR) Untersuchung, ob die vier Lysegene eine
Transkriptionseinheit bilden.

e Uberexpressionsversuche mit induzierbaren Vektoren bei den beiden Temperaturen 15°C und
37°C zur Analyse der Funktionalitat der phagenverwandten Proteine. Zur Einschdtzung der
Spezifitat der Proteine wurden verschiedene Isolate der Y. enterocolitica Biovare, Yersinia spp.,
E. coli, S. enterica Serovar Typhimurium und P. luminescens verwendet.

e Nachweis der erfolgreichen Uberexpression der Lysegene mittels quantitativer Echtzeit-PCR
flr ausgewahlte Isolate.

e Komplementation des defekten Holingens eines lysogenen A-Phagen im Genom von E. coli als
Funktionalitatsnachweis fir das Holin von Y. enterocolitica W22703.

e Erstellen von Deletionsmutanten fir die Gene lon und clpP sowie des Plasmids zur
Komplementation der lon-Deletion, Verwendung der Mutanten fiir Uberexpressionsversuche
bei den Temperaturen 15°C und 37°C.

e Vergleich der Proteinstabilitdt des Endolysins mittels Western Blot im Wildtyp-Stamm und

dem Lon-defizienten Stamm bei 15°C und 37°C.

Teil 2: Insektizide Toxizitat von Y. frederiksenii

Die Gene der insektiziden Pathogenitatsinsel Tc-PAlye, deren Aufbau hochkonserviert ist, sind innerhalb
der Yersinia spp. weit verbreitet. Neben den Y. enterocolitica Biovaren 2-5 sind die tc-Gene auch im
Genom von Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. mollaretii zu finden. Die Y. enterocolitica-Stamme,
die zu den Biovaren 1A und 1B gehoéren, mit der Ausnahme des Stammes T83, tragen die Gene nicht,
ebenso die Spezies Y. intermedia, Y. bercovieri und Y. ruckeri. In Infektionsversuchen waren auch
solche Stamme, die keine tc-Gene besitzen, toxisch fiir G. mellonella Larven bei Injektion ins Himocoel.
Somit ist anzunehmen, dass es weitere insektizide Faktoren gibt, die bisher noch nicht bekannt sind

[Fuchs et al., 2008].

Auch fiir den Organismus P. luminescens sind neben den Toxinkomplexen Tca, Tcb, Tcc und Tcd weitere
insektizid wirkende Faktoren beschrieben, beispielsweise die MCF (makes caterpillars floppy)-Toxine
[Daborn et al., 2002], die Pir-Toxine [Waterfield et al., 2005], die Protease PrtA [Bishop, 2014], Txp40
[Brown et al., 2006] oder die XaxAB-ahnlichen bindren Toxine [Zhang et al., 2014].

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Interaktion von Yersinien mit Invertebraten zur

Evolution der humanpathogenen Spezies beigetragen hat [Waterfield et al.,, 2004]. Um diese
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evolutionaren Prozesse besser verstehen zu kdnnen, wird auch die Interaktion von Umweltisolaten mit

bspw. Insekten untersucht.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte anhand von Infektionsversuchen mit G. mellonella-Larven die
insektizide Aktivitat von Y. frederiksenii, Y. intermedia und dem humanpathogenen Y. enterocolitica
8081 mit der Aktivitat von Y. enterocolitica W22703 und P. luminescens verglichen werden. Anhand
von Genomvergleichen von Y. intermedia, Y. frederiksenii und dem Stamm W22703 wurden Gene
identifiziert, die W22703 nicht besitzt und die zur Pathogenitidt der beiden in der Umwelt
vorkommenden Spezies beitragen konnten. Aus dieser Liste an Genen wurde ein potenzieller
Virulenzfaktor ausgewahlt und das entsprechende Gen in Y. frederiksenii deletiert. Die resultierende
Deletionsmutante sollte anschlieBend in weiteren Infektionsversuchen auf eine Reduktion der

Pathogenitat getestet werden.

Die Identifikation neuer Virulenzfaktoren, die von als apathogen eingestuften und in der Umwelt
vorkommenden Yersinia spp. produziert werden, kann zu einem besseren Verstdndnis der

Uberlebensstrategien dieser Spezies sowie der Evolution von Krankheitserregern beitragen.

Zur Untersuchung der genannten Punkte wurden die folgenden Methoden und Versuchsbedingungen,

wie in den eingebundenen Publikationen beschrieben, verwendet:

e Infektion von G. mellonella-Larven mit einer Auswahl an Isolaten mittels Injektion der zu
untersuchenden Bakterien direkt ins Himocoel. Beobachtung der Uberlebensrate der bei 15°C
inkubierten Tiere (iber einen definierten Zeitraum von mindestens flinf Tagen, dabei Vergleich
verschiedener Infektionsdosen.

o Infektionsversuche mit dem Y. frederiksenii Wildtyp-Stamm, der yacT-Deletionsmutante sowie
der Komplementante, Vergleich der Infektionstemperaturen 15°C und 30°C.

e Untersuchung der Vermehrung der Bakterien innerhalb der Larven durch Bestimmung der
Zellzahlen nach Isolation aus infizierten Tieren (iber einen Zeitraum von finf Tagen bei einer
Inkubationstemperatur von 15°C.

e Klonierung des Gens yacT in das Uberexpressionsplasmid pBAD-HisA(tet) und Aufreinigung

von YacT aus E. coli BI21. Injektion von YacT in die Larven.
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2 Ergebnisse

Teil 1: Die Charakterisierung der Lysekassette der Tc-PAly.

Die Ergebnisse zum ersten Teil dieser Dissertation, der sich mit der Charakterisierung der Lysekassette
befasste, wurden in den beiden im Folgenden eingebundenen Publikation veréffentlicht. Dabei

erfolgten die persdnlichen Beitrage der Co-Autoren wie beschrieben.

Publikation 1:

Springer, K., Reuter, S., Knipfer, M., Schmauder, L., Sanger P. A., Felsl, A. und Fuchs T. M. (2018).
Activity of a holin-endolysin system in the insecticidal pathogenicity island of Yersinia enterocolitica.

Journal of Bacteriology. 200(16): e00180-18.
Beitrage:

K. Springer analysierte die Transkriptionsorganisation der Lysekassette und fiihrte samtliche
Uberexpressionsversuche, die Zellzahlbestimmung, die qRT-Analysen, sowie die Charakterisierung des
Phagen-Holins durch. Zusatzlich untersuchte K. Springer die Auswirkungen der Deletion des
araA-Gens. S. Reuter erstellte die BLAST-Analysen und klonierte die Plasmide zur Uberexpression von
Holin und Endolysin mit und ohne Spanine. Die Versuche zur Endolysin-Enzymaktivitat und -Spezifitat
wurden von M. Kniipfer durchgefihrt. S.Schmauder assistierte bei der Durchfiihrung der
Uberexpressionsversuche, und P. A. Sdnger unterstiitzte bei der Revision der Publikation. A. Felsl

assistierte im Labor.

Publikation 2:

Springer, K., Sanger, P. A,, Felsl, A. und Fuchs, T. M. (2021). Lon protease- and temperature-dependent
activity of a lysis cassette located in the insecticidal island of Yersinia enterocolitica. Journal of

Bacteriology. 203(5): e00616-20.
Beitrage:

K. Springer fiihrte die Uberexpressionsversuche mit sdmtlichen untersuchten Stdmmen durch,
erstellte die verwendeten Mutanten und untersuchte die Stabilitdt des Endolysins. P. A. Sanger
unterstitzte den Revisionsprozess und untersuchte die Stabilitat der Protease Lon. A. Felsl war bei

Versuchsdurchfiihrungen behilflich.
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Teil 2: Insektizide Toxizitat von Y. frederiksenii

Die Ergebnisse zum zweiten Teil dieser Dissertation, zur insektiziden Toxizitdat von VY. frederiksenii,
wurden in der im Folgenden eingebundenen Publikation veréffentlicht. Die personlichen Beitrdge der

Co-Autoren erfolgten wie beschrieben.

Publikation 3:

Springer, K., Sdnger, P. A., Moritz, C., Felsl, A., Rattei, T. und Fuchs, T. M. (2018). Insecticidal toxicity of
Yersinia frederiksenii involves the novel enterotoxin YacT. Frontiers in Cellular and Infection

Microbiology. 8:392.
Beitrage

K. Springer fihrte die Infektionsversuche zur Dosis-abhdngigen Toxizitdt der verschiedenen Yersinia
Isolate im Vergleich mit P. luminescens und E. coli sowie die Infektionsversuche zum Vergleich von
Y. frederiksenii Wildtyp-Stamm mit der Deletionsmutante und dem Stamm, der das Plasmid zur
Komplementation tragt, durch. Ebenfalls durch K. Springer erfolgte die Isolation der Bakterien aus den
infizierten Larven sowie die Klonierung des Uberexpressionsplasmids mit anschlieRender Aufreinigung
von YacT. P. A. Sanger unterstiitzte den Revisionsprozess und untersuchte den Einfluss von YacT auf
die Hdmozyten. C. Moritz fiihrte die Infektionsversuche zum Vergleich der Tiermodelle M. sexta und
G. mellonella, zum zeitlichen Verlauf der Infektionen mit Y. intermedia und Y. frederiksenii sowie zur
temperaturabhingigen Pathogenitdt der verschiedenen Yersinia-Stimme durch. A. Felsl leistete
technische Assistenz. T. Rattei verglich die Genome von Y. intermedia und Y. frederiksenii mit dem von

Y. enterocolitica W22703.
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2.1 Publikation 1: ,,Activity of a holin-endolysin system in the insecticidal

pathogenicity island of Yersinia enterocolitica.”

Zusammenfassung

Yersinia enterocolitica ist ein zoonotisches Pathogen, welches bei Menschen eine gastrointestinale
Erkrankung hervorrufen kann. Aufgrund seiner insektiziden Aktivitdt bei niedrigen Temperaturen
kénnen sowohl Invertebraten als auch Sdugetiere einen Wirtsorganismus fir das Bakterium darstellen.
Die insektizide Aktivitdt des Stammes W22703 ist assoziiert mit einer 19 kb groRen Pathogenitatsinsel
(Tc-PAlye), welche Regulatoren und die fiir einen aus drei Untereinheiten bestehenden Toxinkomplex
kodierenden Gene enthalt. Zusatzlich zu diesen bereits umfangreich untersuchten Genen befinden sich
innerhalb der Insel vier phagenverwandte und hochkonservierte Gene mit bisher unbekannter
Funktion, welche polycistronisch transkribiert werden. Zwei dieser offenen Leserahmen besitzen eine
signifikante Homologie mit Holinen und Endolysinen und zeigten bei Uberexpression eine lytische
Aktivitit gegeniiber E. coli-Zellen. Bei der Uberexpression in einer Vielzahl an Yersinia-Stimmen
konnte eine hohe Variabilitdt in der Anfilligkeit flr eine Lyse beobachtet werden, wobei einige
Stamme gegen die Lyse resistent waren. Kam es zur Lyse der Zellen, war diese starker ausgepragt,
wenn zwei akzessorische Elemente der Kassette, die fiir ein i-Spanin und ein o-Spanin kodieren, in dem
Uberexpressionskonstrukt enthalten waren. Die Fahigkeit des putativen Holins, HolY, Poren zu formen,
wurde durch die Komplementierung eines Lyse-Defekts einer S-Holin-Mutante des Phagen A
demonstriert. In Experimenten, die mit Membranpraparationen durchgefiihrt wurden, wies ElyY eine
hohe Spezifitdt gegen das Peptidoglykan des Stammes Y. enterocolitica W22703 mit einer dhnlichen
Spaltungsaktivitat wie die von Lysozym auf. Obwohl hier die Funktionalitat der Lysekassette aus der

Tc-PAlye in dieser Untersuchung demonstriert wird, bleibt ihre biologische Funktion zu klaren.
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ABSTRACT Yersinia enterocolitica is a pathogen that causes gastroenteritis in hu-
mans. Because of its low-temperature-dependent insecticidal activity, it can oscillate
between invertebrates and mammals as host organisms. The insecticidal activity of
strain W22703 is associated with a pathogenicity island of 19 kb (Tc-PAl,,), which
carries regulators and genes encoding the toxin complex (Tc). The island also har-
bors four phage-related and highly conserved genes of unknown functions, which
are polycistronically transcribed. Two open reading frames showed significant ho-
mologies to holins and endolysins and exhibited lytic activity in Escherichia coli cells
upon overexpression. When a set of Yersinia strains was tested in an equivalent
manner, highly diverse susceptibilities to lysis were observed, and some strains were
resistant to lysis. If cell lysis occurred (as demonstrated by membrane staining), it
was more pronounced when two accessory elements of the cassette coding for an
i-spanin and an o-spanin were included in the overexpression construct. The pore-
forming function of the putative holin, HolY, was demonstrated by complementation
of the lysis defect of a phage A S holin mutant. In experiments performed with
membrane preparations, ElyY exhibited high specificity for W22703 peptidoglycan,
with a cleavage activity resembling that of lysozyme. Although the functionality of
the lysis cassette from Tc-PAl,, was demonstrated in this study, its biological role re-
mains to be elucidated.

IMPORTANCE The knowledge of how pathogens survive in the environment is piv-
otal for our understanding of bacterial virulence. The insecticidal and nematocidal
activity of Yersinia spp., by which the bacteria gain access to nutrients and thus im-
prove their environmental fitness, is conferred by the toxin complex (Tc) encoded
on a highly conserved pathogenicity island termed Tc-PAl,,. While the regulators
and the toxin subunits of the island had been characterized in some detail, the role
of phage-related genes within the island remained to be elucidated. Here, we dem-
onstrate that this cassette encodes a holin, an endolysin, and two spanins that, at
least upon overexpression, lyse Yersinia strains.

KEYWORDS Yersinia enterocolitica, dual-lysis cassette, endolysin, pathogenicity
islands

Yersinia enterocolitica is a foodborne pathogen that is widely spread in aquatic and
terrestrial reservoirs as well as in dairy products. It is the major cause of yersiniosis,
which is one of the five primary bacterial gastrointestinal diseases in humans (1). The
major animal source of pathogenic Y. enterocolitica is swine (2). Because Y. enterocolitica
is a psychrotolerant pathogen, it is of major concern in infection containment. The
Yersinia genus, belonging to the Enterobacteriaceae family, comprises three human
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pathogens (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, and Y. enterocolitica), and thus far, 14
environmental species considered harmless to humans have been identified, including
Y. ruckeri, a salmonid pathogen, and Y. intermedia, an intermediate between Y. pseu-
dotuberculosis and Y. enterocolitica, based on its genetic and phenotypic properties. The
species Y. enterocolitica comprises six biovars that differ in their biochemical reactions
(3). Biovar 1A strains are considered avirulent because they lack Yersinia virulence
plasmid pYV (4), whereas biovar 1B strains, mainly found in North America, carry a
pathogenicity island responsible for iron acquisition that confers high virulence toward
humans and mice (5). Biovar 2 to 5 strains, predominately isolated in Europe and Japan,
comprise a weakly pathogenic group unable to kill mice (6). Both insecticidal and
nematicidal activities were experimentally demonstrated in biovar 2 strain W22703 (7,
8), which demonstrated a multiphasic life cycle of this pathogen that permitted it to
oscillate between invertebrates and vertebrates (9-11). A key determinant that enables
Y. enterocolitica to kill Caenorhabditis elegans and insect larvae is the Tc-PAl,, patho-
genicity island, which encodes the toxin complex (Tc) that was first characterized in
Photorhabdus luminescens and acts on actin and Rho-GTPases through ADP-ribosylation
(12). The Tc-PAl,, is highly conserved in the genomes of the three pathogenic Yersinia
species, excluding Y. enterocolitica biovars 1A and 1B, as well as in the genomes of Y.
mollaretii and Y. similis, whereas it is absent in the genomes of all other (environmental)
Yersinia species (13). The expression of the tc genes tcaA, tcaB, tcaC, and tccC is strictly
temperature dependent in Y. enterocolitica strain W22703, because they are silenced at
37°C and activated at lower temperatures, with maximal activation at 10°C (8). At low
temperatures, the TcaR2 regulator outcompetes its antagonist, the H-NS/YmoA com-
plex, and activates the tc genes. At 37°C, tcaR2 transcription is reduced, TcaR2 is
subjected to proteolysis, and the amount of functional YmoA increases, allowing it to
interact with DNA-binding protein H-NS and inhibit transcription of the tc genes
(14, 15).

The tcaA, tcaB, and tcaC gene cluster on Tc-PAl,, is separated from tccC by two small
phage-related genes putatively encoding a holin and endolysin (HE) and by two open
reading frames (ORFs) of unknown function. This cassette of four ORFs has a total
length of approximately 1.3 kb and is conserved in all examples of Tc-PAl,, identified
to date. The origin of the cassette is unclear, and no other phage-related genes have
been detected in the neighborhood of Tc-PAl,.. In the chromosome of Y. pestis Angola,
the cassette is flanked by a transposon, which suggests the acquisition of the phage-
related genes by a common ancestor of the pathogenic Yersinia strains, possibly as a
relic of a prophage.

In this study, we characterized the lysis cassette of Tc-PAl,, in detail.

RESULTS

Phage-related genes of Tc-PAl,, encode a putative lysis cassette. Four ORFs
related to phage genes are located between tcaC and tccC within the Tc-PAl,, insec-
ticidal island of Y. enterocolitica strain W22703 (8). These ORFs are proposed to
constitute a lysis cassette, as two of the ORFs code for a holin-endolysin (HE) cassette
according to the results of homology searches and the prediction of transmembrane
helices. The holin, termed HolY, consists of 103 amino acids. The 11.3-kDa protein is
predicted to form three transmembrane helices and therefore belongs to the class |
holins represented by the A S protein (16). Its sequence was compared with sequences
in databases using protein BLAST (17). Well-conserved homologs (70% to 87% identity)
were encoded by genes located on the insecticidal islands of several Yersinia species
(13). Less closely related homologs (51% to 60% identity) comprised holins present in
human and insect pathogens (Fig. 1A). Holin TcdE from Clostridium difficile (18), the
phage A holin, and a holin encoded by Serratia entomophila plasmid pADAP, which
confers insecticidal activity (19), exhibited low or no significant sequence homology to
HolY. The putative endolysin of Tc-PAl,,, ElyY, comprises 133 amino acids and is
predicted to have a modular organization with an N-terminal, enzymatically active
domain and a C-terminal cell wall-binding domain (CBD). The most closely related
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FIG 1 Comparison of proteins with homology to the holin and endolysin sequences of Y. enterocolitica strain W22703. (A) Alignment of 15 representative holin
sequences grouped according to their identity with HolY of strain W22703. A hydrophobicity prediction performed using TMPred revealed three possible
transmembrane domains (indicated by cylinders and rectangles). E. cloacae, Enterobacter cloacae; C. violaceum, Chromobacterium violaceum; X. khoisanae,
Xenorhabdus khoisanae. (B) Alignment of 17 representative sequences of endolysins and related proteins. Asterisks indicate positions with identical fully
conserved residue amino acids; colons indicate conservation among groups with strongly similar properties. Multiple-sequence alignment was performed using
Clustal Omega (54, 55). The accession numbers of all proteins are listed in Table S2. E. amylovora, Erwinia amylovora; P. asymbiotica, Photorhabdus asymbiotica;
P. mirabilis, Proteus mirabilis; P. stuartii, Providencia stuartii; S. boydii, Shigella boydii.

homologs (74% to 90% identity) were detected in Yersinia genomes (Fig. 1B). In Yersinia
strains with Tc-PAl,,, the endolysin gene is located immediately downstream of the
holin gene. An endolysin from Y. enterocolitica strain 8081 also belongs to this group
(64% identity), but its gene (YE1672) is neither part of one of the four prophages in this
strain (20) nor flanked by a holin gene. Homologous endolysins (53% to 63% identity)
were also found in a number of species in addition to members of the Yersinia group
(Fig. 1B). In accordance with its homology to VanY from Escherichia coli, ElyY is a
putative L-alanyl-p-glutamate endopeptidase or a p-alanyl-p-alanine carboxypeptidase.
Homologs of ElyY are absent in P. luminescens or S. entomophila.

The two ORFs, which overlap by 62 bp and are located downstream of the HE genes
of strain W22703, are present in all the insecticidal islands of yersiniae (13). BLAST
analysis revealed that the first ORF encodes a putatively exported protein of 119 amino
acids and N-terminal transmembrane domain (TMD) and that the second ORF encodes
a putative membrane protein of 76 amino acids. They may therefore be considered to
encode an i-spanin and an o-spanin (21, 22) that are part of the lysis cassette. We
termed these two accessory elements yersinial Rz and Rz1 (yRz and yRz1) in accordance
with the Rz and Rz1 nonhomologous genes of phage lambda (23). Significant (>33%)
homologies of these two genes beyond Yersinia strains were not observed.

Transcriptional organization of the lysis gene cassette. The transcriptional ac-
tivity of the promoter of the lysis cassette is very low (unpublished data) and below a
threshold value defined recently (15). We revealed the transcriptional organization of
this lysis cassette using reverse transcriptase PCR with RNA isolated from strain W22703
grown at 15°C to an optical density at 600 nm (ODg,,) of 0.85. cDNA of 12 regions
spanning approximately 200 to 800 bp was analyzed (Fig. 2A). All but two PCRs
performed with cDNA as the template revealed a DNA fragment with a length corre-
sponding to that of the PCR fragments amplified from genomic DNA (Fig. 2B). The
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FIG 2 Transcriptional organization of the lysis cassette in Y. enterocolitica strain W22703. (A) Holin/endolysin-encoding genes holY and elyY are followed by two
hypothetical genes; tcaC and tccC flanking the cassette are also shown. The whole fragment is a part of the 19-kb Tc-PAl,, pathogenicity island. The arrows
indicate promoters according to reverse transcriptase PCR, promoter predictions, or reporter fusion experiments (14, 15). (B) Cells were grown at 15°C, and
mRNA was extracted at an OD,,, of 0.85. cDNA was amplified with primers listed in Table S1. Reverse transcriptase PCR was performed with primer pairs specific
for regions 1 to 12 (indicated in panel A). All PCR products were separated using 2% agarose gel electrophoresis. PCR was performed with genomic DNA and
DNase-treated RNA samples as the templates serving as controls. Primers for cDNA amplification had been tested in a similar manner (data not shown). Each

PCR was performed at least twice.

transcription of all genes was shown, and fragments overlapping the genes of the lysis
cassette indicate that the transcription of the holY, elyY, yRz, and yRzl genes is
controlled by a single promoter. This finding was confirmed by quantitative real-time
PCR (qRT-PCR) experiments performed with plasmid pBAD-HE * (including the HE genes
together with yRz and yRz1 [HE*]) (see Fig. S1 in the supplemental material). No
amplification was observed using primers whose products would point to a polycis-
tronic mRNA of tcaC and holY or of yRz1 and tccC. These data illustrate that the lysis
cassette of strain W22703 constitutes an independent transcriptional unit of these four
genes.

Lysis of E. coli upon HE gene overexpression. To test the biological function of the
lysis determinant, the HE genes, alone and together with yRz and yRz1 (HE*), were
overexpressed using plasmids pBAD33-HE and pBAD33-HE™* in heterologous host E. coli
strain TOP10. The OD,,, decreased within 1 h after addition of 0.02% arabinose (Fig. 3).
No significant difference was observed in the growth properties in the presence of the
two accessory elements (HE*+). As a control, we showed that logarithmic growth of E.
coli cultures was not affected by arabinose or the nonrecombinant vector. Overexpres-
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FIG 3 Growth of E. coli TOP10 in the presence of overexpressed HE. E. coli cells were transformed with
pBAD33, pBAD33-HE, and pBAD33-HE". An overnight culture was diluted 1:1,000 in LB medium.
Following incubation at 37°C with shaking, each of the three cultures was split when the two cultures
reached an OD,,, of 0.25, and arabinose was added to reach a final concentration of 0.02% or was not
added (control). Cells were then incubated under the same conditions for 5 h. Time point zero was set
immediately after dilution. Each experiment was independently performed thrice, and the standard
deviations (SDs) are shown.

sion of the lysis genes following addition of arabinose was shown by the determination
of the relative gene expression levels of holY, elyY, and spanin genes via qRT-PCR (Fig.
S1A). Taken together, these data demonstrate the biological functionality of the lysis
cassette from the Tc-PAl,,.

Overexpression of the lysis cassette in a diverse range of Gram-negative hosts.
To investigate the specificity of the lysis genes, pBAD33-HE and pBAD33-HE* were
tested in the representatives of Y. enterocolitica biovars 1 to 5, Y. pseudotuberculosis,
several apathogenic Yersinia species, Salmonella enterica serovar Typhimurium, and P.
luminescens (Fig. 4). In biovar 2 strain W22703, arabinose-induced HE and HE* over-
expression resulted in growth curves at 37°C similar to those seen in the E. coli
experiment.

In the biovar 1 to 3 and 5 strains, overexpression of the HE* lysis cassette had an
attenuating effect on the growth of Y. enterocolitica biovar 1B, 2, 3, and 5 strains at 37°C
(Fig. 4A) but exhibited only a very weak effect on biovars 1A and 4 strains (data not
shown). When the construct lacking yRz and yRz1 (HE) was used, we also observed lysis
that, however, was less pronounced than in the presence of HE* as exemplified by
biovar 2.

Growth retardation upon HE* induction was also observed in Y. pseudotuberculosis,
Y. ruckeri, Y. kristensenii, and S. Typhimurium but notin Y. intermedia, Y. frederiksenii (Fig.
4B), and Y. aldovae (data not shown). Interestingly, P. luminescens strain TTO1 was
resistant to the activity of overexpressed HE (data not shown). Nonrecombinant plas-
mid pBAD33, used as a control, exhibited no effect on the growth behavior of all strains
tested in medium with or without arabinose. Because Tc-PAl,, is absent in all strains
shown in Fig. 4B as well as in the biovar 1A and 1B strains, no correlation was observed
between the presence of the insecticidal island and the lytic capacities of the HE
cassette. The addition of arabinose stimulated the growth of strains, indicating that the
effect of the lysis cassette on cell viability is stronger than is suggested by the graphs.
The successful overexpression of the lysis genes in several strains was demonstrated by
qRT-PCR (Fig. S1A to Q).

To test whether the decrease of the OD,, value is a result of cell lysis, the CFU levels
of W22703 and W22703 pBAD33-HE were determined. Figure S2 shows a decrease in
CFU at 3 h after the addition of arabinose by more than 1 order of magnitude, thus
confirming that HE overexpression had killed a majority of the population. W22703 and
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FIG 4 Overexpression of holY and elyY. (A) Plasmids pBAD33 and pBAD33-HE * were transformed in Y. enterocolitica biovar 1A and 1B and biovar 2 to 5 strains,
and plasmid pBAD33-HE was transformed in the biovar 2 strain. Overnight cultures were diluted 1:500 and grown at 37°C with shaking. Induction with 0.2%
(wt/vol) arabinose was performed at an ODg, of 0.2. (B) Y. pseudotuberculosis, Y. ruckeri, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. frederiksenii, and S. Typhimurium were
similarly tested. Gray, strains with plasmid pBAD33; black, strains with pBAD-HE*. Cultivation was performed in the absence (solid lines) or presence (dashed

lines) of arabinose. SDs of results from three independently performed experiments are shown.

W22703 pBAD33-HE cells grown at 37°C with and without arabinose were also sub-
jected to a viability test by which cells with intact membranes were stained green and
those with compromised membrane integrity were stained red. Fluorescence micros-
copy revealed that most W22703 cells were alive, whereas most arabinose-induced
W22703 pBAD33-HE culture cells were stained red, clearly suggesting membrane
damage and cell death upon HE overexpression (Fig. 5). W22703/pBAD33-HE exhibited
a low number of dead cells in the absence of arabinose, probably due to the leakiness
of the pBAD33 system.

In contrast to the induction of a prophage, overexpression of the lysis cassette
allowed growth resumption, and the strains reached stationary phase after several
hours of incubation (data not shown). To investigate whether or not the metabolization
of arabinose is responsible for this phenomenon, an araA deletion mutant of strain
W22703 equipped with pBAD-HE was tested. In the presence of arabinose, we mea-
sured a higher maximal ODg,, of strain W22703 than of W22703 AaraA, unable to utilize
arabinose (data not shown), whereas equal growth of the two strains resumed after
approximately 7 h. These data suggest that the all-or-none induction of Py, (24),
resulting in a selection for recombinant plasmid loss, is responsible for growth resump-
tion.
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FIG 5 Live/dead staining of W22703 cultures without and with overexpression of the HE genes. Strains W22703 and W22703
pBAD33-HE were grown at 37°C until an OD,,, of 0.2 was achieved. The latter culture was split, 0.2% arabinose was added to
one sample, and the two cultures were grown for 1 h. Cells were harvested, washed thrice with phosphate-buffered saline
(PBS) buffer, and adjusted to equal densities. The samples were exposed to a mixture of SYTO 9 and propidium iodide (Pl),
which stains nucleic acids, using a Live/Dead bacterial viability kit (Invitrogen, Karlsruhe, Germany; catalog no. L7007)
according to the manufacturer’s instructions. SYTO 9 stains live cells (green fluorescence), whereas Pl penetrates only cells with
damaged membranes, thus reducing the SYTO 9 stain (red fluorescence) as monitored with a fluorescence microscope at
40-fold magnification.

Holin activity of HolY. To define the function of the putative holin, HolY, from Y.
enterocolitica strain W22703, strain E. coli MC1061/Iclzs,Sam7 with a nonsense mutation
of the AS holin was used for a complementation experiment. Thermal induction of this
strain, which is equipped with pRG-holYRBS, which carries holY with its own ribosomal
binding site (RBS), by a shift from 30°C to 42°C for 15 min resulted in nearly complete
lysis after approximately 20 min at 37°C (Fig. 6), clearly confirming the holin activity of
HolY. A similar effect was observed in the presence of the pJN5 control plasmid, a
pBR322 derivative carrying the gene encoding holin S'°5, although the lysis was
incomplete. No such reduction in OD,, was observed when the E. coli A lysogen was
tested using pBR322 as a control. Because every holin tested previously, irrespective of

se oo E.cOli AClgs;Sam7/pBR322

07 1 == E coli iclys;Sam7/pIN5 (pBR322-1.5105)
08 | b= £.0Ol AClgs;Sam7IpRG-holYRBS f
05 4 '.&,...--"'
£ 04 st
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FIG 6 Characterization of HolY. E. coli strain MC1061/Iclys,Sam7 was transformed with pRG-ho/YRBS and
pJN5, which were able to complement the mutated phage | holin gene. MC1061//d;5,Sam7 with plasmid
PBR322 was used as the control.
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FIG 7 (A) Activity of purified ElyY compared with that of lysozyme. A W22703 culture was grown to the exponential phase,
and growth was blocked via the addition of kanamycin. Aliquots were then treated with purified endolysin or lysozyme. Buffer
and EDTA were used as controls. Each experiment was repeated twice, and SDs are depicted. (B) Zymograms testing ElyY
against membrane preparations of £. coli (left) and Y. enterocolitica W22703 (right). Following gel electrophoresis, proteins were
renatured at 37°C for 24 h. Gels were stained with methylene blue. Transparent bands indicate enzymatic activities toward the
peptidoglycan of the bacteria. Each experiment was performed thrice; representative zymograms are shown.

its class, was found to complement A S null mutants (25), this experiment clearly
demonstrated that holY indeed encodes a holin.

Enzymatic activity and substrate specificity of ElyY. To analyze the activity of
exogenously applied endolysin, the protein was overproduced and purified using
pET28b and was added to W22703 cells in a buffer with kanamycin that inhibited cell
growth. Measurement of the OD,, over 225 min revealed a 30% reduction in the cell
density compared with 35% in the control sample similarly treated with lysozyme (Fig.
7A). Cells resuspended in buffer and with kanamycin, or additionally with EDTA as a
further control, exhibited an OD,, of 0.7 at the end of the experiment, corresponding
to a 7% decrease in the cell density. Thus, endolysin displayed a lytic activity toward
W22703 cells that was comparable to that of lysozyme.

Using purified enzyme from the aforementioned experiment and lyophilized cells of
W22703, Y. intermedia, Y. ruckeri, Y. mollaretii, Y. frederiksenii, E. coli OP50, and S.
Typhimurium, the substrate specificity of EIY was tested via zymography. Bovine serum
albumin (BSA) and lysozyme were used as controls. A representative zymogram with
cell membrane fractions of E. coli and Y. enterocolitica W22703 is shown in Fig. 7B. The
highest (100%) activity of ElyY was observed against W22703 cells and the lowest (5%)
against E. coli cells; degradation rates of 32% to 95% were determined for the other
lyophilized cells (Table 1). These data describe the high substrate specificity of ElyY with
respect to yersinial murein. The absolute enzymatic activity of lysozyme was higher
than that of endolysin (Fig. 7B); however, zymograms of this enzyme revealed a distinct
activity pattern ranging from 32% activity against Y. ruckeri cells to 100% against Y.
intermedia cells (Table 1).
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TABLE 1 Substrate specificity of ElyY from strain W22703

Strain % lysozyme activity % endolysin activity
Y. enterocolitica W22703 85 100

Y. frederiksenii 69 77

Y. ruckeri 32 32

Y. mollaretii 74 82

Y. intermedia 100 95

E. coli OP50 64 5

S. Typhimurium 14028 94 89

DISCUSSION

There are three mechanisms that contribute to phage lysis of Gram-negative
bacterial host cells. In the canonical phage L model, the S holin harmlessly accumulates
in the cytoplasm until it suddenly triggers the formation of micron scale holes that
allow its release into the periplasm to degrade peptidoglycan (26). The second mech-
anism is exemplified by bacteriophage P1 or 21, which possesses a signal-arrest-release
(SAR) domain endolysin that accumulates as an inactive enzyme in the periplasm and
refolds to an active form when the proton motive force collapses in the presence of a
pinholin (27) (28-30). Recently, disruption of the outer membrane by a spanin complex,
which comprises a small outer membrane lipoprotein (o-spanin) and an integral
cytoplasmic membrane protein (i-spanin), was identified as a third step in cell lysis (21).
These spanins are encoded by A Rz and Rz1 gene equivalents that have been identified
among most phages of Gram-negative bacteria and that were grouped into the three
classes of embedded, overlapped, and separated genes (21, 22). The overlapping yRz
and yRz1 gene pair of Y. enterocolitica investigated in this study corresponds to the
spanin concept, because YRz is a protein with a TMD and YRz1 is a putative lipoprotein.
When the two pBAD33 constructs for HE overexpression with and without yRz and yRz1
(pBAD33-HE+ and pBAD33-HE) were tested in Y. enterocolitica strains (Fig. 4A), we
observed that the lytic effect on the cell culture was more pronounced in the presence
of the two accessory genes. Although this effect was demonstrated under the artificial
condition of arabinose-induced overexpression, the distinct growth phenotypes of
W22703 with pBAD33-HE+ or pBAD33-HE are in line with the assumption that the two
spanins are required or that they at least significantly contribute to cell lysis. This
assumption is supported by the observation of a stronger lysis of E. coli cells after HE*
overexpression than after HE overexpression in the presence of cations under condi-
tions of mild shaking (see Fig. S3 in the supplemental material).

Endolysins constitute classes of highly specific amidases, glycosidases, muramidases,
and endopeptidases that are composed of a N-terminal catalytic domain and a
C-terminal CBD (31). The endolysin ElyY investigated in this study is a putative endo-
peptidase that lacks an SAR domain. Endolysins are known for their high substrate
specificity (33), and we observed that ElyY has the strongest preference for W22703
murein and the weakest preference for peptidoglycan of E. coli (Table 1).

Cryptic prophages, e.g., prophage elements that are inactive with respect to cell
lysis, phage production, and plaque formation, help bacteria to cope with adverse
environments (34). For example, they contribute to resistance against serum-mediated
killing (35) or antibiotics, to biofilm formation (34, 36), and to the virulence properties
of Shiga toxin-producing E. coli (37). Some endolysin/holin pairs that are not colocalized
with other prophage genes are carried in locations adjacent to those of genes encoding
toxins or extracellular enzymes, such as a colicin in Klebsiella oxytoca, heat-labile
enterotoxins IIA/B of E. coli, and a chitinase in S. Typhi (38). Another example is a gene
encoding an N-acetyl-B-p-muramidase similar to phage endolysins that is located close
to the gene encoding toxin CdtB of S. Typhi, and it was demonstrated that this
endolysin, possibly in conjunction with a holin located elsewhere in the genome, is
responsible for typhoid toxin secretion. Consequently, it was proposed that this endo-
lysin represents an evolutionarily recent adaptation of phage-associated enzymes that
perform a different function involved in protein secretion (38). For Clostridium difficile
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strain R20291, the holin-like TcdE protein has been demonstrated to facilitate the
release of toxins A and B to the extracellular environment (18, 39, 40), whereas such an
observation was not made upon tcdE inactivation in strain 630 (41). This discrepancy is
possibly due to the larger amount of TcdA and TcdB produced by strain R20291 than
by strain 630. It is also interesting that Y. pestis strain Angola encodes a truncated holin
of 44 amino acids with a single transmembrane domain (TMD) only, suggesting a loss
of function in line with the apathogenic behavior of Y. pestis strains toward fleas (42).
The potential influence of the HE cassette from Tc-PAl,, on the phenotype of Y.
enterocolitica strain W22703 is unknown, and its possible biological role remains to be
elucidated.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. Bacterial strains used in this study are
indicated in Table 2. All cultures were grown in lysogeny broth (LB) medium (containing 10 g/liter
tryptone, 5 g/liter yeast extract, and 5 g/liter NaCl) or in NZY medium (containing 10 g/liter N-Z-Amine,
5 g/liter yeast extract, and 8 g/liter NaCl; pH 7.0) or on LB agar (LB supplemented with 1.5% agar). E. coli
was grown at 37°C and Yersinia spp. at 30°C or as indicated. If necessary, kanamycin (50 pg/ml),
streptomycin (50 pg/ml), chloramphenicol (20 ug/ml), tetracycline (12 ug/ml), nalidixic acid (20 pg/ml),
IPTG (isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside; 0.1 mM), or arabinose (as indicated) was added to the
medium. For zymography, cultures were grown to an OD,,, of 1.0. The cells were autoclaved, sedi-
mented, and then shock frozen in liquid nitrogen. Following lyophilization, cells were stored at —20°C.

G | lecul hni DNA manipulation and chromosomal DNA isolation were per-
formed according to standard procedures (49) or in accordance with the manufacturer's protocol. PCR
was performed using Thermoprime Taq polymerase (ABgene, Hamburg, Germany) via the following
protocol: 95°C for 2 min; 30 cycles of 95°C for 10 s (annealing temperature depending on oligonucleo-
tides for 30 s) and 72°C for 20 to 180 s (depending on the expected fragment length); and final extension
at 72°C for 10 min. Chromosomal DNA (100 ng) was used as the template.

For qRT-PCR performed on a Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR detection system (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA), cDNA was generated using 1 ug of DNA-free RNA samples and qScript
cDNA SuperMix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD) according to the manufacturer's instructions.
Resulting cDNA samples were diluted 5-fold, and 5 ul of a dilution was applied in each qRT-PCR.
Amplicon formation was quantified by monitoring the fluorescence of SYBR green dye (Quanta Biosci-
ences, Gaithersburg, MD). The oligonucleotide primer pairs (see Table S1 in the supplemental material)
were designed using Primer3 software, and primer efficiencies were determined in experiments per-
formed with serial dilutions of selected cDNA samples. The 165 rRNA gene was used as the housekeeping
control gene for normalization and for calculating the relative levels of gene expression by the threshold
cycle (AAC;) method.

Conjugational transfer was performed using the mobilizing E. coli SM10 strain as the donor for
matings (43, 50). RNA was isolated according to the modified single-step method of Chomczynski and
Sacchi (51). Briefly, a 1-ml culture of Y. enterocolitica strain W22703 was grown to an OD,,, of
approximately 0.85 and centrifuged, and the pellet was resuspended in 1 ml of TRizol (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). The cells were disrupted using a Ribolyser system (Hybaid, Heidelberg, Germany) as
described previously (52). Following chloroform extraction, nucleic acids were precipitated, washed, and
resuspended in 0.5% SDS. DNase treatment was performed using RQ1 DNase | (Promega, Mannheim,
Germany) according to the manufacturer’s instruction.

Recombinant plasmids and strains. For HE and HE* overexpression, a 772-bp fragment comprising
the HE genes was cloned into pBAD33 via Sacl and Xbal using oligonucleotides toxIF46 and toxIR52,
resulting in plasmid pBAD-HE. A 1,310-bp fragment comprising the HE cassette plus yRz and yRz1 was
cloned in the same manner using primers toxIF46 and toxIR53, giving rise to pBAD-HE*. The construct
pBAD33-elyY-yRz1 was generated using Sacl and Xbal, pET28-elyY was generated using Ncol and Xhol,
and pRG-ho/YRBS was generated using Xbal and Hindlll. The in-frame deletion of araA was performed
using suicide plasmid pKNG101, into which two fragments flanking araA were cloned. Strain W22703
AaraA was then generated via a previously described procedure (8). The deletion was confirmed by
sequencing. All oligonucleotides used for these constructs are listed in Table S1.

Overproduction and purification of ElyY. ElyY-His, was overproduced and purified as follows. An
overnight culture of E. coli BL21(DE3) harboring pET28b-elyY was diluted 1:100 into 400 ml of LB medium
and incubated at 30°C and 180 rpm. At an OD,, of 0.6, production of ElyY was induced by the addition
of IPTG. After incubation for 4 h, the cells were harvested, and the pellet was resuspended in 4 ml of
native lysis buffer (300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,, 10 mM imidazole; pH 8.0) in the presence of 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride. The cells were lysed using a French press (SLM Aminco Instruments,
Rochester, NY), and the lysate was incubated with 40 ul of DNase | (1 U/ul) and 40 pul of lysozyme (10
mg/ml) for 1 h at 4°C. The cell debris was removed by centrifugation at 4°C (performed at 13,200 rpm
3 times for 10 min each time). Then, 20 ul of the supernatant containing soluble proteins was mixed with
5 pl of 5X Laemmli buffer and applied to sodium dodecy! sulfate (SDS)-polyacrylamide gels, and the
separated proteins were stained with Coomassie blue to verify ElyY overproduction. ElyY-His, was
purified using a nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) Fast Start kit (Qiagen, Hilden, Germany). The fusion
protein was bound to the column and then washed and eluted according to the manufacturer’s protocol.
Protein concentrations were determined using RotiQuant solution (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany)
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based on Bradford's method (53), and the purity of eluted fractions was analyzed using 12.5% SDS
polyacrylamide gel.

Measurement of ElyY activity. W22703 was cultivated in lysogeny broth (LB) medium at 30°C until
the culture reached an ODg,, of 1.0. Aliquots of 1 ml were centrifuged, and the cell pellets were washed
in 100 mM Tris and 150 mM NaCl (pH 7.5). Cells were resuspended in 1 ml of this buffer containing 50
mM EDTA and 50 pg/ml endolysin. Cell growth was then inhibited by the use of 50 ug/ml kanamycin,
and the samples were incubated at 37°C.

The functionality of ElyY was determined by zymography as follows. Lyophilized cells (0.2% [wt/voll)
were enclosed in the 15% separation gel of an SDS-polyacrylamide gel that was preceded by a 4%
stacking gel. Then, 20 ul of purified endolysin (1 mg/ml) was mixed with 5 ul of 5X Laemmli buffer,
incubated at 100°C for three min, and separated by gel electrophoresis. BSA and lysozyme were used as
controls and treated in the same manner. The gel was washed thrice in distilled water for 10 min.
Following equilibration in denaturing buffer (10 mM Tris, Triton X-100, pH 7.0) for 5 min, the zymograms
were incubated at 37°C for 24 h. After washing, the gel was stained with 0.1% methylene blue and 0.1%
KOH for 3 h and then destained in distilled water. Semiquantitative densitometry of the scanned
zymograms was performed using Kodak ID Image Analysis software. For each band, values correspond-
ing to regions of equal size were determined and were then calculated as integrals of the background
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in percentages.
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Fig. S3
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Fig. S1. Overexpression of the lysis genes by arabinose. E. coli LMG194, S. enterica, (A) Y.
enterocolitica biovar 2 (B), Y. enterocolitica biovar 1, Y. intermedia, and Y. frederiksenii (C) were
equipped with pBAD33 or its derivatives, and were cultivated in LB medium in the absence or
presence of 0.2% (w/v) arabinose. Samples were taken 1 h after addition of the inducer, and gRT-
PCR was performed in technical duplicates with cDNA gained from DNA-free total RNA;
oligonucleotides are listed Table S1. The expression of the 16S rRNA gene was used for normalization
and for calculating the relative gene expression. Red boxes: relative expressionof holY; blue boxes:

relative expression of elyY; yellow boxes: relative expression of spanin genes.

Fig. S2. Determination of cell lysis by plating at different time points. Y. enterocolitica strain
W22703/pBAD33-HE was cultivated in the absence or presence of arabinose; the arrow indicates
the time point at which arabinose was added at a final concentration of 0.2% (w/v). Columns indicate
CFU/ml, and the graphs represent the ODggo of the cultures. SDs of three independently performed

experiments are shown.
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Fig. S3. Growth of E. coliLMG194 in the presence of overexpressed HE. E. coli cells were transformed
with pBAD33, pBAD33-HE, and pBAD33-HE*. An overnight culture was diluted 1:1000 in LB medium
(A) with or without (B)10 mM MgCl,, and shaken at 55 rpm. Following incubation at 37°C with
shaking, each of the three cultures was split when the two cultures reached an ODgg of 0.2, and
arabinose was added at a final concentration of 0.2%, or not (control). Cells were then incubated
under the same conditions for five hours. Time point zero was set immediately after dilution. Each

experiment was independently performed thrice, and thestandard deviations (SDs) are shown.



Supplementary Table S1: Oligonucleotides used in this study.
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Name sequence 5°-3” Site
Transcriptional organization: RT primer

tcaC_RT_F CGGTGAAGCCTATGTCTG

tcaC_RT_R CGCCGTAAATAGCCCTTG

HolY_RT_F GGAGGTTTGGTTCGTTAC

HolY_RT_R CGGCGATGGCAAATGTC

ElyY_RT_F CGCGCTCTGACTCTAAG

ElyY_RT_R TGCAGCGGTAATTCCATC

yRz_RT_F ACTGCGCTGTCACTGATG

yRz_RT_R CGCTCTAGCTCTTGAACC

yRzI_RT_F AACAAGCCATCGGTAACG

yRz1_RT_R GCATCGGGTTAATACCAG

tccC_RT_F CGCACTGGCTTATAATCG

tccC_RT_R CCAACTCCGGCTCATAAG

Recombinant plasmids

toxIF46 GGAGAGCTCCCTGCATGCCATGCG Sacl
toxIR52 GCGATCTAGAGCGTAAATTGATCATGGG Xbal
toxIR53 GCGATCTAGATTAGACATGGTAATTTTCCT Xbal
ElyY_pBAD33_F CGATGAGCTCATGCAAAATGACAGCCCTCAG | Sacl
ElyY_pBAD33_R GCGATCTAGATCATGGGTAGACCTCTCTG Xbal
ElyY-yRzl_pBAD33_R | GCGATCTAGACTATTGTTTTTGCTGCTGTA Xbal
HolY_pBAD33_F CGATGAGCTCATGGACTTCTTAATCCTCGGCG | Sacl
HolY_pBAD33_R GCGATCTAGACTATGATTTAGGGGGTTGATG Xbal
ElyY_pET28b_F CGATCCATGGATGCAAAATGACAGCCCTCAG | Ncol
ElyY_pET28b_R CCGCTCGAGTGGGTAGACCTCTCTGGGTA Xhol
Deletion of araA gene

AraA.delR1 CCGGAATTCTTGCTTGAATACGTCCATCG EcoRI
AraA.delF1 CTATCGCCGGGATTTGTGG

AraA.delF2 CCGGAATTCATTCGCTGGAATGAAGTC EcoRI
AraA.delR2 AGCGACGGATCTGATTTG

AraA nestedF CGGGATCCGACATGTATGCCTGGTTC BamHI
AraA nestedR CGGGATCCCGCTAAACCATGCCATTG BamHI
Holin complementation

HolY_RBS_pRG_F GCGATCTAGACTGACAGTCAACAATGATAG Xbal
HolY_pRG_R CCCAAGCTTCTATGATTTAGGGGGTTGATG HindIII

Gene expression: qRT primer

16S_Yersinia_qRT_f

AAATGCGTAGAGATCTGGAG

16S_Yersinia_qRT_r

CAAGTCGACATCGTTTACAG
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HolY_qRT_f GTCGTGGTTTCTGCTTTTAC
HolY_qRT_r AAACGATGCCAAAGATATTG
ElyY_qRT_f TATTCACCCCGACTTAGTGT
ElyY_gRT_r GCTATTGAGGGTTTTACTGC
Spanins_qRT_f AAAGCGGTGAACTACAAAAA
Spanins_qRT_r CAGGGAAAGGTAAACACTCA
16S_Ecoli_qRT_f AGCGTTAATCGGAATTACTG
16S_Ecoli_qRT_r CCCTCTACGAGACTCAAGC

Supplementary Table S2: Accession numbers of proteins used for Fig. 1.

genome holin accession number
Y. enterocolitica str. W22703 CAI77377.1
Y. enterocolitica str. T83 AAT90758.1

Yersinia mollaretii

WP_004875774.1

Yersinia kristensenii

WP_050116509.1

Y. pestis str. KIM AAMS3780.1
Y. pestis str. Angola ABX88260.1
Y. pseudotuberculosis str. IP32953 CAH22792.1
P. luminescens laumondii TTO1 CAE13263.1
E. coli O157:H7 str. EDL933 AAGS55972.1

Enterobacter cloacae

WP_047345313.1

Xenorhabdus khoisanae

WP_047964150

C. violaceum ATCC12472

AAQ 61208.1

Genome

endolysin accession number

Y. enterocolitica W22703

CAI77378.1

Y. enterocolitica T83 AAT90759.1
Y. enterocolitica 8081 CALI11745.1
Y. pestis Angola ABX88135.1
Y. pestis KIM AAMS3781.1
Y. pseudotuberculosis 1P32953 CAH22793.1
Chromobacter violaceum ATCC12472 AAQ61207.1

Erwinia amylovora
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Providencia stuartii

Proteus mirabilis

Photorhabdus luminescens

Phage PY 100 CAJ28446.1
E. coli UTI89 ABE06417.1
Shigella boydii SB227 ABB66025.1
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2.2 Publikation 2: ,Lon protease- and temperature-dependent activity of a lysis

cassette located in the insecticidal island of Yersinia enterocolitica.”

Zusammenfassung

Die Gattung Yersinia enthalt Pathogene, die in der Lage sind, sich in der Umwelt zu vermehren sowie
Saugetiere zu infizieren. Der Stamm Yersinia enterocolitica W22703 weist sowohl eine insektizide als
auch eine nematozide Aktivitat auf, hervorgerufen durch einen dreigliedrigen Toxinkomplex, der durch
die 19 kb grolRe Pathogenitatsinsel Tc-PAly. kodiert wird. Alle tc-Gene unterliegen einer strikten
Temperaturregulation: Sie werden bei 37°C unterdriickt und bei Temperaturen zwischen 10°C und
20°C aktiviert. Fur die vier hochkonservierten phagenverwandten Gene, die innerhalb der Tc-PAly,
liegen, wurde bereits nachgewiesen, dass sie fiir eine biologisch funktionale Holin-Endolysin-Kassette
kodieren, welche ihren eigenen Wirt W22703 bei 37°C lysiert. Im Gegensatz zu E. coli fiihrte eine
Uberproduktion von Holin und Endolysin im Stamm W22703 bei 15°C nicht zu einer Lyse der Zellen.
Die Uberexpression der Gene holY und elyY bei 15°C fiihrte in vier Y. enterocolitica Biovaren und in vier
anderen Yersinia-Spezies zu einem heterogenen Muster an Phdanotypen vom Ausbleiben einer Lyse wie
bei Biovar 1A bis hin zu einer vollstandigen Einstellung des Wachstums bei dem Stamm Y. kristensenii.
Um den molekularen Mechanismus hinter der temperaturabhangigen Lyse aufzuklaren, wurde eine
Lon-Protease-negative Mutante von W22703 erstellt. Eine Uberexpression der Lysekassette fiihrte in
dieser auch bei 15°C zum Zelltod. Uberexprimiertes Endolysin zeigte eine hohe proteolytische
Anfalligkeit im Stamm W22703, jedoch eine Stabilitit im Stamm W22703 Alon oder in
Y. pseudotuberculosis. Obwohl die Experimente mittels Uberexpression artifizielle Bedingungen
darstellen, weisen die hier prasentierten Ergebnisse auf eine Rolle der Lon-Protease bei der Kontrolle

der temperaturabhéangigen Lyse in Y. enterocolitica W22703 hin.
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Lon Protease- and Temperature-Dependent Activity of a Lysis
Cassette Located in the Insecticidal Island of Yersinia

enterocolitica

Katharina Springer,? Philipp-Albert Sénger,> Angela Felsl,> ©* Thilo M. Fuchsab

ZIEL-Institute for Food & Health and Lehrstuhl fiir Mikrobielle Okologie, Department Biowissenschaftliche Grundlagen, Technische Universitét Minchen, Freising,

Gemany
“Friedrich-Loeffler-Institut, Institut fir Molekulare Pathogenese, Jena, Germany

ABSTRACT The Yersinia genus comprises pathogens that can adapt to an environ-
mental life cycle stage as well as to mammals. Yersinia enterocolitica strain W22703
exhibits both insecticidal and nematocidal activity conferred by the tripartite toxin
complex (Tc) that is encoded on the 19-kb pathogenicity island Tc-PAly.. All tc genes
follow a strict temperature regulation in that they are silenced at 37°C but activated
at lower temperatures. Four highly conserved phage-related genes, located within
the Tc-PAl,,, were recently demonstrated to encode a biologically functional holin-
endolysin gene cassette that lyses its own host W22703 at 37°C. Conditions tran-
scriptionally activating the cassette are not yet known. In contrast to Escherichia coli,
the overproduction of holin and endolysin did not result in cell lysis of strain
W22703 at 15°C. When the holin-endolysin genes were overexpressed at 15°C in four
Y. enterocolitica biovars and in four other Yersinia spp. a heterogenous pattern of
phenotypes was observed, ranging from lysis resistance of a biovar 1A strain to the
complete growth arrest of a Y. kristensenii strain. To decipher the molecular mecha-
nism underlying this temperature-dependent lysis, we constructed a Lon protease-
negative mutant of W22703 in which the overexpression of the lysis cassette leads
to cell death at 15°C. Overexpressed endolysin exhibited a high proteolytic suscepti-
bility in strain W22703 but remained stable in the W22703 Alon strain or in Y. pseu-
dotuberculosis. Although artificial overexpression was applied here, the data indicate
that Lon protease plays a role in the control of the temperature-dependent lysis in
Y. enterocolitica W22703.

IMPORTANCE The investigation of the mechanisms that help pathogens survive in the
environment is a prerequisite to understanding their evolution and their virulence
capacities. In members of the genus Yersinia, many factors involved in virulence, me-
tabolism, motility, or biofilm formation follow a strict temperature-dependent regula-
tion. While the molecular mechanisms underlying the activation of determinants at
body temperature have been analyzed in detail, the molecular basis of low-tempera-
ture-dependent phenotypes is largely unknown. Here, we demonstrate that a novel
phage-related lysis cassette, which is part of the insecticidal and nematocidal pathoge-
nicity island of Y. enterocolitica, does not lyse its own host following overexpression at
15°C and that the Lon protease is involved in this phenotype.

KEYWORDS Yersinia enterocolitica, dual lysis cassette, Lon protease, low-temperature-
dependent activity

" ersinia enterocolitica is a foodborne, psychrotolerant pathogen that causes a range
of gastrointestinal diseases (1). Since pigs are the major animal source of yersiniae,
yersiniosis is assumed to be transmitted from contaminated pork, especially minced
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meat (2). Y. enterocolitica is widely spread in nature and can survive for extended peri-
ods in aquatic and terrestrial reservoirs at ambient temperature. The species Y. entero-
colitica comprises six biovars (3), of which biovar 1A strains lacking Yersinia virulence
plasmid pYV (4) are avirulent, whereas biovar 1B strains are highly virulent in humans
and mice due to a pathogenicity island responsible for iron acquisition (5). Biovar 2 to
5 strains, which are predominately isolated in Europe and Japan, are weakly patho-
genic and unable to kill mice (6). Biovar 2 strain W22703 has been experimentally dem-
onstrated to be toxic against insect larvae and the nematode Caenorhabditis elegans
(7-9), illustrating a multiphasic life cycle of this pathogen that allows its oscillation
between invertebrates and vertebrates (10-12).

A key determinant that enables Y. enterocolitica strain W22703 to kill invertebrates
is the pathogenicity island Tc-PAly,. It encodes the tripartite, high-molecular-weight
toxin complex (Tc) that was first characterized in the entomopathogenic bacterium
Photorhabdus luminescens and acts on actin and Rho-GTPases of host cells through
ADP-ribosylation (13). Tc-PAl,, was found in Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, and Y. enter-
ocolitica, excluding Y. enterocolitica biovars 1A and 1B, and in Y. mollaretii and Y. similis,
whereas it is absent from the genomes of all other Yersinia species (14). The expression
of the tc genes tcaA, tcaB, tcaC, and tccC in Y. enterocolitica strain W22703 occurs in a
temperature-dependent manner. These genes are completely silenced at 37°C and
activated at lower temperatures, with a maximal activation at 10°C (8). The molecular
mechanism underlying the regulation of tc gene expression is mainly based on an an-
tagonism between the regulator TcaR2 on the one hand and a complex of the DNA-
binding protein H-NS, which is involved in gene silencing, and the Yersinia modulator
of virulence, YmoA, on the other hand. At low temperatures, TcaR2 outcompetes H-NS/
YmoA and activates transcription of the tc genes. At 37°C, the copy numbers of autore-
gulated TcaR2 are reduced, whereas the amount of functional YmoA increases, allow-
ing the H-NS/YmoA complex to interact with the promoters of the tc genes and, thus,
to inhibit their transcription (15, 16).

In addition to the tc genes, Tc-PAl,, carries two small phage-related genes coding
for the putative holin HolY and the endolysin ElyY and two open reading frames (ORFs)
encoding a putative i-spanin and o-spanin, respectively, which we termed yersinial Rz
and Rz1, in line with the phage lambda nomenclature (17, 18). It is assumed that the
spanin complex contributes to the disruption of the outer membrane (19). The lysis
cassette of strain W22703, with a total length of approximately 1.3kb, is located
between tcaC and tccC and is highly conserved in all Tc-PAl,, islands identified so far
(14). No other phage-related genes are found in the neighborhood of Tc-PAl,,, sug-
gesting the acquisition of Tc-PAl,, by a common ancestor of the pathogenic Yersinia
strains via phage transduction or the stable propagation of a respective prophage relic
due to an unknown selection pressure. Due to the lack of native conditions under
which the holin and endolysin (HE) genes are induced, we established the overexpres-
sion of the lysis cassette via the pBAD system and demonstrated that the phage-
related genes indeed code for a holin and an endolysin. By cell staining, we showed
that growth stagnation at 37°C is caused by cell death upon lysis (17).

The presence of the putative i- and o-spanins indicated the attenuating effect of HE
on yersinial growth. When heterologous hosts were used, Y. intermedia, Y. aldovae, Y.
frederiksenii, P. luminescens, and Salmonella enterica serovar Typhimurium were
revealed to be resistant to the overexpressed cassette (17). Although these data dem-
onstrated the functionality of the lysis cassette from Tc-PAly, in yersiniae, its biological
role remains unclear.

In this study, we investigated the effects of the holin/endolysin cassette at environ-
mental temperature, e.g., 15°C, following overexpression in Y. enterocolitica W22703
and related biovars and species. We demonstrated that the biological activity of the
lysis cassette is abolished at low temperature in strain W22703, whereas other Yersinia
species remained susceptible to lysis. Evidence is provided that the Lon protease
blocks temperature-dependent lysis, probably by degrading the endolysin ElyY.
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FIG 1 Temperature-dependent activity of the lysis cassette in Y. enterocolitica W22703. W22703 cells
were transformed with pBAD33, pBAD33-HE, and pBAD33-HE'. An overnight culture was diluted
1:1,000 in LB medium. Following incubation either at 37°C (A) or at 15°C (B) with shaking, arabinose
was added at a final concentration of 0.2% when the cultures reached an OD,,, of 0.25, as indicated
by the arrow. Time point zero was set immediately after dilution. Each experiment was biologically
independently and performed thrice; error bars show the standard deviations.

RESULTS

The activity of the lysis cassette is high temperature dependent in Y. enterocolitica
strain W22703. To test the function of the lysis determinant, the HE genes alone or
together with yRz and yRz1 (HE*), respectively, were overexpressed using the plas-
mids pBAD33-HE and pBAD33-HE" in Y. enterocolitica W22703. At 37°C, the optical
density at 600 nm (ODg,,) arrested and decreased within 2 h after the addition of
0.2% arabinose (Fig. 1A). At 15°C, however, the overexpression of the lysis genes
had no significant effect on the growth phenotype of strain W22703, indicating
that temperature is a major clue of the autolysis (Fig. 1B). Control cultures lacking
arabinose and the proof of holin gene induction by arabinose at 15°C are shown in
File S1A and B in the supplemental material.

To further investigate the functionality of the lysis determinant in response to tem-
perature, the HE genes were overexpressed using the plasmids pBAD33 and pBAD33-
HE in the heterologous host E. coli strain LMG194 growing at 37°C and 15°C. At 37°C,
growth arrested 2 h after the addition of arabinose and restarted 4 h later (Fig. 2A).
Growth resumption can probably be attributed to the all-or-none induction of the
arabinose promoter Py, (20), resulting in selection for recombinant plasmid loss (17).
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FIG 2 Activity of the holin-endolysin cassette in E. coli LMG cells. E. coli LMG194 cells were transformed
with pBAD33 and pBAD33-HE. An overnight culture was diluted 1:1,000 in LB medium. Following
incubation at 37°C (A) or 15°C (B) with shaking, arabinose was added to a final concentration of 0.2% at
an OD,,, of 0.2 (arrows). Time point zero was set immediately after dilution. Each experiment was
independently performed thrice; standard deviations are indicated by error bars.

At 15°C, the OD,,, stagnated within the first 3 h after addition of 0.2% arabinose and
did not resume until at least 27 h later, probably due to the longer generation time at
low temperature (Fig. 2B). Taken together, these data demonstrate that the lysis cas-
sette from Tc-PAl,, is functional in Y. enterocolitica W22703 at 15°C but not at 37°C. In
contrast, the heterologous host E. coli LMG194 is lysed by the yersinial cassette at both
temperatures.

Overexpression of the lysis cassette in Yersinia spp. at 15°C. To investigate the
activity of the lysis genes at 15°C in Yersinia spp., pBAD-33 and pBAD33-HE", including
the i-spanin yRz and the o-spanin yRz1, were tested in representatives of Y. enterocoli-
tica biovars 1A, 2, 3, and 5, in Y. pseudotuberculosis, and in the apathogenic Yersinia
species Y. intermedia, Y. frederiksenii, and Y. kristensenii. At 15°C, the overexpression of
the lysis cassette HE* had no significant effect on the growth of the Y. enterocolitica
biovar 5 strain compared to the control strain equipped with pBAD33 (P=0.2131) but
reduced the maximal cell density of biovar 2 and biovar 3 strains and attenuated the
growth of a biovar 1A strain during the exponential phase (P=0.0040) (Fig. 3A). These
data are in contrast to similar experiments performed at 37°C that showed more drastic
effects of HE* overexpression (17).
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FIG 3 Overexpression of the holin-endolysin cassette in Yersinia spp. at 15°C. (A) Plasmids pBAD33 and pBAD33-HE" were transformed into Y. enterocolitica
biovar 1A, 2, 3, and 5 strains. Overnight cultures were diluted in LB medium to an OD,, of 0.07, and measurements were performed in microtiter plates
incubated at 15°C with shaking. Induction with 0.2% (wt/vol) arabinose was performed at an OD,,, of 0.2. (B) Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii,
and Y. pseudotuberculosis were tested in a similar manner. Cultivation was performed in the absence or presence of arabinose as indicated. The standard
deviations from three independently performed experiments are shown.

When the plasmids were tested in other Yersinia species, a significant growth re-
tardation upon HE* induction was observed in Y. intermedia (P=0.0399) and Y. fred-
eriksenii (P=0.0171) (Fig. 3B). In Y. pseudotuberculosis, we monitored a strong
decrease of the OD,,, from 0.82 to 0.49, and growth did not resume during growth
monitoring for 48 h. The strongest effect of HE* was observed with Y. kristensenii
(Fig. 3B) and S. Typhimurium (File S2), whose growth arrested immediately after the
addition of arabinose and resumed 15 h later only in the case of the S. Typhimurium
culture. Growth retardation to different extents was also observed with Y. ruckeri
(P=0.0404), Y. aldovae (P=0.0042), Y. bercovieri (P=0.0441), and Y. mollaretii
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(P=0.0252) (File S2). When the construct lacking yRz and yRz1 (HE) was used, no qual-
itative deviations from the phenotypes seen with pBAD-HE* were observed (data not
shown). The nonrecombinant plasmid pBAD33, used as a control, exhibited no effect
on the growth behavior of all strains tested in medium with or without arabinose.
The addition of arabinose stimulated the growth of most strains, as observed previ-
ously (17).

Because Tc-PAl,, is present only in Y. enterocolitica biovars 2 to 5, Y. pseudotubercu-
losis, and Y. mollaretii but absent from all other strains investigated here, there is no
correlation between the presence of Tc-PAly, and the lytic capacities of the HE cassette.
Taken together, a temperature-dependent activity of the lysis cassette was observed
only in Y. enterocolitica strains, pointing to a species-specific mechanism underlying
this lysis phenomenon.

Lon protease contributes to temperature-dependent activity of the lysis
cassette. The proteases Lon and ClpP are known to contribute to temperature-de-
pendent gene regulation, as exemplified by RovA (21, 22). In particular, RovA acts as a
proteinaceous thermometer whose conformation at body temperature results in a
higher susceptibility to the Lon protease. Therefore, we tested whether or not these
two proteases play a role in the lysis phenotypes described above. Nonpolar deletion
mutants of their genes were constructed, and the resulting W22703 Alon and W22703
AclpP strains were transformed with pBAD33-HE. Compared with results shown in Fig.
1A, the growth curve of W22703 AclpP/pBAD33-HE did not exhibit a strong phenotype
in preliminary experiments (File S3).

The growth behavior of strain W22703 Alon/pBAD33-HE at 37°C was monitored
in the absence or presence of arabinose (Fig. 4A). Cell proliferation was stopped
upon HE overexpression due to the addition of arabinose. Compared with the
graphs shown in Fig. 1A, the effect of HE overexpression was more pronounced, as
growth did not restart until at least the end of the experiment, 14 h after inocula-
tion. However, when the same strain was incubated at 15°C, arabinose-induced
overexpression of HE resulted in growth arrest and cell lysis until at least 27 h after
inoculation, when the noninduced culture reached the stationary phase. As a con-
trol, the growth of strain W22703 Alon/pBAD33-HE was not restricted in the ab-
sence of arabinose (Fig. 4B). This activity of the lysis cassette at 15°C in the absence
of lon is in clear contrast to the data shown in Fig. 1B. To further validate this find-
ing, strain W22703 Alon/pBAD33-HE was equipped with plasmid pBR322-lon to
complement the lack of the lon gene. We observed that cell lysis of strain W22703
Alon/pBAD33-HE at low temperature and with arabinose was completely abolished
by adding the medium-copy-number plasmid pBR322 carrying lon (Fig. 4B). These
data indicate that the Lon protease contributes to the lysis effect at 15°C, possibly
by degrading the holin and/or the endolysin. In the following section, we focus on
endolysin, because holin is a relatively small protein of approximately 12 kDa that is
hardly separated or visible on SDS gels.

Longer half-life of ElyY in the absence of Lon protease. To test the hypothesis
that the Lon protease targets ElyY, we cultivated the strains W22703/pET28b-elyY/
pPTARA and W22703A/on/pET28b-elyY/pTARA in LB medium at 30°C until an ODgq, of
0.6. The helper plasmid pTARA provides T7 RNA polymerase required for transcription
of elyY, which was induced with 1 mM isopropyl- 3-p-thiogalactopyranoside (IPTG). The
cultures were incubated at 30°C for 4 h and split into four aliquots, two of which were
further cultivated at 15°C and 37°C, respectively. To inhibit protein biosynthesis, 50 ..g/
ml tetracycline was added to one culture at each temperature. Samples of 1 ml each
were taken after 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, and 300 min, and the amounts of ElyY-
His, were determined by Western blotting.

In the absence of tetracycline, a steady amount of endolysin was measured for 5 h
at both temperatures. After adding the antibiotic to the culture of strain W22703/
pET28b-elyY/pTARA, successive degradation of ElyY was detected to 20.7% at 37°C and
to 58.8% at 15°C with respect to the amount measured at time zero (Fig. 5A). In the
case of strain W22703A/on/pET28b-elyY/pTARA lacking the Lon protease, almost no
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FIG 4 Effect of holin-endolysin overexpression in Y. enterocolitica W22703 cells in the absence
of protease Lon. (A) Using the plasmid pBAD33-HE, the overexpression of holin and endolysin in
the W22703 Alon mutant was tested at 37°C in three biologically independent experiments. The
resulting strain was transformed with pBR322-lon for complementation of the lon deletion. As
controls, both strains were grown in the absence of arabinose. Growth was monitored in 50 ml
LB medium under shaking, and 0.2% arabinose was added at an OD,,, of 0.2. (B) The growth
experiment was performed at 15°C. Controls with nonrecombinant plasmid pBR322 are shown
in File S6. Three biologically independent cultures were measured at both temperatures.

reduction of ElyY amounts was observed at either temperature, indicating that the Lon
protease is responsible for ElyY degradation (Fig. 5B). The short half-life of the endoly-
sin ElyY at 37°C could explain why, at this temperature, growth of W22703 restarts fol-
lowing lysis (Fig. 1), in contrast to that of the W22703 Alon strain at the same
temperature.

The stability of Lon protease was investigated in the same manner. At 15°C, nearly
identical amounts of the proteolytic enzymes were monitored in the presence or ab-
sence of tetracycline. In contrast, a rapid decline of the protease amount was detected
at 37°C until complete degradation 120 min after the addition of the antibiotic (File
S4). These data support the hypothesis that different stabilities of the Lon protease
contribute to the temperature-dependent lysis of Y. enterocolitica cells upon HE
overexpression.

Finally, we tested the stability of ElyY overexpressed in Y. pseudotuberculosis,
in which lysis occurred at both temperatures upon overexpression of HE (Fig. 3B)
(17). We transformed the plasmids pET15b-elyY and pTARA into Y. pseudotubercu-
losis and performed the same experiment as that described above. Following the
addition of tetracycline, no significant decrease of the amount of ElyY was
observed at either 15°C (P=0.2231) or 37°C (P=0.3054) (Fig. 5C). This result is in
contrast to the findings made with Y. enterocolitica strain W22703 in Fig. 5A and B
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FIG 5 Stability of ElyY. Cultures of Y. enterocolitica W22703/pET28b-elyY/pTARA (A), W22703 Alon/
pET28b-elyY/pTARA (B), and Y. pseudotuberculosis (C) were grown in 200 mi LB medium to exponential
phase (OD,,, of 0.6) at 30°C before IPTG was added to a final concentration of 1mM. After
incubation for an additional 3 h, the cultures were divided into four samples, and tetracycline
(50 ug/ml) was added to two of them to inhibit protein biosynthesis. The samples were then
incubated at 37°C or at 15°C. Aliquots were taken at the indicated time points, and equilibrated
amounts of total protein were loaded onto an 18% Tricine-SDS polyacrylamide gel. The amount
of ElyY was quantified by Western blotting. Three independent experiments were performed for
each temperature.
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but in line with the lysis of Y. pseudotuberculosis upon HE overexpression at 15°C
(Fig. 3B).

DISCUSSION

Members of the genus Yersinia are well known to regulate their virulence toward
mammals in a temperature-dependent manner. For example, the Yop effector pro-
teins and the adhesin YadA are produced at body temperature (23, 24). In Y. pestis
and in Y. pseudotuberculosis, the transcript of the virulence regulator gene /crF
serves as an RNA thermometer. While the mRNA of lcrF forms a secondary structure
that masks the Shine-Dalgarno sequence in a stem-loop at 25°C, it melts at higher
temperatures and allows the translation of the /crF mRNA (22, 25). Another example
is the transcription of the invasion gene inv, which is activated by the regulatory
protein RovA at 25°C in both Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis (26-28).
Levels of active RovA are low at 37°C and high at 25°C due to the characteristic of
RovA as a proteinaceous thermometer that undergoes conformational changes at
37°C, reducing its DNA-binding capacity and rendering it more susceptible to deg-
radation by the Lon protease (21).

In contrast, a large part of the Yersinia gene set is transcriptionally activated at tem-
peratures below 37°C, pointing to environmental surroundings that yersiniae encoun-
ter during their life cycles (9, 11). For example, genes of yersiniae that are more
strongly expressed at temperatures below 25°C than at 37°C are involved in the syn-
thesis of lipopolysaccharides, iron scavenging systems, and biofilms (29-31). Low-tem-
perature-induced determinants of pathogenic Yersinia species are also involved in che-
motaxis, central metabolism, anaerobic respiration, hemin storage, amino acid
metabolism, and substrate transport (12, 32, 33). The most prominent example is the
Tc of Y. enterocolitica that is responsible for the insecticidal and nematocidal activity of
strain W22703 (7, 8). The tc genes, which are located on the pathogenicity island Tc-
PAly,, are transcriptionally silenced at 37°C but maximally activated at 10°C to 15°C.
The underlying molecular mechanism is based on an antagonism between the inducer
TcaR2 and the repression complex YmoA/H-NS (15, 16). In contrast to inv regulation by
RovA, the conformation of TcaR2 is not affected by temperature changes. The regula-
tory model proposes a higher oligomerization rate of H-NS at lower temperature,
allowing the YmoA/H-NS complex to interact with multiple DNA binding sites of the tc
promoters, thereby forming a DNA bridge that blocks insecticidal gene transcription at
low temperatures (15).

The four phage-related genes located on the insecticidal island are a biologically
functional holin-endolysin system upon overexpression via the arabinose-inducible
vector pBAD at 37°C (17) and, therefore, might play a role in the release of toxic factors.
Here, we performed growth assays at 15°C and observed lysis in different Yersinia spe-
cies and in E. coli, but not in Y. enterocolitica strains, following HE overexpression. An
explanation is that the murein of Y. enterocolitica, the primary target of ElyY (17), is re-
sistant to HE activity at low temperature. Another possibility tested here is a tempera-
ture-dependent proteolytic degradation of components of the lysis cassette. Indeed, a
lack of the Lon protease resulted in growth arrest of strain W22703 at 15°C that had
not been observed for the parental strain. At 37°C, the lack of lon intensified the phe-
notype of growth arrest and cell lysis, as monitored in Fig. 1A. Both of these lysis phe-
notypes were abolished when the lon gene was provided in trans via plasmid pBR322-
lon, which has a middle copy number (34). These findings led to the assumption that
the Lon protease degrades the holin and/or the endolysin at 15°C but not at 37°C. The
data provided in Fig. 5 do not indicate a higher stability of ElyY at 37°C, but the Lon
protease seems to be less stable at higher temperature. Although this effect seems to
be compensated by sufficient protease expression, as demonstrated in File S4 in the
supplemental material, a higher Lon protease stability at 15°C might contribute to a
lack of W22703 cell lysis despite HE overexpression.

At both temperatures tested here, the overexpression of ElyY revealed the high
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stability of this enzyme in Y. pseudotuberculosis, in contrast to its increased proteolytic
susceptibility in Y. enterocolitica strain W22703 at both temperatures, an observation
that is in line with the lytic phenotypes of Y. pseudotuberculosis at 15°C (Fig. 3B) and
37°C(17). The reason for the longer half-life of ElyY in Y. pseudotuberculosis is unknown.
In Y. pseudotuberculosis, the Lon protease is significantly more strongly expressed at
37°C than at 25°C (21). With respect to RovA, it is assumed that thermally induced con-
formational changes and/or DNA binding blocks degradation of RovA by Lon and Clp
proteases at 25°C and that partial defolding/inactivation of the RovA protein further
improves cofactor binding and allows better access of the proteases (21). Given the
overall identity of the Lon proteins from Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis,
additional factors rather than substrate specificity might be responsible for the differ-
ent half-lives in the two species. A difference between the two pathogens in protein
stability was also observed with YmoA, which is stable in Y. enterocolitica strain
W22703 at both 15°C and 37°C (15) but degraded in Y. pseudotuberculosis at body tem-
perature (25).

Native conditions under which the HE cassette of Tc-PAl,, is expressed have not yet
been identified. This prompted us to establish an artificial system based on the overex-
pression of the lytic genes that, despite its limitations, allowed several conclusions. (i)
The Lon protease degrades the endolysin ElyY. (ii) Adding higher copy numbers of Lon
via pBR322 prevents cell lysis completely, suggesting that the protease has similar ac-
tivity at 15°C and 37°C. (iii) The Lon protease is less stable at 37°C than at 15°C, a find-
ing that points to a conformational change, as observed for RovA. (iv) Y. enterocolitica
cells are less susceptible to HE-mediated cell lysis at 15°C than at 37°C. Under native
conditions, cell lysis at 37°C is probably prevented by a tight repression of the HE cas-
sette. To conclude, we propose that the HE cassette is induced only during infection
under environmental conditions and contributes to the insecticidal activity in a manner
that does not require cell lysis for Tc release.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains and oligonucleotides used in this study
are listed in Table 1 and in File S5 in the supplemental material, respectively. Cultures were grown in LB
broth (containing 10 g/liter tryptone, 5 g/liter yeast extract, and 5 g/liter NaCl) or on LB agar (LB broth
supplemented with 1.5% agar). E. coli was grown at 37°C and Yersinia spp. at 30°C or as indicated. For
growth studies, overnight cultures were diluted to an OD of 0.07 in 200-ml flasks with 50 ml medium
and incubated under vigorous shaking or in microtiter plates with 200 ul per well. If necessary, kanamy-
cin (50g/ml), streptomycin (50 pg/ml), chloramphenicol (20 ug/ml), tetracycline (12 ug/ml), nalidixic
acid (20 ug/ml), ampicillin (150 ug/ml), IPTG (1mM), or 0.2% (wt/vol) arabinose was added to the
medium.

Standard procedures. DNA manipulation and chromosomal DNA isolation were performed
according to standard procedures (34) or to the manufacturer's protocol. PCR was performed using
Thermoprime Taq polymerase (ABgene, Hamburg, Germany) via the following protocol: 95°C for
2min; 30 cycles at 95°C for 10 s, annealing temperature depending on oligonucleotides for 30 s, and
72°C for 20 to 180 s depending on the expected fragment length; and final extension at 72°C for
10 min. Chromosomal DNA (100 ng) was used as the template.

Conjugational transfer was performed using the mobilizing E. coli strain SM10 as the donor for mat-
ings (35, 36). The T7 RNA polymerase-expressing helper plasmid pTARA was used to allow pET-plasmid
driven gene expression within Yersinia spp.

Protein biosynthesis of bacterial cultures in exponential phase was stopped by adding 50 ug/ml tet-
racycline. Subsequently, cultures were incubated at either 15°C or 37°C, and samples were taken at the
indicated time points. Protein concentration was determined using RotiQuant solution (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Germany) based on Bradford's method (37).

Student's t test was applied for statistical evaluations; P values of =0.05 were considered significant.

Recombinant plasmids and strains. The plasmid pET15b-elyY was generated using Ndel and
BamHI. The in-frame deletion of fon was performed using the suicide plasmid pKNG101, into which two
fragments flanking lon were cloned. Strain W22703 Alon then was generated via a previously described
procedure (8). The deletion was confirmed by sequencing. All oligonucleotides used for these constructs
are listed in File S5.

Immunoblotting. To prepare Y. enterocolitica protein extracts, culture samples were pelleted at
13,200 rpm for 1 min. The pellet was boiled in 100 ul 1x Laemmli buffer for 5min at 100°C and stored at
—20°C. After centrifugation at 4°C, aliquots of the supernatant were subjected to 18% Tricine-SDS poly-
acrylamide gel electrophoresis, and separated proteins were transferred to a polyvinylidene difluoride
membrane (Merck, Darmstadt, Germany) with a semidry blot apparatus. The prestained protein ladder
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TABLE 1 Strains and plasmids used in this study
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Strain or plasmid Genotype or relevant feature(s) Reference or source
E. coli
LMG194 F~ AlacX74 galE thirpsL AphoA (Pvull) Aara7 14 leu:Tn10 Invitrogen, Karlsruhe, Germany
SM10 lacY tonA recA Mu_* thi thr leu supE RP4-2—Tc:Mu Km' Apir 35
Y. enterocolitica
W22703 Nal" Res™ Mod " pYV~ 38
W22703 Alon Nonpolar deletion mutant of lon encoding ATP-depending protease Lon This study
SZ4331/97 Biovar 1A, 0:14, Tc-PAl,, negative Institut fir Hygiene und Umwelt,
Hamburg, Germany
H692/94 Biovar 2, 0:9, Tc-PAl,, positive Institut fir Hygiene und Umwelt,
Hamburg, Germany
H230/89 Biovar 3, 0:5, 27, Tc-PAl,, positive Institut fir Hygiene und Umwelt,
Hamburg, Germany
519-36/88 Biovar 5,0:23, 2b, 3 Institut fir Hygiene und Umwelt,

Yersinia spp.
Y. pseudotuberculosis ~ CIP 55.85

Y. intermedia CIP 80.28

Y. kristensenii CIP 80.30

Y. frederiksenii CIP 80.29

Y. ruckeri CIP 80.20

Y. aldovae CIP 103162

Y. bercovieri CIP 103323

Y. mollaretii CIP 103324

Plasmids

pPKNG101 Conditionally replicating vector; R6K origin, mobRK2 transfer origin, sucrose-inducible
sacB, Str

pBAD33 Arabinose-inducible promoter, Cam"

pBAD33-HE 772-bp fragment comprising the holin and endolysin genes cloned into pBAD33 via

Sacland Xbal

pBAD33-HE" 1,310-bp fragment comprising the HE cassette and yRz and yRz! cloned into pBAD33
via Sacl and Xbal

pET28b Expression vector; IPTG-inducible T7/ac promoter, N- and C-terminal polyhistidine tag,
Kan" lacl; pBR322 origin

pET28b-elyY Plasmid for endolysin gene overexpression; elyY cloned into IPTG-inducible pET28b via
Ncol and Xhol; C-terminal polyhistidine tag

pET15b Expression vector; T7 promoter, N-terminal polyhistidine tag, Amp" /acl; pBR322 origin

pET15b-elyY Plasmid for endolysin gene overexpression; elyY cloned into IPTG-inducible pET15b via
Ndel and BamHlI; N-terminal polyhistidine tag

pTARA pBAD33-derived plasmid carrying the gene for arabinose-inducible T7 RNA
polymerase; Cam’

pBR322 Amp' Tet'

pBR322-lon Plasmid to complement gene deletion of protease Lon; lon cloned into pBR322 via Pstl;

Amp* Tet"

Hamburg, Germany

Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur
Collection Institute Pasteur

37

20
17

17
Merck, Darmstadt, Germany
17

Merck, Darmstadt, Germany
This study

Addgene, Cambridge, MA

39
This study

of Fermentas/ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Germany, was used as a marker. If appropriate, the
membrane was blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline (TBS) with 0.1% Tween 20 containing
5% milk powder. The antibodies (primary antibodies, monoclonal mouse anti-His, tag antibody
[Invitrogen], polyclonal rabbit anti-LONP1 [Sino Biological], and monoclonal mouse anti-GroEL [Enzo Life
Sciences]; secondary antibodies, horeseradish peroxidase [HRP]-conjugated goat anti-mouse antibody
[Dianova, Hamburg, Germany; ThermoFisher] and HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody [ThermoFisher
Scientific]) were diluted 1:2,000 or 1:10,000 in TBS with Tween 20 (TBST) containing 10% fetal calf serum
(FCS). Proteins were detected using the SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (ThemmoFisher,
Waltham, MA). The signals were monitored with a Lumina in vivo imaging system (IVIS) and quantified with
Living Image 3.0 software (Xenogen, CA).

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material is available online only.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 2.1 MB.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL FOR PUBLICATION

Supplemental File 1: A) Control curves to Fig. 1; B) gPCR to quantify the holY
mRNA at 15°C.

Supplemental File 2: Additional growth curves.

Supplemental File 3: Growth phenotypes of W22703 AclpP strains
Supplemental File 4: Stability of the Lon protease.

Supplemental File 5: Oligonucleotides used in this study.

Supplemental File 6: Control curves to Fig. 4.
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Supplemental File 1B:
gPCR to quantify the holY mRNA level at 15°C

Supplemental File 2: Additional growth curves.
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Supplemental File 3: Growth phenotypes of W22703 AclpP strains
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Supplemental file 5: Oligonucleotides used in this study.
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Name sequence 5737 Site
Recombinant plasmids
HolY_pET28b_F CGATCCATGGATGGACTTCTTAATCCTCGG Ncol
HolY_pET28b_R CCGCTCGAGTGATTTAGGGGGTTGATGAC Xhol
ElyY_pET15b_F GGAATTCCATATGATGCAAAATGACAGCCCTC | Ndel
ElyY_pET15b_R CGGGATCCTCATGGGTAGACCTCTCTG BamHI
Deletion of lon gene
Lon.delR1 CCGGAATTCGAACGCTCAGGGTTCATAG EcoRI
Lon.delF1 [TTGCGGGCCTGGATAAAG
Lon.delF2 CCGGAATTCGCAAAATCCTGCCTTCGG EcoRI
Lon.delR2 GAGCCACCAATCAGATAG
Lon.nestedF CGGGATCCCGACAGAAGGCGAGTTATTG BamHI
Lon.nestedR CGGGATCCGAGCACGACGTTATTAGC BamHI
Supplemental File 6: Control curves to Fig. 4
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2.3 Publikation 3: ,,Insecticidal toxicity of Yersinia frederiksenii involves the novel
enterotoxin YacT.”

Zusammenfassung

Die Gattung Yersinia umfasst 20 Spezies und von diesen sind drei als pathogen gegeniiber Menschen
und Tieren bekannt. Einige Spezies zeigen eine Toxizitat gegen Invertebraten vermittelt durch einen
sogenannten Toxinkomplex und/oder bisher unbekannte Einflussfaktoren. Kirzlich erschienene
Studien zeigten eine bemerkenswerte Variabilitdt der insektiziden Aktivitdt, wenn Vertreter
verschiedener Yersinia-Spezies subkutan in die Grofe Wachsmotte, G. mellonella, injiziert wurden. In
dieser Studie wird gezeigt, dass Y. intermedia und Y. frederiksenii hoch toxisch fiir die Larven dieser
Insekten sind. Ein Mitglied der Y. enterocolitica Phylogruppe 2 tétete G. mellonella-Larven bereits bei
einer Injektionsdosis von etwa 38 Zellen und ahnelt damit in seiner insektiziden Aktivitat der von
P. luminescens. Die Pathogenitat der Yersinia-Spezies gegeniiber den Tieren ist bei 15°C hoher als bei
30°C und zeigt sich dabei unabhangig von dem Toxinkomplex Tc. Durch die Subtraktion aller Gene des
gering pathogenen Y. enterocolitica-Stammes W22703 von den Genomen von Y. intermedia und
Y. frederiksenii wurde eine Reihe von Genen identifiziert, die fur die Toxizitdt dieser zwei Stamme
verantwortlich sein kénnten. Tatsachlich zeigte eine Mutante von Y. frederiksenii, der das Gen yacT
fehlt, welches fiir ein Protein mit signifikanter Ahnlichkeit zu dem hitze-stabilen cytotonischen
Enterotoxin (Ast) von Aeromonas hydrophila kodiert, eine verringerte Pathogenitidt gegen
G. mellonella-Larven. Die Injektion von YacT in die Larven fiihrte zu einer veranderten Morphologie der
Hamocyten. Die Daten zeigen, dass aus dem Repertoire an Virulenzfaktoren, die in den in der Umwelt

vorkommenden Spezies der Gattung Yersinia vorhanden sind, noch einige zu entdecken sind.
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The genus Yersinia comprises 19 species of which three are known as human and
animal pathogens. Some species display toxicity toward invertebrates using the so-called
toxin complex (TC) and/or determinants that are not yet known. Recent studies
showed a remarkable variability of insecticidal activities when representatives of different
Yersinia species (spp.) were subcutaneously injected into the greater wax moth, Galleria
mellonella. Here, we demonstrate that Y. intermedia and Y. frederiksenii are highly toxic
to this insect. A member of Y. Enterocolitica phylogroup 1B killed G. mellonella larvae
with injection doses of approximately 38 cells only, thus resembling the insecticidal
activity of Photorhabdus luminescens. The pathogenicity Yersinia spp. displays toward
the larvae was higher at 15°C than at 30°C and independent of the TC. However,
upon subtraction of all genes of the low-pathogenic Y. enterocolitica strain W22703
from the genomes of Y. intermedia and Y. frederiksenii, we identified a set of genes
that may be responsible for the toxicity of these two species. Indeed, a mutant of
Y. frederiksenii lacking yacT, a gene that encodes a protein similar to the heat-stable
cytotonic enterotoxin (Ast) of Aeromonas hydrophila, exhibited a reduced pathogenicity
toward G. mellonella larvae and altered the morphology of hemocytes. The data suggests
that the repertoire of virulence determinants present in environmental Yersinia species
remains to be elucidated.

Keywords: Yersinia, Galleria mellonella, i icid: ivity, in, YacT

INTRODUCTION

The genus Yersinia so far consists of three human pathogens (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, and
Y. enterocolitica), and at least 16 species are considered mostly harmless to humans, namely Y.
aldovae, Y. bercovieri, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. mollaretii, Y. rohdei, and the
more recently described Y. ruckeri, a fish pathogen (Sulakvelidze, 2000), Y. aleksiciae (Sprague and
Neubauer, 2005), Y. similis (Sprague et al., 2008), Y. massiliensis (Merhej et al., 2008), Y. nurmii
(Murros-Kontiainen et al., 2010a), Y. pekkanenii (Murros-Kontiainen et al., 2010b), Y. wautersii
(Savin etal., 2014), and Y. entomophaga (Hurst et al., 2010). These species that are non-pathogenic
for humans have been isolated from water, soil, food, domestic and wild animals, and human beings
in which they do not cause any clinical infections.

While the virulence properties of the pathogenic species have been characterized during last few
decades, much less is known about the determinants that allow Yersinia species to survive in the
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environment. We have recently demonstrated that the Y.
enterocolitica strain W22703 (biotype 2, serotype O: 9) is toxic
to nematodes and larvae of the tobacco hornworm, Manduca
sexta, upon oral infection or oral toxin application, and that
this insecticidal activity correlates with the presence of the
pathogenicity island (TC-PAI'®) (Bresolin et al., 2006; Spanier
et al, 2010). This 20-kb fragment is present in the genome of
Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, and Y. enterocolitica biotype 2—
5 strains, but is absent in the genomes of the highly—pathogenic
biotype 1B strains, including 8081 and of the most biotype 1A
strains, which are considered to be non-pathogenic to humans.
The TC-PAI'® carries the toxin complex (TC) genes with
high identity to the tc genes of entomophagous Photorhabdus
luminescens, and it might be speculated that the TC is required
to penetrate the epithelial cell barrier of the insect gut to allow
Y. enterocolitica cells to enter the hemocoel. In Y. entomophaga
MH96, an insecticidal pathogenicity island termed PAlyeos was
characterized, which is distinct from TC-PAI'* in terms of gene
homology and genetic organization (Hurst et al., 2011). A unique
feature of this island is that it encodes, besides the type ABC
genes, two chitinases that are associated with the mature TC
(Busby et al,, 2012).

The transcription of the tc genes in Y. enterocolitica is
subject to a strict temperature-dependent regulation as they
are completely silenced at 37°C, but strongly upregulated at
lower temperatures with a maximal transcription at 10-15°C
approximately (Bresolin et al., 2006; Starke et al., 2013; Starke and
Fuchs, 2014). Thus, the TC-dependent activity of Y. enterocolitica
to invertebrates is reciprocally regulated in comparison with
that of many Yersinia virulence factors directed against humans
(Marceau, 2005). Notably, strains lacking the insecticidal genes,
including Y. enterocolitica, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y. ruckeri,
and Y. aldovae, are still toxic when subcutaneously injected
into G. mellonella, indicating the presence of yet unknown
insecticidal determinants in these species (Fuchs et al., 2008).
More recently, it was demonstrated that Y. enterocolitica strains
of phylogroup 1 exhibit a strong virulence against G. mellonella
larvae at temperatures of 25°C and higher upon intrahemocoelic
injection, independently of the presence of virulence plasmid
pYV (Alenizi et al., 2016). These findings resemble functional
redundancy in P. luminescens that carries a set of insecticidal
factors besides the TC (ffrench-Constant et al., 2007), including
the makes caterpillars floppy (MCF) toxins (Daborn et al., 2002),
the Pir toxins (Waterfield et al., 2005), the protease PrtA (Bishop,
2014), Txp40 (Brown et al., 2006), the XaxAB-like binary toxins
(Zhang et al.,, 2014), and the Photorhabdus virulence cassettes
(Yang et al., 2006). Interestingly, the (partial) loss of some of
these insecticidal genes does not result in a lack of toxicity to
invertebrates (Wilkinson et al., 2009).

The insecticidal determinants of some Yersinia spp. remain
to be investigated. Here, we used an established infection
assay with G. mellonella larvae to monitor the phenotype
of the host intrahemocoelically infected with Y. frederiksenii,
Y. intermedia, P. luminescens, and Y. enterocolitica 8081 and
W22703 cells. Dose- and temperature-dependent characteristics
of their insecticidal activity were determined, and genome
comparison as well as toxin injection were applied to gain further

insights into the entomopathogenic repertoire of environmental
Yersinia strains.

RESULTS

Dose-dependent toxicity of Y. frederiksenii and Y. intermedia
to G. mellonella larvae. When larvae of the first-instar neonates
of M. sexta were challenged orally with Y. frederiksenii and
Y. intermedia in preliminary experiments, the toxicity was
calculated as 71 and 19%, respectively (Table 1). As both strains
used here lack the TC-PAI'¢, we switched from this oral infection
model to a subcutaneous infection model and injected 5 1 of
a 1:100 dilution of Y. frederiksenii and Y. intermedia overnight
culture into G. mellonella larvae, and observed a 99-100%
lethality after 5 days of incubation at 15°C (Table 1). Thus,
the insecticidal activity of Y. frederiksenii and Y. intermedia
is higher than that of all other Yersinia strains tested recently
in the same infection model, including Y. enterocolitica strain
W22703 (biotype 2, serotype 0:9) (Fuchs et al., 2008). To
determine the toxicity of Y. intermedia and Y. frederiksenii
toward G. mellonella larvae in more detail, we used defined
infection aliquots of approximately 10°~10" colony forming units
(CFU), and monitored the fate of intrahemocoelically infected
G. mellonella larvae over 5 days at room temperature (20°C)
(Figure 1A). The timecourse revealed that all larvae survived for
24 h, but most of them died within the next 2 days. The survival
rates of the animals infected with two Yersinia species did not
significantly (p > 0.05) differ under the conditions applied here.
In parallel, we homogenized two larvae each day, and monitored
the replication of Y. frederiksenii within the larvae. The CFU of
Y. frederiksenii increased from 1.15 x 10% to 3.21 x 10° (day
one) and to 2.79 x 10° (day two) directly after the infection,
and remained constant for next 3 days (1.88-2.62 x 10%). This
unimpeded bacterial growth resembles the mortality of the larvae
that starts only when the Y. frederiksenii reaches its stationary
phase. This finding suggests that a high cell number of this insect
pathogen in the larvae of Galleria is a prerequisite for its toxicity
and/or that the pathogen has incapacitated the host in the initial
phase of intrahemocoelical infection.

We further reduced the infection dose to approximately
100-150 CFU and observed a slightly higher toxicity of Y.
frederiksenii in comparison with Y. intermedia, which, however,
started to kill larvae a day earlier (Figure 1B). In contrast, 145
CFU of Y. enterocolitica W22703 were not sufficient to kill any
larva. Altogether, these data demonstrate a high, dose-dependent
toxicity of Y. frederiksenii and Y. intermedia toward larvae of G.
mellonella.

Entomopathogenicity of Y. enterocolitica
Strain 8081 Resembles That of P.

luminescens

We compared the injectable insecticidal activity of P.
luminescens, Y. frederiksenii, Y. intermedia, and Y. enterocolitica
strain 8081 (biotype 1B, serotype O:8), which carries a so-
called “high-pathogenicity island” encoding the siderophore
yersiniabactin (Carniel et al., 1996). In each experiment, the
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TABLE 1 | Oral infection of M. sexta and intrahemocoelic infection of G. mellonella for 5 days.

Infection Strain tc-PAIYe Total no. Dead Alive Dead Alive Dead Alive Dead [%] + Sd?
model
G. mellonella 1:10 1:100 total
Y. intermedia Absent® 52 25 0 27 0 52 0 100 £ 0
Y. fredenksenii Plasmid-encoded 68 28 0 39 1 87 1 99+ 2
sep-like genes absent
in strain CIP 80.29°
Controls
E. coli DH5a Absent® 63 5 34 2 22 7 56 13+6
LB 64 3 61 540
M. sexta Undiluted
Y. intermediia Absent® 27 5 22 19+ 14
Y. frederiksenii Plasmid-encoded 21 15 6 7144
sep-like genes absent
in strain CIP 80.29°
Control
DHSa Absent? 21 1 20 57

2The average mortality of at least three independently performed experiments with a minimum of six larvae each are shown Paccording to the genome sequence S(Fuchs et al, 2008).
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FIGURE 1 | Time course of G. mellonelia infection assays with Y. frederiksenii and Y. intermedia. The strains were pregrown overnight at 30°C, and the cultures were
serially diluted. Aliquots of 5-7.5 I from a 104-fold or a 10%-fold dilution were used for infection, corresponding to (A) 1.44-5.50 x 103 Y. intermedia CFU and 1.43 x
103-10% Y. frederiksenii CFU, or (B) 120 Y. intermedia CFU, 95 Y. fredeniksenii CFU, and 145 Y. enterocolitica\W22703 CFU. Three independent experiments per
strain were performed, with three groups composed of (A) 25, 29, and 30 larvae (Y. intermedia) and 20, 22, and 23 larvae (Y. fredenksenii), or (B) 15 larvae each. The
larvae were incubated at 20°C and monitored daily. Error bars represent the standard error of the mean of three experiments.

lethality of the larvae decreased with lower numbers of CFU
(Figure 2). Interestingly, the survival assays demonstrated
that Y. enterocolitica 8081 is nearly as toxic as P. luminescens
toward G. mellonella larvae upon intrahemocoelic infection, and
is more virulent than Y. frederiksenii and Y. intermedia.
Approximately 38 CFU of Y. enterocolitica 8081 were

revealed to be sufficient to kill nearly all larvae, after an
infection period of 5 days. For comparison, larvae were
intrahemocoelically infected with Y. enterocolitica W22703
and DH5a, demonstrating the high insect-pathogenicity of
Y. frederiksenii, Y. intermedia, and Y. enterocolitica strain
8081 despite the lack of TC-PAI'. Altogether, these data
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FIGURE 2 | Dose-dependent toxicity of Yersinia strains. Survival assays were performed by infection of G. mellonelia larvae with P. luminescens, Y. frederiksenii, Y.
intermedia, Y. enterocolitica 8081, Y. enterocolitica W22703, and E. coli DH5a. Infected larvae were incubated at 15°C; few experiments (*) were performed at 20°C.
The CFU used for the injection, the number of larvae, and the error bars (mean of experiments with three groups of larvae) are indicated. Groups of 15 larvae each

were independently infected.

show that the lethality toward G. mellonella larvae is strictly
dose-dependent.

The Lethality of Yersinia Strains Is

Temperature-Dependent

Low temperature-dependent toxicity of Y. enterocolitica W22703
toward M. sexta and C. elegans, and of representative strains
of Y. enterocolitica phylogroups 1-5 against G. mellonella has
been reported previously (Bresolin et al., 2006; Fuchs et al., 2008;
Spanier et al., 2010; Alenizi et al., 2016). Therefore, we tested
whether the injectable insecticidal activity described earlier is
higher at lower temperature. G. mellonella larvae were infected
with varying cell numbers of Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y.
enterocolitica 8081, and Y. enterocolitica W22703 and incubated
at 15°C and at 30°C. However, upon infection with eight or 95
Y. frederiksenii CFU, the larvae showed a higher survival rate
at 30°C than at 15°C (Figure 3A). A temperature-dependent
pathogenicity toward G. mellonella was also observed for Y.
intermedia. Although this species was found to be slightly low
pathogenic at 15°C than Y. frederiksenii, we observed that at
30°C, 120 Y. intermedia CFU killed more larvae (40% survival
rate) in comparison with 95 Y. frederiksenii CFU (80% survival
rate) (Figure 3B). Y. enterocolitica 8081 exhibited a higher
toxicity against the larvae at lower temperature as well. Only 57
CFU of this pathogen killed nearly all larvae at 15°C, but 40 CFU
killed only 4% at 30°C (Figure 3C). Independent of the infection
dose, Y. enterocolitica W22703 did not exhibit a significant
temperature-dependent toxicity in this model (Figure 3D). A
high infection dose of 9 x 10° CFU quickly killed all larvae at

15°C and at 30°C, and a low infection dose of 145 CFU killed
zero or only 7% of all larvae at these temperatures. Thus, a
pronounced dose-dependent insecticidal activity was observed in
these experiments with Y. frederiksenii, Y. intermedia, and both
Y. enterocolitica strains.

Phenotypes of Infected Larvae

A healthy G. mellonella larva rapidly moves forward and back
upon touch, and its exoskeleton is light colored. During the
pathogenicity assays described earlier, we observed distinct
phenotypes of the larvae at both 15°C and 30°C (Figure 4A). The
insects infected with 95 Y. frederiksenii CFU were more agile at
30°C, possibly due to the lower toxicity of the pathogen at this
temperature. At this temperature, injuries by combats and thus
the release of hemolymph is visible from day 3 post infectionem
(p. i.) due to the high density of insects. From day 4 to 6 p.
i, the number of insects in the pupal stage as well as cocoon
production increased. At 15°C, all larvae remained undamaged.
However, their agility decreased from day 1 p. i. until the larvae
moved only their heads or died. They also exhibited a stronger
exoskeleton coloring from day 4 p. i. that strengthened until
day 6 p. i. Furthermore, while non-infected larvae are sturdy,
their body volume decreased upon the loss of liquid as visible in
Figure 4B, left, on the larvae’s surface.

Another interesting observation was the differential
pigmentation of the larvae. Melanization is a defense mechanism
of G. mellonella larvae to encapsulate pathogens, and the
intensity of pigment formation correlates with the number of
injected cells (Thomaz et al., 2013). Following infection with Y.
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FIGURE 3 | Temperature-dependent pathogenicity of Yersinia strains against G. mellonella larvae. (A) Larvae were each infected with eight and 95 Y. frederiksenii
CFU, respectively, and incubated at 15°C and 30°C; the experiment at 15°C with an infection dose of eight was performed with 30 ungrouped larvae. (B) Infection
was done with 120 Y. intermedia CFU and the larvae incubated at 15°C and 30°C. Infection with E. coli DH5a was used here as a control for all experiments. (C) 57
Y. enterocoltica 8081 CFU were used to infect G. mellonella larvae, which were incubated at 15°C; in a further assay, larvae infected with 40 CFU were incubated at
30°C; the experiment with an infection dose of 57 CFU was done with 3 x 10 larvae. (D) Infection assays were performed with 9 x 10° or with 145 Y. enterocolitica
W22703 CFU at 15°C and 30°C. In all experiments, three groups of 15 larvae each were independently infected with the exceptions mentioned earlier. Error bars
represent the standard deviations. The larvae survival rate was plotted against day’s p. i.
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[frederiksenii and Y. intermedia, the larvae colored gray-brown to
black before they died (Figure 4B); many larvae also exhibited
a punctiform pigmentation that resembled that at the injection
site. Larvae infected with P. luminescens, however, did not
show such a pigmentation, but colored red, similar to the effect
of red anthraquinones produced by P. luminescens following
infection (Richardson et al,, 1988). These observations point out
to different factors that are involved in the injectable insecticidal
activity of the three pathogens.

A Genome Comparison Approach
Identifies Potential Virulence Genes
Present in Highly and Absent in Weakly
Insecticidal Strains

Although their genomes lack the fc genes or their homologs,
Y. intermedia and Y. frederiksenii are much more toxic against
G. mellonella larvae than Y. enterocolitica W22703. This finding
suggests the presence of yet unknown genetic determinants
that contribute to the insecticidal activity of yersinia. Therefore,

we performed a genome comparison that identified 329 genes
that are common for Y. intermedia strain ATCC 29909 and Y.
[frederiksenii strain ATCC 33641, but absent in Y. enterocolitica
W22703 (Table S1). This set comprises a large number of
genes whose (putative) products belong to categories such as
lipoproteins and other membrane proteins (10 + 14), sensing,
signaling, and regulation (36), metabolism (28), resistance
toward toxic substances (17), transport and secretion (16 + 12),
stress response (2), and iron uptake and storage (9). With respect
to genetic determinants potentially involved in pathogenicity,
the bioinformatics approach identified putative adhesins, toxins,
hemolysins, and secretory systems (Table 2). For example, Y.
intermedia and Y. frederiksenii carry a type VI secretion system
(T6SS) that, among other functions, contributes to virulence
(Filloux, 2013) and is present in all Yersinia spp. and in P.
luminescens, but not in Y. enterocolitica W22703. The two species
harbor an ATP-binding protein possibly involved in uptake of
heme, which is absent in all other species of the Yersinia genus,
but closely related to a protein in Klebsiella pneumoniae.
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FIGURE 4 | Phenotypes of G. mellonella larvae after infection. (A) Larvae were infected with 95 Y. frederiksenii CFU, incubated at 15°C and 30°C, and monitored until
day 6 p. i.; larvae injected with 5 ul of LB medium served as control. (B) Infection was done with Y. frederikseni (5 i of a 102 dilution of an overnight culture), with Y.
intermedia (5 plofa 104 dilution), and with P. luminescens (5 pl of a 10* dilution). Photographs were taken 3 days p. i. The larvae were incubated at room temperature

Attenuated Insecticidal Phenotype of Y.
frederiksenii AyacT

In this genome comparison approach, we identified yacT
(accession numbers EEQ13070 and WP_004712324) encoding
a protein whose amino acid sequence exhibits a significant
homology (e-value 0.0, identity 54%; Supplementary Figure S1)
to the heat-stable cytotonic enterotoxin (Ast) of Aeromonas
hydrophila. We termed this protein, with a molecular weight
of 71.46 kDa, Yersinia Ast-like cytotonic toxin (YacT), and
the corresponding gene yacT. Homologs or orthologs of YacT
are also encoded by P. luminescens, P. asymbiotica, and many
Yersinia spp., but neither by Y. pestis or Y. pseudotuberculosis,
nor by Y. enterocolitica strains W22703 and 8081. We generated
a deletion mutant of yacT termed Y. frederiksenii AyacT, which
was also complemented with pACYC-yacT carrying the toxin
gene. On performing the G. mellonella infection assay at 15°C, we

observed a strongly reduced virulence of Y. frederiksenii AyacT
(time in days for 50% of the larvae to die, TDsg = 5.4 + 0.22)
and of Y. frederiksenii AyacT/pACYC184 (TDsy = 5.59 % 0.01)
in comparison to strain Y. frederiksenii/pACYC184 (TDsy =
3.33 & 0.18) (Table 3, Figure 5A). When the mutant harbored
gene yacT in trans via plasmid pACYC-yacT, its phenotype
reverted to that of the parental strain showing a TDs5y = 3.79
=+ 0.46. These data clearly demonstrated that yacT is required
for the high virulence of Y. frederiksenii toward the larvae at
15°C.

To understand better the role of the novel toxin during
infection, the number of viable Y. frederiksenii cells within
infected larvae incubated at 15°C was determined daily over a
duration of 4 days (Figure 5B). We observed a strong growth
of Y. frederiksenii within 4 days by more than six orders of
magnitude. In comparison, a mutant Y. frederiksenii AyacT
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TABLE 2 | Putative virulence factors of Y. frederisenii and Y. intermedia absent in Y. enterocolitica W22703.

Gene product Y. frederiksenii® Y. intermediam®

Closest homologs/orthologs in

Putative function

ATP-binding protein
Enterotoxin YacT

yired0001_42840
yired0001_650

yinte0001_30410
yinteD0O1_42030

Enterotoxin yfred000 1_3400 yinteD001_16990
Hemolysin activator protein

large exoprotein

yired0001_19600
Vired0001_19590

yinte0001_24640
yinte0001_24650

Thermostable hemolysin yfred000 1_34090 yinteD001_3870

Autotransporter adhesion yfred0001_13070 yinteD001_3950

N-acetylglucosamine- yfred0001_36580 yinteD001_6590

binding protein

A

HiyD family yired0001_6370 yinte0001_17830

RTX toxin and yfred0001_38780 yinteD001_10500

Ca?*-binding protein

Peroxidase-related enzyme yfred0001_6530 yinteD001_17680

T6SS yfred0001_31470- yinte0001_22540-
31660 22350

Twin-arginine translocation yfred0001_6530 yinte0001_9040

pathway signal

Klebsiella pneumoniae

Yersinia spp. excluding Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Enterococcus
cloacae, P luminescens

Yersinia spp. including Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis

Yersinia spp., P. luminescens

Yersinia spp. excluding Y. pestis and
Y. pseudotuberculosis, Aeromonas
spp.

Y. mollaretii, Serratia fonticola
Yersinia spp., Aeromonas spp.,
Erwinia spp., Serratia spp.,
Pectobacterium spp., E. cloacae
Yersinia spp. excluding Y. pestis and
Y. pseudotuberculosis, Serratia spp.
Yersinia spp. excluding Y. pestis and
Y. pseudotuberculosis, including Y.
enterocoitica 8081

Yersinia spp., Seratia spp.

Yersinia spp., P. luminescens,
Pseudomonas spp.

Y. pestis and Y. pseudotuberculosis,
Serratia spp.

Virulence

Yersinia Ast-like cytotonic toxin

Ribonuclease E

Heme utilization or adhesion

Cytotoxicity

Adhesion

Adhesion

Secretion of RTX toxin

Cytotoxicity

Defense
Secretion of effector proteins

Virulence (Lavander et al., 2006)

2Gene code was taken from the PEDANT 3 database (Walter et al., 2009).

TABLE 3 | Infection doses and TDs values testing yacT.

CFU/ml inoculum CFU per 5 pl TDso"(+sd)
15°C

Y. frederiksenii/pACYC184 211 x 108 £ 6.46 x 10° 1.05 x 104 3.33+0.18
Y. frederiksenii AyacT 263 x 108 +£3.05 x 10° 1.31 x 104 54 +0.22
Y. frederiksenii AyacT /pACYC-yacT 1.94 x 108 +3.25 x 10° 9.70 x 108 3.79 + 0.46
Y. frederiksenii AyacT/pACYC184 272 x 10° £5.12 x 10° 1.36 x 10* 5.59 + 0.01
30°C

Y. frederiksenii/pACYC 184 3.35 x 108 £2.91 x 10° 1.68 x 104 e

Y. frederiksenii AyacT 24.11 x 108 £7.50 x 10% 2.06 x 10% -

Y. frederiksenii AyacT/pACYC-yacT 3.90 x 108 +3.03 x 10° 1.95 x 104 -

Y. frederiksenii AyacT/pACYC184 3.15 x 108 £1.91 x 10° 1.58 x 104 -

Sd, standard deviation; *, time in days for 50% of the larvae to die; **, more than 50% of the larvae survived.

exhibited a retarded proliferation at day 2 p. i, followed by
growth stagnation for 1 day. However, at day 4 p. i., the mutant
reached approximately the same cell density as the parental
strain. These data confirm that the yersiniae cell numbers
increase before the larvae start to die and that YacT contributes
to proliferation of Y. frederiksenii within the insect host.

Effect of YacT on Hemocytes

YacT was purified from E. coli Bl21 (DE3)/pBAD-HisA(tet)-650.
Six microliter of a toxin solution with a concentration of 1.4
pg/il or of phosphate-buffered saline (PBS) as control were

injected into 20 G. mellonellalarvae. Thelarvae of the toxin group
showed paralysis of the half retral abdomen immediately after
injection. In addition, some caterpillars of this group displayed
a constriction of the head-thorax area and did not react to
touching. In comparison, the control group showed none of
these symptoms. One day p.i., animals of both groups that were
kept at 30°C maintained vigor and formed fine webs. After web
removal, 2 or 3 days p. i., the caterpillars of the toxin-treated
group showed punctate- to strokelike black discolorations at the
dorsal-abdominal areas that we did not observe in the control
group (Supplementary Figure S2).
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FIGURE 5 | Y frederiksenii AyacT exhibits attenuated virulence. (A) Y. fredeniksenii/opACYC184, Y. frederiksenii AyacT, Y. frederiksenii AyacT/pACYC184, and Y.
frederiksenii AyacT /pACYC-yacT were used to infect G. mellonella larvae that were incubated for 10 days at 15°C. Infection doses and TDsg values are indicated in
Table 3. In all experiments depicted in the Kaplan-Meier plot, three independent infection experiments per strain were monitored, with groups composed of 15 larvae
each. (B) Additionally, larvae infected in parallel were homogenized at the indicated time points and the number of viable Y. frederiksenii cells were enumerated. Gray
boxes: Y. frederiksenii, black boxes: Y. frederiksenii AyacT. Standard deviations of three replicates are shown.

To study the effect of YacT on hemocytes after 1 day, the
hemolymph of larvae was prepared from the aorta and streaked
out on microscope slides for staining. Injection of PBS (10 mM
phosphate buffer, pH 7.4; 2.7 mM KCl; 137 mM NaCl) served as
a control. Upon microscopic analysis, we observed repeatedly
several distinct cell phenotypes: hemocytes from animals treated
with the toxin showed a round-shaped morphology and they
began to form aggregates in comparison to the controls and
several cells also enlarged and showed a reduction of chromatin,
possibly indicating the beginning of early stages of the cell death
(Figure 6A).

As a complementary experiment, G. mellonella larvae were
infected orally with Y. frederiksenii and its yacT deletion mutant.
Again, the morphology and chromatin density of hemocytes
were modified in the presence of Y. frederiksenii, but not of Y.
[frederiksenii AyacT (Figure 6B). In both cases, yersinial cells
were visible in the preparations, indicating that penetrating the
gut epithelial barrier occurs independent of YacT.

DISCUSSION

Members of the genus Yersinia are fascinating organisms, as they
are able to adapt to the environmental life cycle stage as well

as to mammals (Fuchs et al, 2011). During a transition, they
encounter a broad spectrum of hostile conditions, and a major
clue to overcome these challenges is the temperature-dependent
production of host-specific virulence factors. Therefore, the
interaction of yersiniae with invertebrates may have been a
precursor to human pathogenicity during evolution (Waterfield
et al., 2004). In this study, we tested the entomopathogenic
potential of a set of Yersinia spp. toward larvae of G. mellonella.
The larvae are considered to be a natural host of yersiniae and
other pathogens and, therefore, serve as an indicator of yersinial
virulence activities against insects. We identified Y. enterocolitica
8081, a representative of the highly pathogenic biovar 1B group,
to be the most virulent Yersinia strain tested so far against
G. mellonella larvae, resembling the high insecticidal activity
of P. luminescens. Data on strain 8081 as the least pathogenic
strain among several Y. enterocolitica strains tested against G.
Mellonella are not in contradiction with our findings, because
Alenizi et al. performed the infection experiments at 25°C
and missed the high toxicity at the environmental temperature
of 15°C (Alenizi et al., 2016). Y. enterocolitica strain 5303,
which belongs to the biovar 1A group and is considered to be
apathogenic toward mammals, showed an even higher toxicity
toward the Galleria larvae, since only ten CFU were sufficient
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FIGURE 6 | Effect of purified YacT of Y. fredeniksenii on hemocytes. (A) Six Microliter of purified YacT or of PBS (control) were injected. After 1 day, hemolymph
preparations of G. meflonella larvae were fixed with methanol (upper row) or with aceton (lower row) and then stained by Giemsa solution. The hemocytes derived from
YacT-treated larvae began to form some aggregates in comparison with controls (lower row). (B) Hemolymph preparations of larvae 1 day after oral infection with 6 |
of an overnight culture of Y. frederiksenii and Y. frederiksenii AyacT. Arrows point to changes of hemocyte morphology and chromatin density, the latter one as visible
by the weaker nuclear staining. Photos of representative preparations are shown; the scale is indicated. Microscope Olympus BX53 was used with 600 x

to kill 50% of the larvae within 5 days (Alenizi et al,, 2016).
Interestingly, also Y. intermedia and Y. frederiksenii are more
virulent to Galleria larvae than other Yersinia spp., including Y.
mollaretii, Y. bercovieri, Y. ruckeri, Y. aldovae, and Y. kristensenii,
as tested recently (Fuchs et al, 2008). Y. frederiksenii and Y.
intermedia occupy related ecological niches and exhibit very
similar phenotypes (Martin et al,, 2009). Y. intermedia, which
is isolated mainly from the environment, animals, food, and
(rarely) human beings, received its name due to its genetic
and phenotypic properties that are an intermediate between
those of Y. pseudotuberculosis and Y. enterocolitica (Martin
et al, 2009). Y. intermedia also shares several O antigens
with Y. enterocolitica (Wauters et al., 1972), of which 04
and O:17 are probably the prevailing serotypes (Ursing et al,
1980). Y. frederiksenii was differentiated from Y. enterocolitica
in 1980 (Ursing et al, 1980). The high insecticidal potential
might point out to yet overlooked natural habitats of these
strains.

Temperature is an important signal in the regulation of
yersinia virulence factors of that are predominantly produced
at 37°C and repressed at temperatures lower than body
temperature, or vice versa, as exemplified by the insecticidal
tc genes in Y. enterocolitica W22703. Temperature-dependent
mortality of G. mellonella upon oral infection, but not

upon intrahemocoelic injection, was observed recently for Y.
entomophaga (Hurst et al,, 2015). Therefore, it is not a surprising
outcome of this study that the toxicity of Y. frederiksenii,
Y. intermedia, and Y. enterocolitica 8081 increases with lower
temperature, thus pointing out to a relevant ecological niche of
these strains. Irrespective of the fact that G. mellonella has been
chosen here as an infection model rather than as a natural host for
yersinial infection, the two temperatures applied here correspond
to the lifestyle of G. mellonella larvae that grow best between
29°C and 35°C, and also develop at 15°C, but not at 10°C or
less.

The pronounced contrast between the insecticidal potential of
Y. frederiksenii, Y. intermedia, and Y. enterocolitica 8081, on the
one hand, and the TC-PAIY*-harboring Y. enterocolitica W22703,
on the other hand, at least with respect to the G.mellonella model
used here, prompted us to perform a genome comparison. This
approach aimed to identify the determinants that confer the
high insecticidal activity of these strains. Table 2, which probably
still lacks several factors involved in infection, points out to a
broad spectrum of yersinial factors whose role in pathogenicity
as well as their host specificity remains to be investigated.
One of them is YacT that is highly homologous to the ast-
encoded heat-stable, cytotonic enterotoxin of A. hydrophila
(Chopra et al, 1994) that was associated with gastroenteritis
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and non-bloody diarrhea in children and shown to contribute
to the fluid secretory response in a murine model (Sha et al,
2002). Cell lysates of E. coli cells carrying ast elongated Chinese
hamster ovary cells, which is a typical response to enterotoxins
(Chopra et al., 1994). Besides Yersinia strains, YacT orthologs
were identified also in P. luminescens ssp. laumondii (e-value
= 107'77) and in the human pathogen, P. asymbiotica (e-
value = 107'7?), demonstrating that this factor is not unique
to A. hydrophila as assumed previously (Sha et al, 2002).
The prevalence of the Ast and YacT homologs confirms the
strong functional relatedness between Photorhabdus spp. and
Yersinia spp. with respect to their invertebrate and vertebrate
association (Heermann and Fuchs, 2008). It is important to
note that YacT is distinct from the heat-stable enterotoxin Yst
of yersiniae, for which a homolog is missing in Y. frederiksenii
ATCC 33641 and Y. intermedia (Singh and Virdi, 2004). Our
data demonstrate that YacT is required for full pathogenicity
toward G. mellonella. Moreover, the finding that YacT injection
affects the morphology of hemocytes suggests that the immune
response of G. mellonella controls better the proliferation of Y.
[frederiksenii AyacT during the first 3 days p. i. as compared with
that of Y. frederiksenii. The list of determinants in Table 3 and
the variation of Yersinia spp. in pathogenesis toward Galleria
larvae suggest that the yersinial toxicity toward insects upon
intrahemocoelic infection is a multifactorial process due to the
presence of several cytotoxic determinants. In the light of this
assumption, the virulence attenuation upon deletion of yacT
in Y. frederiksenii is remarkably high. Therefore, YacT is a
candidate to explain the high toxicity of Y. frederiksenii against
G. mellonella.

CONCLUSION

A major implication of this study is that the yersinial toxicity
toward insects not only depends on the TC, but also on a broader
set of insecticidal toxins than known so far. We identified a
novel yersinial entomopathogenic factor, whose activity might
be associated with the hemocoel rather than with the insect gut
as indicated by the distinct oral and intrahemocoelic toxicity
of Y. intermedia and Y. frederiksenii. The findings of this study
and other studies suggest that yersiniae strains, regardless of
being human pathogens or not, acquire a substantial selection
advantage by entering invertebrates. By overcoming infection
barriers such as the gut epithelium or the innate immune
response of insect larvae or nematodes, they might bioconvert
their host, thus getting easy access to energy- and nitrogen-
rich nutrients. The resulting proliferation increases the chance
of Yersinia strains to be transmitted to other hosts including
mammals.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions

The strains used in this study were Y. intermedia (Collection
Institut Pasteur [CIP] 80.28; ATCC 29909), Y. frederiksenii (CIP
80.29; ATCC 33641), Y. enterocolitica 8081 (Virginia Miller, St.
Louis, USA), Y. enterocolitica W22703 (Cornelis and Colson,

1975), and P. luminescens ssp. laumondii strain TTO1 BX470251
(Fischer-Le Saux et al,, 1999). All cultures were grown in lysogeny
broth (LB) (10g 17! tryptone, 5g 17! yeast extract, and 5g 1!
NaCl) or on lysogeny broth (LB) agar (LB broth supplemented
with 1.5 % w/v agar). Escherichia coli were grown at 37°C and
P. luminescens and Yersinia strains at 30°C. If appropriate, the
media were supplemented with the following antibiotics: 50
pg ml~! streptomycin, 12 pg ml~! tetracycline, 50 pg ml~!
kanamycin, 20 pg ml~! chloramphenicol, and 20 pg ml™!
nalidixic acid.

General Molecular Techniques

The DNA manipulation was performed according to standard
procedures (Sambrook and Russell, 2001). To isolate the
chromosomal DNA, 1.5 ml of a bacterial culture was centrifuged,
and the sediment was re-suspended in 400 pl of lysis buffer
(100mM Tris pH 8.0, 5mM EDTA, 200mM NaCl). After
incubation for 15min on ice, 10 pl of 10% SDS and 5 pl
of proteinase K (10 mg/ml) were added, and the sample was
incubated overnight at 55°C. The chromosomal DNA was
precipitated with 500 pl of isopropanol, washed in ethanol,
dried, and dissolved in 500 pl of TE buffer (10 mM Tris-HCI,
1 mM Na, EDTA, pH 7.4) containing 1 ! of RNase (10 mg/ml).
Polymerase chain reactions (PCR) were carried out with Taq
polymerase (Fermentas, Vilnius, and Lithunia) and the following
programme: one cycle at 95°C for 2 min; 30 cycles at 95°C for
10s, at the appropriate annealing temperature for 30s, at 72°C
for 45 s to 180s depending on the expected fragment length; one
cycle at 72°C for 10 min. Four Microliter of chromosomal DNA
(100 ng ml~!) was used as a template for PCR amplification, and
the GeneRuler DNA mix (Fermentas) served as a DNA ladder.

Genome Comparison

The sequences of genome used for the comparison were that
of Y. enterocolitica 8081 (accession numbers AM286415 for the
chromosome and AM286416 for the plasmid), Y. intermedia
(genome draft: GCA_000168035.1), and Y. frederiksenii (genome
draft: GCA_000754805.1). Homology searches of predicted
proteins were performed by basic local alignment search
tool analysis (Altschul et al, 1997). The PEDANT software
system [http://pedant.gsf.de; (Walter et al., 2009)] was used for
automatic genome sequence analysis and annotation (Frishman
et al, 2001). Genomes were recorded and homology searches
of predicted proteins were performed by SIMAP (Arnold et al,
2014). The genome comparisons were calculated by using a
custom Perl script, which formatted bidirectional-best sequence
hits between all predicted proteins (E < 0.0001).

Insecticidal Bioassays

M. sexta were reared as described (Schachtner et al., 2004). For
oral bioassays, bacteria were grown at 15°C (Yersinia strains) or
37°C (DH5a) until stationary phase. About 50 pl of a culture
was applied to 4 mm? disks of an agar-based artificial diet (David
and Gardiner, 1965). The liquid was allowed to soak into the agar
block, which was dried under a laminar flow. First-instar M. sexta
neonate larvae were placed on the disk and incubated at 22°C.
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The application of bacterial culture aliquots was repeated after 3
days, and the larvae mortality was recorded after 5 days.

Larvae of G. mellonella were obtained from the Zoo-
Fachmarkt (Miinchen, Germany) and stored for less than 1 week
at room temperature. Bacterial strains were grown to stationary
phase (optical density at 600 nm [ODggg] ~1-5 x 10° cfu/ml)
at temperatures between 15°C and 30°C (Yersinia spp.), at 30°C
(P. luminescens), or at 37°C (DH5a), and 10-fold serial diluted.
Larvae of 2-3 cm length and of 110-130 mg weight were used. A
5 pl of the bacterial culture or an appropriate dilution thereof
were orally applied or injected by a sterilized microsyringe
(Hamilton 1702 RN, 25 1) into the hemocoel through the last left
proleg. The aperture reseals after the removal of the syringe, thus
preventing the loss of inoculum (Kavanagh and Reeves, 2004).

Infection doses were determined by plating serial dilutions of
the cultures used for injection. Control assays had demonstrated
that neither the medium nor the wounding by the syringe
contributes to the mortality rate of the insects (Fuchs et al., 2008).
Infected larvae were incubated for at least 5 days in the dark at
the temperature indicated and the number of killed and alive
larvae were enumerated each day. Larvae were considered dead
if they failed to respond to touch. The TDsg was calculated using
the dose-response curve (drc) package of the R software. To
recover bacteria from the larvae, the larvae were surface sterilized
with 70% ethanol, washed in H,O, and cut into small pieces.
The homogenous mass was suspended into 1 ml LB, rigorously
shaken for 5min with a vortex, and centrifuged at 1,000 rpm
for 2min. Serial dilutions were plated on agar plates with LB
or with Yersinia selective medium (Schiemann CIN medium,
Oxoid, Wesel, Germany).

Deletion Mutants and Complementing

Plasmid
In-frame deletion of yacT from Y. frederiksenii was performed
by the one-step method based on the phage X Red recombinase
(Datsenko and Wanner, 2000). In short, PCR products
comprising the kanamycin resistance cassette of plasmid pKD4,
including the flanking FRT sites, were generated using pairs of
70-nucleotide-long primers that included 20 nucleotides priming
sequences for pKD4 as template DNA. Homology extensions of
50 bp overlapped 18 nucleotides of the 5'-end and 36 nucleotides
of the 3’-end of the target gene (Link et al., 1997). About 500-
1,000 ng of fragment DNA were transferred into Y. frederiksenii
cells harboring plasmid pKD119. Allelic replacement of the target
gene by the kanamycin resistance cassette was controlled by PCR,
and nonpolar deletion mutants were obtained via transformation
of pCP20. The deletion was confirmed by PCR and sequencing.
Gene yacT including 220 bp upstream and 100 bp
downstream of the coding sequence was amplified with the
oligonucleotides 5'-CGATGAATTCAGTGACCGTCTGTG
GGTCTG-3" and 5-CGGCCATGGGGGGGCAGCATCGTG
GATTC-3' and ligated into the chloramphenicol resistance
cassette of plasmid pACYC184 via Ncol und EcoRl, resulting in
pACYC-yacT. The recombinant plasmid was validated by PCR
and sequencing.

Overproduction and Purification of YacT
Gene yacT of Y. frederiksenii was cloned into plasmid pBAD-
HisA(tet) (Starke et al, 2013) via Sacl and Pstl using the
oligonucleotides 5'-CGATGAGCTCATGCAGAAAATCATACC
GAG-3' and 5-AACTGCAGTTATTGGGTGCTAGCCACAG-
3. An overnight culture of E. coli Bl21 (DE3)/pBAD-
HisA(tet)-650 was diluted 1:100 into 800 ml of LB medium
supplemented with 12pg/ml tetracycline and incubated at
37°C with rotation at 180 rpm. At an ODgg of 0.6, protein
production was induced by adding 0.2% of arabinose. After
incubation for an additional 4h at 37°C and 180 rpm, the
cells were harvested by centrifugation at 4°C and 7,500 rpm
for 20min. The pellets were each re-suspended in 5ml of
native lysis buffer (50 mM NaH;PO4, 300mM NaCl, and
10 mM imidazole at pH 8.0) in the presence of 1 mM protease
inhibitor Pefabloc SC (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)
and lysed by 4 passages through a French press (SLM Aminca
Instruments, Rochester, NY, USA) at 900 psi; residual cell
debris was removed thrice by centrifugation at 4°C and 9,000
rpm for 15min. Following the filtration, YacT was isolated
using the Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturers instructions. For imidazole
removal, proteins were dialyzed against 50 mM phosphate
buffer plus 0.5 mM MgSOy4, 0.5 mM ZnSOy, and 0.5 mM CaCl,
and protein extracts were concentrated down to 1ml with
Amicon ultracentrifugal filter units (Millipore). The protein
concentration was determined using Roti-Quant solution (Carl,
Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) according to the Bradford
method (Bradford, 1976). The purity of the eluted fractions was
analyzed by the separation on a 12.5% sodium dodecyl sulfate
(SDS)-PAA gel (Supplementary Figure S3).
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Table S1. Products of genes present in Y. frederiksenii and Y.intermedia, but absent in
Y. enterocolitica 22703.

Gene product Comment Category
Ferrichrysobactin receptor Iron metabolism
AMP-dependent synthetase and ligase | Degradation of heme to bilirubin Iron metabolism
Hemin transport protein hmus$S Hemin uptake Iron metabolism
4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur binding Intracellular sensing Iron metabolism
HmsH protein Hemin storage Iron metabolism
Nodulin 21-like protein Nodulin/iron and manganese Iron metabolism

transporter domain
Dipeptide ABC transporter, ATP-binding | Putative heme uptake Iron metabolism
protein
Dipeptide ABC transporter, ATP-binding | Putative heme uptake Iron metabolism
protein
Iron-binding protein IscA Iron-sulfur cluster assembly scaffold | Iron metabolism
Lipopolysaccharide biosynthesis protein Lipoprotein
RffA
PutativeLipoprotein Lipoprotein
Putative Lipoprotein Lipoprotein
Putative Lipoprotein Lipoprotein
Lipid A biosynthesis lauroyl Lipoprotein
acyltransferase
Polymerase Wzy O-antigen biosynthesis protein Lipoprotein
Uncharacterized lipoprotein YfhM Cell membrane; lipid-anchor Lipoprotein
Outer membrane lipoprotein carrier Sorting of lipoproteins Lipoprotein
protein LolA
Putative lipoprotein Lipoprotein
Glycosyl transferase family 2 LPS biosynthesis Lipoprotein
Putative inner mebrane protein Membrane
Conserved integral membrane protein Membrane
Porin B Membrane
Putative inner membrane protein Membrane
Putative outer membrane protein Membrane
Outer membrane pore protein E Membrane
Outer membrane protein S1 Membrane
Inner membrane protein YebS Involved in phosphotransfer Membrane
Putative membrane protein Ycjf Membrane
OmpA domain protein Membrane
Putative transmembrane protein Membrane
Inner membrane protein YcdZ Membrane
Membrane receptor protein Membrane
Inner membrane protein yecN Three predicted transmembrane Membrane
domains
Ethanolamine ammonia-lyase heavy Degradation of amines Metabolism
chain
Ethanolamin permease Metabolism
Ethanolamine ammonia-lyase light Metabolism
chain
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Tetrathionate reductase subunit A Metabolism
L-fucose isomerase Metabolism
L-fucose operon activator Metabolism
Fucose isomerase domain protein Metabolism
L-fucose-proton symporter Metabolism
L-fucose mutarotase Metabolism
L-rhamnose isomerase Metabolism
L-rhamnose mutarotase Metabolism
L-rhamnose-proton symporter Metabolism
Cobalamin biosynthesis protein cbiB Metabolism
N-acetylglucosamine-6-phosphate Metabolism
deacetylase
N-acetylmannosamine-6-phosphate 2- Metabolism
epimerase
Vitamin B12 import ATP-binding Metabolism
protein BtuD
Vitamin B12-binding protein Metabolism
Ammonia channel Metabolism
DsdX permease Gluconate transport Metabolism
o-ketoglutarate permease Metabolism
Xylose isomerase domain protein TIM Metabolism
barrel
Formate transporter 1 Metabolism
DeoX-like Deoxyribose mutarotase Metabolism
Cellulase synthase operon protein Metabolism
Thiamine biosynthesis lipoprotein ApbE Metabolism
Ornithine carbamoyltransferase Metabolism
Inducible histidine transporter Metabolism
Histidine utilization repressor Metabolism
B-lactamase domain protein Beta-lactamase Resistance
Antibiotic biosynthesis monooxygenase | Biosynthesis of several antibiotics Resistance
AbgT family protein Putative drug efflux pump Resistance
Acriflavine resistance protein B Resistance
Uncharacterized inner membrane DMT family, putative drug permease | Resistance
transporter YhbE
Innermembrane transport protein YdhC | Putative drug resistance transporter | Resistance
Uncharacterized GST-like protein YghU | Putative detoxification of xenobiotics | Resistance
Arsenical pump membrane protein Resistance
Integral membrane protein DMT family, putative drug efflux Resistance
pump
Lactoylglutathione lyase Detoxification of methylglyoxal Resistance
Microcin-24 Bacteriocin Resistance
Heavy metal efflux pump, CzcA family Resistance
Glyoxalase/bleomycin resistance Resistance
Cation/multidrug efflux pump - Resistance
Uncharacterized GST-like protein YghU | Putative detoxification of xenobiotics | Resistance
Multidrug resistance protein MdtG Resistance to bile salt and Resistance
fosfomycin
Arsenate reductase Resistance
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PTS permease protein Phosphotransferase system Secretion
YeeE/YedE Secretory pathway Secretion
Twin-arginine translocation pathway Transport of folded protein Secretion
signal

Efflux transporter, RND family, MFP Secretion
subunit

Tricarboxylic transport Secretion
Efflux transporter, RND family Secretion
Tricarboxylic transport Secretion
Tricarboxylic transport Secretion
YeeE/YedE family protein Secretory pathway Secretion
Arginine-binding periplasmic protein 1 | ABC-transporter Secretion
Magnesium transporter Secretion
Outer membrane efflux protein Similar to heavy metal RND efflux Secretion

OMP

Two-component sensor kinase

Sensing, signalling
and regulation

(SSR)

Carbonic anhydrase CO2 sensing, putative role in pH SSR

regulation and virulence induction
Transcriptional regulatory protein BaeR SSR
Transcriptional regulatory protein SSR
HTH-type transcriptional regulator SSR
DsdC
Starvation-sensing protein rspA Putative HSL degradation SSR
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] SSR
reductase
AraC-family transcriptional regulator Putative stress response SSR
Sensor kinase dpiB SSR
Putative transcriptional regulator SSR
Transcriptional regulatory protein TctD SSR
3-oxoacyl-[ACP] synthase SSR
Transcriptional regulatory protein SSR
Transcriptional regulator B. thuringiensis regulator MarR SSR
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Involved in covalent fatty acid SSR
reductase acylation of RTX-toxins
Acetoacetate metabolism regulatory SSR
protein AtoC
HTH-type transcriptional activator RhaR SSR
Response regulator SSR
Transcriptional regulator, LysR family SSR
PAS/PAC domain SSR
LysR-family regulatory protein SSR
Signal transduction histidine-protein SSR
kinase AtoS
HTH-type transcriptional activator RhaS SSR
Diguanylate cyclase with PAS/PAC SSR
sensor
Transcriptional regulatory protein SSR
AraC-type DNA-binding domain- SSR

containing protein
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Transcriptional regulator, LysR family SSR
Predicted transcriptional regulator DeoR family, similar to Legionella SSR
regulator
Predicted transcriptional regulator MerR family regulator, putative SSR
response to oxidative stress, heavy
metals
Transcriptional regulator SSR
Sensor protein RstB SSR
Two-component system response SSR
regulator
Transcriptional regulator SSR
Putative kinase inhibitor Phospholipid-binding protein SSR
HTH-type transcriptional regulator TreR SSR
Predicted transcriptional regulator SSR

Universal stress protein F

Stress response

Heat shock protein 15

Stress response

Member of the Nips/Nap superfamily Putative role in vesicular transport Transport
Uncharacterised symporter YihO GPH-cation symporter family Transport
Extracellular solute-binding protein ABC-transporter Transport
family 5

Lysine-specific permease Transport
MFS-family transporter Secondary active transport Transport
D-galactonate transporter Transport
Arabinose import ATP-binding protein ABC-transporter Transport
araG 2

Sugar ABC transporter, periplasmic Transport
protein

Sugar ABC transporter Transport
ABC transporter related Transport
Arginine/ornithine antiporter ABC transporter Transport
Ribose ABC transporter Transport
Short-chain fatty acids transporter Transport
Inner-membrane translocator Transport
PTS system, glucose-like Transport
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Supplementary Figure S1: Homology between YacT and Ast
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Supplementary Figure S2: Phenotype of larvae following YacT injection. The arrows indicate arees of discolorations.
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Supplementary Figure S3: SDS-PAA of purified YacT.

YacT >

kDa

250
130
100

70
55
35

25
15

Toxin 30°C

Ergebnisse

87






Diskussion

3 Diskussion

3.1 Die Lysekassette innerhalb der TC-PAlye ist biologisch funktional

BRESOLIN et al. beschrieben 2006 das Vorkommen einer insektiziden Pathogenitatsinsel TC-PAlye im
Genom von Y. enterocolitica W22703. Bei der Sequenzanalyse dieser Insel identifizierten sie nicht nur
die Gene, die fiir die drei Toxinuntereinheiten und deren transkriptionelle Regulatoren kodieren,
sondern auch Gene, die homolog zu Phagengenen sind. So liegen zwischen den Genen tcaC und tccC1
vier offene Leserahmen. Zunachst durchgefiihrte Homologieanalysen zeigten, dass es sich bei diesen

ORFs um ein Holin, ein Endolysin sowie zwei Spanine handelt.

Das Holin aus Stamm W22703, als Protein mit HolY bezeichnet, ist ein etwa 11,3 kDa grolRes und aus
103 Aminosduren bestehendes Protein, fir das drei Transmembranhelices vorhergesagt werden. Die
durchgefiihrten Nukleotid- oder Protein-BLAST-Analysen ergaben groRe Ahnlichkeiten vor allem zu
Genen oder Proteinen aus anderen Yersinia-Spezies. Proteine mit weniger stark ausgepragter
Ahnlichkeit zu HolY kommen in Human- oder Insektenpathogenen vor, bspw. in Enterobacter cloacae,
Chromobacterium violaceum, X. khoisanae, P. luminescens oder E. coli [Abb. 1A in Springer et al.,
2018]. Gemal der 2013 von REDDY & SAIER eingeflihrten Holin-Superfamilien ist HolY der Superfamilie
[ll zuzuordnen. Weitere Mitglieder dieser Superfamilie sind z. B. das Holin S105 des Lambda Phagen,
das Holin des Bakteriophagen P2 und ChiW aus S. marcescens. Innerhalb dieser Superfamilie gehort
HolY zur Familie 1.E.5, fir welche das Holin P35 des Phagen PRDI als Prototyp gilt [Reddy & Saier, 2013].
Der Phage PRDI, der verschiedene Gram-negative Bakterien, die ein incP-Plasmid tragen, infiziert,
besitzt jedoch nur ein aus den beiden Komponenten Holin und Endyolsin bestehendes Lyse-System
ohne Spanine. Des Weiteren zeigen die Proteinsequenzen von HolY und P35 nur eine geringe

Ubereinstimmung.

Basierend auf ihrer Primarstruktur werden Holin-Proteine in drei Klassen eingeteilt [Young et al.,
2000]. Aufgrund seiner GroRe und der drei Transmembranhelices wird HolY der Klasse | zugeordnet.
Der Prototyp der Klasse I-Holine ist das kanonische Holin S105 des A-Phagen [Young et al., 2000]. Die
wahrscheinlich an der Freisetzung von Proteinen beteiligten Holine TcdE aus C. difficile und ChiW aus
S. marcescens gehoren ebenfalls dieser Klasse an [Govind & Dupuy, 2012; Hamilton et al., 2014]. Die
Homologieanalysen zeigen jedoch kaum oder keine Ubereinstimmungen dieser drei Proteine zum
Holin aus W22703. Ein wesentlicher Unterschied zum Holin S105 ist das Fehlen des dualen
Startmotives. Wie die meisten Holine, die von Phagen oder Prophagen kodiert werden, enthalt auch
die Gensequenz des Lambda-Holins ein duales Startmotiv, und daher entsteht neben dem Holin S105
auch das zwei Aminosauren langere Antiholin S107 [Blasi et al., 1990]. Dieses lagert nur zwei seiner

drei Transmembrandomanen in die Zellmembran und verhindert durch Heterodimerbildung mit einem
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funktionalen Holin die frihzeitige Lyse der Wirtszelle. Diese Art der Verzogerung ist fir die
Bakteriophagen wichtig, da die Lyse erst erfolgen sollte, wenn genligend Phagenpartikel gebildet
wurden [Blasi et al. 1990]. Der Phage T4 reagiert mit Hilfe seiner beiden Antiholine Rl und RIIl sogar
auf veranderte Umweltbedingungen. Dabei bindet Rl an die periplasmatische Domane des Holins T
und RIll an dessen zytoplasmatische Domane. Auf diese Weise wird die Freisetzung von neuen
Phagenpartikeln im Falle einer Superinfektion verhindert, da in der Umgebung nicht genligend oder
keine neuen Zielzellen vorhanden sind [Chen & Young, 2016]. Die beiden Antiholine werden dabei nicht
durch ein duales Startmotiv von T kodiert, sondern von zwei zusatzlichen offenen Leserahmen
[Paddison et al., 1998]. Auch bei den Bakteriophagen P1 und P2 entstehen die jeweiligen Antiholine
nicht durch ein duales Startmotiv des eigentlichen Holin-Gens, sondern durch weitere Leserahmen im

Phagengenom [Young & Blasi, 1995].

Im Fall des Holins TcdE aus C. difficile wurden sogar drei funktionale Isoformen nachgewiesen, namlich
das Holin, ein Antiholin und die am N-Terminus verlangerte Isoform TcdE-M1 [Govind & Dupuy, 2012].
Die Untersuchung von GOVIND et al. zeigte, dass alle drei Isoformen potenziell lytisch fir die C. difficile-
Zellen sind, wenn sie starker Uberexprimiert werden. Ebenso zeigten die Autoren, dass nur ein
Zusammenspiel der drei Isoformen eine effiziente Toxinfreisetzung ohne Zelllyse ermdglicht [Govind
et al., 2015]. Dazu passt die Beobachtung einer neueren Studie, dass bei der Expression in E. coli die
Isoform TcdE-M1 inhibitorisch auf die Zelllyse wirkt, auch wenn die kleineren Isoformen reichlich

vorhanden sind [Mehner-Breitfeld et al., 2018].

Das fiir die Sekretion von Chitinasen aus S. marcescens essenzielle Holin ChiW besitzt eine 46%ige
Ahnlichkeit zum A S Holin. Dessen Gensequenz enthilt jedoch nur einen einzigen Translationsstart. Ein
weiterer Leserahmen, der fiir ein Antiholin kodieren kénnte, ist ebenfalls nicht bekannt, und daher
wird eine Regulation der Holin-Aktivitat mittels eines Antiholins ausgeschlossen [Hamilton et al., 2014].
Die Autoren nannten den spezifischen Transport des Endolysins ChiX ins Periplasma als einzige

Funktion des Holins und schlossen eine Lyse der Zellen anhand von Sekretom-Analysen aus.

Auch fiir HolY aus dem Stamm W22703 konnte weder ein duales Startmotiv in der Gensequenz noch
ein fur ein Antiholin kodierender ORF in der Ndhe ermittelt werden [Reuter, 2008]. Dies ist ein
entscheidender Unterschied in der Regulation der Holin-Aktivitat im Vergleich zu den Phagen, und es
ist davon auszugehen, dass die Regulation des Proteins auf eine andere Weise erfolgt. Da es sich um
ein flr das Schicksal der Zelle potenziell schadliches oder gar letales Protein handelt, ist von einer
strengen Regulation auszugehen, die sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf Proteinebene

erfolgen kann. Darauf wird im Abschnitt 3.2 genauer eingegangen.

Bereits die Namensgebung der Holin-Proteine erfolgte entsprechend ihrer einzigen Funktion, namlich

der Bildung unspezifischer Offnungen in der bakteriellen Membran. Sie ermdglichen so einem
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weiteren Protein, dem Endolysin, den Zugang zur Peptidoglykanschicht [Young, 1992]. Dabei erfolgt
keinerlei Interaktion der beiden Proteine. Es ist bekannt, dass Holin- und Endolysin-Paare auch lytisch
kompetent sind, wenn sie aus unterschiedlichen Phagen stammen, die wiederum spezifische Wirte
infizieren konnen [Wang et al., 2000]. Dabei wird die Spezifitdt der Phagen fir einen bestimmten Wirt
durch die Zellwand-Bindedomane des Endolysins bestimmt, welche einmalige Bestandteile in der
Peptidoglykanschicht erkennt [Borysowski et al., 2006]. Im Gegensatz dazu erfolgt die Aktivitat des
Holins unspezifisch [Young, 1992]. Diesen Umstand macht man sich zunutze, um Holin-Proteine als
solche zu identifizieren bzw. zu verifizieren. Die Komplementierung eines defekten Holin-Gens mit
einer Nonsense-Mutation in dem lysogenen Lambda-Phagen, der aber ein funktionales Endolysin
besitzt, diente bereits dem Nachweis einer Holin-Aktivitat von Proteinen des Lactococcus lactis
Bakteriophagen ¢LC3 [Birkeland, 1994], des Lactobacillus gasseri Phagen ¢adh [Henrich et al., 1995]
oder des S. aureus Bakteriophagen Twort [Loessner et al., 1998]. GOVIND & DuUPUY nutzten diesen
Versuchsansatz ebenfalls, um die Holin-Aktivitdt von TcdE aufzuzeigen. Wie die Abbildung 6 in Springer
et al., 2018 zeigt, ist auch HolY in der Lage, das defekte Lambda-Holin zu komplementieren. Zusammen
mit seiner eigenen ribosomalen Bindestelle in einen Vektor hinter die Regulationselemente der spaten
Transkription (late transcription regulatory elements, LTR) des Lambda-Phagen kloniert, flhrte die
Expression von holY schneller zur Lyse der E. coli-Zellen als die Expression des Phagen-eigenen Holins.
Auf diese Weise wurde die Fahigkeit von HolY zur Bildung von Léchern und damit seine biologische

Funktionalitdt demonstriert.

Die biologische Aktivitdt und Spezifitdt des Endolysins aus dem Y. enterocolitica-Stamm W22703 war
bereits Gegenstand der Dissertation von STARKE und wurde mit Hilfe von Zymogrammen nachgewiesen
[Starke, 2015]. Das circa 16 kDa groRe und aus 133 Aminosauren bestehende Endolysin, hier ElyY
abgekiirzt, zeigt eine signifikante Ahnlichkeit von 77% (E-Wert: 1 x e”73) zu einer M15-Peptidase aus
Y. pseudotuberculosis. Diese Peptidase wird als D-Alanyl-D-Alanin-Carboxypeptidase klassifiziert und
kann in weiteren Yersinia spp. gefunden werden. Daher wird angenommen, dass es sich bei ElyY um
eine Endopeptidase handelt. Damit besitzt sie eine von vier moglichen Funktionen, die ein Endolysin
aufweisen kann. Wahrend es sich bei den meisten Endolysinen um Glykosidasen oder Amidasen
handelt [Loessner, 2005], gibt es auch Enzyme mit Transglykosidase-Aktivitdt [Young, 1992]. Die
Hauptaufgabe des Endolysins besteht darin, die Peptidoglykanschicht der Wirtszelle abzubauen und
damit die strukturelle Integritat der Zelle zu stéren. Als Folge kann die Zelle dem internen osmotischen
Druck nicht mehr standhalten und platzt [Oliveira et al., 2013]. Um die Peptidoglykanschicht abbauen
zu kénnen, muss das Endolysin in aktiver Form in deren raumliche Nahe kommen. Kanonische
Endolysine liegen bereits in aktiver Form im Zytoplasma vor und nutzen die von Holinen gebildeten
unspezifischen Lécher, um die Zytoplasmamembran zu durchqueren [Young, 1992]. Im Gegensatz dazu

akkumulieren die SAR-Endolysine im Periplasma in Membran-gebundener und inaktiver Form. Nach
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einer ebenfalls von einem Holin hervorgerufenen Depolarisation der Zellmembran, werden die
SAR-Endolysine in aktiver Form freigesetzt [Xu et al., 2005]. Ein SAR-Endolysin besitzt eine spezielle
N-terminale Signalsequenz, die einen Transport des Proteins mittels Sec-System erméglicht [Xu et al.,
2004]. Die Sequenzanalysen lieRen bei ElyY keine SAR-Domane erkennen. Somit handelt es sich hierbei
um ein kanonisches Endolysin, welches vollstandig gefaltet und aktiv im Zytoplasma vorliegt und auf

die Aktivitat des Holins angewiesen ist.

Ist das Endolysin in raumlicher Nahe zum Peptidoglykan, erfolgt zunachst die Bindung an die Zellwand,
bevor die enzymatisch aktive Domane das Murein spalten kann [Loessner, 2005]. Gemal} der
Pradiktion besitzt ElyY dazu ein Zellwand-bindendes C-terminales Ende und ein enzymatisch aktives
N-terminales Ende. Die Aktivitat der Zellwand-Bindedomane von Endolysinen ist sehr spezifisch und
richtet sich gegen einmalige und essenzielle Bestandteile des Mureins. Daraus resultiert das enge
Wirtsspektrum eines Endolysins. So ist die Aktivitat des Endolysins haufig auf die Wirtsspezies des
jeweiligen Phagen, aus dem das Endolysin stammt, beschrankt. In manchen Féallen kann sie sogar
spezifisch fur einen bestimmten Genus sein [Borysowski et al. 2006]. Eine solche Substratspezifitat
konnte fir ElyY mittels der Zymogramme beobachtet werden. Am meisten bevorzugt ElyY demnach
das Murein von Y. enterocolitica W22703 als Substrat, gefolgt von dem Peptidoglykan von
Y. intermedia und Y. mollaretii. Im Gegensatz dazu wies ElyY die geringste proteolytische Aktivitat

gegen E. coliund Y. ruckeri auf [Tabelle 1 in Springer et al., 2018].

Fir die N-Acetyl-B-D-Muramidase TtsA von S. enterica serovar Typhi konnte anschaulich dargestellt
werden, wie wichtig die Peptidoglykan-bindende Domaéne fir die Spezifitdt des Enzyms ist. TtsA ist
verantwortlich fur die Freisetzung des Typhus-Toxins aus dem Periplasma. Das ttsA-Gen liegt innerhalb
der Pathogenitatsinsel des Toxins und seine Expression korreliert mit der Toxin-Genexpression. Die
Deletion von ttsA fiihrte dazu, dass kein Toxin mehr auBerhalb der Zellen detektiert wurde. Durch die
Konstruktion von verschiedenen Chimadren aus TtsA und der Salmonella-Muramidase Sen1395, die
nicht in der Lage ist, die Toxinfreisetzung zu ermdéglichen, wurde der fiir die Spezifitdt wichtige Bereich
immer weiter eingegrenzt. Zum einen konnte der gesamte enzymatisch aktive N-Terminus von
Sen1395 (ibernommen werden und die Freisetzung war weiterhin moglich. Zum anderen war auch ein
Ersatz der Aminosduren am C-Terminus der Proteinsequenz bis auf die letzten 32, die von TtsA
stammen mussten, ohne eine Einschrankung der Freisetzung moglich. Innerhalb dieser 32
Aminosauren kristallisierte sich eine bestimmte Aminosaure, und zwar ein Asparagin an Position 166,
als besonders wichtig heraus, aber auch eine Loop-Struktur in diesem Bereich scheint Einfluss auf die
Spezifitat zu haben. Obwohl die Freisetzung des Toxins ohne eine Lyse der Zellen erfolgt, ist TtsA in der

Lage, nach Zugabe geringer Mengen Chloroforms eine Zelllyse zu verursachen [Hodak & Galan, 2013].
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Wihrend die Endolysine mit der meisten Ahnlichkeit zu ElyY in Yersinia-Genomen zu finden sind und
sich dort meist innerhalb einer Tc-PAly. hinter einem Holin-Gen befinden, gibt es auch Homologe mit
geringerer Ubereinstimmung in Spezies wie E.amylovora, P.asymbiotica, Proteus mirabilis,
Providencia stuartii, Shigella boydii [Abb. 1B in Springer et al., 2018]. Auch das Endolysin ChiX aus
S. marcescens zeigte eine Ubereinstimmung zu ElyY von 51% (E-Wert: 2 x e®°). Bei diesem handelt es
sich um eine Zink-abhangige L-Alanyl-D-Glutamat-Endopeptidase [Owen et al., 2018], die an der
Freisetzung chitinolytischer Proteine beteiligt ist [Hamilton et al., 2014]. Ebenso wie die Deletion des
Holin-Gens chiW fihrte die Deletion von chiX dazu, dass die Chitinasen ChiA, ChiB und ChiC nicht mehr
im Uberstand nachgewiesen werden konnten, sondern im Periplasma akkumulierten. AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass chiX koordiniert mit der Expression des Chitinase-Gens chiA bimodal, und
zwar nur in einer kleinen Subpopulation von weniger als 1% der Zellen, exprimiert wird, und dass die
Zellen trotz chiA- und chiX-Expression nicht lysieren. Zusatzlich zum Holin ChiW und dem Endolysin
ChiX besitzt S. marcescens zwei Gene chiY und chiZz, die fiir Spanine kodieren [Hamilton et al., 2014].
Es dhnelt somit in dem Aufbau seiner Lysekassette den Bakteriophagen und auch W22703, wie im

Folgenden beschrieben.

Hinter den Genen holY und elyY liegen zwei weitere ORFs, welche mit 62 bp Gberlappen. Sie kodieren
fir ein 119 Aminosauren groRes Protein, das eine N-terminale Transmembrandomane aufweist und
wahrscheinlich exportiert wird, und ein Protein, das aus 76 Aminosauren besteht und bei dem es sich
vermutlich um ein Membranprotein handelt. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen beiden
Proteinen um ein i-Spanin und ein o-Spanin handelt. Der Aufbau entspricht damit einer klassischen
Lysekassette wie sie etwa beim Phagen A oder dem Phagen 21 zu finden ist [Young, 1992]. In Anlehnung
an die akzessorischen Proteine Rz und Rz1 der Phagen werden die beiden Proteine hier YRz und YRz1
genannt, wobei es keine Homologie zu den Phagenproteinen gibt. Proteine mit signifikanter
Sequenzibereinstimmung kdénnen nur innerhalb der Yersinia-Spezies gefunden werden, namlich in
jenen Spezies, die ebenfalls die insektizide Pathogenitatsinsel tragen. Generell sind die vier Lysegene
innerhalb der Gattung Yersinia hoch konserviert und dabei immer zwischen den Genen der TC-PAlye zu
finden [Fuchs et al., 2008]. Des Weiteren besitzen die vier Gene einen gemeinsamen Promotor und
bilden ein polycistronisches Transkript [Abb. 2 in Springer et al., 2018)]. Dies entspricht den
Erwartungen, da auch die Lysegene der Phagen in der spaten Phase der Infektion als transkriptionelle
Einheit ausgehend von dem gemeinsamen Promotor pR‘ abgeschrieben werden [Young, 1992].
Obwohl die Lysekassette mitten in der Pathogenitatsinsel liegt, ermoglicht der eigene Promotor eine

Regulation dieser Gene unabhangig von der Toxingenexpression.

Die Toxingene werden bei Temperaturen zwischen 10°C und 20°C exprimiert [Bresolin et al., 2006]. Bei
15°C ist die Expression der Lysegene zumindest so hoch, dass es moglich gewesen ist, eine

ausreichende Menge an RNA zu isolieren, um die RT-PCR-Analysen durchfiihren zu kodnnen
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[Abb. 2 in Springer et al.,, 2018]. Dennoch zeigte der gemeinsame Promotor der Lysegene in
Promotorfusionsstudien weder bei 15°C noch bei 37°C eine signifikante Transkriptionsaktivitat. Erst
eine Deletion des Gens ymoA fihrte zu einer messbaren Aktivitdit des Promotors bei beiden
Temperaturen [Starke, 2015]. Der Virulenzregulator YmoA verhindert die Expression sdamtlicher
tc-Gene bei 37°C [Starke & Fuchs, 2014], daher ist auch ein Einfluss auf die Expression der Lysegene
denkbar.

Da bisher keine nativen Bedingungen bekannt sind, bei denen die Expression der Lysekassette in vitro
signifikant induziert wird, wurde die biologische Funktionalitdt mittels Uberexpressionsversuchen
untersucht. Die Uberexpression, meist im heterologen Wirt E. coli, ist dabei ein hiufig verwendeter
Ansatz, um die Funktionalitat eines potenziell lytischen Proteins zu testen [Wang et al., 2000]. So
wurden putative Holine oder Endolysine oftmals einzeln getestet, wie das Holin HOL des L. plantarum
Phagen ¢dgle [Oki et al., 1997] oder das Endolysin PlyTW des S. aureus Phagen Twort [Loessner et al.,
1998], aber auch das Holin TcdE [Tan et al., 2001] oder die Muramidase TtsA [Hodak & Galan, 2013].
Ebenso flihrte die gleichzeitige Expression von Holin NucE und Endolysin NucD aus S. marcescens zur
Lyse von E. coli-Zellen und bestatigte deren Funktionalitat [Berkmen et al., 1997]. Wahrend die
phagenverwandten Proteine den heterologen Wirt E. coli sowie verschiedene Yersinia-Spezies wie
Y. kristensenii oder Y. pseudotuberculosis unabhangig von der Temperatur lysierten [Abb. 3 und 4B in
Springer et al., 2018; Abb. 2 und 3B in Springer et al., 2021], erfolgte eine Lyse der W22703-Zellen
sowie der anderen getesteten Y. enterocolitica Biovare nur bei einer Temperatur von 37°C [Abb. 4A in
Springer et al., 2018; Abb. 1 und 3A in Springer et al., 2021]. Als Nachweis dafiir, dass es sich bei dem
Absinken der Optischen Dichte nach der Uberexpression von holY und elyY, tatsichlich um eine Lyse
handelt, dienten die Lebend-Tot-Farbung [Abb. 5 in Springer et al., 2018] sowie Zellzahlbestimmungen
zu bestimmten Zeitpunkten nach der Induktion der Genexpression [Abb. S2 in Springer et al., 2018].
Bei den Uberexpressionsversuchen handelt es sich zwar um stark artifizielle Bedingungen, aber so
konnte gezeigt werden, dass die Phagenproteine in der Lage sind, eine Zelllyse zu verursachen. Des
Weiteren war es so moglich, eine Aktivitat der Spanine zu beobachten. Waren deren Gene ebenfalls
im Uberexpressionsplasmid enthalten, war die hervorgerufene Lyse der Y. enterocolitica-Zellen
ausgepragter im Vergleich zur Uberexpression von holY und elyY allein [Abb. 4 in Springer et al., 2018,
am Beispiel von Biovar 2 dargestellt]. Wahrend sich bei der Expression in E. coli unter normalen
Kulturbedingungen kein Unterschied zeigte [Abb. 1A in Springer et al., 2018], wurde dieser umso
deutlicher, als die Kulturen unter Zugabe von divalenten Magnesium-lonen nur leicht geschittelt
wurden [Abb. S3 in Springer et al., 2018]. Die Zugabe von MgCl; stabilisiert die duRere Membran und
halt damit das Peptidoglykan zusammen, obwohl es durch das Endolysin gespalten wird. Sind die
Spanine anwesend, erfolgt eine Lyse. Sind die Spanine nicht vorhanden, werden die Zellen kugelférmig

und fragil, die OD sinkt weniger stark. Wird die Kultur zu stark geschiittelt, ist dieser Unterschied
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weniger gut zu erkennen [Young, 1992]. Es ist zu erwarten, dass die beiden Spanine unter nativen
Bedingungen mindestens signifikant zur Lyse beitragen, wenn sie nicht sogar dafiir erforderlich sind.
Bei der durch Phagen hervorgerufenen Lyse gelten die Spanine als notwendige Faktoren fir eine
vollstandige Lyse. Es wird aktuell davon ausgegangen, dass sie fiir die Durchlassigkeit der duReren
Membran sorgen, indem sie zu einer Fusion der inneren und duReren Membran flihren [Berry et al.,

2012; Rajaure et al., 2015].

3.2 Die engmaschige Kontrolle der Aktivitat der Lysekassette ist tiberlebenswichtig

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, sind die vier phagenverwandten Gene holY, elyY, yRz
und yRz1 funktional. Kommt es zu einer Erhéhung der Expression der Gene, lysieren sie ihre
Wirtszellen. Bei den meisten Phagen wird eine zu frithe und/oder zu starke Expression der Lysegene
durch mindestens zwei Mechanismen umgangen. Zum einen unterliegen die Gene dem Promotor fir
die spate Genexpression pR‘ und werden erst vollstandig abgelesen, wenn der Antiterminationsfaktor
Q das Uberlesen des Terminators tR‘ ermdglicht. Somit werden zunichst die fiir die Bildung der
Phagenpartikel wichtigen Gene exprimiert, bevor eine Lyse der Zellen induziert wird [Roberts, 1975].
Zum anderen verhindert die Produktion von Antiholinen, dass es zu einer vorzeitigen Lyse durch zu
schnelles Akkumulieren der Holin-Proteine in der Zellmembran kommen kann [Griindling et al.,

2000b].

Auch fiir die innerhalb der Pathogenitatsinsel von Y. enterocolitica W22703 liegenden Lysekassette
verdichten sich die Hinweise auf eine strenge Regulation, die stark von der Temperatur beeinflusst
wird. Diese erfolgt einerseits auf der Ebene der Genexpression: So wie die Expression der Toxingene
nur bei niedrigen Temperaturen zwischen 10°C und 20°C erhoht ist [Bresolin et al., 2006], konnte
lediglich bei 15°C ein Transkript der Phagengene isoliert werden [Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Ein
Komplex aus YmoA und H-NS verhindert die Expression der Toxingene bei 37°C durch Bindung an deren
Promotoren bzw. intragenische Regionen [Starke & Fuchs, 2014]. Es zeigte sich, dass der Promotor der
Lysegene ebenfalls von YmoA reprimiert wird. Ist ymoA deletiert kommt es bei beiden Temperaturen
gleichermallen zu einer messbaren Promotoraktivitat [Starke, 2015]. Ob umgekehrt der Aktivator
TcaR2 die Expression bei einer der Temperaturen aktiviert, wie es bei den Toxingenen der Fall ist, ist

leider nicht bekannt und verdient weitere Untersuchungen.

Die Beobachtung der Repression der Lyse-Genexpression durch YmoA erklart jedoch nicht den
temperaturabhingigen Lyse-Effekt, den die Uberexpression der Phagengene auf die getesteten
Y. enterocolitica Biovare zeigt. Dieser ist auf einen weiteren Regulationsmechanismus, der auf
Proteinebene erfolgt, zurlickzufiihren. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der Lyseproteine

von der Protease Lon kontrolliert wird. Zum einen wurde der Temperatur-Effekt bei der
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Uberexpression der Phagengene in einem lon-defizienten W22703-Stamm aufgehoben, so dass eine
Lyse nun auch bei 15°C zu beobachten war. Dies konnte durch das Einbringen des lon-Gens mittels
Plasmids komplementiert werden [Abb. 4 in Springer et al., 2021]. Zum anderen zeigte sich, dass die
Protease fiir den Abbau von ElyY verantwortlich ist [Abb. 5 in Springer et al., 2021]. Die Protease Lon
ist ebenso wie CIpXP nicht nur fir den Abbau fehlgefalteter und beschadigter Proteine zustandig
[Gottesman et al., 1997], sondern tragt durch die Proteolyse besonders kurzlebiger
Regulationsfaktoren zu einem reibungslosen Ablauf physiologischer Prozesse bei [Gottesman, 2003].
Ein Beispiel fiir einen solchen Vorgang ist der temperaturabhdngige Abbau des Transkriptionsfaktors
RovA bei Y. pseudotuberculosis [Herbst et al., 2009]. Bei pathogenen Yersinien koordiniert RovA die
Expression einer Vielzahl an Genen, die fliir den Metabolismus oder die Virulenz wichtig sind. Unter
anderem aktiviert RovA die Transkription von inv oder anderen Adhesinen bei moderaten
Temperaturen [Revell & Miller, 2000]. Dabei erfolgt eine Expression von rovA selbst nur bei diesen
Temperaturen und das Gen wird bei 37°C reprimiert [Heroven et al., 2004]. Liegt RovA bereits als
Protein in der Zelle vor und es kommt zu einer Temperaturveranderung von kalt nach warm, dndert
sich die Tertidrstruktur des Proteins selbst. Infolgedessen ist seine DNA-Bindekapazitat verringert, und
RovA ist pradisponiert fir den Abbau durch die Protease Lon [Herbst et al., 2009]. Die
phagenverwandten Proteine sind mindestens im heterologen Wirt E. coli sowohl bei 37°C als auch bei
15°C lytisch aktiv. Daher kann nicht davon ausgegangen werden, dass es zu einer
Konformationsdanderung in Folge einer Temperaturdanderung kommt und sie dadurch anfalliger fur
eine Degradation durch Lon sind. Hier scheint eher die Stabilitat der Protease selbst eine Rolle zu
spielen. Untersuchungen dazu zeigten, dass Lon in Y. enterocolitica W22703 bei 37°C weniger stabil ist

als bei 15°C [Abb. S4 in Springer et al., 2021].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine Expression der Lysegene im Stamm W22703 bei 37°C
sehr wahrscheinlich von YmoA inhibiert wird, so wie es bei den Toxingenen der Fall ist [Starke & Fuchs,
2014; Starke, 2015]. Eine Koexpression mit den Toxingenen wurde zwar nicht experimentell
nachgewiesen, ist aber anzunehmen, wie auch fiir die Endolysingene ttsA aus S. Typhi und chiX aus
S. marcescens die koordinierte Expression mit den umliegenden Genen gezeigt werden konnte [Hodak
& Galdn, 2013; Hamilton et al., 2014]. Somit ware ein proteolytischer Abbau der Proteine der
Lysekassette bei 37°C nicht notwendig. Ist die Expression bei 15°C aktiviert, bietet die Degradation
durch die Protease Lon eine Art Schutzmechanismus dafir, dass nicht zu viele der Proteine in der Zelle
vorliegen und eine Lyse der Zellen verhindert werden kann. Was passiert, wenn dieser
Y. enterocolitica-spezifische Schutzmechanismus nicht greift, zeigen die Uberexpressionsdaten von
Y. pseudotuberculosis oder E. coli. Bei diesen Stammen erfolgt eine Lyse unabhingig von der

Temperatur.
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Die Degradation von HolY wurde experimentell nicht Gberpriift. Es ist aber anzunehmen, dass das Holin
ebenfalls abgebaut wird. Denn kommt es zu einer ungehinderten Produktion von Holin-Proteinen
infolge einer induzierten Uberexpression, erfolgt ein Sterben der Zellen auch unabhéngig von einem
Endolysin, da der Elektronentransport liber die Zytoplasmamembran gestoppt wird und kleine

Molekile aus der Zelle austreten konnen [Reader & Siminovitch, 1971].

3.3 Sind die Phagenproteine Teil eines neuen Typ 10-Sekretionssystems?

Nachdem die Funktionalitat der vier phagenverwandten Gene nachgewiesen wurde, stellt sich die
Frage nach ihrer biologischen Bedeutung fiir die Y. enterocolitica W22703-Zellen. Auffallig ist dabei vor
allem ihre Lage. Die Gene befinden sich mitten in der Pathogenitatsinsel Tc-PAly., weshalb sich ein
Zusammenhang mit der Sekretion des Toxins geradezu aufdrangt. Bereits WATERFIELD et al. stellten die
Vermutung auf, dass die Proteine Holin und Endolysin an der Freisetzung der hochmolekularen Toxine
beteiligt sein konnten, da auch die insektiziden Pathogenitatsinseln von P. luminescens oft mit den
Lysegenen assoziiert vorliegen [Waterfield et al., 2001b; Waterfield et al., 2007]. Doch in welcher Form
sie in die Freisetzung involviert sein konnten, ist bislang unklar. Neben der Moglichkeit, dass Zellen
durch die Phagenproteine lysiert werden und infolgedessen der Toxinkomplex freigesetzt wird, liefern
mehrere Publikationen Anhaltspunkte flir eine Sekretion ohne Zelllyse und konstruieren damit das

Modell eines moéglichen neuen Sekretionssystems.

Bei den in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen Beispielen fiir die im Bakteriengenom
vorkommenden Holin- und/oder Endolysin-Gene, zeigte sich stets ein Zusammenhang zwischen dem
Genlocus und den umliegenden Genen. Das Gen ttsA von S. Typhi liegt mitten zwischen den Genen,
die fur die Typhus-Toxinuntereinheiten kodieren. Ist das Gen deletiert, erfolgt keine Freisetzung des
Toxins [Hodak & Galdn, 2013]. Das Gen tcdE liegt innerhalb der PalLoc von C. difficile zwischen den
beiden Genen fiir die Toxine TcdB und TcdA und zumindest bei manchen Stammen zeigte sich eine
TcdE-abhiangige Sekretion dieser Toxine [Govind & Dupuy, 2012]. S. marcescens besitzt eine komplette
Lysekassette in unmittelbarer Nahe der Gene, die fiir die Chitinasen kodieren. Auch hier wurde eine
Sekretion in Abhangigkeit der potenziell lytischen Proteine nachgewiesen [Hamilton et al., 2014].
Anhand von Sequenzvergleichen und Homologie-Analysen wurden weitere Toxine oder extrazelluldre
Enzyme in unmittelbarer Nahe zu Paaren von einem Peptidoglykan-abbauenden Protein und einem
Holin ermittelt. Unter anderem ist im Genom von S. Typhi eine weitere Chitinase in der Nachbarschaft
des Holins sty0015 und des Endolysins sty0016 lokalisiert [Hodak & Galan, 2013]. Aber auch in anderen
Organismen wurden Homologe zu den Endolysinen ChiX oder TtsA gefunden. Zum Beispiel gibt es ein
Holin/Endolysin-Paar in Stammen von Enterobacter, Citrobacter und Proteus. Diese Beispiele haben

gemeinsam, dass in ihrer unmittelbaren Umgebung mindestens ein Gen fiir einen
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Transkriptionsregulator der LysR-Familie vorhanden ist. Homologe zu TtsA wurden unter anderem im
Genom verschiedener E. coli-Stamme downstream von zwei Holin-Genen neben zwei Untereinheiten

des hitzelabilen Enterotoxins IIA gefunden [Palmer et al., 2021].

Anhand der bisher bekannten Daten zu TtsA aus S. Typhi und der ChiWXYZ-Kassette aus S. marcescens
postulieren PALMER et al., dass diese ein neuartiges Sekretionssystem darstellen, welches sie Typ 10-
Sekretionssystem (T10SS) nennen. Die genaue Funktionsweise ist zwar bisher noch unbekannt, aber
es wird postuliert, dass dieses Sekretionssystem in die Freisetzung von Toxinen und extrazellularen
Proteinen involviert ist. Da die Autoren ihre Annahmen vor allem auf die Daten zur Funktion von TtsA
stitzen, gehen sie davon aus, dass die Sekretion der Proteine nur lber das Peptidoglykan und die
dulRere Membran vermittelt wird. Bei S. Typhi besitzen die freizusetzenden Toxinkomponenten eine
Sec-Sequenz und werden auf diese Weise ins Periplasma transportiert, wo das Holoenzym gebildet
wird [Song et al., 2013]. Es erfolgt dann ein Transport des Toxins von der cis-Seite des Periplasmas
durch das Peptidoglykan auf dessen trans-Seite, und zwar mittels der von TtsA herbeigefiihrten
Hydrolyse des mit bestimmten LD-Querverbindungen vernetzten Peptidoglykans. Diese Verknipfung
zwischen zwei Diaminopimelinsduren (m-DAP) von benachbarten Peptidketten hauft sich bei S. Typhi
vor allem an den Zellpolen, weswegen auch das Typhus-Toxin und TtsA an den Polen lokalisiert sind
[Geiger et al., 2018; Geiger et al., 2020]. Fiir die finale Freisetzung der Proteine in den extrazelluldren
Raum scheinen dann Wirtsfaktoren wie Gallensalze oder antimikrobielle Peptide nétig zu sein [Geiger
et al., 2018]. Da in unmittelbarer Nahe von TtsA kein Holin kodiert ist, wird angenommen, dass ein an
einer anderen Stelle im Genom vorhandenes Holin diese Funktion tibernimmt [Hodak & Galan, 2013;

Palmer et al., 2021].

Der Mechanismus des Sekretionssystems scheint bei S. marcescens etwas von dem oben
beschriebenen abzuweichen. Dies liegt zum einen daran, dass das Endolysin ChiX das Peptidoglykan
an anderen Stellen hydrolysiert. Es spaltet namlich nicht im Riickgrat des Mureins wie TtsA, sondern
innerhalb der Peptidstrange zwischen dem L-Alanin an Position eins und der D-Glutaminsdure an
zweiter Position [Owen et al., 2018]. Zum anderen ist das Peptidoglykan bei den Vertretern der
Enterobacteriaceae Uber das reichlich vorhandene Braun-Lipoprotein (Lpp-Protein) fest mit der
dulReren Membran verbunden, wodurch die Stabilitdt der dueren Membran erhoht wird [Braun &
Wolff, 1970]. Durch die Aktivitat von ChiX werden nicht nur die Querverbindungen der Glykan-Strange
gespalten, sondern auch die Lpp-Proteine von der dulReren Membran gel6st [Owen et al., 2018]. Dieser
Vorgang kdnnte zu einer Formation von dufReren Membranvesikeln (OMVs) flihren [Schwechheimer et
al., 2014], lGber die die Freisetzung der Chitinasen erfolgt [Palmer et al., 2021]. In diesem Modell
kénnten die Spanine ChiY und ChiZ die Funktion haben, entweder den periplasmatischen Raum zu
begrenzen, in dem ChiX aktiv ist, oder die duBere Membran zu stabilisieren, indem sie sich tber das

Periplasma erstrecken [Palmer et al., 2021]. Diese Hypothese setzt voraus, dass alle Chitinasen ins
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Periplasma transportiert werden, da dem Holin selbst keine Funktion bei der Protein-Sekretion
zugeschrieben wird. Seine einzige Funktion in diesem Szenario ist es, dem Endolysin den Zugang zum
Peptidoglykan zu erméglichen. Jedoch besitzen nur zwei der vier am selben Genlocus vorhandenen
Chitinasen eine Sec-Sequenz [Hamilton et al., 2014]. Daher kdonnte die Rolle des Holins vielleicht doch
umfangreicher sein als von PALMER et al. angenommen. GOVIND & DuPuY mutmalRen in ihrer Arbeit Gber
die Moglichkeit, dass die Toxine von C. difficile in ungefaltetem Zustand die innere Membran passieren.
Somit ware nur ein schmaler Kanal in der Zytoplasmamembran nétig, wodurch ein Austreten anderer
zytoplasmatischer Proteine verhindert werden kénnte [Govind & Dupuy, 2012]. Tatsachlich erreichen
die von Holinen geformten Poren Durchmesser zwischen 15 A im Fall eines Pinholins [Pang et al., 2009]
und 1 um bei einem kanonischen Holin [Dewey et al., 2010]. An dem konkreten Beispiel des Lambda
Holins S105 konnte gezeigt werden, dass die mittels Detergenzien solubilisierten Proteine ringdahnliche
Strukturen aus 72 Monomeren bilden, die einen inneren Durchmesser von 8 nm besitzen [Savva et al.,
2008]. Die von den kanonischen Holinen gebildeten Poren sind demnach so groR, dass vollstandig
gefaltete Proteine hindurch passen. Diese kdnnen sogar noch grofRer sein als das bereits korrekt
gefaltet im Zytoplasma vorliegende, relativ kleine Protein Endolysin. Zu diesem Umstand formulieren
GOVIND & DupPuY zwei weitere Hypothesen. Zum einen wiirde eine kontrolliert niedrige Expression des
Holin-Gens dazu fiihren, dass die gebildeten Poren so klein sind, dass sie zwar eine Protein-Sekretion
ermoglichen, aber eine Lyse der Zellen verhindern. Diese Hypothese wiirde dann die Idee der Sekretion
von ungefalteten Proteinen unterstitzen. Zum anderen konnten die korrekt gefalteten Toxine TcdA
und TcdB als eine Art Stopsel dienen und die Pore verschlieRen. Dadurch wiirde eine Lyse der Zellen

verhindert werden, aber die Toxine konnten auf eine Wirtszelle wirken [Govin & Dupuy, 2012].

Bei den naher betrachteten Beispielen fiir eine Beteiligung der phagenverwandten Proteine an der
Freisetzung von Proteinen (TtsA, TcdE, ChiWXYZ) wird stets betont, dass diese ohne eine Lyse der
Zellen erfolgt [Hodak & Galdn, 2013; Govin & Dupuy, 2012; Hamilton et al., 2014]. GovIND & Dupuy
bezeichnen die Sekretion der Proteine als physiologisch sinnvoller, wenn die Zellen dabei nicht
lysieren. Dennoch lasst sich der Gedanke, dass die Freisetzung der Proteine anhand einer Lyse erfolgt,
nicht gdnzlich von der Hand weisen. Dies gilt vor dem Hintergrund, dass auch unter den Bakterien eine
Art altruistisches Verhalten moglich ist, wobei sich ein geringer Teil der Population zum Vorteil der
restlichen Population aufopfert. Dabei kommt es unter Selbstlyse einiger weniger Zellen zur
Freisetzung von Toxinen oder anderen das Gewebe schiadigenden Molekilen, die es dem groReren Teil
der Population ermdglichen, neue Nahrungsquellen zu erschlieBen [Ackermann, 2015]. Beispielsweise
exprimieren nur etwa 15% der Population von S. typhymurium das SPI-T3SS und die Flagellengene, die
flr die Invasion des Darmes im Wirt erforderlich sind. Diese wenigen Zellen werden ins Darmgewebe
eingeschleust, wodurch eine Entziindungsreaktion ausgel6st wird. Dabei stirbt dieser Teil der

Population, wahrend sich der groRere Teil der Zellen ungehindert vermehren kann. Die beiden
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Subpopulationen sind genetisch identisch, trotzdem opfert sich nur ein Teil der Salmonellen und dringt
ins Darmgewebe ein [Ackermann et al., 2008]. Ein solch altruistisches Verhalten ware auch dann zu
erwarten, wenn eine Freisetzung des bakteriellen Toxins nur durch eine Lyse der Bakterien erfolgen
kann, wie bspw. bei dem Shiga-Toxin 1 von E. coli [Wagner et al., 2002] oder bei Pneumolysin von
S. pneumoniae [Martner et al., 2008]. Bei letzterem Beispiel setzt ein Teil der Bakterien das Toxin frei,
indem sie selbstzerstorerisch platzen, wodurch fiir die ibrige Population eine Invasion der Lunge des

Wirtes beglinstigt wird.

Ob und in welcher Form die Lysekassette aus Y. enterocolitica W22703 an der Freisetzung des
insektiziden Toxinkomplexes beteiligt ist, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden.
Die Kassette ist funktional, und eine Uberexpression der Gene fiihrt zur Lyse der Wirtszellen. Des
Weiteren zeigten bereits frihere Infektionsversuche mit C. elegans, dass die Lysekassette fiir die volle
nematozide Pathogenitat der Bakterien notwendig ist. Eine Deletion von Holin und Endolysin fihrte zu
einer signifikanten Reduktion der Virulenz gegen die Nematoden [Starke, 2015]. Dennoch konnte
bisher nicht aufgeklart werden, wie genau die Kassette zur Pathogenitat betragt. Es ist ebenfalls
festzuhalten, dass bisher noch fir keine Spezies ein Mechanismus bekannt ist, der die Freisetzung
dieser sehr groRen Toxinkomplex-Proteine, die keinerlei Sekretionssignal besitzen, erklart [McQuade
& Stock, 2018]. Die fiir die insektiziden Proteine von Y. pestis aufgestellte Hypothese, dass es sich dabei
um einen gerichteten Transport durch das Ysc-Yop-T3SS handeln kdnnte [Gendlina et al., 2007], wurde
bereits widerlegt [Spinner et al., 2012]. Gegen diese Hypothese der Sekretion mittels T3SS spricht auch
die GroRe des funktionalen Toxinkomplexes. Dies wiirde bedeuten, dass jede Toxinkomponente
einzeln in den extrazellularen Raum transportiert werden musste und sich erst aullerhalb der
Bakterienzelle das funktionale Holoenzym bilden wiirde [Hinchliffe et al., 2010]. Es gibt jedoch Studien
flr X. nematophilus, die zeigen, dass die Toxinkomponenten in der gleichen Zelle exprimiert werden
miissen, um eine orale Aktivitat gegen Pieris brassicae, den GroRBen Kohlweillling, aufzuweisen.
Wurden dagegen Lysate, die die drei einzelnen Proteinkomponenten enthalten, vermischt, war keine
Toxizitat nachweisbar [Sergeant et al., 2003]. Dadurch, dass die Freisetzung des insektiziden Toxins
von Yersinien als Holotoxin erfolgen muss, lasst sich die oben aufgefiihrte Hypothese des altruistischen
Verhaltens einer Subpopulation nicht generell ausschlieBen. Dabei wiirden sich einige wenige Zellen
mit Hilfe der phagenverwandten Gene lysieren und den Toxinkomplex in seiner aktiven Form
freisetzen. Dieser wiirde den (ibrigen Zellen dienen, um eine Besiedelung des Wirtes voranzutreiben.
Diese Hypothese wird gestlitzt von der Beobachtung, dass die Expression von tcaA nur in einer kleinen
Subpopulation erfolgt [Starke, 2015]. Allerdings erfolgte diese Beobachtung nur unter in vitro-
Bedingungen. Es ist nicht auszuschlieRen, dass innerhalb des Wirtes, wenn die entscheidenden
extrazellularen Signale vorhanden sind, in allen Bakterienzellen die tcaA-Expression erhdht ist. Ein

solcher Vorgang konnte bereits fir das insektizide Toxin FitD von P. aeruginosa gezeigt werden.
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Wahrend dieses in vitro nur von einem geringen Prozentsatz der Bakterienzellen gebildet wird,
produzieren in vivo alle Zellen das Toxin [Péchy-Tarr et al., 2013]. Des Weiteren spricht gegen ein
altruistisches Verhalten, dass flr S. marcescens ebenfalls eine bimodale Expression der Chitinase ChiA
unter in vitro-Bedingungen festgestellt, eine Lyse durch die Phagenproteine jedoch experimentell
ausgeschlossen wurde [Hamilton et al., 2014]. Die Analogie im Aufbau und zur Lage der Lysekassette
von S. marcescens sowie der Homologie von ElyY zu ChiX deutet auf eine dhnliche Funktionsweise hin.
Dies wirde bedeuten, dass die Toxinkomponenten zunachst ins Periplasma gelangen missten.
Aufgrund der fehlenden Sekretionssignale stellt sich jedoch die Frage, wie sie dorthin kommen.
Eventuell passieren sie die von HolY gebildeten Poren in ungefalteter Form, wie von GOVIND & Dupuy
postuliert. MEHNER-BREITFELD et al. identifizierten in der Paloc von C. difficile ein Uberbleibsel eines
Endolysingens und zeigten, dass dieses mit dem Toxin TcdB interagiert. Diese Interaktion kdnnte dazu
beitragen, dass das Toxin durch die Holin-Pore geschleust wird [Mehner-Breitfeld et al., 2018]. So
kénnte auch eine Interaktion ElyYs mit den Toxinkomponenten sicherstellen, dass diese den Weg ins
Periplasma finden. AnschlieRend wiirde sich das Holotoxin bilden und dieses die Zelle in den durch die
Aktivitat von ElyY gebildeten OMVs verlassen. Eine andere Moglichkeit ware aber auch, dass gemal
der zweiten Hypothese von GOVIND & DuPUY das Toxin als Holotoxin aus dem Zytoplasma durch die
vom Holin gebildeten Poren gelangt und dort als Pfropfen in der Membran verbleibt. Versuche zum
Nachweis der Toxinuntereinheit TcA in der duferen Membran ergaben jedoch keine Unterstiitzung
dieser Hypothese (Daten nicht gezeigt). Dabei sollte im Western Blot mithilfe zweier verschiedener
Primarantikorper entweder das Fusionsprotein von TcaA mit dem rot-fluoreszierenden Protein (RFP)
oder TcaA allein in Uberstandsproben und Préparationen der duReren Membran detektiert werden.
Wurden der Wildtypstamm Y. enterocolitica W22703 oder die Holin/Endolysin-Deletionsmutante
verwendet, war es kaum moglich die Proteine in den einzelnen Fraktionen nachzuweisen. Erst die
Deletion des Gens ymoA fihrte zu einer starken Bande im Western Blot. Die tcaA-Expression war nun
aber so stark erh6ht, dass in allen Fraktionen viel TcaA vorlag und kein Unterschied zwischen der ymoA-

Deletionsmutante und einer ymoA-holy/elyY-Doppelmutante erkennbar war.

Weitere Untersuchungen zur Freisetzung des Toxinkomplexes sollten daher unter moglichst nativen
Bedingungen, evtl. in einem passenden Tiermodell wie G. mellonella unter oraler Infektion, erfolgen,
um eine experimentell verursachte Lyse durch artifizielle Bedingungen wie die Uberexpression

einzelner Gene zu vermeiden.

3.4 Yersinien besitzen ein breites Repertoire an neuartigen Toxinen

Die Gattung Yersinia umfasst mindestens 20 Spezies, von denen drei als humanpathogen gelten. Die

Ubrigen Arten kommen mehrheitlich in der Umwelt vor und werden aufgrund des Fehlens des
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Virulenzplasmids pYV als apathogen eingestuft [Portnoy et al., 1981]. Dennoch werden auch solche
Yersinia-Spezies sowie als nicht humanpathogen geltende Y. enterocolitica Isolate in Proben von
Patienten mit gastroenteralen Symptomen gefunden [Huovinen et al., 2010]. Daher ist die Suche nach
moglichen Virulenzfaktoren, die es auch diesen Spezies ermdglichen, in verschiedenen
Wirtsorganismen zu Uberleben, Gegenstand verschiedener Untersuchungen. Eine Reihe von Studien
befasst sich bspw. mit der Virulenz gegenliber Sdugetieren der als apathogen eingeschatzten
Y. enterocolitica-Isolate, die dem Biotyp 1A (Phylogruppe 1) zugeordnet werden. So konnte fiir solche
Stamme gezeigt werden, dass sie durchaus in der Lage sind, in kultivierte Epithelzellen einzudringen
[McNally et al., 2006; Tennant et al., 2003a] und in kultivierten Makrophagen zu liberleben [McNally
et al., 2006]. Als ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben dieser Isolate in den Makrophagen stellten sich
die Flagellen heraus [McNally et al., 2007]. Diese spielen ebenfalls eine grofRe Rolle bei der kiirzlich
demonstrierten Toxizitat gegeniiber Insekten [Alenizi et al., 2016]. Des Weiteren sind die sogenannten
Y. enterocolitica-dhnlichen und als apathogen bewerteten Spezies wie Y. frederiksenii, Y. intermedia
oder Y. kristensenii von besonderem Interesse. Diese besitzen zwar kein Virulenzplasmid pYV, dafir
aber Gene fir andere typische Virulenzfaktoren wie fepA, fes, ystB oder ail. Innerhalb der genannten
Spezies gibt es einzelne Stamme, die im Zellkulturversuch ein dhnlich invasives Potential wie der hoch-
pathogene Y. enterocolitica-Stamm 8081 zeigten [Imori et al., 2017]. Neben der Frage nach den bereits
humanpathogen wirkenden Virulenzfaktoren, finden auch jene Pathogenitatsfaktoren Beachtung, die
ein Uberleben in Invertebraten wie Nematoden und Insekten erméglichen. Die Gattung Yersinia besitzt
ein breites Repertoire an neuartigen Toxinen, die sich vielleicht nur minimal verandern missten, um
sich von einem insektiziden zu einem humanpathogenen Toxin zu entwickeln. So konnte bereits fiir
die humanpathogen Bakterien Y. pestis, B. anthracis und P. asymbiotica gezeigt werden, dass sie sich
rasant und nur durch geringfiigige Anderungen im Genom aus einem Insekt-assoziierten Vorfahren

weiterentwickelt haben [Waterfield et al., 2004].

Bisher wurde die Pathogenitdt der einzelnen Stémme vor allem im Mausmodell untersucht [Bottone,
1999]. Inzwischen dienen aber auch Insektenlarven bspw. von M. sexta, dem Tabakschwarmer, oder
G. mellonella zur Einschatzung der Virulenz und dem Vergleich der Pathogenitdt verschiedener
Stamme [Fuchs et al., 2008; Alenizi et al., 2016]. Dazu werden die Tiere infiziert und die Toxizitat der
untersuchten Bakterien anhand der Uberlebensrate im Verlauf von ein paar Tagen bestimmt. Hierbei
gibt es bereits Unterschiede im Infektionsgeschehen, wenn die Infektion der Tiere oral oder mittels
Inokulation ins Himocoel durchgefiihrt wird. Beispielsweise konnten FUCHS et al. nur eine Korrelation
zwischen der Anwesenheit des insektiziden Toxinkomplexes Tc in verschiedenen Yersinia spp. und
deren Virulenz gegen die Insektenlarven feststellen, wenn die Infektion der Tiere oral erfolgte. Nach
Injektion der Bakterien direkt in das Hamocoel der G. mellonella-Larven wurde ein insektizides

Potential der untersuchten Stamme unabhdngig von Tc beobachtet [Fuchs et al., 2008]. Dieser
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Unterschied zwischen einer oralen Infektion von M. sexta-Larven und der intrahdmocoelen Infektion
von G. mellonella-Larven konnte ebenfalls flir die Spezies Y. intermedia und Y. frederiksenii gezeigt
werden [Tab. 1 in Springer et al., 2018]. Wahrend im oralen Infektionsmodell Y. frederiksenii die
deutlich hohere Pathogenitat zeigte, war im Galleria-Modell fir beide Isolate eine starke Virulenz
gegen die Tiere zu verzeichnen. Diese ist héher als bei allen anderen bisher getesteten Yersinia spp.,
wie Y. kristensenii, Y. aldovae, Y. ruckeri oder Y. bercovieri [Fuchs et al., 2008] und sie tritt unabhangig
vom insektiziden Toxinkomplex auf. Ebenfalls unabhadngig von Tc ist die hohe Virulenz des
Y. enterocolitica-Stammes 8081, die nahezu der Toxizitdt von P. luminescens entspricht [Abb. 2 in
Springer et al., 2018]. Die letztgenannte Beobachtung ist hervorzuheben, da sie im Widerspruch zu den
Ergebnissen von ALENIZI et al. zu stehen scheint. In dieser Studie zeigten namlich samtliche getesteten
und als humanpathogen eingestuften Y. enterocolitica-Isolate, unter welchen sich auch der Stamm
8081 befand, keine Virulenz gegeniliber der Wachsmottenlarve. Jedoch fiihrten die Autoren ihre
Versuche bei 37°C und 25°C durch, wahrend sie die niedrigeren Temperaturen vernachlassigten
[Alenizi et al., 2016]. Bei 15°C zeigte sich der Stamm 8081 indessen hoch-virulent mit einer letalen
Dosis von 38 kolonieformenden Einheiten [Abb. 2 in Springer et al., 2018]. Dieser Umstand lasst darauf
schlieRen, dass bei 15°C wiederum andere Virulenzfaktoren aktiviert werden als bei hoheren
Temperaturen. Dass die Virulenzfaktoren bei verschiedenen Temperaturen unterschiedlich reguliert
werden, ist ein flur die Gattung VYersinia haufig beobachteter Umstand. So werden bei den
humanpathogenen Spezies bspw. die fiir eine Infektion nétigen, auf dem Plasmid pYV kodierten
Faktoren bei 37°C induziert, wahrend sie noch bei 25°C reprimiert werden [Lambert de Rouvroit et al.,
1992]. Im Gegensatz dazu wird die Expression der Gene, die flir den insektiziden Toxinkomplex
kodieren, im Stamm W22703 bei 37°C gehemmt und bei niedrigen Temperaturen aktiviert [Bresolin et
al., 2006]. ALENIzI et al. stellten ebenfalls fiir die Stamme, die einen insektiziden Effekt auf die Gallerien
hatten, eine hohere Virulenz bei 25°C als bei 37°C fest. Auch die Virulenz der Y. frederiksenii- und
Y. intermedia-Isolate sowie des Stammes 8081 zeigte einen Temperatur-Effekt und war bei 15°C
deutlich héher als bei 30°C [Abb. 3 in Springer et al., 2018]. Dies weist auf eine weitere Anpassung der
Bakterien an niedrige Temperaturen in 6kologischen Nischen hin, die unter anderem auf Insekten als

(Zwischen-)Wirt zielen konnte.

Da die hier beobachtete insektizide Toxizitat der untersuchten Stamme unabhangig von Tc ist, stellt
sich die Frage, welche anderen Faktoren zur Pathogenitat gegenlber Invertebraten beitragen kénnen.
Anhand von Genomvergleichen wurden eine Reihe von verschiedenen putativen Virulenzfaktoren
identifiziert, die bei Y. frederiksenii und Y. intermedia vorkommen, aber im Genom von
Y. enterocolitica W22703 fehlen [Tab. 2 in Springer et al., 2018]. Neben den Proteinen, die an der
Adhasion beteiligt sein kénnen oder einem Typ VI-Sekretionssystem, befindet sich auf dieser Liste auch

ein Protein, das eine Homologie zu dem hitzestabilen zytotonischen Enterotoxin (Ast) von
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A. hydrophila aufweist. Bei diesem handelt es sich um eine Lipase, die an der Verursachung von
schwerem Durchfall bei Kindern beteiligt ist [Albert et al., 2000]. Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu dem
Protein Ast, wurde das Protein von Y. frederiksenii YacT genannt. Es zeigte sich, dass YacT fiir die hohe
Virulenz von Y. frederiksenii gegeniiber den Galleria-Larven erforderlich ist, indem es zur schnelleren
Proliferation der Bakterien innerhalb der Tiere beitragt [Abb. 5 in Springer et al., 2018] sowie die
Morphologie der Himozyten und somit die Immunantwort beeinflusst [Abb. 6 in Springer et al., 2018].
Ohne YacT nimmt die Pathogenitat der Bakterien zwar deutlich ab, dennoch kénnen sie sich nach drei
Tagen erfolgreich in den Larven vermehren und eine Infektion der Tiere fiihrt in den meisten Fallen
zum Tod. Daher ist davon auszugehen, dass es noch weitere Komponenten gibt, welche zur
insektiziden Toxizitat von Y. frederiksenii beitragen. Ebenso wie auch P. luminescens eine ganze Reihe
von insektiziden Faktoren besitzt, die sich gegenseitig ersetzen kénnen [Wilkinson et al., 2009], ist auch

hier von einem multifaktoriellen Infektionsgeschehen auszugehen.

Das Gen yacT ist auch in anderen Yersinia-Spezies ausgenommen Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica W22703 zu finden. Daher kdnnte YacT eines von vielen verschiedenen Elementen und
neuartigen Toxinen darstellen, die das Uberleben der Bakterien in der Umwelt erméoglichen, indem es
entweder die Vermehrung in Insekten und damit die Verwendung dieser als Nahrungsquelle
beglinstigt oder die Nutzung der Insekten als Vektor erméglicht, ohne von deren Immunsystem

eliminiert zu werden.

Da die untersuchten Stamme nur bei niedrigen Temperaturen eine Virulenz gegenlber den Galleria-
Larven zeigten, ist dieses Infektionsmodell vor allem geeignet, um ein insektizides Potential der
Yersinia-lsolate zu ermitteln und zu vergleichen. Die Ubertragbarkeit der Infektionsdaten auf den
Menschen ist als eher gering einzuschatzen. Darauf, dass die Tiere kein MaR boten fiir die Einschatzung
der Humanpathogenitat einzelner lIsolate, wiesen auch ALENizI et al. hin, da sie unter ihren
Versuchsbedingungen keinerlei Virulenz der humanpathogenen Stamme beobachten konnten. Es
wadre interessant zu untersuchen, ob es bei einer oralen Infektion der Tiere mit den vornehmlich

enteropathogen wirkenden Bakterien zu einem anderen Ergebnis kdme.

Dennoch eignen sich die Larven von G. mellonella auch zur Untersuchung von humanpathogen
Mechanismen, wie unter 1.4 beschrieben wurde. Neben den bereits benannten Beispielen gibt es
ebenfalls Studien zu Y. pseudotuberculosis, die die Larven als Modellorganismus verwendeten, um
bestimmte bei der Infektion von Sdugetieren zum Tragen kommende Virulenzmechanismen zu
analysieren. In diesen wurde bspw. betrachtet, wie sich die bakterielle Superoxid-Dismutase
[Champion et al., 2009] oder die Anwesenheit des Adhesins MAM (multivalent adhesion molecule)
[Krachler et al., 2021] auf die Virulenz der Yersinien auswirkt. In beiden Fallen wurden vergleichsweise

hohe Infektionsdosen von mindestens 10° Zellen verwendet, um eine messbare Pathogenitit zu
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erzielen und einen Unterschied zwischen Wildtyp und Deletionsmutante zu erkennen. Im Fokus beider
Studien stand der Einfluss der Bakterien auf die Hamozyten als zelluldrer Komponente der
angeborenen Immunabwehr, da ihre Funktionsweise sehr dhnlich zu der von den Phagozyten bei
Saugetieren wie Makrophagen oder dendritischen Zellen ist. Auch durch YacT wird die Morphologie
der Hamozyten beeinflusst und die Immunantwort geschwacht. Ob YacT auf die Immunzellen von

Saugetieren eine dhnliche Wirkung hat, kann weder ausgeschlossen noch angenommen werden.

Des Weiteren wurde fir den Stamm W22703 wiederholt nur eine geringe Virulenz gegen die Larven
infolge einer Inokulation der Bakterien direkt in das Himocoel beobachtet. Daher l3sst sich festhalten,
dass die intrahdamocoele Infektion der Galleria-Larven nicht das richtige Modell zur Untersuchung des
insektiziden Toxinkomplexes Tc einschlieRlich der Lysekassette ist. Entweder muss zu diesem Zweck

die Infektion oral erfolgen oder ein anderes Insektenmodell verwendet werden.

3.5 Ausblick

Mithilfe verschiedener molekularbiologischer und proteinbiochemischer Methoden konnte in der
vorliegenden Arbeit die Funktionalitat und Spezifitdt der phagenverwandten Lysekassette, die sich
innerhalb der insektiziden Pathogenitatsinsel von Y. enterocolitica W22703 befindet, gezeigt werden.
Zusatzlich brachte die Verwendung einer lon-defizienten Mutante einen Einblick in die Regulation der
Phagenproteine. Die Ergebnisse deuten auf einen Kontrollmechanismus hin, der eine GbermaRige Lyse

der Zellen, verursacht durch die Phagenproteine, verhindern soll.

Der Umstand, dass die Lysekassette biologisch aktiv ist, wirft die Frage nach der Funktion auf. Die
aufgrund ihrer Lage innerhalb in der Tc-PAlv. naheliegende Vermutung, dass sie an der Freisetzung des
insektiziden Toxinkomplexes beteiligt ist, wird hauptsachlich durch die Beispiele in anderen
Organismen wie C. difficile, S. Typhi und S. marcescens bekraftigt. Der bisher einzige experimentelle
Hinweis darauf, dass die Phagenproteine fiir die vollstandige Virulenz von Y. enterocolitica W22703
erforderlich sind, erfolgte in Experimenten mit dem Fadenwurm C. elegans [Starke, 2015]. Diese
zeigten, dass durch die Deletion der Gene holY und elyY die nematozide Aktivitdt im gleichen Male
reduziert war wie bei der Infektion der Tiere mit einem tcaA-negativen Stamm [Spanier et al., 2010].
Ein weiterer experimenteller Nachweis der durch die Phagenproteine vermittelten Freisetzung wurde
hier nicht erbracht. Die durchgefiihrten Versuche mit G. mellonella-Larven zeigten sich, aufgrund der
gewadhlten intrahdmocoelen Infektionsmethode, als nicht geeignet, um den Toxinkomplex und die
Lyseproteine weiter zu untersuchen. Stattdessen diente das Infektionsmodell dazu, das insektizide
Potential weiterer Yersinia spp. wie Y.intermedia und Y. frederiksenii, aber auch des
humanpathogenen Y. enterocolitica-Stammes 8081 nachzuweisen. Dies verdeutlicht, dass es neben

dem insektiziden Toxinkomplex auch innerhalb der Gattung Yersinia eine Vielzahl an Faktoren gibt, die
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zu deren insektizider Pathogenitdt beitragen. Anhand der hier verwendeten Kombination von
Genomvergleichen und Infektionsversuchen konnten weitere potenziell insektizide Virulenzfaktoren
identifiziert und verifiziert werden. Die Kenntnis dieser Faktoren trdgt zu einem besseren Verstandnis
der Uberlebensstrategien der Yersinien in der Umwelt bei. AuRerdem lassen sich durch die Analyse der
Verbreitung der entsprechenden Gene innerhalb der Gattung Yersinia sowie durch Homologieanalysen

Rickschliisse auf die Evolution der Krankheitserreger ziehen.

Das Protein YacT verleiht Y. frederiksenii insektizide Toxizitdt, indem es unter anderem die
Immunzellen der Larven modifiziert. Um zu untersuchen, ob das Protein auch auf die Immunzellen von
Saugetieren Einfluss nehmen kann, kdnnten Versuche mit kultivierten Makrophagen durchgefiihrt
werden. Sollte sich dabei ein Effekt zeigen, kdnnte in Betracht gezogen werden, YacT im Mausmodell

zu untersuchen, um den dahinterstehenden Mechanismus aufzuklaren.

Die Datenlage zeigt, dass das hier verwendete Infektionsmodell zwar nicht direkt als MaR fir die
Virulenz einzelner Isolate gegen den Menschen verwendet werden kann [Alenizi et al., 2016], seine
Anwendung aber zum Verstandnis der Evolution pathogener Bakterien im Allgemeinen und von
Virulenzfaktoren im Besonderen beitrdgt. Es besteht die Moéglichkeit, dass eine orale Infektion der
G. mellonella-Larven besser fir die Einschatzung der Humanpathogenitat der Stamme geeignet ware.

Diese Annahme miisste in entsprechenden Infektionsversuchen untersucht werden.

Eine orale Infektion der G. mellonella-Larven sollte auch fir weitere Untersuchungen zur Lysekassette
von Y. enterocolitica W22703 in Betracht gezogen werden. Da fir den insektiziden Toxinkomplex eine
starke orale Aktivitdt gezeigt wurde [Bowen et al., 1998a], ware dies eine Moglichkeit, auch in den
Gallerien eine signifikante Virulenz des Stammes W22703 zu beobachten. Sollte dies nicht der Fall sein,
koénnten die Larven von M. sexta fiir weiterfiihrende Untersuchungen dienen. In diesem Modell konnte
bereits eine insektizide Aktivitat der Bakterien sowie deren Temperaturabhangigkeit gezeigt werden
[Bresolin et al., 2006], jedoch ist die Haltung dieser Tierlarven weniger einfach als die der Galleria-

Larven.

In einem passenden Tiermodell kdnnte dann mittels Gewebeschnitten und Immunofarbung mit einem
Primarantikorper gegen TcaA das Toxin innerhalb des Wirts nachgewiesen werden. In einem weiteren
Schritt konnte untersucht werden, ob und wie sich im Wirt die Freisetzung des Toxins in An- und
Abwesenheit der Lysegene dndert, und damit evtl. ein direkter Zusammenhang der Lysekassette mit

der Toxinfreisetzung gezeigt werden.

AuRRerdem konnte das Tiermodell zum einen dazu dienen, die Bistabilitdt der tcaA-Expression in vivo
zu betrachten. Dabei wiére interessant, ob auch wahrend des Infektionsgeschehens nur eine geringe
Subpopulation tcaA exprimiert oder ob sich das Verhaltnis verschiebt und mehr Zellen oder sogar die

gesamte Population das Toxin produzieren, wie am Beispiel von FitD aus P. aeruginosa gesehen



Diskussion

[Péchy-Tarr et al., 2013]. Dazu misste dann die Betrachtung der Expression der insektiziden Gene
sowie der Lysegene in vivo auf Einzelzellebene erfolgen. Zum anderen ware es sehr aufschlussreich,
das Transkriptom der Bakterienzellen wahrend des Infektionsgeschehens zu analysieren. Dazu
missten die Bakterien zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Infektion aus den homogenisierten
Larven bspw. mittels immunomagnetischer Auftrennung isoliert und deren RNA aufgereinigt werden.
Dabei kdnnten sowohl Informationen zur Regulation des insektiziden Toxinkomplexes mitsamt der
Lysegene als auch zur Expression von Virulenzregulatoren, der Quorum sensing-Systeme sowie zu
bisher unbekannten Faktoren innerhalb des Wirtes im Vergleich zu einer in vitro-Kultur generiert

werden.

Auch auf molekularbiologischer Ebene in vitro gibt es weitere Versuchsansatze, deren Betrachtung
lohnend wire. So war es zwar teilweise méglich, die Toxinkomponente TcaA in Uberstandsproben des
Wildtyp-Stammes Y. enterocolitica W22703 sowie verschiedener Mutanten mittels Western Blots
nachzuweisen, jedoch konnte kein Unterschied zwischen der An- und Abwesenheit der Lysegene
festgestellt werden. Dies wird unter anderem mit der geringen Sensitivitdt der Methode begriindet.
Daher wiére es sinnvoll, das Sekretom des Wildtyp-Stammes mit dem des Lysegene-defizienten
Stammes mittels hochauflésender Massenspektrometrie zu vergleichen. Dies wirde Aufschluss
dariber geben, welche Proteine die Zellen verlassen und ob dies in Abhangigkeit der Phagengene
erfolgt. Mit diesem Ansatz konnte zusatzlich ausgeschlossen werden, dass eine Freisetzung des Toxins

mittels Lyse erfolgt, sofern keine zytoplasmatischen Proteine im Uberstand detektiert wiirden.

PALMER et al. postulieren in ihrem Modell zum T10SS bei S. marcescens eine Freisetzung der im
Periplasma korrekt gefalteten Proteine in OMVs. Diese kdnnten durch einen Verlust der Stabilitat der
dulReren Membran entstehen, der wiederum aus dem Losen der Lpp-Proteine von der duReren
Membran resultiert. Zur Klarung dieses Sachverhaltes bezogen auf den Y. enterocolitica-Stamm
W22703 sind eine Reihe verschiedener Experimente moglich. Zum einen ware mittels Peptidoglykan-
Hydrolyse-Assay mit anschlieBender HPLC-Analyse zu kldren, ob es sich bei ElyY ebenfalls um eine
L-Alanyl-D-Glutamat-Endopeptidase handelt und die Hydrolyse des Peptidoglykans an denselben
Stellen wie durch ChiX erfolgt. Zum anderen kdnnte die Menge an freiem Lpp quantifiziert werden
[Schwechheimer et al., 2014], um die Moglichkeit der Vesikelbildung zu verifizieren. Eine Beobachtung
von OMVs ist mikroskopisch moglich, erfordert aber eine sehr hochauflésende Technik wie
Transmissionselektronenmikroskopie oder Rasterkraftmikroskopie. Gibt es Hinweise auf die Bildung
von Vesikeln, konnen diese gezielt aufgereinigt werden und deren Inhalt mittels Western Blot auf das

Vorhandensein von bspw. TcaA untersucht werden.

Zur Klarung der Fragestellung, ob eine Interaktion ElyYs mit den Toxinkomponenten zu deren Transport

durch die von HolY gebildete Pore ins Periplasma beitragt, konnte das bakterielle Zwei-Hybrid-System
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verwendet werden [Karimova et al.,, 1998]. Dieses basiert auf der Wiederherstellung der
Adenylatcyclase-Aktivitdt, wenn die mit den Enzymfragmenten fusionierten Proteine bspw. ElyY und
TcaA durch eine Interaktion miteinander in unmittelbare Nahe kommen. Kommt es zur Enzymaktivitat,
wird cAMP gebildet, welches wiederum zusammen mit dem Protein CAP den Promotor eines

Reportergens z.B. lacZ aktiviert.

Die in den beschriebenen Versuchsansatzen generierten Daten kdnnen zum einen dazu beitragen,
Erkenntnisse liber den Mechanismus zur Freisetzung des insektiziden Toxinkomplexes zu gewinnen.
Zum anderen kénnen sie dazu dienen, aufzuklaren, inwiefern die phagenverwandte Lysekassette an
der Toxinsekretion beteiligt ist und ob es sich hierbei um ein Beispiel des neuartigen Typ 10-

Sekretionssystems handelt.
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