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A. EINLEITUNG 1

A. EINLEITUNG

1. Die Gattung Yersinia

Die frither als Pasteurella bezeichnete Gattung erhielt 1964 ihren heutigen Namen Yersinia,
der auf den Entdecker des Pest-Erregers A. Yersin zuriickzufiihren ist. Die Gattung Yersinia
wird der Familie der Enterobacteriaceae zugeordnet (Frederiksen, 1964). Bisher sind 11
verschiedene Arten bekannt. Drei davon sind von humanmedizinischer Bedeutung (Brenner,
1979): Y. pestis ist der Erreger der Pest, Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis sind
enteropathogen (Knapp, 1988). IThr Wachstumsoptimum liegt bei 28°C, jedoch konnen sie sich
auch bei 4°C vermehren. Y. pestis ist unbeweglich, wahrend die enteropathogenen Yersinien
bei 28°C, aber nicht bei 37°C beweglich sind.

Die Gattung Yersinia kann in nicht-pathogene Gruppe und hinsichtlich der Mausvirulenz in
zweil Gruppen unterschiedlicher Pathogenitét eingeteilt werden (Brubaker, 1991; Perry &
Fetherston, 1997). Zur hochpathogenen mausletalen Gruppe gehoren Y. pestis,
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica Biogruppe 1B und zur schwachpathogenen nicht-
mausletalen Gruppe Y. enterocolitica der Biogruppen 2-5. Im Gegensatz zu der nicht-
pathogenen Gruppe (z.B. Y. enterocolitica Biogruppe 1A) besitzen sowohl die schwach- als
auch die hochpathogenen Yersinien ein 70kb-groBes Virulenzplasmid (pYV). Da der
mausvirulente Phinotyp nicht durch den Transfer des Virulenzplasmids einer hochpathogenen
auf eine schwachpathogene Yersinie tbertragen werden kann, wurde vermutet, dal
chromosomale Gene fiir den hochpathogenen Phénotyp verantwortlich sind (Heesemann &

Laufs, 1983).
1.1 Y. enterocolitica

1.1.1 Verbreitung

Y. enterocolitica ist in aquatischen Habitaten und in Tieren sehr weit verbreitet, wobei das
Schwein das Hauptreservoir fiir die humanpathogenen Biogruppen 2-4 zu sein scheint
(Bottone, 1997).

Y. enterocolitica wird aufgrund von biochemischen Merkmalen in 6 Biogruppen unterteilt
(Wauters et al.,, 1987). In Amerika dominieren die Serotypen O:4, O:8, O:13, O:18, 0:20 und
0O:21 (auch “amerikanische Serotypen” genannt), die zur Biogruppe 1B gehdren (Aleksic &

Bockemiihl, 1990). Die in Europa vorkommenden, fiir den Menschen pathogenen Serotypen
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0:3, 0:5,27 und O:9 (auch “européische Serotypen” genannt) werden den Biogruppen 2 bis 5
zugeordnet. Biogruppe 1A umfalit verschiedene nicht-pathogene Serotypen, die in der
Umwelt, als Saprophyten im Darm von Gesunden oder gelegentlich auch als Opportunisten

bei Wundinfektionen vorkommen.

1.1.2 Klinisches Bild der Y. enterocolitica Infektion

Die Ubertragung erfolgt in der Regel auf oralem Weg durch Aufnahme kontaminierter
Lebensmittel (Wasser, Schweinefleisch, Milch) oder seltener parenteral durch
Bluttransfusionen (Aleksic & Bockemiihl, 1990; Cover & Aber, 1989). Nach einer
Inkubationszeit von 7-10 Tagen kommt es zu dem klinischen Bild der Yersiniose (Bottone,
1997; Hoogkamp-Korstanje & de Koning, 1990). Diese &duBlert sich als akute Enteritis
(Bauchschmerzen, Fieber, waBriger Durchfall, Erbrechen wu.a.), Pseudoappendizitis
(mesenteriale Lymphadenitis), Ileitis (“Pseudo-Crohn”) und Enterokolitis. In der Regel
verlduft die Yersiniose selbstlimitierend. In seltenen Féllen kann es jedoch zur septischen
Form mit Abszessbildung in Milz und Leber kommen. Die septische Yersiniose tritt v.a. bei
Patienten mit Immundefizienz, Eiseniiberladung durch Desferal-Behandlung, hdmolytischer
Anamie, Diabetes oder Leberzirrhose auf und hat eine hohe Letalitidt (Rabson et al., 1975).
Als sekundidre immunpathologische Folgeerkrankungen einer intestinalen Yersiniose werden
v.a. die HLA-B27-assoziierte reaktive Arthritis und das Erythema nodosum beschrieben
(Dequeker et al., 1980; Winblad, 1969).

1.1.3 Pathogenitiitsfaktoren

1.1.3.1 Adhérenz und Invasion

Nach oraler Aufnahme gelangen die enteropathogenen Yersinien iiber die M-Zellen
(spezialisierte Zellen im follikelassoziierten Epithel der Peyer-Plaques) in die im terminalen
Ileum reichlich vorhandenen Peyer-Plaques (Lymphfollikel). Die Adhédrenz an die M-Zellen
der Darmmukosa und die Invasion in das darunterliegende Gewebe wird von dem &ufleren
Membranprotein Inv (Invasin) vermittelt. Das Invasin interagiert mit dem [B1-Integrin der
M-Zellen und 16st den Transzytoseprozel3 der Yersinien aus (Autenrieth & Firsching, 1996;
Brett et al., 1993; Schulte et al., 2000). Eine Y. enterocolitica inv-Mutante zeigt im
Mausmodell eine stark verzégerte Darminvasivitit (Pepe & Miller, 1993).

Neben dem bereits erwidhnten chromosomal kodierten Adhésin Inv gibt es noch ein weiteres

auf dem pY V-Virulenzplasmid kodiertes Adhédsin: das Yersinia Adhédsin YadA. YadA ist ein
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duBeres Membranprotein und fiir die volle Mausvirulenz von Y. enterocolitica essentiell

(Heesemann & Griiter, 1987; Hoiczyk et al., 2000; Skurnik ef al., 1994).

1.1.3.2 Enterotoxin Yst
Das hitzestabile chromosomal kodierte Enterotoxin Yst aktiviert die Guanylat-Cyclase und

induziert waBrigen Durchfall, was ein typisches Symptom bei Y. enterocolitica Infektionen ist

(Delor & Cornelis, 1992).

1.1.3.3 TypllI-Sekretion bzw. -Translokation der Effektorproteine

Yersinien konnen die Phagozytose durch polymorphkernige neutrophile Granulozyten
(PMNs) und auch durch Makrophagen verhindern (Ruckdeschel et al., 1996). Eine wichtige
Rolle dabei spielen die auf dem pYV-Plasmid kodierten Yops (Yersinia outer proteins)
(Cornelis & Wolf-Watz, 1997). Diese wurden zunéchst als “outer membrane proteins”
bezeichnet (Portnoy et al., 1981). Spater konnten Heesemann et al. (1986) zeigen, dal diese
Proteine auch aus dem Kulturiiberstand gewonnen werden kénnen. Bei Kontakt der Yersinien
mit der Wirtszelle (in vivo) bzw. bei 37°C in Kalzium-freiem Medium (in vitro) werden die
Yops tliber das Typlll-Sekretionssystem in die Wirtszelle transloziert bzw. in das Medium
sezerniert (Rosqvist et al., 1994).

YopH ist eine Tyrosinphosphatase, die die Proteine des fokalen Adhdsionskomplexes (z.B.
FAK, p130“*%) dephosphoryliert und die Phagozytose und den “oxidative burst” der PMNs
und Makrophagen verhindert (Persson et al., 1997; Ruckdeschel et al., 1996). Die Serinkinase
YopO (YpkA) phosphoryliert Aktin und zerstort das Zytoskelett (Juris et al., 2000).
AulBlerdem bindet YopO an die GTPasen Rho und Rac und interferiert vermutlich mit der fiir
die Phagozytose nétigen Signaltransduktionsmaschinerie (Barz et al., 2000; Galyov et al.,
1993). Durch Schiddigung des Zytoskeletts wirkt YopE zytotoxisch und Phagozytose-
hemmend (Rosqvist ef al., 1991). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dal YopE ein GTPase
aktivierendes Protein fiir Rac ist und zur Inaktivierung der GTPase Rac fiihrt (Andor et al.,
2001). Yop T ist durch Modifikation der GTPase RhoA an der Destabilisierung des
Zytoskeletts beteiligt (Zumbihl ef al., 1999). YopP blockiert die NFk-B-Aktivierung und fiihrt
zur Apoptose von Makrophagen (Orth et al., 1999; Ruckdeschel et al., 1998). YopM ist in der
Lage die Thrombozytenaggregation zu hemmen (Leung et al., 1990). Die genaue Funktion
von YopN (LcrE) ist noch nicht gekldrt. Es wird aber angenommen, daf3 YopN an der
Regulation der Yop-Translokation beteiligt ist (Iriarte ef al., 1998).
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LerV (V-Antigen), YopB und YopD sind fiir die Translokation der Effektorproteine in das
Zytosol der Wirtszelle verantwortlich (Boland et al., 1996). LcrV scheint die Féahigkeit zu
haben, Poren in der Membran zu bilden (Holmstrom ef al., 2001).

Die Gene fiir den TypllI-Sekretionsapparat sind ebenfalls auf dem pYV-Plasmid kodiert und

werden als ysc (Yop secretion) bezeichnet (Michiels et al., 1991).

1.1.3.4 Interaktion mit Komplement
Yersinien sind Serum-resistent, d.h. sie werden z.B. nicht von dem Membranangriffskomplex
(MAC) wihrend der Komplementaktivierung lysiert. In Y. enterocolitica wird die

Serumresistenz durch YadA und Ail vermittelt (Bliska & Falkow, 1992; Pilz et al., 1992).

2. Eisenaufnahme

2.1 Eisen

Wie bei allen pathogenen Bakterien ist auch bei Yersinien eine effektive Eisenversorgung
Grundvoraussetzung fiir die Vermehrung und Verbreitung im Wirt. Eisen ist ein essentieller
Wachstumsfaktor fiir fast alle Bakterien (Ausnahmen: Lactobacteriaceae, Borrelia
burgdorferi), da es in zahlreichen Redoxprozessen - wie z.B. dem Sauerstofftransport, dem
Elektronentransport der Atmungskette oder der Nukleinsduresynthese - benotigt wird.

Eisen ist das vierthdufigste Element in der Erdkruste und wird nur in mikromolaren
Konzentrationen fiir das Wachstum benétigt. Trotzdem ist es fiir viele Organismen schwierig
genug Eisen aufzunehmen, da Eisen unter aeroben Bedingungen in der oxidierten Form als
Fe’* vorliegt und unlésliche Fe''-Hydroxid-Komplexe bildet. Folglich betrigt die
Konzentration an freiem Fe’” unter acroben Bedingungen und physiologischem pH nur
10" M (Braun ef al., 1998). Im Gegensatz dazu ist Fe*' relativ gut 16slich und deshalb unter
anaeroben Bedingungen wesentlich leichter von Mikroorganismen aufzunehmen. Im
Menschen ist Eisen entweder extrazelluldr an die Carrierproteine Transferrin (im Serum) und
Laktoferrin (Schleimhdute) oder intrazellulir an das Speicherprotein Ferritin gebunden
(Ratledge & Dover; 2000). Auch sezernieren in infiziertes Gewebe eingewanderte Leukozyten
das Fe'"-bindende Protein Laktoferrin und halten dadurch die Eisenkonzentration gering

(Leftell & Spitznage, 1975).
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2.2 Siderophore

Bakterien haben verschiedene Strategien entwickelt, um an Eisen, das entweder in unldslichen
Komplexen vorliegt oder an Speicher- bzw. Carrierproteine gebunden ist, zu gelangen. Eine
Moglichkeit ist die Produktion von Siderophoren, kleinen Molekiilen, die mit hoher Affinitét
Fe’™ binden kénnen (Braun er al, 1998; Earhart, 1996). Siderophore werden unter
Eisenmangel gebildet und in die Umgebung abgegeben (Abb. 1). AuBlerhalb der Zelle binden
sie Fe’™ und werden dann iiber spezifische TonB-abhingige Rezeptoren in der duBeren
Membran wieder aufgenommen. Der Komplex aus TonB, ExbB und ExbD ist fiir die
Energieweiterleitung von der inneren Membran zu den Rezeptoren in der dulleren Membran
ndtig. In Gram-negativen Bakterien findet der weitere Transport {iber ein periplasmatisches
Bindeprotein (PBP) und ABC-Transporter der Zytoplasmamembran statt (Boos & Lucht,
1996; Braun et al., 1998; Earhart, 1996).

Eisenquelle Fe¥t
Siderophor <> —_—P @ Fe3*-Siderophor
Fe 3*-Bindung

Rezeptor

AM
Aufnahme PP

F[M
A

BC transporter CP

Sekretion

Eisenfreisetzung
. Fe3*
<> ¢ (Reduktion) @
Fe2t,
Siderophor _J Eisen-
Synthese M speichernde
Proteine

Abb. 1: Schematische Darstellung des Siderophor vermittelten Eisentransports in Gram-negativen
Bakterien. Yersiniabaktin (Ybt) ist als gelbes Viereck, Eisen (IIT) (Fe’") als griiner Kreis und Eisen (II) (Fe*") als
blauer Kreis dargestellt. Das griine Viereck symbolisiert den TonB-abhdngigen Rezeptor, die orangen Vierecke
die ABC-Transporter und das blaue Oval das periplasmatische Bindeprotein (PBP). Der TonB-ExbB-ExbD-
Komplex ist grau dargestellt. AM: duBere Membran, IM: innere Membran, CP: Zytoplasma, PP: Periplasma.
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Im Zytoplasma wird das Eisen dann freigesetzt und in verschiedene Proteine eingebaut. Da
Siderophore eine sehr schwache Affinitit fiir Fe** haben, geschicht die Eisenfreisetzung
vermutlich durch Reduktasen, die Fe** zu Fe*' reduzieren. Bisher ist nur ein Protein bekannt,
das Eisen spezifisch vom Siderophor trennt. Fes (ferric enterochelin esterase) setzt Eisen aus
dem E. coli Siderophor Enterochelin frei (Brickman & MclIntosh, 1992; Schubert et al., 1999).
Siderophore und die Siderophor-Transportsysteme werden bei Eisenmangel im Zytosol
gebildet. Bei hoher intrazelluldrer Eisenkonzentration bindet Fe*™ an den Aporepressor Fur
(ferric uptake regulation). Der Fe*'-Fur Komplex bindet dann an die Fur-Box, die in der
Promotorregion von eisenregulierten Genen liegt, und inhibiert die Transkription dieser Gene
(Escolar et al., 1999; Hantke, 1981). Unter Eisenmangel 16st sich der Komplex und die

Transkription der eisenregulierten Gene kann stattfinden.

2.2.1 Eisenaufnahmesysteme in Y. enterocolitica

Y. enterocolitica kann sowohl selbst produzierte (endogene) Siderophore als auch von anderen
Organismen produzierte (exogene) Siderophore aufnehmen (Tab. 1). Auflerdem sind
Yersinien in der Lage, Himin aufzunehmen (Stojiljkovic & Hantke, 1992 und 1994). Die
Aufnahme findet tiber TonB-abhdngige spezifische Rezeptoren in der dufleren Membran statt.
Vor kurzem wurde das TonB- und Siderophor- unabhéngige Eisenaufnahmesystem Yfu
(yersiniae ferric uptake system) fiir Y. enterocolitica beschrieben (Saken et al., 2000).

Die verschiedenen Eisenaufnahmesysteme in Y. enterocolitica sind in der folgenden Tabelle

zusammengefaft.

Tab. 1: Eisenaufnahmesysteme in Y. enterocolitica

Eisenaufnahme- Typ Rezeptor PBP ABC- Referenz

system Transporter

Yersiniabaktin Katecholat, FyuA ? Irp6,7 Heesemann et al.
endogen (1993); Rakin et al.

(1999b)

Ferrioxamin B/E Hydroxamat, FoxA FhuD FhuBC Baumler & Hantke
exogen (1992)

Ferrichrom Hydroxamat, FcuA FhuD FhuBC Koebnik et al. (1993)
exogen

Enterochelin Katecholat, ? FepB  FepCDG Schubert et al. (1999)
exogen

Katechol-Cephalosporine ~ Katecholat, CccA ? ? Baumler et al. (1993)
exogen

Hémin Porphyrin, HemR HemT HemUV Stojiljkovic & Hantke
exogen (1992, 1994)

Yfu Fe’* - YfuA YfuBCD Saken et al. (2000)
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2.2.2 Yersiniabaktin

Die Synthese eines Siderophores in pathogenen Yersinien wurde bereits 1975 von Wake et al.
postuliert. Mit Hilfe des Siderophorindikatoragars (CAS-Agar) konnte spiter gezeigt werden,
daB nur die hochpathogenen Y. enterocolitica Stdmme ein Siderophor (Yersiniabaktin)
produzieren (Heesemann, 1987). 1995 wurde Yersiniabaktin (Ybt) aus Y. enterocolitica
gereinigt und die Struktur, die der von Pyochelin aus Pseudomonas aeruginosa #hnelt,
aufgeklart (Drechsel et al., 1995). Beide Siderophore besitzen einen Phenolatring, einen

Thiazolidinring und einen (Pyochelin) bzw. zwei Thiazolinringe (Ybt) (Abb. 2).

Yersiniabaktin Pyochelin
Thiazolin Thiazolin Thiazolin
5 MeS s 5
PRy Ma Py
H OH Me
CH  Thiazolidin CH  Thiazolidin
Phenolat Phenolat

Abb. 2: Strukturformeln von Yersiniabaktin und Pyochelin (Drechsel et al., 1995; Cox et al., 1981).

3. High-Pathogenicity Island (HPI)
Es wurde beobachtet, dal die eisenregulierten Proteine HMWP1 und HMWP2 (High

Molecular Weight Proteins; 240 kDa und 190 kDa) und das ebenfalls eisenregulierte dulere
Membranprotein Irp65 (iron-repressible protein; 65 kDa) nur in hochpathogenen,
mausvirulenten Yersinien exprimiert werden und dal3 diese Proteine fiir die Mausvirulenz
essentiell sind (Carniel et al., 1987, 1992; Heesemann ef al., 1993). Zudem wurde gezeigt, dal3
es sich bei Irp65 um den FyuA-Rezeptor (ferric yersiniabactin uptake) fiir das Siderophor Ybt
und das Y. pestis Bakteriozin Pestizin handelt (Rakin et al., 1994). Spiter konnte bewiesen
werden, dal HMWP1 und HMWP2 an der Synthese von Ybt beteiligt sind (Bearden et al.,
1997; Pelludat et al., 1998). Die Gene fiir HMWP1 (irpl) und HMWP2 (irp2) und auch das
Rezeptorgen fyuA liegen in einem chromosomalen Bereich mit vom Restgenom abweichenden
G+C-Gehalt, der als “High-Pathogenicity Island” (HPI) bezeichnet wird und nur in

hochpathogenen Yersinien vorhanden ist (Carniel ef al., 1996).
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Mittlerweile wurde die gesamte HPI sequenziert und festgestellt, dal die HPI aus einem
“core”-Teil und einem AT-reichen Teil besteht (Rakin et al., 1999a). Wihrend der “core”-Teil
in allen hochpathogenen Yersinien konserviert ist (98% DNS-Sequenzdhnlichkeit), kann man
aufgrund des variablen AT-reichen Teils zwei evolutiondre Linien unterscheiden: die Yen-
HPI (43,3 kb) in Y. enterocolitica 1B und die Yps-HPI (36,1 kb) in VY. pestis und
Y. pseudotuberculosis (Rakin et al., 1995). Der einzige signifikante Unterschied im “core”-
Teil dieser HPIs ist das ERIC-Element, das in die ybt4-Promotorregion der Yen-HPI inseriert
ist, aber in der Yps-HPI fehlt (Rakin et al., 1999a).

Yen-HPI
irp9 irp7 ybtA irp4 SfruAd
ir?? irE6 irp2 >.| irpl irp3  irp5

ERIC

Yps-HPI

ybtS ybtQ ybtA ybtT  psn
ybtX ybtP irp2 irpl ybtU  ybtE

A

Abb. 3: Der "core'"-Teil der Yen-HPI (Y. enterocolitica 1B) und Yps-HPI (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis).
Farbige Pfeile stellen die Gene und ihre transkriptionelle Richtung dar. Das rote Dreieck gibt die Insertionsstelle
des ERIC-Elements in die ybtA-Promotorregion der Yen-HPI an.

Der “core”-Teil umfalt 11 Gene, die fiir das Ybt-System kodieren (Biosynthese, Transport
und Regulation) (Abb. 3). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt, daB3 irp/ und irp2
Ybt-Synthesegene, fyuAd das Ybt-Rezeptorgen und ybtA das Gen fiir den AraC-Typ Regulator
ist (Bearden et al., 1997; Fetherston et al., 1996; Rakin et al, 1994). Die Expression der
“core”-Gene unterliegt der Regulation durch den Fe*"-Fur Komplex (Carniel et al., 1992;
Heesemann et al., 1993; Staggs et al., 1994) und der des transkriptionellen Regulators YbtA
(Fetherston et al., 1996).
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3.1 Sequenzierung und Charakterisierung des irp6-9 Genclusters

Die Sequenz der Region stromaufwérts von ybt4A war zu Beginn der vorliegenden Arbeit
bereits bekannt, aber noch nicht veroffentlicht (Rakin ez al., 1999a, 1999b). Es wurden vier
offene Leserahmen gefunden (irp6,7,8,9), von denen angenommen wurde, daf sie ein Operon
von 6,2 kb bilden (Abb. 3). Diese Promotorregion scheint mit der des Regulatorgens ybt4 zu
iberlappen, liegt aber in entgegengesetzter transkriptioneller Richtung.

Die Gene irp6,7,8,9 zeigen 98-99% Homologie zu den kiirzlich beschriebenen Genen

vbtP,Q,X,S von Y. pestis (Fetherston et al. 1999; Gehring et al., 1998).

3.1.1 Irp6, Irp7

Aufgrund der irp6- und irp7-Sequenzen konnen Proteine aus jeweils 600 Aminosiduren mit
einer Molekularmasse von ca. 66 kDa vorhergesagt werden. Der N-terminale Teil von Irp6
und Irp7 ist stark hydrophob und besteht vermutlich aus 6 (Irp6) bzw. 8 (Irp7)
transmembranen Segmenten. Der C-terminale Teil dieser Proteine beinhaltet die ATP-
bindende Doméne mit einer fiir ABC-Transporter typischen Konsensussequenz. ABC-
Transporter bestehen in der Regel aus zwei hydrophoben Transmembrandoménen und zwei
ATP-bindenden Doménen. Diese Doménen konne entweder als getrennte Proteine exprimiert

werden oder auch fusioniert vorliegen (Higgins, 1992).

Eine Suche in der EMBL-Genbank mit dem BlastP Programm ergab folgende Ergebnisse:
Irp6 zeigt 48% Ahnlichkeit zu CyaB, einem Cyclolysin-sekretierenden Protein von Bordetella
pertussis. Irp7 weist 49% Ahnlichkeit zu dem Hémolysin-sekretierenden Protein HlyB von E.
coli und zu dem Leukotoxin-sekretierenden Protein LktB von Pasteurella haemolytica auf.
Bei diesen Proteinen handelt es sich um ABC-Transporter, bestehend aus einer N-terminalen
hydrophoben Transmembrandoméne und einer C-terminalen ATP-bindenden Doméne, die an
der Sekretion von Cyclolysin, Himolysin bzw. Leukotoxin beteiligt sind (Blight & Holland,
1990).

3.1.2 Irp8

irp8 kodiert vermutlich fiir ein stark hydrophobes Protein mit 12 transmembranen Segmenten
und einer Molekularmasse von ca. 48 kDa. Die Datenbanksuche fiir Irp8 ergab 40%
Ahnlichkeit zu AmpG von E. coli. AmpG fungiert vermutlich als Signaltransducer oder

Permease im -Lactamase Induktionssystem (Lindquistef al., 1993).
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3.1.3 Irp9

Irp9 (48 kDa) zeigt Ahnlichkeit zu der Anthranilat-Synthase PchA von Pseudomonas
aeruginosa (Serino et al., 1995) und zu der Isochorismat-Synthase EntC von E. coli
(Ozenberger et al., 1989). Kiirzlich konnte gezeigt werden, daB3 Irp9 an der Ybt-Synthese
beteiligt ist (Pelludat, 1999).

4. Ziel der Arbeit

Die Sequenzihnlichkeit von Irp6 und Irp7 zu ABC-Transportern und die Lage von irp6 und
irp7 auf der HPI von Y. enterocolitica lielen vermuten, daf3 diese Proteine am Ybt-Transport
beteiligt sind. Die Ahnlichkeit von Irp8 zu AmpG wies darauf hin, daB Irp8 moglicherweise
an der Signaltransduktion und Regulation der HPI-Gene beteiligt ist (Rakin ef al., 1999a).
Folgende Fragestellungen sollten durch die Herstellung von irp6-, irp7- und irp8-Mutanten
sowie durch gfp-Reporterstudien beantwortet werden:

e Sind Irp6 und Irp7 an der Authahme von Ybt beteiligt?

e Kommt Irp8 eine Bedeutung in der Signaltransduktion zu?

e Haben Irp6, Irp7 und Irp8 einen Einflufl auf die Mausvirulenz?

e Wie werden die HPI-Gene reguliert und welche Rolle spielt dabei das ERIC-Element in der

Promotorregion von ybtA (kodiert fiir den transkriptionellen Regulator der HPI-Gene)?
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1 Gerite

Tab. 2: Verwendete Geriite

Geriit Modell Firma

Analysenwaagen R160P und Pt 1200 Sartorius, Gottingen
Blotting Apparatur LKB 2016 Vacu Gene®-Kammer Pharmacia-LKB, Uppsala
Brutschrinke Typ B20 Heraeus, Hanau
Elektrophoreseckammer fiir - Mini-Protean®-II Cell und Western-Blot Bio-Rad, Miinchen
SDS-PAGE Apparatur

Elektroporationsgerét

Elektroelutionsgerét
Durchflulzytometer
French press
Hybridisierungséfen
PCR-Cycler
pH-Meter
Photometer

Pipetten
Schiittelinkubator
Sequenziermaschine
Spannungsquellen
Sterilwerkbank
Transilluminator
Videophotoanlage
Zentrifugen

Gene-Pulser 11,

Pulse Controller 1T

Biotrap

Coulter epics XL-MCL

French pressure cell 40K

Personal Hyb.

PCR System 2400

320 pH Meter

Ultrospec 3000

Research P10-P1000

Certomat BS-1

ABI 377 DNA Sequencer

Power Pac 200 und 300

Herasafe HS12

UVT-20M/W

E. A.S. Y. (Enhanced Analysis System)
1K 1S, Tischzentrifuge;

3K30 mit Rotoren Nr.12156 und 19776

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Schleicher & Schuell, Dassel
Beckman Coulter, Krefeld

SLM Aminco

Stratagene, Amsterdam

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Mettler, Toledo

Pharmacia Biotec

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Herolab, Wiesloch

Herolab, Wiesloch

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

1.2 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Antibiotika stammten von den Firmen Biochrom (Berlin), Roche

(Mannheim), E. Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen).

Medien fiir die Bakterienkulturen stammten von der Firma Difco (Detroit, MI, USA).

Verwendete Restriktionsenzyme, Alkalische Phosphatase und T4-DNS-Ligase wurden von

den Firmen Roche (Mannheim) und Gibco (Eggenstein) bezogen.




B. MATERIAL UND METHODEN

12

2. Bakterien, Plasmide und Primer

2.1 Bakterien

Tab. 3: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Eigenschaften Herkunft/Referenz

E. coli

DH5a supE44 AlacU169 (¢ 80lacZAM15) hsdR17 recAl Hanahan (1983)
endA1 gyr496 thi-1 relA1l

S17-1 Apir Tp' Sm', recA, thi, pro, hsdR"M" [RP4-2-Tc::Mu:Kan" Miller & Mekalanos (1988);
Tn7], Apir Simon et al. (1988)

SM10 Apir Km', thi-1, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA::RP4-2- Miller & Mekalanos (1988)
Te::Mu, Apir

MOS endA1 hsdR17 (ty,my ") supEA4 thi-1 recAl gyrd96 Amersham
reld1 lac [F proAB" lacI'ZAM15 :Tn10(Tc")]

H1884 entD,F K. Hantke

HBI101 supE44 hsdS20(rg" mg") recA13 ara-14 proA2 lacY1 Bolivar & Backman (1979)
galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1

BL21 F ompT hsdS(rg” mg") gal Studier & Moffat (1986)

BL21(DE3) F, ompT hsdS(rg” mg’) gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 Studier & Moffat (1986)
lacUV5-T7 genel)

CAG929%4 Tn10 in Hsp60 Young et al. (1989)

Y. enterocolitica
NF-O
WA-C

WA-CS
WA-CS irpl::Kan'
WA fyud?2

WA-CS ybtA::Kan'
WA-C Airp7
WA-CS irp7::Kan'
WA-C Airp6,irp7
WA-CS Airp6,irp7
WA-CS irp8::Kan'
WA-CS Airp6,irp7,

irp8::Kan"
WA-CH

klinisches Isolat, Serotyp O:5; Biogruppe 1A
plasmidloses Derivat von WA-314, Serotyp O:8,
Biogruppe 1B. Nal'

Sm-resistente Mutante von WA-C, Nal', Sm'
irpl-Mutante von WA-CS, Nal', Sm', Kan"
fyuAd-Mutante von WA-CS, Nal', Sm', Kan';
entspricht WA-CS fyud::Kan"

ybtA-Mutante von WA-CS, Nal', Sm', Kan"
irp7-Mutante von WA-C, Nal'

irp7-Mutante von WA-CS, Nal’, Sm', Kan"
irp6,irp7-Mutante von WA-C, Nal'

Sm-resistente Mutante von WA-C Airp6,irp7, Nal', Sm'
irp8-Mutante von WA-CS, Nal', Sm’, Kan"
irp6,irp7,irp8-Mutante von WA-CS, Nal', Sm’, Kan"

WA-C, in dem die HPI core-Gene irp9-fyud deletiert
wurden; Nal', Kan"

Heesemann (1987)
Heesemann (1987)

Pelludat et al. (1998)
Pelludat et al. (1998)
Brem et al. (2001); Pelludat
(1999)

Pelludat (1999)
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Pelludat (1999)
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2.2 Plasmide

Tab. 4: Verwendete Plasmide

Plasmide Eigenschaften Herkunft/Referenz
pRK290B8- Kointegrat aus pY VO:8 Virulenzplasmid und dem Vektor =~ Heesemann & Laufs (1983)
5::p0:8 pRK290B8-5, Tet"
pRK2013 Helferplasmid mit tra-Genen, Kan' Heesemann & Laufs (1983)
pLAFR2 Tet', Mob " Friedmann et al. (1982)
12H2 pLAFR2 mit einem ca. 23 kb Insert der chromosomalen Rakin & Heesemann (1995)
DNS von WA-C (irp6-irp9 Operon, ybtA und irp2), Tet'
pMOSBlue Klonierungsvektor, Amp" Amersham
pMOSI1.5 pMOSBlue mit ybtA6507-S360 PCR-Produkt, Amp' diese Arbeit
pMOSI.1 pMOSBlue mit ybtA6507-S360 PCR-Produkt mit 465 bp diese Arbeit
Deletion in irp6, Amp"
pMOS2.4 pMOSBlue mit S368-ybtA355 PCR-Produkt, Amp' diese Arbeit
pMOS2.0 pMOSBlue mit ybtA355-S368 PCR-Produkt mit 402 bp diese Arbeit
Deletion in irp7, Amp"
pMOS irp7:: Kan" pMOSBlue mit S368-ybtA355 PCR-Produkt mit diese Arbeit
Kanamycinkassette in Nrul Seite von irp7, Amp", Kan"
pMOS3.5 pMOSBlue mit S452-8354Eco PCR-Produkt, Amp' diese Arbeit
pMOSI1.2 pMOSBlue mit S452-8354Eco PCR-Produkt mit 2313 bp diese Arbeit
Deletion in irp6 und irp7, Amp"
pMOSybtA pMOSBlue mit ybtA380-ybtARHind PCR-Produkt (ybt4),  diese Arbeit
Amp'
pBAD18 Klonierungsvektor, Amp" Guzman et al. (1995)
pBADirp8 pBADI18 mit irp8Xba-irp8Hind PCR-Produkt, Amp" Pelludat
pBADirp8:Kan'  pBADI8 mit irp8Xba-irp8Hind PCR-Produkt mit Pelludat

pKNG101
pKNG1.1
pKNG2.0
pKNG1.2

pKAS32
pKAS irp7::Kan'

pKAS irp8::Kan'

pSB315

pT7-5
pHM®6

Kanamycinkassette in Sphl Seite von irp8, Amp', Kan'

Suizidvektor mit sacBR Genen, Sm"

pKNG101 mit BamHI-Xbal Fragment aus pMOS1.1, Sm'
pKNG101 mit BamHI-Xbal Fragment aus pMOS2.0, Sm'
pKNG101 mit BamHI-Xbal Fragment aus pMOS1.2, Sm'

Suizidvektor mit 7psL Gen, Amp"

pKAS32 mit Xbal-Sacl Fragment aus pMOSirp7::Kan',
Amp', Kan"

pKAS32 mit irp8Xba-irp8§Bam PCR-Produkt aus
pBADirp8::Kan', Amp', Kan'

enthélt Kanamycinkassette ohne transkriptionellen
Terminator, Amp’, Kan"

Klonierungsvektor, Amp"
pT7-5 mit fyud, Amp'

Kaniga et al. (1991)
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Skorupski & Taylor (1996)
diese Arbeit

diese Arbeit

Galan et al. (1992)

Tabor & Richardson (1985)
Rakin et al. (1994)
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pOF39

pBR325-Derivat mit groEL und groES, Amp"

Plasmide Eigenschaften Herkunft/Referenz
pACYC184 Klonierungsvektor, Cm’, Tet" Chang & Cohen (1978)
pACYC5.1 pACYC184 mit irp6 und irp7 enthaltendem 5,1 kb Sphl diese Arbeit
Fragment aus 12H2, Cm'

pACYC5.2 pACYCS5.1 mit fyud enthaltendem 2,6 kb Xbal-HindIIl diese Arbeit
Fragment aus pHM6, Cm'

pACYC5.3 pACYCS5.2 mit ybtA enthaltendem 1,3 kb Clal-HindIIl
Fragment aus pMOSybtA4

pHM10 pACYC184 mit fyud, Cm' Rakin ef al. (1994)

pCIFY5G3 pACYC184 mit fyud5-gfp3 Fragment (153 bp der fyruAd- Jacobi (1999)
Promotor Region und 5 Kodons von fyuA fusioniert an
gp3)

pGFPirp6ye, pCIFY5G3 mit irp6y.,-Promotor Region anstelle von diese Arbeit
JfyuA-Promotor

pGFPybtPy, pCJFY5G3 mit ybtPy,s-Promotor Region anstelle von diese Arbeit
JfyuA-Promotor

pGFPybtAye, pCIFY5G3 mit ybtAvye,-Promotor Region anstelle von diese Arbeit
JfyuA-Promotor

pGFPybtAy,s pCJFY5G3 mit ybtAy,s-Promotor Region anstelle von diese Arbeit
JfyuA-Promotor

pGFPirp2 pCIFY5G3 mit irp2-Promotor Region anstelle von fyuA- diese Arbeit
Promotor

pGEX-4T-3 Amp', gst Pharmacia

pGEXirp6 pGEX-4T-3 mit irp6 enthaltendem 8301Bam-6515Sma diese Arbeit
PCR-Produkt, Amp"

pGEXirp7 pGEX-4T-3 mit irp7 enthaltendem 6509Bam-4727Sma diese Arbeit
PCR-Produkt, Amp"

pGEXybtA pGEX-4T-3 mit ybtA enthaltendem ybtAF-ybtAR PCR- Jacobi
Produkt, Amp"

pBR325 Klonierungsvektor, Amp', Cm', Tet" Prentki ef al. (1981)

Fayet et al. (1986)
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2.3 Primer

Die Primer (entsalzt, lyophilisiert) wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen.

Sie wurden in HyOpgest gelost, so dall die Konzentration 100 pmol/ul betragt.

Tab. 5: Verwendete Primer

Primer RS- -3’ Sequenz* Beschreibung

8354Eco TTTGAATTCCTGAATTGTCGCTTTTGGTG Start von irp6 mit EcoRI Seite, vorwérts
S360 CATTACGCGGCTTTTCATCTG in irp6, vorwarts

ybtA355 CTGACCCGGARAACGAAGC in irp6, vorwirts

ybtA380 AATGTCGCGCAGGCTCCAC in irp6, rickwirts

ybtA6507 TCCGCAGGATTATTGTCTTTC Ende von irp6, riickwarts

ybtA376 CGGCGATGCGGCGACAAATG in irp7, vorwérts

irp7-4900 TCACCGTTTATCCACCATCG in irp7, vorwérts

ybtA6451 CCTGACTGCCAACGCTGGAGA in irp7, riicckwérts

S452 CCCCGGCGATGGTGGATAAAC in irp7, riickwérts

S368 AATCCCCCTTCTCGCCCAAAC in irp8, riickwirts

S156 TCTGCTGCTGCCGATTCTCC in irp8, vorwérts

irp8Xba GCATCTAGACGTTATCAGGCGCTGTGGCAG  Start von irp8 mit Xbal Seite, vorwérts
irp8Hind CGCAAGCTTTCTGTGTTATTCCCGGATCA Ende von irp8 mit HindIII Seite, riickwirts
irp8Bam AGCGGATCCTCTGTTTATTCCCGGATCA Ende von irp8 mit BamHI Seite, riickwiérts
C15-291 ACGGTGACATTTCCCTTTTC in irp9, riickwarts

8301Bam GTTGGATCCATGTAATCTCAATCATC Start von irp6 mit BamHI Seite, vorwirts
6515Sma ATCCCCGGGATTATTGTCTTTCATTTT Ende von irp6 mit Smal Seite, riickwérts
4727Sma TTTCCCGGGTCACTCATGCACCCACTC Ende von irp7 mit Smal Seite, riickwérts
6509Bam TAAGGATCCATGAAAGACAATAATCCTGCG  Start von irp7 mit BamHI Seite, vorwérts
8621Hind ATTTAAGCTTTGACTCCGTCATGACTTGGT irp6ye,-Promotor, vorwérts

8307Bam ATTTGGATCCTTGAGATAACATGGGAGTAA irp6yen-Promotor, riickwérts
8621YpsHind ATTTAAGCTTTGACTCTGTCATGACCTGGT ybtPy,s-Promotor, vorwérts
8307YpsBam ATTTGGATCCTTGAGATGACATGGGAGTAA ybtPy,-Promotor, riickwirts

8307Hind ATTTAAGCTTTTGAGATAACATGGGAGTAA ybtAvye,-Promotor, vorwérts

8621Bam ATTTGGATCCTGACTCCGTCATGACTTGGT  yhtAye,-Promotor, riickwirts
8307YpsHind ATTTAAGCTTTTGAGATGACATGGGAGTAA ybtAy,c-Promotor, vorwirts
8621YpsBam ATTTGGATCCTGACTCTGTCATGACCTGGT ybtAy,-Promotor, riickwirts

9585Hind ATTTAAGCTTCCTAAATTCCTCCCTGACAG irp2-Promotor, vorwérts

9782Bam ATTTGGATCCAGAAATCATTTTTCCTCCTG irp2-Promotor, riickwarts

ybtAFEco ACGTGAATTCCATGACAGAGTCACCGCAAA  Start von ybtA mit EcoRI Seite, vorwirts
ybtARXho GCCGCTCGAGTTACATCACGCGTTTAAAGG  Ende von ybtA mit Xhol Seite, riickwirts
ybtARHind GCCGAAGCTTTTACATCACGCGTTTAAAGG  Ende von ybtA mit HindIlI Seite, riickwirts
aph157 CTCACCGAGGCAGTTCCATAG in Kanamycinkassette

aph606 CGACCATCAAGCATTTTATCC in Kanamycinkassette

YopP8+60F GAGACCAGTTCTTTAATCAG in yopP auf pYV-Plasmid, vorwarts
YopP9 500R GCCAGTGCCAAACTAAAAAT in yopP auf pY V-Plasmid, riickwérts

*Restriktionsschnittstellen sind dick gedruckt.
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3. Nihrmedien, Antibiotika, Anzucht und Stammbhaltung

3.1 Nihrmedien
Die Sterilisation der Ndhrmedien erfolgte durch Autoklavieren (121°C, 1 bar, 20 min).

Festmedium entstand durch Zugabe von 15 g Agar pro Liter Medium.

Luria-Bertani-(LB)-Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
adlL Hzodest
pH 7,4 - 7,6 mit NaOH einstellen

Nutrient Broth-(NB)-Medium 8 g Nutrient Broth
5 g NaCl
adlL Hzodest

NBD-Medium NB-Medium mit 200 uM Dipyridyl (in 70% EtOH).
(Dipyridyl wird zur intrazelluldren Komplexierung von
Fe* zugesetzt.)

3.2 Antibiotika
Die Zugabe der sterilfiltrierten (0,22 um) Antibiotika zum Medium erfolgte erst nach dem
Autoklavieren (zum Agar bei einer Temperatur von ca. 50°C, zu Fliissigmedium erst kurz vor

Verwendung).

Tab. 6: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum AbKkiirzung | Losungsmittel | Stammlosung | Endkonzentration
[mg/mi] [pg/ml]
Nalidixin Nal 0,5 N NaOH 100 100
Ampicillin Amp H,Ogest 100 100 (E. coli)
500 (Yersinia)

Kanamycin Kan H,00est 50 50
Streptomycin Sm H,00est 100 100
Chloramphenicol Cm 70% Ethanol 20 20
Tetracyclin Tet 70% Ethanol 15 15

3.3 Anzucht und Stammhaltung

Die Anzucht von E. coli/Yersinia erfolgte aerob bei 37°C/27°C. Fliissigkulturen wurden zur
besseren Beliiftung im Schiittelkolben inkubiert (100-200 rpm).

Die Bakterienstimme konnen auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsdruck ca.
6 Wochen bei 4°C gelagert werden. Zur Langzeit-Stammhaltung wurden die Bakterien in LB-
Medium mit 10% Glyzerin bei -80°C gelagert.
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4. Molekulargenetische Arbeitsmethoden

4.1 Isolierung von chromosomaler DNS mit Qiagen Genomic-tip 100/G
Die Isolierung von bis zu 100 pg chromosomaler DNS erfolgte mit Qiagen Genomic-tip
100/G (Qiagen, Hilden) laut Anleitung des Herstellers. Alle bendtigten Puffer und Losungen

werden vom Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert.
4.2 Isolierung von Plasmid-DNS

4.2.1 Plasmidisolierung durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979)

Mit Hilfe der alkalischen Lyse konnen nur kleine Mengen an Plasmid-DNS erhalten werden.
Um sehr viele Klone gleichzeitig zu untersuchen, ist diese Methode bestens geeignet. Nach
Lyse der Bakterien werden Zellreste, die chromosomale DNS und Proteine prizipitiert. Die
Plasmid-DNS bleibt in Losung und wird anschlieBend durch Ethanolfdllung aus der Losung

gewonnen.

Losung 1 50 mM Glukose
25 mM Tris
10 mM EDTA
pH 8,0 mit HCI einstellen und 10 min autoklavieren

Losung 2 0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS
aus Stammlosungen (2 N NaOH; 10% SDS) frisch herstellen

Losung 3 60,0 ml Kaliumacetat (5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml HyOpidest
frisch herstellen und kiihlen

TE-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0 mit HCI einstellen

1 ml einer UN-Kultur abzentrifugieren (6000 rpm; 5 min)

o Zellpellet in 100 pl Losung 1 vollstidndig resuspendieren

e 200 pl Losung 2 zugeben, vorsichtig mischen und 5 min auf Eis inkubieren

e durch Zugabe von 150 pl Losung 3 neutralisieren, wiederum vorsichtig mischen und 5 min
auf Eis stellen

e 15 min bei 14000 rpm (4°C) zentrifugieren
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« US abheben, in neues ERG iiberfiihren und mit 2 Vol. EtOH,s fillen (-20°C, 10 min)
e durch Zentrifugieren (14000 rpm, 10 min, 4°C) Plasmid-DNS pelletieren
e mit 1 ml 70% EtOH waschen und Pellet trocknen lassen

e Pellet in 20 pl TE-Puffer oder sterilem H,Opigest aufnehmen

4.2.2 Plasmidisolierung mit QIAprep Spin Miniprep Kit

Zur Gewinnung von kleinen Mengen (bis 20 ng) qualitativ hochwertiger Plasmid-DNS wurde
das QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Das Prinzip dieses Kits
beruht auf der alkalischen Lyse mit anschlieBender Anionenaustauschchromatographie. Die

Durchfiihrung erfolgte wie vom Hersteller angegeben.

4.2.3 Plasmidisolierung mit Nucleobond AX100 Kit

Zur Isolierung groferer Mengen Plasmid-DNS (bis 100 pg) wurde die DNS {iber Austauscher
Sdulen (AX100) der Firma Macherey-Nagel (Diiren) aufgereinigt. Das Prinzip dieses Kits
basiert ebenfalls auf alkalischer Lyse mit anschlieBender Reinigung iiber Anionenaustausch-

chromatographie. Die Durchfiihrung erfolgte wie vom Hersteller angegeben.

4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der spezifischen Vervielfiltigung eines DNS-
Abschnittes. Zundchst wird die DNS durch Erhitzen aufgeschmolzen (Denaturierung). Zwei
einzelstrangige Primer binden dann spezifisch an die komplementére einzelstringige DNS
(Annealing). Die thermostabile DNS-Polymerase verldngert in Gegenwart von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der DNS-Matrize (Elongation).
Dies fithrt zu DNS-Doppelstrangen, die fiir die weitere Synthese erneut aufgeschmolzen
werden miissen (Denaturierung). Diese drei Schritte (Denaturierung, Annealing, Elongation)
werden 30-35mal wiederholt und fiihren schlieBlich zu einer exponentiellen Vermehrung des
gewlinschten DNS-Abschnittes. Am Ende erfolgt eine 7-miniitige Elongation, um alle DNS-

Strange in voller Linge zu erhalten.

Die Vervielfiltigung eines bestimmten DNS-Abschnittes erfolgte entweder aus einem

Gesamtzelllysat von Bakterien oder aus isolierter DNS:

e Gesamtzelllysat: eine Kolonie wurde in 70 pl H;Opigest aufgekocht (10 min) und
abzentrifugiert (3 min, 12000 rpm)

e isolierte DNS: 1:20 - 1:50 verdiinnt
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Reaktionsansatz DNS Sul
Primer 1 (100 uM) 1 ul

Primer 2 (100 uM) 1 ul

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (2 mM) 10 pl

10x Taq-Reaktionspuffer 10 pl

Tag-Polymerase 0,5 ul

Hzobidest ad 100 Ml

Reaktionsprogramm Denaturierung 94°C 5 min
*Denaturierung 94°C 30 sec

* Annealing x°C 30 sec

*Elongation 72°C X min

Elongation 72°C 7 min

*30-35 Zyklen
* Annealing erfolgte 2°C unter Schmelzpunkt der Primer (x°C)

*Elongation: 1 min pro 1 kb zu amplifizierende DNS (x min)

PCR-Produkte wurden zur Klonierung mit Hilfe des Qiagen PCR Purification Kits (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt.

4.4 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNS

4.4.1 Phenolextraktion
Die Phenolextraktion dient der Entfernung von stérenden Proteinen aus DNS-Losungen. Mit
Hilfe der anschlieBenden Chisomextraktion werden Phenolreste aus der waBrigen DNS-

Losung entfernt.

Phenol Phenol ist zur Aquilibrierung mit TE (pH 8,0) iiberschichtet

Chisom Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol im Verhiltnis 24:1

e DNS-Losung mit 1 Vol. Phenol:Chisom (1:1) versetzen und mischen

e 5 min bei 14000 rpm zentrifugieren, um die Phasen zu trennen

o untere phenolische Phase in frisches Gefdl liberfithren und eventuell verschleppte DNS-
Reste mit 1 Vol. TE extrahieren (mischen, zentrifugieren)

e phenolische Phase verwerfen, obere Phase mit der wélrigen Phase der ersten Extraktion

vereinen
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e zweimal hintereinander wélrige Phase mit 1 Vol. Chisom versetzen, mischen und
zentrifugieren (14 000 rpm, 5 min)
e die DNS durch Ethanolfdllung (s. B.4.4.2.) aus der wiBrigen Phase isolieren

4.4.2 Ethanolfillung
Die Ethanolfillung dient der Entfernung unerwiinschter Salze oder der Konzentrierung von

DNS-L6sungen.

e DNS-Ldsung mit '/10 Vol. 3 M Kaliumacetat (pH 5,2) aufsalzen und gut mischen

e 2 bis 3 Vol. EtOH,s zugeben, mischen und 15 min bis 2 h bei -20°C inkubieren

e 30 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugieren

o US verwerfen, Pellet mit 70% EtOH waschen und 5 min zentrifugieren (14000 rpm)
e Pellet etwa 10 min in der Vakuumzentrifuge oder ldnger an der Luft trocknen

e Pellet in TE oder HyOp;gest aufnehmen und bei -20°C aufbewahren

4.4.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNS

Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlédnge von 260 nm. Die
DNS wurde in einer Quarzkiivette (d = 1 cm) 1:20 - 1:100 mit HyOpjgest Verdiinnt und die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gegen H,Opigest photometrisch bestimmt. Die

Berechnung der Konzentration doppelstrangiger DNS erfolgte geméf folgender Néherung:

1 OD260 =50 ug/ml

Die Reinheitsbestimmung der DNS erfolgte durch Bildung des Quotienten OD,4/OD3s0, da
bei Verunreinigungen mit Protein die Absorption bei 280 nm erhéht wird. Der

Absorptionskoeffizient OD,40/OD5gp nicht verunreinigter DNS liegt iiber 1,8.
4.5 Enzymatische Modifikation von DNS

4.5.1 Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen
Restriktionsenzyme vom Typ II erkennen spezifische - meist palindromische -
Basensequenzen in einer DNS-Doppelhelix und schneiden die doppelstringige DNS, so daf3

spezifische Fragmente mit definierten Enden entstehen.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme stammten von den Firmen Roche (Mannheim) und

Gibco (Eggenstein). Die Inkubationsbedingungen und Konzentrationen sind den Katalogen zu

entnehmen.

Analytischer Ansatz DNS-Losung x ul
10x Inkubationspuffer 1 ul
H;Opigest (steril) ad 10 pl
Restriktionsenzym 2-3 U/ug DNS
Inkubation 2 h bei optimaler Temperatur

Die Glyzerinmenge im Ansatz (Restriktionsenzyme werden in 50% Glyzerin aufbewahrt) darf
5% nicht iiberschreiten, da sonst die Enzymaktivitit gehemmt wird. Fiir priparative Zwecke
wurde der Ansatz in groBerem Volumen durchgefiihrt und mehrere Stunden inkubiert (zweite

Enzymzugabe notig!).

4.5.2 Dephosphorylierung von linearen DNS-Fragmenten

Die Behandlung von linearisierter Vektor-DNS mit Alkalischer Phosphatase
(Dephosphorylierung)  begiinstigt die  intermolekulare  Ligation  gegeniiber  der
intramolekularen Ligation, da die Religation des Vektors verhindert wird.

Die Dephosphorylierung von DNS-Molekiilen, d.h. die Entfernung der 5'-Phosphatreste an
den Enden linearisierter DNS erfolgte unter Verwendung von Calf Intestinal Alkaline

Phosphatase (CIAP) (Gibco, Eggenstein).

Nach Restriktionsverdau wurde eine Einheit CIAP in den Restriktionsansatz gegeben und bei
der unten angegebenen Temperatur inkubiert.

e iiberhingende 3'-Enden und glatte Enden: 50°C, 5 min

e {iberhdngende 5'-Enden: 37°C, 5 min

Die Entfernung der CIAP erfolgte durch priparative Agarose-Gelelektrophorese des
dephosphorylierten Vektors und anschlieBender Gelextraktion (s. B4.7.2).

4.5.3 Ligation linearer DNS-Molekiile

Mit Hilfe der T4-DNS-Ligase lassen sich kompatible iiberhingende oder glatte Enden
kovalent verkniipfen. Das Enzym bendtigt dafiir 5’-phosphorylierte Enden und ATP als
Kofaktor. T4-DNS-Ligase und Inkubationspuffer stammten von Gibco (Eggenstein).
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Vektor und Insert wurden im molaren Verhiltnis 1:3 mit 1/10 Vol. 10x Ligase-Puffer und 1U
T4-DNS-Ligase fiir 12 bis 24 h bei 16°C inkubiert.
Es ist zu beachten, da3 die Ligation in moglichst geringem Volumen durchgefiihrt werden

sollte.

4.6 RNS-Isolierung und RT-PCR

Fiir die Isolierung von RNS und die nachfolgenden Schritte wurde RNase-freies Wasser
verwendet. Zur Herstellung von RNase-freiem Wasser (DEPC-H;Opigest) Wurde HyOpigest mit
0,1% DEPC (Didthylpyrocarbonat, Sigma) versetzt, einen Tag bei RT inkubiert und
anschlieBend autoklaviert. DEPC modifiziert Histidinreste und bewirkt somit eine

Inaktivierung von RNasen (Leonard et al., 1970; Miles, 1977).

4.6.1 RNS-Isolierung mit dem RNeasy Total RNA Kit

RNS wurde mit Hilfe des RNeasy = Total RNA Kits von Qiagen (Hilden) isoliert. Mit dieser
Methode kann bis zu 100 pg Gesamt-RNS aus ca. 10° Bakterien gewonnen werden. Nach
Lyse der Zellen wird die RNS an die Silica-Matrix der Sdule gebunden, gewaschen und
anschliefend mit DEPC-H;Opigest (40 pl) eluiert. Die Durchfiihrung erfolgte gemill den
Angaben des Herstellers.

4.6.2 DNase-Behandlung
Da nach der RNS-Isolierung noch DNS nachweisbar war, wurde die RNS einer DNase-
Behandlung unterzogen. Die DNase-Behandlung erfolgte mit Deoxyribonuclease |1,

Amplification Grade (Gibco, Eggenstein).

Ansatz RNS 40 pl
10 x DNase Reaktionspuffer 5ul
DNase 5ul
Inkubation 15 min, RT
Zugabe von 25 mM EDTA (pH 8,0) 5ul
Inkubation 10 min, 65°C
4.6.3 RT-PCR

Die Reverse Transkriptase synthetisiert mit Hilfe einer RNS-Matrize, einem Primer und
dNTPs einen zur RNS komplementdren DNS-Strang (¢cDNS). Die ¢cDNS kann anschlieend

mittels PCR vervielfaltigt werden.
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Die Reverse Transkription erfolgte mit Superscript' ™ II RNase H™ Reverse Transcriptase von
Gibco (Eggenstein) gemdll dem Protokoll. Als Kontrolle auf DNS-Kontamination diente ein

Parallelansatz ohne Reverse Transkriptase (RT).

Ansatz DNase behandelte RNS 8 ul
Primer (10 pmol/ul) 0,2 ul
DEPC-Hzobidest ad 12 j.J.l
Inkubation 10 min, 70°C

kurz auf Eis

Zugabe von 5 x Erststrangpuffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul

Inkubation 2 min, 42°C

Zugabe von Reverser Transkriptase 1 ul

Inkubation 50 min, 42°C

15 min, 70°C

Die entstandene cDNS wurde anschlieend mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden aus dem

Reversen Transkriptionsansatz 2 pl in einen 20 pul-PCR-Ansatz eingesetzt (s. B.4.3)

4.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNS-Fragmenten und ihrer
Grofenbestimmung. Die negativ geladenen Nukleinsduren wandern im elektrischen Feld zur
Anode. Hierbei erfolgt eine Auftrennung der Fragmente nach ihrer Grofe. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der linearen DNS-Fragmente ist in erster Ndherung invers

proportional zu dem Logarithmus ihrer Molekularmasse.

Elektrophoresepuffer (1x TAE) 40 mM Tris/HCI, pH = 8,2
20 mM Eisessig
2 mM EDTA

10x Auftragspuffer 30% Glyzerin
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
Agarosegel 0,8 - 2% Agarose in 1x TAE

Ethidiumbromid-Firbebad 1 png Ethidiumbromid pro ml HyO e
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4.7.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

e 0,7 - 2% Agarose in TAE-Puffer aufkochen, bis eine klare homogene Ldsung entsteht.

e Losung nach Abkiihlen auf Handwédrme in einen abgeklebten Gelschlitten mit den
gewiinschten K&dmmen gieBen und auf ebener Unterlage verfestigen lassen.

e Klebestreifen 16sen, den Gelschlitten mit dem erstarrten Gel in eine Elektrophorese-
Kammer einsetzen, mit 1x TAE-Puffer {iberschichten und Kamm ziehen.

e DNS-Proben 1:10 mit Auftragspuffer mischen und in die Geltaschen pipettieren.

e Elektrophorese bei einer Stromstirke von etwa 100-140 mA pro Gel durchfiihren.

e Gel etwa 10 bis 30 min im Ethidiumbromid-Férbebad inkubieren und anschliefend 5 bis
10 min in H,Oges: entférben.

e Das in die doppelstrangige DNS eingelagerte Ethidiumbromid fluoresziert bei UV-
Bestrahlung (A=302 nm) mittels Transilluminator. Somit kann das Bandenmuster mittels

Videophotoanlage dokumentiert werden.

4.7.2 Priparative Agarose-Gelelektrophorese

Prinzipiell erfolgt die pridparative Gelelektrophorese wie unter B.4.7.1. beschrieben. Zu
priaparativen Zwecken werden mehrere Taschen abgeklebt, um eine groflere DNS-Menge
auftragen zu konnen. Die Gele werden nur sehr kurz gefarbt und die gewiinschten Fragmente
unter UV-Licht knapp ausgeschnitten.

Die Isolierung der DNS aus dem Gelstiick erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction
Kits (Qiagen, Hilden) gemiB der Anleitung des Herstellers.

4.7.3 Groflenbestimmung von DNS-Fragmenten

Durch einen internen Standard im Gel kann die Grofe linearer doppelstrangiger DNS-
Molekiile bestimmt werden. Es wurden der 100 bp DNA Ladder von Gibco (Eggenstein)
sowie der Gene Ruler 1 kb DNA Ladder von MBI Fermentas (Vilnius, Litauen) verwendet.

AuBerdem wurde der selbsthergestellte A/HindIII-Standard benutzt.

Herstellung des A/HindIII-Standards A-DNS (0,25 mg/ml) 200 pl
10x Puffer 60 pul
HindIII (10 U/pl) 10 pl

HObigest ad 600 ul
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3 h bei 37°C inkubieren und anschlieBend je 200 ul H;Opigest und Probenauftragspuffer
zugeben. Assoziierte ,,cos-sites* werden anschlieBend durch 5-miniitige Inkubation bei 60°C
getrennt. Lagerung als Aliquots bei -20°C (ein Aliquot zur Verwendung bei 4°C

aufbewahren).

Tab. 7: Fragmentgrofien der verwendeten Standards

Fragmentgrofie in bp
100 bp DNA Ladder 1 kb DNA Ladder MHindIII-Standard

2072 10 000 23130
1500 8 000 9416
1 400 6 000 6 557
1300 5000 4361
1200 4 000 2322
1 100 3500 2027
1 000 3 000 564

900 2 500 125

800 2 000

700 1 500

600 1 000

500 750

400 500

300 250

200

100

4.8 Southern-Blot-Hybridisierung (Southern, 1975; modifiziert)

Bei dieser Methode wird DNS, die vorher auf einem Agarosegel aufgetrennt wurde, auf eine
Membran (Nylon) iibertragen. Die DNS wird durch aufeinanderfolgende Saure- und
Alkalibehandlung fragmentiert und denaturiert. Die einzelstringigen DNS-Fragmente werden
dann mittels Vakuumblot auf die positiv geladene Nylonmembran transferiert und mit UV-

Licht fixiert. AnschlieBend erfolgt die Hybridisierung mit einer Sonde.

4.8.1 Herstellung einer DIG-markierten Sonde
DIG-markierte DNS-Sonden wurden nach der “random primed” Methode hergestellt. Mit
Hilfe des Klenow-Enzyms wird ca. alle 20-25 Nukleotide DIG-11-dUTP in die DNS

eingebaut. ANTP Markierungsmix und Hexanukleotid Mix stammten von Roche (Mannheim).
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Ansatz

Zugabe von

Inkubation

Zugabe von

Inkubation

DNS (10 ng - 3 pg)

Hexanukleotid Mix (10x)
dNTP Markierungsmix (10x)
Klenow Enzym (2U/ul)
H;Opidest

0,2 M EDTA (pH 8,0)
4 M LiCl
eiskaltem EtOH

10 min kochen,
kurz auf Eis stellen

2 ul

2 ul

1 ul

ad 20 pl
37°C, UN

2 ul

2 ul

50 pul

-70°C, 30 min

AnschlieBend wurde zentrifugiert (13000 rpm, 4°C, 15 min), das Pellet mit eiskaltem

70% EtOH gewaschen und in 50 pl HyOpigest aufgenommen.

4.8.2 Vakuumblot

Depurinierungslosung
Denaturierungslosung
Neutralisierungslosung
(pH 5,0)

20x SSC (pH 7,0)

HCI

NaOH
NaCl

Tris-HCI
NaCl

Najs-Citrat
NaCl

0,25 M

0,5M
1,5M

M
2M

0,3 M
3M

e Die geschnittene chromosomale DNS wurde im Agarosegel (1%) aufgetrennt (40 V, UN)

(s. B.4.7).

e Der DNS-Transfer erfolgte entsprechend der Anleitung mit der LKB 2016 Vacu Gene®-

Kammer der Firma Pharmacia-LKB (Uppsala,

Schweden). Dabei wird zuerst

Depurinierungslosung (30 min, 40 mbar), dann Denaturierungslosung (30 min, 50 mbar),

Neutralisierungslosung (30 min, 50 mbar) und schlieBlich 20x SSC (2 h, 50 mbar) direkt

auf das Gel pipettiert.

e AnschlieBend wurde die DNS auf der Nylonmembran mit UV-Licht (0,12 J/en?®) fixiert.
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4.8.3 Hybridisierung und Detektion

Hybridisierungslosung

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Blockierungslosung

Puffer 1 (pH 7.5)

Substratpuffer (pH 9,6)

Substratlosung

SSC

SDS

Blockierreagenz
N-Lauroylsarcosin (Na-Salz)

SSC
SDS

SSC
SDS

1% Blockierreagenz in Puffer 1

Tris-HCI
NaCl

NaCl
Tris-HCI
MgClz

NBT (1mg/ml)
BCIP (5 mg/ml)
Substratpuffer

5x
0,02 %
1%
0,1 %

0,1 %

0,1x
0,1 %

100 mM
150 mM

100 mM
100 mM
50 mM

Sml
500 ul
45 ml

e Der Blot wurde 1 h bei 68°C mit Hybridisierungslosung prahybridisiert. Die

Hybridisierung erfolgte bei 68°C UN mit der entsprechenden DIG-markierten Sonde. Die

Membran wurde 2mal 15 min mit Waschpuffer 1 bei RT, danach 2mal 30 min mit

Waschpuffer 2 bei 68°C gewaschen.

e Die Membran wurde 1 h mit Blockierungslosung inkubiert und anschlieend mit Puffer 1

kurz gewaschen. Dann wurde ein Anti-Digoxigenin Antikérper konjugiert mit Alkalischer

Phosphatase (Roche, Mannheim) 1:5000 verdiinnt fiir 30 min zugegeben und die Membran

anschliefend 2mal 15 min mit Puffer 1 gewaschen.

e Die Entwicklung des Blots erfolgte mit Substratlosung bei 37°C und in Dunkelheit. Nach

Erscheinen der Banden wurde die Reaktion mit Wasser beendet.
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4.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit dem Big Dye" Terminator Cycle Sequencing Kit der Firma
Applied Biosystems durchgefiihrt. Die  gelelektrophoretische = DNS-Auftrennung,
Sequenzeingabe und Speicherung erfolgte mit dem ABI 377 DNA Sequencer (ABI Prism,
Applied Biosystems) und mit Unterstiitzung der ANALYSIS-Software. Die Sequenzen
wurden mit Hilfe der Chromas- und DNAMAN-Software analysiert.

Ansatz Plasmid-DNS 500 ng
Primer 5 pmol
Big Dye 4 ul
H>Ovidest ad 20 pl
Programm (25 Zyklen) 96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

Der Sequenzieransatz wurde anschlieBend einer Ethanolfdllung unterzogen (s. B.4.4.2, aber

Féllung fiir 10 min auf Eis, zentrifugieren bei 15°C).
4.10 Transfer von DNS

4.10.1 Elektroporation
Kurze elektrische Pulse bewirken vermutlich die voriibergehende Entstehung von Poren in der

Zellmembran, so da3 die DNS-Molekiile in das Zellinnere gelangen kdnnen.

Herstellung kompetenter Zellen (Hanahan, 1983, modifiziert)
e 100 ml LB mit 1 ml einer UN-Kultur animpfen und bei 37/27°C (E. coli/Yersinia)
schiitteln, bis eine ODgg von 0,5 bis 0,6 erreicht ist

Alle folgenden Schritte miissen auf Eis und steril durchegefiihrt werden:

o Bakteriensuspension 10-15 min auf Eis abkiihlen

e Ernte der Zellen in sterilen Zentrifugenbechern: 5000 rpm, 10 min, 4°C

e 2mal Waschen der Zellen mit je 100 ml eiskaltem HyO gest

e Waschen der Zellen mit 10 ml eiskaltem 10% Glyzerin

e Volumen des Pellets schitzen und in 1 Vol. 10% Glyzerin resuspendieren

e Lagerung der Zellen in 50 pl Aliquots bei -80°C
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Elektroporation (Dower et al., 1988)

SOC-Medium Caseinpepton 2,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSOy4 10 mM
Glukose 20 mM

pH 7,0 mit HCI einstellen

e Zellen auf FEis auftauen lassen, mit Plasmid-DNS (in H;Opjgest) mischen und in
Elektroporationskiivette pipettieren

o Elektroporationsbedingungen: Spannung 2500 V, Widerstand 200 €, Kapazitit 25 pF;
(optimale Entladungszeit: 5,0 msec)

e nach dem Pulsen sofortige Zugabe von 1 ml SOC-Medium

e 1 hbei37°C/27°C (E. coli/Yersiniae) schiitteln

o ausplattieren auf LB-Platten mit Selektionsdruck

4.10.2 Konjugation (Achtman et al., 1978)

Durch die Konjugation wird mobilisierbare Plasmid-DNS von einem Spenderbakterium
(Donor) auf ein Empfangerbakterium (Rezipient) iibertragen. Dabei ist die Anwesenheit von
Transfergenen, die entweder auf dem Chromosom des Donors (z.B. S17-1Apir, Sm10Apir)

oder auf einem Helferplasmid (pRK2013) lokalisiert sind, Voraussetzung.

Herstellung von Mutanten

E. coli Donor (S17-1Apir oder SmlOApir mit mobilisierbarem Suizidvektor) und
Y. enterocolitica Rezipient wurden in LB-Medium angezogen. 1 ml Donor-Kultur wurde in
der exponentiellen Phase und 1 ml Rezipienten-Kultur in der stationdren Phase geerntet. Die
Kulturen wurden vermischt, abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm), das Pellet in 100 pl 0,85%
NaCl resuspendiert und auf eine Blutagarplatte getropft. Die Konjugation erfolgte fiir 24 h bei

optimaler Temperatur fiir den Donor (37°C).

Konjugation des Kointegrates pRK290B8-5::pO:8
E. coli Donor HB101 (pRK290BS8-5::p0:8), E. coli Helter HB101 (pRK2013) und
Y. enterocolitica Rezipient wurden in LB-Medium angezogen. 1 ml Donor-Kultur wurde in

der exponentiellen Phase, 1 ml Rezipienten-Kultur und 0,5 ml Helfer-Kultur in der stationdren



B. MATERIAL UND METHODEN 30

Phase geerntet. Die Kulturen wurden vermischt, abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm), das Pellet
in 100 pl 0,85% NaCl resuspendiert und auf eine Blutagarplatte getropft. Die Konjugation
erfolgte fiir 24 h bei 27°C.

Eine Impfose des jeweiligen Bakteriengemisches wurde von Blutagarplatte abgekratzt, in 1 ml
0,85% NacCl resuspendiert und davon 100 pl auf antibiotikahaltige LB-Platten ausplattiert, um

auf konjugierte Rezipienten zu selektionieren.

5. Herstellung von Mutanten durch homologe Rekombination

5.1 Herstellung von Deletionsmutanten mit Hilfe des Suizidvektors pKNG101

Der Suizidvektor pKNG101 besitzt eine Streptomycin (Sm)-Resistenz (strAB), einen
m-abhéngigen R6K Replikationsstart und die Gene sacAB aus Bacillus subtilis, die bei Gram-
negativen Bakterien zu Saccharose (Suc)-Sensitivitét fiihren (Kaniga et al., 1991). Integration
des Suizidvektors ins Chromosom (einfaches cross-over) fiithrt zu Sm-Resistenz und Suc-
Sensitivitdt. Doppeltes cross-over fithrt dagegen zur Exzision des Vektors und somit zu Sm-
Sensitivit und Suc-Resistenz.

Die Suizidvektoren mit der gewiinschten Deletion wurden in E. coli SM10Apir transformiert
(s. B.4.10.1) und anschlieBend in Y. enterocolitica O:8, Stamm WA-C (Nal") konjugiert
(s. B.4.10.2). Die Bakterien wurden auf Nal- und Sm-haltige Platten ausplattiert, um auf
Konjuganten zu selektionieren, die den gesamten Suizidvektor integriert haben (einfaches
cross-over). Sm-resistente Klone wurden dann auf LB-Platten mit 5% Saccharose
ausgestrichen, um Konjuganten mit doppeltem cross-over (Exzision des Vektors) zu erhalten.
Die Klone wurden mit PCR (s. B.4.3) und Southern-Blot (s. B.4.8) auf Exzision des Vektors

und Deletion des gewiinschten Fragments iiberpriift.

5.2 Herstellung von Insertionsmutanten mit Hilfe des Suizidvektors pKAS32

Zur Herstellung von Mutanten durch Insertion einer Kanamycinkassette (ohne
transkriptionellen Terminator; Galan ef al., 1992) wurde der Suizidvektor pKAS32 verwendet
(Skorupski & Taylor, 1996). Dieser enthélt eine Ampicillin (Amp)-Resistenz, einen nt-Protein-
abhingigen R6K Replikationsstart und das rpsL-Gen, das fiir die ribosomale S12 Untereinheit
kodiert und bei einem Sm-resistenten Stamm Sm-Sensitivitit bewirkt (dominantes Allel). Fiir
die Selektion Sm-resistenter Stimme (WA-CS, WA-CS Airp6,irp7), wurde die entsprechende

Yersinie (WA-C, WA-C Airp6,irp7) zunachst in LB-Medium mit einer Sm-Konzentration von
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10 pg/ml angezogen und stufenweise in LB-Medium mit einer Sm-Konzentration von 20, 50
und 100 pg/ml iberfiihrt. Insertion des Suizidvektors - mit der Kanamycinkassette - ins
Chromosom eines Sm-resistenten Stammes fiihrt zu Kanamycin- (Kan-) Resistenz und Sm-
Sensitivitét (einfaches cross-over). Ein Kan-resistenter und Sm-resistenter Phénotyp entsteht
nach allelem Austausch und Exzision des Vektors (doppeltes cross-over).

Die Suizidvektoren mit der gewiinschten Insertion (Kanamycinkassette) wurden in E. coli
S17-1Apir transformiert (s. B.4.10.1) und anschlieBend in Sm-resistente Y. enterocolitica O:8
Stimme (WA-CS, WA-CS Airp6,irp7) konjugiert (s. B.4.10.2). Die Mutanten wurden auf
Kan-, Sm- und Nal-haltigen LB-Platten selektioniert und mit PCR (s. B.4.3) und Southern-
Blot (s. B.4.8) auf korrekte Insertion der Kanamycinkassette und Exzision des Vektors

iiberpriift.

6. Nachweis der Yersiniabaktinsynthese und -aufnahme

6.1 Isolierung von Kulturiiberstinden

Die Bakterien wurden in 10 ml antibiotikahaltigem NB-Medium angezogen, nach 24 h
abzentrifugiert, mit 0,85% NaCl gewaschen und in 20 ml NBD-Medium (ohne Antibiotika)
aufgenommen. Nach 24 h Inkubation wurden die Bakterien abzentrifugiert und der

Kulturiiberstand sterilfiltriert.

6.2 Fiitterungstest auf CDM-H-Agar (Flossman ef al., 1985)
Die Bakterien wurden in den eisenarmen CDM-H-Agar eingegossen und mit

Kulturiiberstdnden, Yersiniabaktin und Desferrioxamin (aufgetragen auf Filterpléttchen)

gefiittert.

Losung A Na,HPO4 x 12 H,O 323¢
KH,PO4 1,36 g
NaCl 1,19¢g
Glukose 6,00 g
L-Cystein Hydrochlorid 0,12 ¢g
L-Isoleucin 0,065 g
L-Leucin 0,065 g
L-Phenylalanin 0,095 ¢
L-Glutaminsédure 0,15¢g
L-Arginin 0,20 g
L-Serin 0,20 g
Hzodest ad 200 ml

pH 7,2-7,4



B. MATERIAL UND METHODEN 32

Losung B MgSO,4 x 7H,0 0,25 ¢
L-Asparaginsdure 1,6 g
L-Tyrosin 0,09 g
HZOdest ad 600 ml

pH 7,2-7.,4

Vitaminlosung Vitamin B5 40 mg
Nikotinamid 100 mg
Vitamin B1 2 mg
Orotsdure 30 mg
HZOdest ad 20 ml

Agar 10 g Agar in 200 ml HyO e

Hefeextrakt 25 g in 100 ml HyOpgest

EDDHA (Ethylendiamin- 1 g in 40 ml H,Ogcs (anlésen mit etwas 1N NaOH)

di(o-hydroxyphenylessigsiure))

Losungen A und B, Vitaminlésung und EDDHA wurden sterilfiltriert, Agar und Hefeextrakt

autoklaviert.

Fiir 100 ml CDM-H-Agar wurden 20 ml Losung A, 60 ml Losung B, 2 ml Hefeextrakt, 200 pl
Vitaminlésung und 58,5 ul der EDDHA-L6sung zusammengegeben und auf 50°C erwérmt.

AnschlieBend wurden 20 ml Agar (aufgekocht und auf 50°C abgekiihlt) dazugegeben.

20 pl einer Bakterienkultur (ODggpo 1,0) wurden in 12 ml 50°C warmen CDM-H-Agar
gegeben, gut gemischt und in Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren des Agars wurden
Filterplattchen aufgelegt, die zuvor mit 3 ul gereinigtem Yersiniabaktin (3 mM) (Reissbrodt,
Wernigerode), 3 upl Desferrioxamin (5mM) (Sigma, Deisenhofen) oder 10 ul Kultur-
iiberstinden (s. B.6.1) getrinkt wurden. Die Platten wurden UN bei 27°C (Yersinia) bzw.
37°C (E. coli) inkubiert und am néchsten Tag mit 1% Triphenyltetrazoliumchlorid- (TTC-)
Losung geférbt.

6.3 Siderophordetektion auf CAS-Agar (Schwyn & Neilands, 1987)
Der blaugriine CAS-Agar dient der Detektion von siderophorproduzierenden Bakterien. An
Chromazurol S gebundenes Eisen wird durch Siderophore aus diesem Komplex entfernt, was

zu einem orangen Hof um die Bakterienkolonie fiihrt.
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CAS-Stammlosung

60,5 mg Chromazurol S (CAS) in 50 ml HyOges 16sen. Hierzu wurden 10 ml einer 1 mM
FeCl; x 6H,0 Losung gegeben. Das Gemisch wurde in eine Losung von 72,9 mg Hexadecyl-
trimethylammoniumbromid (HDTMA) in 40 ml H,;Oge geriihrt. Diese ca. 100 ml CAS-

Stammlosung wurden autoklaviert.

10x MM9-Medium
In 100 ml HyOg4est wurden 0,3 g KH,POy, 0,5 g NaCl und 1,0 g NH4CI gelost und anschlieBend

autoklaviert.

10x LB-Medium
In 100 ml H,Og4est wurden 10g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 5 g NaCl geldst und anschlieBend

autoklaviert.

Pipes-Agar

In 500 ml HyO4e¢ wurden 100 ml 10x MM9-Medium und 15 g Agar gegeben. Unter
stindigem Riihren wurden 31,1 g Piperazidinethansulfonsidure (PIPES) hinzugegeben. Der
pH-Wert wurde mit 4 N NaOH auf pH 6,8 eingestellt und das Volumen durch Zugabe von
H;Oyqest auf 850 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Agar autoklaviert.

Nach Abkiihlen des Pipes-Agar auf 50°C wurden unter sterilen Bedingungen 30 ml 10x LB-
Medium, 10 ml 20% Glukose, 2 ml 1 M MgSO,, 2 ml 1 M Na,SO4-Losung, 1 ml 0,1 M CaCl,

und 100 ml der CAS-Stammlosung eingeriihrt und sofort in Petrischalen gegossen.

6.4 Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz

Um Expressionsstudien durchzufiihren, wurde das Gen fiir das "green fluorescent protein"
(GFP) als Reportergen verwendet und hinter verschiedene Promotoren kloniert (Jacobi ef al.,
1998). Die Expression von gfp in der Zelle fiihrt zu einer griinen Fluoreszenz, die mit Hilfe
des Coulter Epics Flow Cytometer gemessen werden kann. Der Argon Laser erzeugt einen

Laserstrahl mit einer Wellenlédnge von 488 nm, so dall GFP effizient angeregt werden kann.

Die Bakterien wurden UN in NB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika angezogen.
Am néchsten Tag wurden die Bakterien 1:50 in NB-, NBD- oder NBD-Medium mit
Kulturiiberstdinden (1:50 verdiinnt) iiberimpft. Nach 24-stiindiger Inkubation wurde die
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durchschnittliche GFP-Fluoreszenz von 10 000 Einzelbakterien pro Versuchsansatz (100 pl
Kultur in 2 ml PBS) gemessen. Die Bakterien wurden mit dem site scatter Modus detektiert,

die Auswertung erfolgte liber eine logarithmische Skala.

6.5 Detektion der HMWPs (High Molecular Weight Proteins) (Pelludat ez al., 1998)

Die zu untersuchenden Stdmme wurden 24 h in NB-Medium angezogen, abzentrifugiert, mit
0,85% NaCl gewaschen und in der doppelten Menge NBD-Medium resuspendiert. Nach 48 h
wurde die ODgoo gemessen und die Bakterien abzentrifugiert. Das Pellet von 1 ml einer Kultur
mit ODggo 1,0 wurde in 50 pl Probenpuffer aufgekocht. 10 pl davon wurden auf ein SDS-
PAA-Gel (7,5%) aufgetragen (s. B.9.1) und mit Roti®-Blue (Roth, Karlsruhe) laut Anleitung
gefarbt.

7. Pestizinassay

Der Pestizin-produzierende Stamm Y. pestis EV76 wurde UN bei 27°C angezogen. Die
Pestizinsynthese wurde durch Zugabe von 0,3 pg/ml Mitomycin C induziert und die Zellen
weitere 16 h bei 27°C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Kulturiiberstand mit
0,1 % Chloroform sterilisiert und als Pestizin-haltiger Extrakt im Pestizinassay eingesetzt (Hu
etal., 1972).

Der Pestizinassay erfolgte mittels der “double agar layer” Technik (Heesemann et al., 1993).
50 pl einer in NB-Medium gewachsenen Bakterienkultur (ODgg ca. 0,5) wurden in 5 ml 50°C
warmen 0,6% Agar gegeben, gut gemischt und auf CDM-H Agarplatten ohne EDDHA
(s. B.6.2) gegossen. 20 pl des Pestizin-haltigen Extrakts wurden auf die Platten aufgetropft
und die Platten 16 h bei 37°C inkubiert. Lysehdfe wurden durch Féarbung mit

1% Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung hervorgehoben.

8. Mausversuch

Da die zu testenden Y. enterocolitica Stimme (WA-C und Derivate) kein Virulenzplasmid
besitzen, wurde das Kointegrat pPRK290B8-5::p0O:8 (bestehend aus Vektor pRK290B8-5 und
Virulenzplasmid pYVO:8 von Y. enterocolitica O:8) (Heesemann & Laufs, 1983) mit Hilfe
des Helferplasmids pRK2013 in diese Staimme konjugiert. Dazu wurde eine Konjugation mit
E. coli HB101 (pRK2013), E. coli HB101 (pRK290B8-5::p0:8) und den verschiedenen
Rezipienten (WA-C, WA-C Airp6,irp7, WA-CS und WA-CS irp8::Kan") angesetzt
(s. B.4.10.2). Die Exkonjuganten wurden auf die Anwesenheit des pY V-Plasmids untersucht
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und einer Mauspassage unterzogen. AnschlieBend konnte der Infektionsversuch mit 6-8

Wochen alten, weiblichen BALB/c Méiusen stattfinden.

8.1 Nachweis des pYV-Plasmids

Der Nachweis des pY V-Plasmids erfolgte mittels PCR (s. B.4.3) mit Primern (YopP8+60F
und YopP9 500R), die in einem Gen (yopP), das auf dem pYV-Plasmid kodiert ist, binden.
AuBerdem wurde das Vorhandensein des pY V-Plasmids mit dem Agglutinationstest (Test auf

YadA) und dem Nachweis der sekretierten Proteine (Yops) bestétigt.

8.1.1 Agglutinationstest

YadA ist ein Oberflichenantigen, das auf dem pYV-Plasmid liegt und bei 37°C exprimiert
wird. Die Zugabe von Kaninchen YadA-Antiserum zu YadA exprimierenden Yersinien fiihrt
zur Agglutination der Bakterien. Die zu untersuchenden Bakterien wurden auf Blutagarplatten
ausgestrichen, UN bei 27°C angezogen und anschlieBend 4-6 h bei 37°C inkubiert. Eine
Kolonie wurde abgenommen und mit 10 pl des YadA-Antiserums auf einem Objekttrager
verrieben und das Agglutinieren der Zellen beobachtet. Als Positivkontrolle diente WA-P, als
Negativkontrolle WA-C.

8.1.2 Nachweis der sekretierten Proteine (Yops)

Da die Yersinia Outer Proteins (Yops) auf dem pY V-Plasmid kodiert sind, ist der Nachweis
dieser Proteine ein Beweis filir die Anwesenheit des pYV-Plasmids. Die Sekretion der Yops
wird in Brain-Heart-Infusion- (BHI-) Medium durch EGTA (Ca®"-Entzug) und bei 37°C
induziert (Heesemann et al., 1986). Nach Fillung der sekretierten Proteine werden diese in der

SDS-PAGE nachgewiesen.

BHI-Medium 37 g BHI pro Liter
EGTA (Ethylengykol- bis 0,5M
(2-aminoethyl)-tetraessigsédure)

Glukose 20%

MgCl, 1,5M

e Bakterien UN bei 27°C in BHI-Medium anziehen

e 40 ml BHI-Medium mit 1 ml UN-Kultur animpfen und 90 min bei 37°C schiitteln

e 5mM EGTA, 0,2% Glukose und 15 mM MgCl, zugeben und 2 h bei 37°C inkubieren
e zentrifugieren (6000 rpm, 10 min, 4°C)
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e US mit 10% Trichloressigsiure versetzen, 1h auf Eis inkubieren und zentrifugieren (15000
rpm, 30 min, 4°C)

e Pellet in 1 ml eiskaltem Aceton resuspendieren, 15 min auf Eis inkubieren und erneut
zentrifugieren (15000 rpm, 10 min, 4°C)

e Pellet 3mal mit 1 ml eiskaltem Aceton waschen

e Pellet UN in Aceton bei -20°C inkubieren und erneut zentrifugieren (15000 rpm, 10 min,
4°C)

e Pellet in 1 ml eiskaltem H;Opigest aufnehmen, zentrifugieren (15000 rpm, 10 min, 4°C) und
US vorsichtig abnehmen

e Pellet in 50 pl HyOpjgest resuspendieren

e 10 pul davon mit 10 pl Probenpuffer mischen und auf SDS-PAGE (s. B.9.1) auftragen

8.2 Mauspassage

10" Bakterien der zu untersuchenden Stimme wurden intraperitoneal (i.p.) in die BALB/c
Maus gespritzt. Nach 24 h wurde die Maus getdtet und ihr Bauchraum mit 4 ml einer 0,5%
BSA-, 0,5% Tergitol-PBS Losung ausgespiilt. Diese Lavage wurde auf antibiotikahaltige LB-
Platten ausplattiert. Die gewachsenen Yersinien wurden auf die Anwesenheit des pYV-
Plasmids (s. B..8.1) und Dissoziation des Kointegrates (Tetracyclin-Sensitivitit) hin
untersucht. Frisches antibiotikahaltiges Medium wurde 1:20 mit einer mauspassagierten UN-
Kultur beimpft, nach 3 h wurden die Zellen abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4°C) und in
der gleichen Menge LB-Medium mit 10% Glyzerin resuspendiert. 1 ml Aliquots wurden bei -

80°C eingefroren.

8.3 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurden vor und nach Einfrieren der Zellen je 2 mal 1 ml
abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4°C), in 0,85% NaCl-Losung resuspendiert und erneut
abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt und die Pellets anschlieend in
1 ml 0,85% NaCl-Losung resuspendiert. Die Bakterienzahl wurde durch das Ausplattieren

entsprechender Verdiinnungen bestimmt.

8.4 Infektionsversuch

5 x 10° (ca. 1000-fache LDsy des Wildtypstammes WA-314) mauspassagierte pY V-Plasmid-
haltige Bakterien wurden intravends (i.v.) in die laterale Schwanzvene injiziert. 2 Tage nach
der Infektion wurden die Miuse getdtet, Leber und Milz aseptisch entnommen. Die Organe

wurden in 0,5% BSA-, 0,5% Tergitol-PBS Losung homogenisiert (Leber: 5 ml, Milz: 1 ml),



B. MATERIAL UND METHODEN 37

verdiinnt und auf antibiotikahaltige LB-Platten ausplattiert (Doppelbestimmung). Nach 48 h
Inkubation bei 27°C wurden die Kolonien ausgezdhlt und die Gesamtkeimzahl der Organe

errechnet.

9. Proteinbiochemische Arbeitstechniken

9.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Unter denaturierenden Bedingungen lassen sich Proteine hauptsdchlich aufgrund ihrer
Molekularmasse trennen. Durch Zugabe von SDS und [-Mercaptoethanol werden Proteine
denaturiert und gegebenenfalls in ihre Untereinheiten zerlegt. Die SDS-Anionen binden
stochiometrisch an die Polypeptide und versehen diese dadurch mit einer negativen Ladung,
die der Masse des Proteins proportional ist. Je nach Molekularmasse wandern die somit stark
negativ geladenen Proteine - unabhéngig von der urspriinglichen Ladung und Konformation
des nativen Proteins - unterschiedlich schnell zur Anode. Die aufgetrennten Proteine werden
durch Bindung von Coomassie-Farbstoff als blaue Banden im Gel sichtbar gemacht. Die

Molekularmassen konnen anhand eines GroBenstandards ermittelt werden.

Acrylamid-Stammlosung Acrylamid 30% (w/v)
Bisacrylamid 0,8% (wW/v)
Trenngel-Stammlosung Tris-HCI 1,5M, pH 8,8
Sammelgel-Stammlésung Tris-HCI 0,5M, pH 6,8
SDS 10% (W/v)
APS (Ammoniumpersulfat) 10% (w/v)
TEMED (N, N, N’,N’-Tetramethylendiamin)
10x Elektrophoresepuffer Tris 303 ¢
Glycin 1441 ¢
SDS 10,0 g
HObigest ad 1000 ml
4x Probenpuffer (pH 6,8) Tris 04¢g
SDS 12¢g
Glyzerin 7,5 ml
B-Mercaptoethanol 2,5 ml
Bromphenolblau (2% Losung) 0,5 ml
HObigest ad 50 ml
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Coomassie-Firbelosung Coomassie Brilliant Blue R-250 I,5¢g
Methanol 455 ml
Eisessig 80 ml
Hzobidest ad 1000 ml
Entfirbelosung Methanol 250 ml
Eisessig 350 ml
Hzobidest ad 5000 ml

Herstellung der Gele:

Glasplatten und Spacer reinigen (HOpigest und 96% EtOH) und in den GieB3stand einsetzen.
Trenngel zusammenpipettieren (s. Tab. 8) und zwischen die Glasplatten gieBen (bis etwa
2 cm unter die Oberkante der kleineren Platte).

Bis zum Rand mit H,Opges Tiberschichten und etwa 1 h polymerisieren lassen.

H;Ovigest abgieBen und Reste mit saugfahigem Papier entfernen.

Sammelgel einfiillen und den sauberen Kamm luftblasenfrei einsetzen.

Nach etwa 30 min ist die Polymerisation abgeschlossen und die Gele konnen verwendet

werden (oder vor Austrocknung geschiitzt bei 4°C etwa eine Woche auftbewahrt werden).

Tab. 8 : Pipettierschema fiir zwei SDS-Polyacrylamid-Gele

Trenngel (10%) Sammelgel (3%)

Acrylamid-Stammlosung 4,0 ml 0,3 ml
Trenngel-Stammlésung 3,0ml -

Sammelgel-Stammlésung - 0,75 ml
SDS 120 pl 30 ul
Hzobidest 5,0 ml 1,95 ml
TEMED S5ul 5ul
APS 60 pl 20 pl

Elektrophorese:

Proben mit Probenpuffer mischen und 5 min bei 95°C denaturieren.

Gele in die Apparatur einsetzen, Kathoden- und Anodenraum mit 1x Elektrophoresepuffer
befiillen.

Kamm vorsichtig herausziehen und Proteinproben einpipettieren. Je nach Anzahl der
Taschen konnen etwa 10 pl (15 Taschen) oder 30 ul (10 Taschen) aufgetragen werden.
Proben bei etwa 20 mA durch das Sammelgel laufen lassen und sobald sich scharfe Linien
an der Oberkante des Trenngels zeigen, die Stromstédrke auf etwa 50 mA erhohen (Angaben

beziehen sich auf ein Gel).
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Coomassie-Fiarbung der Proteinbanden:

e Gel nach der Elektrophorese 30 min in Coomassie-Ldsung schwenken.

o Férbelosung abgieen (mehrfach verwendbar), das Gel mit Wasser abspiilen und 2 bis 3
Stunden bei 60°C oder UN bei ca. 30°C in Entfirbeldsung schwenken.

e Zur Konservierung wird das Gel unter Vakuum bei 80°C etwa 1 h getrocknet (Slab Gel

Dryer; Biorad).

Molekularmassenbestimmung
Als Standards wurden der Benchmark Protein Ladder und der Benchmark Prestained

Protein Ladder von Gibco (Eggenstein) verwendet.

9.2 Immunoblot (Western-Blot) (Towbin et al., 1979)

Der Immunoblot erlaubt die Detektion von Proteinen, die spezifisch mit einem Antikdrper
reagieren (Antikdrper-Antigen Reaktion). Dabei erfolgt zunidchst die Auftrennung der
Proteine in der SDS-PAGE mit anschlieBendem Elektrotransfer auf eine Nitrozellulose-
membran. Nach Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Proteinen (Blockierung)
wird die Membran mit dem ersten Antikorper inkubiert. Nach mehreren Waschschritten
erfolgt die Inkubation mit einem zweiten AntikOrper, der gegen den ersten Antikorper
gerichtet ist. Der zweite Antikorper ist an Peroxidase oder Alkalische Phosphatase gekoppelt,

so dal} ein spezifischer Nachweis nach Inkubation mit dem entsprechenden Substrat moglich

ist.

1x Western-Blot Puffer 25 mM Tris
190 mM Glycin

Waschpuffer 0,5 % Tween 20 (v/v) in 1x PBS

Blockierungslosung 5 % BSA (w/v) in Waschpuffer

e Nach Auftrennung in der SDS-PAGE wurden die Proteine elektrophoretisch in einer
Minigel Blotting Kammer auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Proteintransfer
erfolgte in 1x Western-Blot Puffer bei einer konstanten Stromstédrke von 350 mA fiir 1h.

e Die Membran wurde fiir 1 h bei RT oder UN im Kiihlschrank in Blockierungsldsung
inkubiert und anschlieBend dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

e Anschliefend wurde die Membran fiir 1,5 h mit einem gegen das gewiinschte Protein

gerichteten Antikorper (Ak) inkubiert und dreimal gewaschen.
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e Dann wurde die Membran mit einem zweiten an Peroxidase (POD) oder Alkalische
Phosphatase (AP) gekoppelten Antikorper (1:5000), der gegen den ersten gerichtet ist,
ebenfalls fiir 1,5 h inkubiert und dreimal gewaschen.

e Die Detektion der Peroxidase erfolgte mit dem ECL Kit (Amersham Pharmacia) und die
Detektion der Alkalischen Phosphatase mit dem BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate System
(Sigma).

Tab. 9: Verwendete Antikorper

Antikérper Konjugat | Verdiinnung Herkunft
Ziege-anti-GST - 1:10000 | Amersham Pharmacia, Freiburg
Kaninchen-anti-Ziege IgG AP 1:5000 Sigma, Deisenhofen
Maus-anti-Yersinia-HSP60-O3-mAk (13D5) - 1:1000 D. Pieridou, Wiirzburg
Ziege-anti-Maus IgG POD 1:3000 Sigma, Deisenhofen
Esel-anti-Kaninchen IgG POD 1:5000 Amersham Pharmacia, Freiburg

9.3 Quantitative Proteinbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Protein-Assay von BioRad. Der in
saurer Losung negativ geladene Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 bindet an positive
Aminogruppen von Polypeptiden. Durch die Bindung an das Protein wird die rotbraune
Leukoform in die intensiv blau gefirbte Form des Farbstoffes {iberfiihrt, deren
Absorptionsmaximum bei 595 nm liegt.
Es wurde das Microassay Verfahren laut Anleitung durchgefiihrt und eine Eichgerade mit
1 bis 25 pg Protein (BSA) aufgestellt. Die Proteinkonzentration wurde mit folgender Formel
berechnet:
Protein [ug] = (ODsos - b) x 1/m m: Steigung der Eichgerade

b: Achsenabschnitt

9.4 Gewinnung und Reinigung von Proteinen

9.4.1 Anzucht und Induktion der Bakterien

E. coli BL21 oder CAG9294 mit pGEXybtd wurde bei 37°C UN in LB-Medium mit
Ampicillin angezogen. Die UN-Kultur wurde dann 1:100 verdiinnt (LB-Medium mit
Ampicillin) und bei 27°C inkubiert. Bei einer ODgpp von ca. 1,0 wurde mit 0,2 mM IPTG
induziert. Nach 3-stlindiger Induktion wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm,
4°C) und das Pellet in PBS aufgenommen.
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9.4.2 Priparation des Zellextrakts

Die Bakteriensuspension wurde mit I mM PMSF und 100 pg/ml Lysozym versetzt und 1 h
auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte der ZellaufschluB3 in der French Pressure Cell mit
1000 psi (3mal). Die unlésliche Fraktion wurde durch Zentrifugation (15000 rpm, 30 min,
4°C) pelletiert. Der US (I8sliche Fraktion) wurde sterilfiltriert, um storende Partikel zu

entfernen.

9.4.3 Reinigung von Gst-Fusionsproteinen

Die l6sliche Fraktion mit dem Gst-Fusionsprotein wurde mit Glutathion-Sepharose 4B
(Pharmacia) gereinigt. Gst-Fusionsproteine binden unter geeigneten Bedingungen spezifisch
an die Glutathion-Sepharose und kénnen durch 16sliches Glutathion im Elutionspuffer wieder
von der Gelmatrix entfernt werden. Unspezifisch gebundene Proteine kénnen zuvor durch
Waschen mit PBS entfernt werden. Die Reinigung erfolgte im Batch-Verfahren laut Anleitung

(Pharmacia).

9.4.4 Priparation von inclusion bodies

Die Uberexpression rekombinanter Proteine im Zytosol kann zur Bildung von Protein-
Aggregaten (inclusion bodies) fithren. Diese lassen sich durch Zentrifugation leicht vom
Bakterienlysat (16sliche Fraktion) abtrennen und finden sich dann nach Aufschlufl mit der
French press in der unldslichen Fraktion (s. B.9.4.2). Durch anschlieBende Waschschritte
werden die inclusion bodies von anhaftenden, kontaminierenden Proteinen und

Membranfragmenten gereinigt.

Waschpuffer I 50 mM Tris
60 mM EDTA
1,5 M NaCl
6% Triton-X100
pH 7,2

Waschpuffer I1 50 mM Tris
60 mM EDTA
pH 7,2
Das Pellet nach French press und Zentrifugation in 10 ml Waschpuffer I (pro 1 L Kultur)

aufnehmen, 1 h bei RT unter Rotation inkubieren und zentrifugieren (15000 rpm, 20 min,

4°C). Waschschritt einmal mit Waschpuffer I und dreimal mit Waschpuffer II wiederholen.
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9.4.5 Priparative SDS-PAGE, Elektroelution und Proteinfillung

9.4.5.1 Priparative SDS-PAGE

Das Protein wurde mit Probenpuffer aufgekocht und auf ein préparatives SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetragen. Das préparative Gel besitzt eine gro3e Tasche fiir die Probe und eine kleine
Tasche flir den Marker. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter B.9.1 beschrieben. Nach dem
Lauf wurde das Gel mit 0,3 M CuCl,-Lésung gefarbt (Negativfarbung) und die entsprechende

Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten.

9.4.5.2 Elektroelution

Das Anlegen eines elektrischen Feldes bewirkt die Wanderung der negativ geladenen Proteine
aus den Gelstiicken zur Anode. Durch den Einsatz von zwei unterschiedlichen Membranen,
wobei die eine als Vorfilter fiir die Falle dient (BT2) und die andere Makromolekiile {iber
5000 Da quantitativ zuriickhdlt (Dialysemembran BT1), kommt es zur Ansammlung der
Proteine in der Falle. Diese konnen dann durch anschlieBende Féllung aus der Losung
gewonnen werden.

Die Elektroelution erfolgte mit dem Biotrapgerit von Schleicher & Schuell laut Anleitung.
Das ausgeschnittene Gelstlick wurde mit dem Skalpell zerkleinert und in das
Elektroelutionsgerit eingesetzt. Die Elektroelution fand mit 1x SDS-Laufpuffer UN bei 200 V
statt. Vor der Entnahme des Eluats wurde kurz umgepolt, damit sich die Proteine von der

Membran l6sen.

9.4.5.3 Proteinfallung

Nach der Elektroelution wurden die Proteine geféllt. Dazu wurden 4 Vol. Methanol, 1 Vol.
Chloroform und 3 Vol. HyOpigest zZum Eluat gegeben und gemischt. AnschlieBend wurde bei
14000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die obere und untere Phase wurden vorsichtig
abgenommen und verworfen. Die Proteine, die sich in der Interphase befinden, wurden 2mal
mit Methanol gewaschen und Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 8 M Harnstoff

aufgenommen und mit PBS auf eine Harnstoffkonzentration von 2 M verdiinnt.
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9.5 Immunisierung von Kaninchen

Das Kaninchen wird mindestens dreimal im Abstand von 3 Wochen immunisiert (subkutan,
100 ul pro Injektionsstelle). In der Regel werden 100-500 pg Protein pro Immunisierung
eingesetzt.

Die Grundimmunisierung erfolgte mit gereinigtem Protein und komplettem Freundschen
Adjuvans im Verhéltnis 1:1 (v/v). Die weiteren Immunisierungen erfolgten mit gereinigtem
Protein und inkomplettem Freundschen Adjuvans im Verhéltnis 1:1 (v/v). 10 Tage nach jeder
Immunisierung fand eine Blutentnahme statt. Das Blut wurde zur Gerinnung einige Stunden
bei RT stehengelassen und anschlieBend 30 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Das Serum wurde

dann abgenommen und bei -20°C gelagert.
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C. ERGEBNISSE

1. Das Operon irp6, irp7, irp8 und irp9 von Y. enterocolitica

Der “core”-Teil der HPI umfait Gene, die fiir das Yersiniabaktin- (Ybt) System kodieren
(Abb. 4A). Das Gen fyuAd kodiert fiir den Ybt-Rezeptor, ybtA4 fiir den transkriptionellen
Regulator und die Gene irp2-5 fiir Proteine, die an der Synthese von Ybt beteiligt sind. Durch
die von Rakin et al. (1999a) durchgefiihrte Sequenzierung der HPI aus Y. enterocolitica
Biogruppe (BG) 1B, Serotyp O:8, Stamm WA-C stromaufwirts von ybt4 wurden die Gene
irp6 (1803 bp), irp7 (1803 bp), irp8 (1368 bp) und irp9 (1305 bp) entdeckt, die vermutlich ein
Operon von 6,2 kb bilden (Abb. 4B).

A
irp9 irp7 ybtA irp4 SfruAd
irp8 irp6 irp2 >| irpl irp3  irp5
- - - >
\\ ——
' T~ =~ <
. | AT 1kb |
\ =~
%ir]ﬂ |-<irp8 |-<in7 |<irp6 —
p
» « - » @ <_I
C15-291 S156 S368 irp7-4900 ybtA6451 ybtA355
irp9/8 irp8/7 irp7/6
(746 bp) (537 bp) (336 bp)
C

[bp] 1234567

1500

Abb. 4 : A. Der "core'-Teil der Yen- (Y. enterocolitica 1B) HPI. Farbige dicke Pfeile stellen die Gene und
ihre Transkriptionsrichtung und diinne schwarze Pfeile die Operons dar. B. Das Operon irp6-9. Farbige dicke
Pfeile stellen die Gene und ihre Transkriptionsrichtung, schwarze kleine Pfeile die Bindungsstellen der Primer
und schwarze Linien die gebildeten RT-PCR-Produkte dar. p zeigt den Promotor und der dazugehorige Pfeil die
Transkriptionsrichtung an. C. RT-PCR. 1. Marker; 2. irp9/8, RT-; 3. irp9/8, RT+; 4. irp8/7, RT-; 5. irp8/7,
RT+; 6. irp7/6, RT-; 7. irp7/6, RT+. RT-: ohne Reverse Transkriptase, RT+: mit Reverser Transkriptase.
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Um die Operonstruktur zu beweisen, wurden verschiedene RT (Reverse Transkription) -PCRs
durchgefiihrt. Zundchst wurde die aus WA-C isolierte RNS mit Hilfe der Reversen
Transkriptase (RT) in cDNS umgeschrieben. AnschlieBend fand eine PCR mit Primern, die in
benachbarten Genen binden, statt: Primerpaar ybtA6451 und ybtA355 amplifiziert ca. 350 bp
(Ende von irp6 und Anfang von irp7), Primerpaar S368 und irp7-4900R ca. 550 bp (Ende von
irp7 und Anfang von irp8), Primerpaar C15-291 und S156 ca. 750 bp (Ende von irp8 und
Anfang von irp9) (Abb. 4B). Als Negativkontrolle wurde jeweils ein RT-PCR-
Reaktionsansatz ohne RT durchgefiihrt, um eine positive PCR durch DNS-Kontamination
auszuschlieBen. Die Ergebnisse in Abb. 4C zeigen, daB3 es sich bei irp6-9 um ein Operon

handelt.

2. Konstruktion von Mutanten in Y. enterocolitica

Aufgrund der Ahnlichkeit von Irp6 und Irp7 zu ABC-Transportern ging man davon aus, dal3
diese Proteine am Transport von Ybt beteiligt sein konnten. Irp8, das Ahnlichkeit zu der
Permease AmpG zeigt, konnte in der Signaltransduktion eine Rolle spielen.

Um diese Vermutungen zu bestitigen, wurden irp6, irp7 und irp8 in Y. enterocolitica BG 1B,
Serotyp O:8, Stamm WA-C inaktiviert. Da irp6 - irp9 ein Operon bilden, muf3ten Mutationen
eingefiihrt werden, die keinen polaren Effekt auf die nachfolgenden Gene ausiiben. Deshalb
wurden in-frame Deletionsmutanten und Insertionsmutanten mit einer Kanamycinkassette
ohne transkriptionellen Terminator (Galan et al., 1992) hergestellt. Suizidvektor pKNG101
wurde zur Herstellung von Deletionsmutanten und Suizidvektor pKAS32 zur Herstellung von

Insertionsmutanten verwendet (s. B.5).

2.1 WA-C Airp6

Um eine irp6-in-frame Deletionsmutante (WA-C Airp6) herzustellen, wurde das 1,5 kb grof3e,
in irp6 liegende ybtA6507-S360 PCR-Produkt zuerst in pMOSBI/ue kloniert (pMOSI.5)
(Abb. 5). 465 bp wurden mit Nrul deletiert und der Vektor religiert (pMOS1.1). Anschlieend
wurde das BamHI/Xbal Fragment aus pMOSI1.1 in Suizidvektor pKNG101 kloniert. Das
entstandene Plasmid pKNG1.1 (Abb. 5) wurde mittels Restriktionsverdau (BamHI/Xbal) und
PCR iiberpriift. Wie erwartet zeigte die PCR mit Primerpaar ybtA6507-S360 ein Produkt von
ca. 1,1 kb.
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irp6 |
L 1kb <:

ybtA 6507 S360
=) <=

PCR-Produkt (1547 bp)
in pMOSBlue kloniert

pMoOs1.5 PMOSBlue ;W'ﬂ'ﬂﬁ ,,,,,,,,,,

Xbal Nrul ~ Nrul BamHI

*le geschnitten und religiert

pMOSBIue 1082 bp

pMOSl.l 7777777777 ,*] 7777777777
Xbal Nrul BamHI
(A 465 bp)

Xbal-BamHI geschnitten und
in pKNG101 kloniert

KNG101 1082 bp

pKNGl.l pENGIOL [*l ,,,,,,,,,,, _
Xbal Nrul BamHI
(A 465 bp)

Abb. 5 : Konstruktion des Suizidvektors pKNGI1.1. Der orange Pfeil stellt das Gen irp6 dar. Kleine schwarze
Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Blaue Balken symbolisieren die klonierten Fragmente, der rote Balken das
deletierte Fragment (A). Vektoren sind durch gestrichelte Linien dargestellt.

pKNGI.1 wurde in E. coli SM10Apir transformiert und anschlieBend durch Konjugation in
Y. enterocolitica WA-C transferiert (s. B.4.10.2). Die resultierende Mutante WA-C Airp6
wurde zundchst mittels PCR mit dem Primerpaar ybtA6507-S360 auf die 465 bp Deletion hin
iiberpriift. Fiir die Analyse im Southern-Blot wurde chromosomale DNS von Y. enterocolitica
WA-C und WA-C Airp6 isoliert, Nrul bzw. EcoRI/Clal geschnitten und mit der irp6-Sonde
(ybtA6507-S360 PCR-Produkt) hybridisiert. Die bei WA-C vorhandene 465 bp Bande des
Nrul-Verdaus fehlt bei der irp6-Mutante (Abb. 6). Nur die beiden benachbarten Fragmente
(1398 bp, 1693 bp) konnen im Blot detektiert werden. Der Doppelverdau mit EcoRI/Clal
zeigt eine gegeniiber dem Wildtyp um 465 bp verkleinerte Bande (WA-C: 4,3 kb;
WA-C Airp6: 3,8 kb).
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A
1 2 4 M
[bp] 3 [kb]
6,6
4286 4.4
3821
2,3
2,0
1693
1398
0,6
465
B
ybtA 6507 S360
1 kb [ Sonde <=
—R
WA-C
EcoRI Nrul Nrul Nrul  Clal Nrul
e b = ]
4286 bp
1693 bp 465 bp 1398 bp
WA-C Airp6
EcoRI Nrul Nrul Clal Nrul
R | =am]
3821 bp
1693 bp 1398 bp

Abb. 6: Uberpriifung von WA-C Airp6. A. Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde S360-ybtA6507.
1. WA-C (Nrul); 2. WA-C Airp6 (Nrul); 3. WA-C (EcoRI/Clal); 4. WA-C Airp6 (EcoRl/Clal); M. Marker.
B.Im Southern-Blot verwendete Restriktionsschnittstellen und die mit der ybtA6507-S360 Sonde
hybridisierenden Fragmente in WA-C und WA-C Airp6. Die gestrichelte Linie stellt die chromosomale DNS und
der orange Pfeil das Gen irp6 dar. Der griine Balken zeigt dic Lage der Sonde an. Durchgezogene Linien
symbolisieren die Fragmente nach Restriktionsverdau mit EcoR1/Clal (blau) bzw. Nrul (rot).
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2.2 WA-C Airp7

Zur Herstellung von WA-C Airp7 wurde das ca. 2,4 kb grofle S368-ybtA355 PCR-Produkt,
das irp7 und einen Teil von irp8 enthilt, in pMOSB/ue kloniert (pMOS2.4) (Abb. 7). 402 bp
wurden mit EcoRV aus dem Gen irp7 herausgeschnitten, das resultierende Plasmid religiert
(pMOS2.0) und das nun ca. 2 kb groBe BamHI/Xbal Fragment in pKNGI101 ligiert. Das
daraus resultierende Plasmid pKNG2.0 wurde durch Restriktionsverdau (BamHI/Xbal) und
PCR (Primer S368-ybtA355) {iberpriift.

1kb

A S368 ybtA355
= <=
PCR-Produkt (2405 bp) in
pMOSBlue kloniert
pMOS2.4 pMOSBlue . w] 7777777777
Xbal EcoRV EcoRV ~ BamHI

¢ EcoRV geschnitten und religiert

pMOs2.0 PMOSBlue | _”1'_| ,,,,,,,,,,

Xbal EcoRV  BamHI
(A 402 bp)

Xbal-BamHI geschnitten und
in pKNG101 kloniert

pKNG2.0 pKNGI101 [ 203bp . . ~
Xbal EcoRV BamHI
(A 402 bp)

Abb. 7: Konstruktion des Suizidvektors pKNG2.0. Der orange Pfeil stellt das Gen irp7 dar. Kleine schwarze
Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Blaue Balken symbolisieren die klonierten Fragmente, der rote Balken das
deletierte Fragment (A). Vektoren sind durch gestrichelte Linien dargestellt.

pKNG2.0 wurde in E. coli SM10Apir transformiert, in Y. enterocolitica WA-C konjugiert und
die entstandene Mutante WA-C Airp7 mittels PCR und Southern-Blot auf die Deletion hin
tiberpriift. Das S368-ybtA355 PCR-Produkt der Mutante war gegeniiber dem PCR-Produkt
des Wildtyps (ca. 2,4 kb) um ca. 400 bp verkleinert.
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A M 1 2
[kb] . [bp]
9,4 —
6,6 — v —6076 M 1 2
[kb] [bp]
4,4 — s
94 —
6,6 — W
23 — . 44 — 4286
2,0 — & w—23884
- a——— 1189
23 —
2,0 —
0,6 —
— 402
C S452 ybtA346 1 kb
[ Sonde |
WA-C
EcoRI EcoRV EcoRV  EcoRV Clal
1L p s T 1
1189 b _ 6076 b
P 402bp P
WA-C Airp7
EcoRl EcoRV EcoRV Clal
ffifo< Airp7y fi«l fffffffff
1189 bp 6076 bp

Abb. 8: Uberpriifung von WA-C Airp7. A. Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde S452-ybtA346.
M. Marker; 1. WA-C (EcoRV); 2. WA-C Airp7 (EcoRV). B. Southern-Blot hybridisiert mit der Sonde S452-
ybtA346. M. Marker; 1. WA-C (EcoRI1/Clal); 2. WA-C Airp7 (EcoRI/Clal). C. Im Southern-Blot verwendete
Restriktionsschnittstellen und die mit der S452-ybtA346 Sonde hybridisierenden Fragmente in WA-C und
WA-C Airp7. Die gestrichelte Linie stellt die chromosomale DNS und der orange Pfeil das Gen irp7 dar. Der
grime Balken zeigt die Lage der Sonde an. Durchgezogene Linien symbolisieren die Fragmente nach

Restriktionsverdau mit EcoRl/Clal (blau) bzw. EcoRV (rot).
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Fiir die Analyse im Southern-Blot wurde die chromosomale DNS von WA-C und
WA-C Airp7 mit EcoRV bzw. EcoRIl/Clal geschnitten und mit der irp7-Sonde (S452-
ybtA346 PCR-Produkt) hybridisiert (Abb. 8C). Der Verdau mit EcoRV zeigt, dal die 402 bp
EcoRV-Bande in der irp7-Mutante deletiert ist, wohingegen die beiden benachbarten
Fragmente (1189 bp, 6076 bp) erhalten geblieben sind (Abb. 8A). Durch den Doppelverdau
mit EcoRI/Clal entsteht in WA-C Airp7 eine gegeniiber dem Wildtyp um ca. 400 bp
verkleinerte Bande (WA-C: 4,3 kb; WA-C Airp7: 3,9 kb) (Abb. 8B).

2.3 WA-CS irp7::Kan"
Um eine vollstdndige Inaktivierung von irp7 sicherzustellen, wurde eine Hincll geschnittene
Kanamycinkassette ohne transkriptionellen Terminator (aus Vektor pSB315) in die Nrul-

Schnittstelle von pMOS2.4 inseriert (pMOSirp7::Kan") (Abb. 9).

; 1 kb y

S368 ybtA355
-p <=
PCR-Produkt (2405 bp) in
pMOSBlue kloniert
pMOSZ 4 p*MQS*BZu*e* - = *l+] 7777777777
Xbal Nrul Sacl

Nrul geschnitten und Hincll geschnittene
Kanamycinkassette (ca. 1kb) eingesetzt

pMOSirp7::Kans PMOSBlue — — L
” | ca. 1 kb |

Xbal Nrul/Hincll — Nrul/Hincll Sacl

Xbal-Sacl geschnitten und

in pKAS32 kloniert
pKASirp7::Kan" pKAS32 et D e . o
T |
Xbal Nrul/Hincll — Nrul/Hincll Sacl
= -
S452 ybtA376

Abb. 9: Konstruktion des Suizidvektors pKASirp7::Kan". Der orange Pfeil stellt das Gen irp7 dar. Kleine
schwarze Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Blaue Balken symbolisieren die klonierten Fragmente, rote
Balken die Kanamycinkassette (Kan). Vektoren sind durch gestrichelte Linien dargestellt.
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AnschlieBend wurde das Insert mit der Kanamycinkassette durch Xbal/Sacl Doppelverdau
herausgeschnitten und in Vektor pKAS32 inseriert. Der entstandene Suizidvektor
pKASirp7::Kan" wurde mittels Restriktionsverdau (Xbal/Sacl) und PCR {iberpriift. Primerpaar
ybtA376-S452 amplifiziert ein 1067 bp groBes Fragment in irp7, das durch die Insertion der

Kanamycinkassette um 1 kb vergrof3ert wird.

A Der Suizidvektor pKASirp7::Kan' wurde in E. coli S17-1Apir
o) M 12 ey transformiert und anschlieend in Y. enterocolitica WA-CS
B ' ! (Sm-resistenter WA-C) konjugiert (s. B.5.2). Die resultierende
94— W Mutante WA-CS irp7::Kan" wurde mittels PCR (ybtA376-

6,6 — W S452) und Southern-Blot iiberpriift. Die Sphl geschnittene

- — 0,1

-~ —5,1 chromosomale DNS wurde mit der S360-ybtA6507 Sonde

4,4 — . hybridisiert (Abb. 10). Die Mutante zeigte eine gegeniiber dem
Wildtyp (5,1 kb) um 1 kb vergroBerte Bande (6,1 kb), eine
Differenz, die der GroB3e der Kanamycinkassette entspricht.
B
ybtA 6507 S360
- - . 1kb
WA-CS
Sphl Sphl
S ~ irp7 - = == L
5122 bp

WA-CS irp7::Kan"
Sphl Sphl

) < irp72:Kan f —— — — — — — —— L -

ca. 6,1 kb

Abb. 10: Uberpriifung von WA-CS irp7::Kan". A. Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde ybtA6507-
S360. M. Marker; 1. WA-CS (Sphl); 2. WA-CS irp7::Kan" (Sphl). B. Im Southern-Blot verwendete Restriktions-
schnittstellen und die mit der ybtA6507-S360 Sonde hybridisierenden Fragmente in WA-CS und
WA-CS irp7::Kan'. Die gestrichelte Linie stellt die chromosomale DNS und der orange Pfeil das Gen irp7 dar.
Der griine Balken zeigt die Lage der Sonde an. Durchgezogene blaue Linien symbolisieren die Fragmente nach
Restriktionsverdau mit SpAl.
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2.4 WA-C Airp6,irp7

Zur Herstellung der irp6,irp7-Doppelmutante (WA-C Airp6,irp7) wurde das S452-8354Eco
PCR-Produkt, das irp6 und eine groBen Teil von irp7 enthilt, in pMOSBlue kloniert
(pMOS3.5), 2313 bp durch Doppelverdau mit EcoRV/Nrul deletiert und die beiden glatten
Enden religiert (pMOS1.2) (Abb. 11). AnschlieBend wurde das Fragment mit BamHI/Xbal
herausgeschnitten und mit dem BamHI/Xbal geschnittenen Vektor pKNGI101 ligiert. Der
entstandene Suizidvektor pKNG1.2 wurde durch Restriktionsverdau mit BamHI/Xbal
tiberpriift. Zusitzlich wurde mittels PCR (S452-8354Eco) gezeigt, dal das PCR-Produkt in
pKNG1.2 - verglichen mit pMOS3.5 - um 2,3 kb verkleinert ist.

S452 83 54Eco

¢ PCR-Produkt (3480 bp) in

pMOSBlue kloniert
MOS3.5 pMOSBIue 604 bp 2313 bp 563 bp
pMOS3S V- —===--- |ﬁ—l - -
Xbal EcoRV Nrul BamHI

¢ EcoRV-Nrul geschnitten und religiert

pMoOs1.2 PMOSBlue l_”(‘l”"‘_l ,,,,,,,,,
Xbal  EcoRV/Nrul BamHI
(A 2313 bp)

Xbal-BamHI geschnitten und
in pKNG101 kloniert

pKNG12 pKNGlQlii+b‘| 77777777777

Xbal  EcoRV/Nrul BamHI
(A 2313 bp)

Abb. 11: Konstruktion des Suizidvektors pKNG1.2. Die orangen Pfeile stellen die Gene irp6 und irp7 dar.
Kleine schwarze Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Blaue Balken symbolisieren die klonierten Fragmente, der
rote Balken das deletierte Fragment (A). Vektoren sind durch gestrichelte Linien dargestellt.
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Suizidvektor pKNG1.2 wurde in E. coli SMI10Apir transformiert und anschlieBend in
Y. enterocolitica WA-C konjugiert. Die korrekte Deletion wurde in der PCR mit dem
Primerpaar S452-8354Eco gezeigt. Fiir den Southern-Blot wurde die chromosomale DNS von
WA-C und WA-C Airp6,irp7 Sphl geschnitten und mit der S360-ybtA6507 Sonde hybridisiert
(Abb. 12). Der Southern-Blot zeigte bei WA-C Airp6,irp7 eine Bande von 2,8 kb (WA-C:

5,1 kb), was der erwarteten Deletion von ca. 2,3 kb entspricht.

A
by M1 2

23—”

9,4 ] -
6,6 — -
- 5122
4,4 — w=
— 2809
2,3 — -
B
ybtA 6507 S360
—1kb | =) <=
WA-C
Sphl Sphl
***l***< irp7 }< irp6 }***J*

5122 bp

WA-C Airpb,irp7
Sphl Sphl

l<i:2@@@7 - - —--

2809 bp

Abb. 12: Uberpriifung von WA-C Airp6,irp7. A. Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde ybtA6507-S360.
M. Marker; 1. WA-C (Sphl); 2. WA-C Airp6,irp7 (Sphl). B. Im Southern-Blot verwendete Restriktions-
schnittstellen und die mit der ybtA6507-S360 Sonde hybridisierenden Fragmente in WA-C und
WA-C Airp6,irp7. Die gestrichelte Linie stellt die chromosomale DNS und die orangen Pfeile die Gene irp6 und
irp7 dar. Der griine Balken zeigt die Lage der Sonde an. Durchgezogene blaue Linien symbolisieren die
Fragmente nach Restriktionsverdau mit Sphl.
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2.5 WA-CS irp8::Kan"

Zur Herstellung der irp8-Mutante (WA-CS irp8::Kan') wurde das irp8Xbal-irp8HindIIl PCR-
Produkt (enthélt das ganze irp8 Gen) Xbal/HindIll geschnitten und in Vektor pBAD18 ligiert
(Abb. 13). Eine Hincll geschnittene Kanamycinkassette ohne transkriptionellen Terminator
(aus pSB315) wurde in die mit Klenow-Enzym aufgefiillte Sphl-Schnittstelle in irp8 kloniert
(pBADirp8::Kan") (Pelludat). Das die Kanamycinkassette enthaltende irp8-Gen wurde mittels
PCR (Primerpaar irp8Xbal-irp§BamHI) amplifiziert, mit Xbal/BamHI geschnitten und in den
Xbal-Bglll  geschnittenen Vektor pKAS32 kloniert (pKASirp8::Kan'). Der Vektor
pKASirp8::Kan" wurde mittels PCR (irp8Xbal-Irp8BamHI) auf das Vorhandensein des

irp8::Kan-Fragments iiberpriift und ergab wie erwartet ein ca. 2,4 kb Fragment.

—1kb irp8Hind irp8Xba

PCR-Produkt (1398bp)
Xbal-HindIll geschnitten
und in pBAD18 kloniert

. BADI18 1398 bp
pBADirp8 pBALIS —— — — — — — — — -
|

irp§Bam Sphl irp8Xba

Hincll geschnittene Kanamycin-

Sphl geschnitten, aufgefiillt und
¢ kassette (ca. 1kb) eingesetzt

pBADirp8: :Kan pBADIS 566 bp Kan 82bp
- ca. 1 kb

irp8Bam  Sphl/Hincll ~ Hincll/Sphl  irp8Xba

irp§Bam-irp8Xba PCR-Produkt
Xbal-BamHI geschnitten und
in pKAS32 (Xbal-Bglll) kloniert

pKASirp8::Kanr PKAS32 _ LR Kan o ey . _.
POz ca. 1 kb

Bglll/BamHl Sphl/Hincll — Hincll/Sphl ~— Xbal

irp§Bam irp8Xba

Abb. 13: Konstruktion des Suizidvektors pKASirp8::Kan". Der tiirkise Pfeil stellt das Gen irp8 dar. Kleine
schwarze Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Blaue Balken symbolisieren die klonierten Fragmente, rote
Balken die Kanamycinkassette (Kan). Vektoren sind durch gestrichelte Linien dargestellt.
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[kb] M 1 2 [kb]
94—
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Der Suizidvektor pKASirp8::Kan" wurde in E. coli
S17-1Apir transformiert und anschlieSend in
Y. enterocolitica WA-CS  konjugiert (s. B.5.2). Die
resultierende Mutante WA-CS irp8::Kan" wurde zunichst
mittels PCR (irp§Bam-irp8Xba) {iberpriift. Fiir die Analyse
im  Southern-Blot wurde die Sphl  geschnittene
chromosomale DNS mit einer Sonde hybridisiert, die mit
der gesamten HPI reagiert (Abb. 14). Da die ca. 1 kb grofe
Kanamycinkassette in die aufgefiillte Sphl Schnittstelle von
irp8 kloniert wurde, kann die chromosomale DNS von
WA-CS irp8::Kan' an dieser Stelle nicht mehr Sphl
geschnitten werden. Deshalb besitzt die irp§-Mutante eine
Bande von 6,9 kb und der Wildtyp WA-CS zwei Banden
von 5,1 kb und 0,8 kb. Die anderen Banden sind bei beiden

Stimmen gleich, da der Rest der HPI unverédndert vorliegt.

B |_l_kh_|
HPI-Sonde

WA-CS

Sphl Sphl Sphl

R L -

WA-CS irp8::Kan"
Sphl

. irp8::Kan"

ca. 6,9 kb

Abb. 14: Uberpriifung von WA-CS irp8::Kan". A. Southern-Blot-Hybridisierung mit der HPI-Sonde.

M. Marker; 1. WA-CS (Sphl);

2. WA-CS irp8:Kan' (Sphl). B. Im Southern-Blot verwendete

Restriktionsschnittstellen und die mit der HPI-Sonde hybridisierenden Fragmente in WA-CS und
WA-CS irp8::Kan'. Die gestrichelte Linie stellt die chromosomale DNS und der tiirkise Pfeil das Gen irp8 dar.
Der griine Balken zeigt die Lage der Sonde an. Durchgezogene blaue Linien symbolisieren die Fragmente nach

Restriktionsverdau mit Sphl.
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2.6 WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan"

Fir die Herstellung einer irp6,irp7,irp8-Dreifachmutante wurde zundchst auf eine Sm-
resistente irp6,irp7-Doppelmutante selektioniert (s. B.5.2). Die Sm-resistente irp6,irp7-
Doppelmutante  wurde WA-CS Airp6,irp7 genannt. AnschlieBend wurde Suizidvektor
pKASirp8::Kan" in diesen Stamm konjugiert und die resultierende Mutante

WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan' mittels PCR (irp8Bam-irp8Xba) iiberpriift.

3. Ybt-Aufnahme von Y. enterocolitica

Um zu untersuchen, ob Irp6, Irp7 oder Irp8 eine Rolle bei der Aufnahme von Ybt spielen,
wurden die irp6-, irp7- und irp8- Mutanten in Eisenmangelagar (CDM-H-Agar; s. B.6.2)
eingegossen und mit Yersiniabaktin (Ybt) getrdnkten Filterpldttchen auf Fiitterung getestet
(Abb. 15). Um das Filterplattchen zeigte sich bei WA-C, WA-CS und WA-CS irp8.:Kan" eine
durch Ybt hervorgerufene Wachstumszone, die bei den irp6- und irp7- Einzelmutanten
(WA-C  Airp6, WA-C Airp7, WA-CS irp7::Kan'), der irp6,irp7-Doppelmutante
(WA-C Airp6,irp7), der irp6,irp7,irp8-Dreifachmutante (WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan") und
der Rezeptormutante (WA fyuA2; Pelludat) nicht auftrat.

[ F

A-C WA-C Airp6,irp7 WA fyuAZ

Abb. 15: Fiitterung mit Yersiniabaktin (Ybt) und Desferrioxamin B (DFOB) der in CDM-H-Agar
eingegossenen Stimme: Y. enterocolitica WA-C (Wildtyp), WA-C Airp6,irp7 (ABC-Transportermutante) und
WA fyuAd2 (Rezeptormutante).

Da sowohl der Ybt-Rezeptor (FyuA) als auch der Desferrioxamin B-Rezeptor (FoxA) TonB-
abhéngig sind (Baumler & Hantke, 1992) diente ein Filterpldttchen mit Desferrioxamin B als
Kontrolle. Desferrioxamin B wirkte wachstumsférdernd auf alle Stimme, was funktionellen

TonB-abhingigen Transport zeigt. Diese Versuche zeigen, dal3 - neben dem Ybt-Rezeptor
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(FyuA) - sowohl Irp6 als auch Irp7 fiir die Aufnahme bzw. Nutzung von Ybt notwendig sind.
Irp8 hingegen scheint keinen Einfluf} auf die Nutzung von Ybt zu haben.

4. Mausvirulenz von Y. enterocolitica

Da eine Y. pseudotuberculosis Ybt-Synthesemutante (irp2) und eine Y. enterocolitica O:8
Rezeptormutante (fyuA) in ihrer Mausvirulenz attenuiert sind (Carniel et al, 1992, Rakin et
al., 1994), stellte sich die Frage, ob die Inaktivierung der ABC-Transporter Irp6 und Irp7 oder
des AmpG-dhnlichen Proteins Irp8 ebenfalls zu einer reduzierten Mausvirulenz fiihrt.

Um den EinfluB von irp6, irp7 und irp8 auf die Mausvirulenz untersuchen zu kénnen, muf3te
zundchst durch Konjugation das Kointegrat pRK290B8-5::p0:8 (bestehend aus Vektor
pRK290B8-5 und Virulenzplasmid pYVO:8 von Y. enterocolitica O:8) (Heesemann & Laufs,
1983) mit Hilfe des Helferplasmids pRK2013 in die zu untersuchenden plasmidlosen Stamme
(WA-C, WA-C Airp6,irp7, WA-CS und WA-CS irp8::Kan") transferiert werden (s. B.4.10.2).
Die Kointegrat-haltigen Exkonjuganten wurden einer Mauspassage (s. B.8.2) unterzogen und
anschlieBend auf Dissoziation des Kointegrats (Tetracyclin-Sensitivitidt) und Vorhandensein

von pY VO:8 (Agglutinationstest, sekretierte Proteine und PCR) iiberpriift (s. B.8.1).

Jeweils 3 BALB/c Mause wurden mit 5 x 10° Bakterien (WA-C (pYVO:8), WA-C Airp6,irp7
(pYVO:8), WA-CS (pYVO:8) und WA-CS irp8::Kan' (pYVO:8)) intravends (i.v.) infiziert.
2 Tage nach der Infektion wurden die Méause getotet, Milz und Leber entnommen und die
Keimzahl (colony forming units = CFU) in diesen Organen bestimmt. Die Werte sind in

Tab. 10 zusammengetalt.

Tab. 10: CFU in Milz und Leber von infizierten Miusen

Stamm mit pYVO:8 Plasmid Milz [CFU] Leber [CFU]
WA-C 2,7x 10’ 4,5x 10°
WA-C Airp6, irp7 2,7 x 10 1,3x 10°
WA-CS 1,1x 10 4,1x10°
WA-CS irp8::Kan" 3,3x 107 7,5x 107

Im Vergleich zu der CFU von WA-C Airp6,irp7 (pY VO:8) infizierten Mdusen war die CFU
in der Milz WA-C (pYVO:8) infizierter Mause um 10° erhdht. Die Differenz in der Leber lag
bei 10°. Drei weitere mit WA-C Airp6,irp7 (pYVO:8) infizierte Méuse wurden 10 Tage nach

der Infektion getotet. Weder in Milz noch in Leber konnten Bakterien nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz zu den Transportmutanten zeigte die irp8-Mutante WA-CS irp8::Kan"
(pYVO:8) im Vergleich zum Ausgangsstamm WA-CS (pYVO:8) keine reduzierte Virulenz.
Es scheint also, dal fiir die Mausvirulenz in Y. enterocolitica O:8 die beiden ABC-

Transporter Irp6 und Irp7, aber nicht Irp8 essentiell sind.

5. Komplementation der Y. enterocolitica Mutanten

Fir die Komplementation der irp6- und irp7-Einfachmutanten wurden die Plasmide
pGEXirp6 und pGEXirp7 verwendet (Abb. 16). irp6 wurde mittels PCR mit den Primern
6515Sma und 8301Bam amplifiziert, Smal/BamHI geschnitten und in den Smal/BamHI
geschnittenen Vektor pGEX-4T-3 hinter das gs#- (Glutathion-S-Transferase) Gen kloniert
(pGEXirpo6). pGEXirp7 entstand durch Klonierung des Smal/BamHI geschnittenen irp7-PCR-
Produktes (Primer 4727Sma und 6509Bam) in den ebenfalls Smal/BamHI geschnittenen
Vektor pPGEX-4T-3.

1kb

—_
6515Sma 8301Bam 4727Sma 6509Bam
= <= =) <=
pGEX'4T'<irp6 ost |- pGEX-4T-3]<,-,p7 ol -
Smal BamHI Smal BamHI
pGEXirp6 pGEXirp7

Abb. 16: Konstruktion der Plasmide pGEXirp6 und pGEXirp7. Die orangen Pfeile stellen die Gene irp6 und
irp7, graue Pfeile das gst-Gen dar. Kleine schwarze Pfeile zeigen die Lage der Primer an. Vektoren sind durch
gestrichelte Linien dargestellt.

Die Plasmide pGEXirp6 und pGEXirp7 wurden in die irp6- und irp7- Einfachmutanten und
in die irp6,irp7-Doppelmutante transformiert und die Transformanten auf Ybt-vermitteltes
Wachstum untersucht. Wihrend WA-C Airp6 (pGEXirp6), WA-C Airp7 (pGEXirp7) und
WA-CS irp7::Kan' (pGEXirp7) einen Wachstumshof um die mit Ybt getrdnkten
Filterplattchen aufwiesen, lieBen sich WA-C Airp6 (pGEXirp7), WA-C Airp7 (pGEXirp6),
WA-CS irp7::Kan" (pGEXirp6), WA-C Airp6,irp7 (pGEXirp6) und WA-C Airp6,irp7
(pGEXirp7) nicht fiittern. Eine Kreuzkomplementation der irp6-Mutante mit dem irp7-Gen
und umgekehrt ist somit nicht moglich. AuBBerdem reicht eines der beiden Gene nicht aus, um
die Doppelmutante zu komplementieren.

Fiir die Komplementation der Doppelmutante wurden die Gene irp6 und irp7 zusammen mit

ithrem Promotor durch Restriktionsverdau mit Sphl aus Cosmid 12H2 (trdgt das gesamte
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irp6-9 Operon) herausgeschnitten und in den Sphl geschnittenen Vektor pACYC184 kloniert
(Abb. 17A). Das entstandene Plasmid pACYCS5.1 konnte die Doppelmutante

WA-C Airp6,irp7 im Fiitterungstest mit Ybt erfolgreich komplementieren.

A B

Xbal, 1425

Xbal, 1425
HindIll, 1524

9708, Sphl 'Tet

'Tet

irp8"  pACYC5.2  frud
11896 bp

pACYC5.1
irp8’
irp7

HindllI, 4053

Abb. 17: Plasmide A. pACYCS5.1 und B. pACYCS.2. Die Gene irp6 und irp7 sind als orange, das Gen fyuA als
grimer Pfeile dargestellt. Graue Pfeile zeigen Teilstiicke der Gene irp8’ und ybt4’. Das Gen fiir die
Tetracyclinresistenz (Tet) (grauer Pfeil) wird durch die Insertion des Sphl-Fragments inaktiviert. Die
Chloramphenicol-Resistenz (Cm) (schwarzer Pfeil) bleibt erhalten.

Fiir spitere Versuche wurde ein weiteres Plasmid konstruiert. Zu diesem Zweck wurde pHM6
(enthélt das Gen fiir den Rezeptor FyuA) Xbal/Hindlll geschnitten und das entstandene
2,6 kb fiud-Fragment in den Xbal/HindIll geschnittenen Vektor pACYCS.1 ligiert
(Abb. 17B). Das resultierende Plasmid pACYCS5.2 konnte sowohl eine irp6,irp7-
Doppelmutante als auch die Rezeptormutante WA fyud42 im Filitterungstest mit Ybt

komplementieren.

6. Transfer der Ybt-Transportgene in E. coli H1884 und Y. enterocolitica NF-O

Um zu untersuchen, ob die ABC-Transporter Irp6 und Irp7 und der Ybt-Rezeptor FyuA fiir
die Aufnahme bzw. Nutzung von Ybt ausreichend sind, wurden Plasmide, die
unterschiedliche Kombinationen dieser Gene tragen, in E. coli H1884 und in den nicht-
pathogenen Y. enterocolitica Stamm NF-O (BG 1A) transformiert. Beide Stamme sind HPI-
negativ. E. coli H1884 besitzt Mutationen in den Enterochelin-Synthesegenen entD,F, kann
deshalb sein Siderophor Enterochelin nicht synthetisieren und wéchst - wie auch
Y. enterocolitica Stamm NF-O - in Eisenmangelmedium nur schwach. Nach Erhalt der
unterschiedlichen Plasmide wurden die transformierten Stdmme auf Ybt-vermitteltes

Wachstum hin untersucht.
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6.1 Ybt-vermitteltes Wachstum in E. coli H1884 (pACYCS5.2)

Die Plasmide pACYC184, pHM10 (iud), pACYCS.1 (irp6, irp7) und pACYCS5.2 (irp6, irp7,
frud) wurden in E. coli H1884 transformiert. Die resultierenden Stimme HI1884
(pACYC184), H1884 (pHM10), H1884 (pACYC5.1) und H1884 (pACYC5.2) wurden in
CDM-H-Agar eingegossen und mit Ybt bzw. Desferrioxamin B gefiittert. Weder H1884
(pHM10) noch H1884 (pACYCS5.1) konnten mit Ybt wachsen. Im Gegensatz dazu zeigte
H1884 mit pACYCS5.2 (fyud, irp6 und irp7) einen deutlichen Wachstumshof (Abb. 18).
Offensichtlich sind die beiden ABC-Transporter - Irp6 und Irp7 - und der Rezeptor FyuA
essentiell und auch ausreichend fiir die Ybt-Aufnahme und -Verwertung in E. coli H1884.
Alle Transformanten konnten ebenfalls mit Desferrioxamin B, das in geringen Mengen iiber
den TonB-abhédngigen Rezeptor FhuE (Rezeptor fiir Coprogen) aufgenommen werden kann
(Sauer et al., 1990), gefiittert werden. Diese Kontrolle beweist, daf in E.coli H1884 der TonB-
abhéngige Transport funktionell ist.

o i T o

DFOB Q ﬁ

H1884 H1884
(PACYC184) (pACYCS5.2)

Abb. 18: Fiitterung mit Yersiniabaktin (Ybt) und Desferrioxamin B (DFOB) von in CDM-H-Agar
eingegossenem E. coli Stimmen: H1884 (pACYC184) und H1884 (pACYC5.2).

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob E. coli H1884 (pACYC5.2) auch
in eisenarmer Fliissigkultur, die Ybt enthilt, ein besseres Wachstum als der Ausgangsstamm
H1884 (pACYC184) zeigt. Beide Stimme wurden in NB-Medium UN angezogen. NBD-
Medium mit Ybt-haltigem Kulturiiberstand (1:50) wurde mit den UN-Kulturen so angeimpft,
daB die Ausgangs-ODggo bei 0,05 lag. Messung der ODggo zu verschiedenen Zeitpunkten
zeigte, dall H1884 (pACYC5.2) in Ybt-haltigem NBD-Medium eine wesentlich hohere ODgg
(ca. 0,45) erreichte als H1884 (pACYC184) (ca. 0,1) (Abb. 19).



C. ERGEBNISSE 61

0,6 +

0,5 -

04
—m— HI884 (pACYC5.2)

—o— 1884 (pACYC184)

0,3

OD600

0,2 -

®

0,1

Zeit (h)

Abb. 19: Wachstumskurve von E. coli Stimmen: H1884 (pACYC184) (blau) und H1884 (pACYC5.2) (rot) in
NBD-Medium mit Ybt-haltigem Kulturiiberstand (1:50).

6.2 Ybt-vermitteltes Wachstum in Y. enterocolitica NF-O (pACYCS.2)

Um zu untersuchen, ob Irp6, Irp7 und FyuA auch in einer nicht-pathogenen, HPI-negativen
Yersinie fiir die Ybt-Aufnahme ausreichend sind, wurden sowohl Plasmid pACYC5.2 (irpé6,
irp7, fyvuAd) als auch der Ausgangsvektor pACYC184 in Y. enterocolitica O:5, BG 1A, Stamm
NF-O transformiert. Die resultierenden Stimme NF-O (pACYC5.2) und NF-O (pACYC184)
wurden - analog zu dem Versuch mit E. coli H1884 - auf Ybt-vermitteltes Wachstum hin

untersucht.

Ybt

DFOB 6 :
o, et

V.
NF-O NF-O
(pPACYC184) (pACYC5.2)

Abb. 20: Fiitterung mit Yersiniabaktin (Ybt) und Desferrioxamin B (DFOB) von den in CDM-H-Agar
eingegossenen Y. enterocolitica BG 1A Stimmen: NF-O (pACYC184) und NF-O (pACYC5.2).

NF-O (pACYCS5.2) zeigte - im Vergleich zu NF-O (pACYC184) - kein signifikantes
Wachstum nach Zugabe von Ybt (Abb. 20). Die Zugabe von Desferrioxamin B, das iiber den
TonB-abhingigen Rezeptor FoxA aufgenommen wird (Bdumler & Hantke, 1992), fiihrte bei

beiden Stimmen zu groBen Wachstumshofen. Diese Kontrolle zeigt, dal der TonB-abhingige
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Siderophortransport in NF-O funktionell ist. Das Ausbleiben des Wachstumshofes nach

Zugabe von Ybt ist somit nicht auf einen Defekt in TonB zuriickzufiihren.

6.3 Expression bzw. Transkription von fyuA bzw. irp6,irp7
Da sich E. coli H1884 (pACYC5.2), nicht aber Y. enterocolitica NF-O (pACYC5.2) mit Ybt
fiittern lieB3, stellte sich die Frage, ob eine unterschiedliche Expression der fyuAd-, irp6- oder

irp7-Gene in den Stammen vorliegt.

6.3.1 Expression von fyuA

Zur Untersuchung der fyud Expression in Y. enterocolitica NF-O (pACYC5.2) und E. coli
H1884 (pACYCS5.2) wurden diese Stimme UN in eisenarmem CDM-H-Fliissigmedium
angezogen. Gleiche Mengen an Zelllysat wurden {iber SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
anschlieend mit FyuA-Antikorpern detektiert (s. B.9.2). WA-C diente als Positivkontrolle,
NF-O (pACYC184) und H1884 (pACYC184) als Negativkontrollen. Der Immunoblot zeigte,
daBB NF-O (pACYC5.2) und H1884 (pACYCS5.2) FyuA in gleichen Mengen synthetisieren,
jedoch in geringerer Menge als WA-C, was auf das Fehlen des transkriptionellen Aktivators

YbtA in den beiden Stimmen zuriickzufiihren sein konnte (Abb. 21).

[kDa] A B
90 = - Ny YT oo i
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Abb. 21: Nachweis der fyud Expression. A. SDS-PAGE und B. korrespondierer FyuA-Immunoblot.
M. Marker; 1. WA-C; 2. NF-O (pACYC184); 3. NF-O (pACYC5.2); 4. H1884 (pACYC184); 5. H1884
(pACYC5.2). Der schwarze Pfeil deutet auf die FyuA-Bande.

6.3.2 Funktionalitit von FyuA

Da FyuA nicht nur der TonB-abhingige Rezeptor fiir Ybt ist, sondern auch als Rezeptor fiir
Pestizin dient, kann die Funktionalitdit von FyuA mit Hilfe des Pestizinassays tlberpriift
werden (s. B.7). Die Zugabe von Pestizin fiihrt bei Stimmen, die einen funktionellen FyuA-
Rezeptor exprimieren konnen, zu Lysehéfen im Bakterienrasen. WA-C, NF-O (pACYC184),
NF-O (pACYC5.2), H1884 (pACYC184) und H1884 (pACYC5.2) wurden im Pestizinassay
untersucht. Wihrend H1884 (pACYC184) und NF-O (pACYC184) Pestizin resistent waren,
zeigten die Stimme H1884 (pACYC5.2) und NF-O (pACYC5.2) sowie die Positivkontrolle
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WA-C Lysehofe nach erfolgter Pestizinzugabe (Abb. 22). Dies zeigt, da3 der Rezeptor FyuA
sowohl in H1884 (pACY(C5.2) als auch in NF-O (pACYC5.2) funktionell ist.

NF-O NF-O H1884
(PACYC184) (PACYC5.2) (PACYC184) (PACYC5.2)

Abb. 22: Nachweis der FyuA-Funktionalitit mittels Pestizinassay. Im Unterschied zu den Negativkontrollen
NF-O (pACYC184) und H1884 (pACYC184), weisen die Positivkontrolle WA-C sowie NF-O (pACYC5.2) und
H1884 (pACYC5.2) deutlich sichtbare Lysehofe auf.

6.3.3 Transkription von irp6,irp7

Da keine Antikorper gegen Irp6 und Irp7 vorhanden waren, wurde die Transkription der
korrespondierenden Gene in H1884 (pACYC5.2) und NF-O (pACYC5.2) untersucht. Beide
Stimme sowie Kontrollstimme HI1884 (pACYC184) und NF-O (pACYCI184)
(Negativkontrollen) als auch die Positivkontrolle WA-C wurden UN in CDM-H-
Flissigmedium angezogen und die RNS isoliert. AnschlieBend wurde eine RT-PCR
(Primerpaar ybtA6451-ybtA355) durchgefiihrt, deren 350 bp Produkt das 3’-Ende von irp6
und den Anfang von irp7 beinhaltet.

M1 234567 8910

[bp]
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Abb. 23: Nachweis der irp6,irp7 Transkription mittels RT-PCR. M. Marker; 1. WA-C, RT+; 2. WA-C, RT-;
3. NF-O (pACYC184), RT+; 4. NF-O (pACYC184), RT-; 5. NF-O (pACYC5.2), RT+; 6. NF-O (pACYC5.2),
RT-; 7. H1884 (pACYC184), RT+; 8. H1884 (pACYC184), RT-; 9. H1884 (pACYC5.2), RT+; 10. H1884
(pACYCS5.2), RT-. RT+: mit Reverser Transkriptase, RT-: ohne Reverse Transkriptase.
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In dieser RT-PCR ergaben die RNS von NF-O (pACYC5.2), H1884 (pACYC5.2) und der
Positivkontrolle WA-C das erwartete 350 bp Produkt, wiahrend die RT-PCR mit RNS von
NF-O (pACYC184) und H1884 (pACYC184) negativ blieb (Abb. 23). Die Kontrollansétze
der RT-PCR ohne Reverse Transkriptase waren bei allen Stimmen negativ, was eine

Kontamination durch DNS ausschliefSt. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 die Gene irp6 und irp7

sowohl in H1884 (pACY(C5.2) als auch in NF-O (pACYC5.2) transkribiert werden.

7. Expression der Ybt-Synthesegene und des Rezeptorgens in Y. enterocolitica

Die Promotoren der HPI core-Gene besitzen eine Fur-Box (FBS), eine hochkonservierte DNS-
Sequenz, die in der Promotorregion eisenregulierter Gene liegt (Carniel et al, 1992;
Heesemann et al., 1993; Staggs et al., 1994). Bei hoher intrazellulidrer Fe**-Konzentration
bindet das Fur-Protein zusammen mit Fe’" an die Fur-Box und inhibiert so die Transkription
stromabwiirts liegender Gene (Escolar ez al., 1999; Hantke, 1981). Ist die Fe**-Konzentration
in der Zelle gering, dissoziiert Fe*" von Fur und Fur kann durch eine Konformationsinderung
nicht ldnger an die Fur-Box binden. Fur und Fur-Box bilden somit einen effizienten

Regulationsmechanismus bei Genen, die an der Eisenversorgung der Zelle beteiligt sind.

Die Promotoren des Synthesegens irp2 und des Rezeptorgens fyuAd besitzen neben der Fur-
Box auch repetitive Sequenzen (RS) (Abb. 24B). Es wird angenommen, dafl der Komplex aus
eisenhaltigem Yersiniabaktin (Fe-Ybt) und dem AraC-Typ Regulator YbtA an diese RS
bindet und - unter der Voraussetzung des Eisenmangels in der Zelle - zu einer starken

Expression der Gene filihrt (Fetherston et al., 1996).

Da aufgrund dieses Modells intrazelluldres Fe-Ybt fiir die irp2 und fyud Expression bendtigt
wird, sollte das Ybt-Transportsystem, bestehend aus Irp6, Irp7 und FyuA, indirekt an der
Regulation der Ybt-Synthese (Expression von irp2) und der fyud Expression beteiligt sein
(Abb. 24). Auch Irp8, das Sequenzéhnlichkeit zu einer Permease (AmpG) aufweist, kdnnte an
der Regulation beteiligt sein (Lindquist ez al., 1993).
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Abb. 24: A. Modell der Fe-Ybt Aufnahme (grau hinterlegt). Der schwarze Pfeil symbolisiert den Fe*'-Ybt-
Transport iiber den Rezeptor FyuA und die ABC-Transporter Irp6 und Irp7, der graue Pfeil den moglichen Fe''-
Ybt-Transport durch die Permease Irp8. AM: duBere Membran, PP: Periplasma, IM: innere Membran. B. Modell
fiir die Regulation der Gene fyuA und irp2 (gelb hinterlegt). Der griine Pfeil symbolisiert die Promotorregion
von fyuAd und irp2. Schwarze gestrichelte Pfeile stellen die Bindung von Fe’-Ybt-YbtA an die repetitiven
Sequenzen (RS) bzw. die Bindung von Fe*'-Fur an die Fur-Box (FBS) und die daraus resultierende Aktivierung
(+) bzw. Inhibierung (-) der Transkription dar. CP: Zytoplasma.

7.1 Fiitterung von WA-CS irpl::Kan" mit verschiedenen Kulturiiberstinden

Um die Ybt-Synthese von WA-C und den verschiedenen Mutanten zu untersuchen, wurden
die Staimme in NBD-Eisenmangelmedium angezogen und nach 24 h die Kulturiiberstinde
sterilfiltirert (s. 6.1). Der Ybt-defiziente Indikatorstamm WA-CS irp/::Kan" (Mutation in Ybt-

Synthesegen) wurde in CDM-H-Agar eingegossen und mit diesen Kulturiiberstinden gefiittert.

Tab. 11: Ybt-Produktion von Y. enterocolitica WA-C und Mutanten.

Stamm Fiitterung von WA-CS irpl::Kan"
mit Uberstiinden

WA-C

WA-C Airp6,irp7

WA-C Airp6

WA-C Airp7

WA-CS irp7::Kan'

WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan'
WA-CS irp8::Kan'

WA-CS irpl::Kan'

WA fiud?2

+ 4+ + o+
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Die Uberstinde von WA-C, WA-C Airp6,irp7, WA-C Airp6, WA-C Airp7,
WA-CS irp7::Kan', WA-CS irp8::Kan' und WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan' konnten ein
verstirktes Wachstum des Indikatorstammes hervorrufen, wihrend der Uberstand von
WA-CS irpl::Kan" - wie erwartet - nicht wachstumsfordernd wirkte (Tab. 11). Der Uberstand

der fyud-Mutante konnte ebenfalls kein verstiarktes Wachstum hervorrufen.

7.2 HMWP-Synthese

Eine Moglichkeit, die Expression der Ybt-Synthesegene zu untersuchen, ist die Darstellung
und Semiquantifizierung der High Molecular Weight Proteins (HMWP) in der SDS-PAGE
(Pelludat et al.,1998). HMWP1 und HMWP2 (kodiert von den Genen irp/ und irp2) werden
in Y. enterocolitica nur bei Eisenmangel gebildet (Carniel et al,, 1987). In der SDS-PAGE
zeigen sie ein Molekularmasse von 240 kDa (HMWP1) und 190 kDa (HMWP2).

WA-C, WA-CS irpl::Kan', WA fiud2, WA-C Airp6,irp7 und WA-CS irp8::Kan" wurden
48 h in NBD-Eisenmangelmedium angezogen. Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-
PAGE (7%) aufgetrennt und mit ROTI-Blue gefirbt (s. B.6.5).

WA fyuAd2 synthetisiert HMWP1 und HMWP?2 in sehr geringen Mengen, die irp/-Mutante
HMWP1 nicht und HMWP2 nur sehr schwach (Pelludat e al, 1998). Bei WA-C,
WA-C Airp6,irp7 und WA-CS irp8::Kan" hingegen sind beide HMWP-Banden in der SDS-
PAGE deutlich sichtbar (Abb. 25). Auch bei den Einfachmutanten WA-C Airp6, WA-C Airp7
und WA-CS irp7::Kan" zeigen sich beide HMWP (Ergebnisse nicht gezeigt).

M
[kDa]

HMWP1 —p
HMWP2 —p — 220
— 160

Abb. 25: Synthese der HMWP. SDS-PAGE (7%) mit Gesamtzelllysaten von 1. WA-C; 2. WA-CS irp/::Kan';
3. WA fyud2; 4. WA-C Airp6,irp7; 5. WA-CS irp8::Kan'; M. Marker. Pfeile geben die Lage der HMWP an.

Die Ergebnisse dieser SDS-PAGE und der Fitterungsversuche mit Kulturiiberstinden
stimmen somit iiberein. Die Stimme WA-C, WA-C Airp6,irp7 und WA-CS irp8::Kan"
synthetisieren bei Eisenmangel zwei essentielle Proteine der Ybt-Synthese (HMWP1 und
HMWP2) und ihre Kulturiiberstinde konnen eine irp/-Mutante fiittern, was auf die Synthese
von Ybt hindeutet. Der Kulturiiberstand der Negativkontrolle WA-CS irpl::Kan', die kein Ybt
synthetisieren kann und in der SDS-PAGE nur eine schwache HMWP2- und keine HMWP1-
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Bande zeigt, fiittert nicht (Pelludat et al, 1998). Der Uberstand der fyud-Mutante, fiir die
gezeigt wurde, daB HMWP1 und HMWP2 nur sehr schwach exprimiert werden (Pelludat et
al., 1998), konnte WA-CS irpl::Kan' ebenfalls nicht fiittern.

7.3 Reporterstudien mit irp2-gfp

Um die Expression des Syntheseoperons irp2-irp5 (s. Abb. 4A) in den verschiedenen
Mutanten quantitativ zu untersuchen, wurde der irp2-Promotor mit dem Reportergen gfp
(green fluorescent protein) fusioniert. Dabei wurden die 188 bp stromaufwérts des irp2-
Startkodons sowie die ersten drei Kodons von irp2 aus WA-C mit dem Primerpaar
9585Hind/9782Bam amplifiziert, BamHI/HindIll geschnitten und in das ebenfalls
BamHI/HindIIl geschnittene Plasmid pCJFYS5G3 (Jacobi, 1999) ligiert (Abb. 26). Plasmid
pCJFY5G3 enthélt eine translationelle Fusion von 153 bp stromaufwirts des fyuA-Startkodons
sowie fiinf Kodons des fyud4-Gens mit gfp. Durch die BamHI/HindIIl Klonierung wurde der
fyuAd-Promotor (pCIFY5G3) durch den irp2-Promotor (pGFPirp2) ersetzt. Das entstandene
Plasmid pGFPirp2 wurde mittels PCR (9585Hind/9782Bam), Restriktionsverdau
(BamHI/HindIIl) und Sequenzierung iiberpriift.

o o

pCIFY5G3 pGFPirp2

4550 bp

Sall, 2425 Sall, 2451

Abb. 26: Plasmide A. pCJFYS5G3 (Jacobi, 1999) und B. pGFPirp2. Das Gen gfp ist als griiner, der fyud-
(Ptyua) bzw. irp2- (i) Promotor als roter Pfeil dargestellt. Das Gen fiir die Tetracyclinresistenz (‘Tet) (grauer
Pfeil) wird durch die Insertion des gfp-Gens inaktiviert. Die Chloramphenicol-Resistenz (Cm) (schwarzer Pfeil)
bleibt erhalten.

Y. enterocolitica WA-C, WA-CSirpl::Kan', WA-CSirp8::Kan', WA fjud2 und
WA-C Airp6,irp7 wurden mit pGFPirp2 elektroporiert und die GFP-Fluoreszenz der Stimme
in NB- und NBD-Medium gemessen. In eisenhaltigem NB-Medium ist die Expression von

irp2-gfp  durch die Eisen-Fur Repression sehr gering (Abb. 27). Unter
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Eisenmangelbedingungen (NBD-Medium) ist die GFP-Fluoreszenz in WA-C,
WA-CS irp8::Kan" und WA-C Airp6,irp7 stark erhoht, wahrend sie in der irp/-Mutante - wie
erwartet - weiterhin schwach bleibt. Die fyud-Mutante zeigt im Gegensatz zur Ybt-
Synthesemutante einen schwachen Anstieg der GFP-Fluoreszenz in eisenarmem NBD-
Medium. Dieses Ergebnis zeigt, dal die Inaktivierung des Ybt-Rezeptors (fyud) zu einer
starken Abnahme und die Inaktivierung der ABC-Transporter (irp6,irp7) zu einem Anstieg

der irp2 Expression fiihrt.
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Abb. 27: irp2-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pGFPirp2-tragenden Y. enterocolitica
Stimmen (WA-C und Mutanten) angezogen in NB- (rot) und NBD- (blau) Medium. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus fiinf Mefreihen und die zugehorigen Standardabweichungen.

7.4 GFP-Messung zur Bestimmung der Ybt-Konzentration

Die Ergebnisse der verschiedenen Versuche (Fiitterung, HMWP-Synthese und irp2-gfp
Expression) stimmen in den in Tab. 12 aufgefiihrten Stimmen - mit Ausnahme der fyuA-
Mutante - iliberein. Der Kulturiiberstand der fyuAd-Mutante kann trotz schwacher HMWP-
Synthese und irp2-gfp Expression die irp/-Mutante nicht fiittern. Um zu untersuchen, ob es
sich dabei um ein Sensitivititsproblem im Fiitterungstest handelt, wurde die Ybt-
Konzentration im Uberstand der fyu4-Mutante bestimmt.

Die Ybt-Konzentration kann mit Hilfe des Indikatorstammes WA-CS irpl::Kan"
(pCJFY5G3), der das Reporterkonstrukt pCIJFYSG3 (Jacobi, 1999; s. Abb. 26A) enthilt,
bestimmt werden. Geméall dem Modell in Abb. 24 ist die GFP-Fluoreszenz Intensitit, unter
der Voraussetzung des Eisenmangels und der Anwesenheit des transkriptionellen Regulators

YbtA, abhéngig von der Ybt-Konzentration im Zytoplasma.
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Um die Ybt-Konzentration in den Kulturiiberstinden von WA-C und WA fyud2 zu
vergleichen, wurde WA-CS irpl::Kan' (pCIFY5G3) in NBD-Medium mit unterschiedlichen
Mengen beider Kulturiiberstinde angezogen und die GFP-Fluoreszenz gemessen. Die
Titrationskurve zeigt, daB der Uberstand von WA-C eine ca. 100-fach stirkere GFP-
Fluoreszenz bewirkt als der Uberstand von WA fyuAd2 (Abb. 28). Wahrscheinlich reicht die
geringe Ybt-Konzentration im Kulturiiberstand der fyud-Mutante nur fiir eine schwache
Stimulierung der HMWP-Synthese bzw. irp2-gfp Expression, nicht aber fiir die Fiitterung der

irpl-Mutante aus.
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Abb. 28: Bestimmung der Ybt-Konzentration. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von Y. enterocolitica
WA-CS irpl::Kan" (pCIFY5G3) angezogen in NBD-Medium mit Kulturiiberstinden (US) von WA-C (rot) und
WA fiud2 (blau). Die Graphik zeigt den Mittelwert aus drei MeBreihen und die zugehdrigen
Standardabweichungen.

7.5 Reporterstudien mit fyuA-gfp

In einem weiteren Versuch wurde die fyud-gfp Expression in WA-C und in verschiedenen
Mutanten untersucht. Die Stdmme, die Reporterkonstrukt pCJFYS5G3 (s. Abb. 26A) besitzen,
wurden in NB- sowie in eisenlimitiertem NBD-Medium angezogen und anschlieBend die
GFP-Fluoreszenz gemessen (Abb. 29). In NB-Medium angezogene Stamme fluoreszierten nur
sehr schwach, in NBD-Medium hingegen zeigten WA-C und die verschiedenen irp6,irp7- und
irp8- Mutanten starke GFP-Fluoreszenz. Wihrend die GFP-Fluoreszenz in WA-CS irp8::Kan"
so stark wie bei WA-C war, fluoreszierten WA-C Airp6, WA-C Airp7, WA-CS irp7::Kan',
WA-C Airp6,irp7 und WA-CS Airp6,irp7,irp8::Kan" anndhernd doppelt so stark wie der
Ausgangsstamm. Wie bereits bekannt, zeigten die fyuA- und irp/-Mutante keine erhdhte GFP-
Fluoreszenz (Pelludat, 1999).
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Abb. 29: fyuAd-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pCJFY5G3-tragenden
Y. enterocolitica Stimmen (WA-C und Mutanten) angezogen in NB- (rot) und NBD- (blau) Medium. Die
Graphik zeigt den Mittelwert aus fiinf MeBreihen und die zugehorigen Standardabweichungen.

Die Ergebnisse des Fiitterungsversuches (s. C.7.1), der SDS-PAGE (HMWP; s. C.7.2) und der
irp2-gfp Reporterstudie (s. C.7.3) stimmen somit mit der fyud-gfp Reporterstudie iiberein
(s. Tab. 12): irp6-, irp7- und irp8-Mutanten konnen sowohl die HMWP und Ybt
synthetisieren als auch irp2-gfp und fyud-gfp stark exprimieren. Die Mutation in fyuA
hingegen fiihrt zu verminderter HMWP- und Ybt-Synthese und auch zu verringerter irp2-gfp
und fyuAd-gfp Expression. Der Rezeptor FyuA konnte daher fiir die Hochregulation der Ybt-

Synthese und fyuA-Expression notwendig sein.

Tab. 12: Zusammenfassung der Regulationsstudien

Stamm Fiitterung von HMWP1/ Hochregulation in NBD-Medium von
WA-CS irpl::Kan" HMWP2- irp2-gfp SyuA-gfp
mit US Expression

WA-C + +/+ + +

WA-C Airp6,irp7* + +/+ ++ ++
WA-CS irp8::Kan' + +/+ + +
WA-CS irpl::Kan' - -/(+) - -

WA fuAd?2 - (H)/(+) (+) -

* jrp6- und irp7-Einzelmutanten verhielten sich in allen Versuchen wie die Doppelmutante WA-C Airp6,irp?7.

7.6 CAS-Phinotyp und fyuA-gfp Expression unter CAS-Agar-Bedingungen

Mit Hilfe des CAS-Siderophorindikatoragars konnen Bakterien auf die Produktion von
Siderophoren hin getestet werden. Der Farbstoff Chromazurol S (CAS) bildet mit Fe’* einen
blau-griinen Komplex. Siderophorproduktion fiihrt zum Eisenentzug des Agars und zu einem

gelb-orangen Hof um die Kolonien.
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WA-C und die verschiedenen Mutanten wurden auf CAS-Agar ausgestrichen und die

Hotbildung nach 24 h dokumentiert (s. B.6.3).

e i
.-_-A-ﬂ ﬁ-.lt-':,

WA-C WA-CS WA-C WA-CS WA fyuAd2
irp8::Kan" Airpb,irp7 irpl::Kan"

Abb. 30: Nachweis der Siderophorproduktion von Y. enterocolitica Stimmen (WA-C und Mutanten) auf
CAS-Agar. Siderophorproduktion fiihrt zu einem gelb-orangen Hof um die Bakterienkolonie (CAS-positiv).

Wiéhrend der Hof der irp8-Mutante vergleichbar mit dem von WA-C war, bildeten die
unterschiedlichen irp6-, irp7-Mutanten (WA-C Airp6,irp7, WA-C Airp6, WA-C Airp7,
WA-CS irp7::Kan' und WA-CS Airp6,irp7, irp8::Kan') einen vergroferten Hof (bezogen auf
die KoloniegroBe), was auf eine Ybt-Uberproduktion dieser Stimme hinweist (Abb. 30). Die
Synthesemutante WA-CS irpl::Kan" bildete keinen Hof (Pelludat et al., 1998). Der CAS-
Phanotyp (Produktion von Ybt) stimmt also mit den Ergebnissen aus dem Fiitterungstest
tiberein: CAS-positive Stimme bilden Ybt und sind somit in der Lage den Indikatorstamm
WA-CS irpl::Kan" zu fiittern. Eine Ausnahme bildet die fyud-Mutante, mit deren NBD-
Kulturiiberstand der Indikatorstamm nicht gefiittert werden konnte, obwohl bereits seit
langem bekannt ist, da3 fyuA-Mutanten einen vergroflerten CAS-Hof bilden (Pelludat, 1999;
Rakin et al., 1994). Aufgrund dieses unerwarteten und widerspriichlichen Ergebnisses wurde

die fyuAd-gfp Expression von WA fyuAd2 auf CAS-Agar untersucht.

Die Stimme wurden 24 h auf CAS-Agar-Platten angezogen, die Kolonien in PBS
resuspendiert und die GFP-Fluoreszenz gemessen (Abb. 31). Die CAS-negative irp/-Mutante
zeigte, wie auch in NBD-Medium, keine erhohte GFP-Fluoreszenz. Der Wildtyp WA-C und
die verschiedenen irp6,irp7- und irpS-Mutanten zeigten erhohte GFP-Fluoreszenz. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen in NBD-Medium (s. Abb. 29) zeigte die auf CAS-Agar
angezogene fyuA-Mutante einen Anstieg der GFP-Fluoreszenz. Dies 1dt vermuten, daf3 der
CAS-Agar Substanzen enthélt, die eine erhohte Expression von fyuA-gfp trotz inaktiviertem

Rezeptor bewirken.
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Abb. 31: fyuA-gfp Expression auf CAS-Agar. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pCIJFY5G3-
tragenden Y. enterocolitica Stammen (WA-C und Mutanten) angezogen auf CAS-Agar. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus drei MeBreihen und die zugehdrigen Standardabweichungen.

Um dieses ndher zu untersuchen, wurde WA fyud2 (pCJIFY5G3) in NBD-Medium unter
Zusatz der verschiedenen Komponenten des CAS-Agars (HDTMA-CAS-FeCl;, CAS-FeCl;
oder CAS) und zusitzlich mit Fe-Citrat angezogen und nach 24 h die GFP-Fluoreszenz

gemessen.

Tab. 13: GFP-Fluoreszenz in arbitrary units (au) von WA fyjuA2 (pCIJFY5G3) in NBD-Medium mit
verschiedenen Zusétzen.

Zusatz GFP-Fluoreszenz
[au]

- 55(1,4)
HDTMA® -
HDTMA, CAS, FeCl;* 15,1 (3,8)
CAS, FeCl;* 9,4 (1,6)
CAS* 5,5(0,7)
Fe-Citrat* 9,7 (0,8)

" Standardabweichungen in Klammern. ° HDTMA (N-Hexadecyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid, 20 uM
oder 200 uM) hatte einen letalen Effekt auf die Bakterien. * HDTMA (200uM); CAS (Chromazurol S,
60,5 mg/L); FeCl; (10uM); Fe-Citrat (10 uM).

Wie aus Tab. 13 ersichtlich, bewirkt der Zusatz des Komplexes aus dem kationischen
Detergens HDTMA, dem Eisenindikatorfarbstoff CAS und FeCl; eine dreifach erhohte
Induktion von fyud-gfp in der fyuAd-Mutante gegeniiber NBD-Medium ohne Zusitze. Mit
CAS-FeCl; und Fe-Citrat wurde ebenfalls eine Hochregulation beobachtet. Der Farbstoff CAS
allein hatte keinen EinfluBl auf die Fluoreszenz. Der Zusatz von HDTMA (20 uM oder
200 uM) hatte einen letalen Effekt auf die Bakterien. Eine Rezeptormutante kann somit nach

Zugabe von CAS-Agar Komponenten zu NBD-Medium fyuAd-gfp hochregulieren. Dies 143t
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vermuten, da3 der Rezeptor weder fiir die fyuAd-Hochregulation noch fiir die Ybt-Synthese im

Sinne eines Signaltransducers unbedingt erforderlich ist.

8. irp6/vbtP-ybtA-Promotorregion in der Yen- und Yps-HPI

Die HPI besteht aus einem “core”-Teil und einem AT-reichen Teil (Rakin et al., 1999a).
Aufgrund des variablen AT-reichen Teils kann man zwei evolutionédre Linien unterscheiden:
die Yen-HPI in Y. enterocolitica 1B und die Yps-HPI in Y. pestis und Y. pseudotuberculosis
(Rakin et al., 1995). Der “core”-Teil hingegen ist - mit Ausnahme der ybt4-Promotorregion -
bei beiden evolutiondren Linien hochkonserviert (98% Sequenzéhnlichkeit). Die ybtA-
Promotorregion {iiberlappt mit der Promotorregion des irp6-9 Operons, das in
entgegengesetzter transkriptioneller Richtung zu ybtA liegt (s. Abb. 4A). Auch diese
Promotorregion der HPI besitzt eine Fur-Box (FBS) und repetitive Sequenzen (RS1 und RS2),
die vermutlich die Bindungsstelle fiir den transkriptionellen Regulator YbtA darstellen
(Abb. 32).

Start; o o RBS;, p6/ynep
Yen TTGAGATAAC ATGGGAGTAA CTGAATTTCC TGATAAATTT TTACGGACAC
Yps TTGAGATGAC ATGGGAGTAA CTGAATTTCC TGATGAATTT TTACGGACGC

8307Bam/Hind
'35ybtA -loirp6/yhtP FBS
Yen CAAAAGCGAC AATTCAGGGT GGCGTTCTGA GAATTAATGT GAATAATAAC

Yps CAAAAACGAC AATTCAGGGT GGCGTTCTGA GAATTAATGT GAATAATAAC

10,34 =3Sitpeivber
Yen CATTATCAAT AACTCATCTA CCCCATTCGG TTCTATTTAT ACCCTAAATA
Yps CATTATCAAT AACTCATCTA CCCCATTCGG TTCTATTTAT ACC.......
RS1 RS2*

Yen GTTCGAGTTG CAGGAAGGCG GTAAGCGAGG GAAGCCCTAG GAACTTACAG
YPS  crr e e e e et i

Yen AAGTAAGTGA CTGGGGTGAG TGAGCGCAGC CAACGCACAT GCAACTTGAA

Yps ..................................................
RBSyhtA

Yen ATATGACGGG TATATGCACG CATTGGTCTA AGCCACAGGG AGATAACCAA

Yps e e CG CATTGGTCTA AGCCACAGGG AGATAACCAG

RS2*

Start,,

A
Yen GTCATGACGG AGTCA
Yps GTCATGACAG AGTCA

8621Bam/Hind

Abb. 32: Promotor-Operator-Region zwischen irp6 (in Y. pestis als ybtP bezeichnet) und ybt4 in Yen- und
Yps-HPI. Die Fur-Box (FBS) ist dick gedruckt, die repetitiven Sequenzen (RS) unterstrichen. Startcodons
(Start), mogliche Ribosomenbindungsstellen (RBS) und die -35 und -10 Regionen sind farblich unterlegt (blau:
irp6/ybtP; gelb: ybtA). Die Bindungsstellen fiir die Primer (8307Bam/Hind und 8621Bam/Hind) sind als graue
Pfeile dargestellt. Die Sequenz des ERIC-Elements in der Yen-HPI ist rot hervorgehoben.
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Im Gegensatz zur Yps-HPI besitzt die irp6-ybtA-Promotor-Operator-Region der Yen-HPI eine
125 bp Insertion (ERIC-Element) in der zweiten repetitiven Sequenz. Dadurch konnte die
mogliche Bindungsstelle fiir den AraC-Typ Regulator YbtA verdndert werden, was zu einer
unterschiedlichen Expression von ybt4 und dem irp6-9 (in Y. pestis als ybtP-S bezeichnet)
Operon in der Yen- und Yps-HPI fiihren kann.

8.1 Reporterstudien mit irp6/ybtP-gfp in Y. enterocolitica

Um die Regulation von irp6-9 zu untersuchen, wurde die Promotor-Operator-Region des
Operons vor gfp kloniert. Dazu wurden die 302 bp stromaufwirts von irp6 und die ersten
4 Kodons von irp6 mit dem Primerpaar 8307Bam-8621Hind aus Y. enterocolitica WA-C
amplifiziert und das PCR-Produkt BamHI/HindIIl geschnitten. Das Plasmid pCJFY5G3, das
die fyuAd-gfp Fusion enthdlt, wurde ebenfalls BamHI/HindIll geschnitten, so daB3 der fyuA-
Promotor deletiert wurde. Die Ligation von BamHI/HindIIl geschnittenem PCR-Produkt und
BamHI/HindlIl geschnittenem Plasmid pCJFYS5G3 resultierte in Plasmid pGFPirp6y.,, das
mittels PCR (8307Bam-8621Hind) und Restriktionsverdau (BamHI/HindlIll) tiberpriift wurde.
Die Sequenzierung der Promotorregion und der ersten 20 bp des gfp-Gens bestitigte die in-
frame Fusion von gfp mit dem irp6-9 Promotor, der keine Mutationen aufwies.

Das Plasmid pGFPirp6ye, wurde in WA-C, WA-CS irpl::Kan', WA-CS ybtd::Kan',
WA fyud2 und WA-C Airp6,irp7 elektroporiert. Die Stimme wurden in NB- und NBD-
Medium angezogen und nach 24 h die GFP-Fluoreszenz gemessen (Abb. 33). Im Vergleich zu
den Stimmen mit pCIFY5G3 (fyud-gfp) (Abb. 29) sind die MeBwerte wesentlich niedriger,
d.h. die Expression von irp6-9 ist sehr viel schwicher (ca. Faktor 10) als die von fyuAd. Jedoch
zeigt sich auch hier der deutliche Unterschied zwischen NB- und NBD-Medium. Der
Promotor des irp6-9 Operons scheint somit - wie aufgrund seiner Fur-Box zu erwarten - durch
eine hohe Eisenkonzentration im Medium reprimiert zu werden. Die Stimme
WA-CS irpl::Kan', WA-CS ybtA::Kan', WA fjud2 und WA-C Airp6,irp7, die das
Reporterkonstrukt pGFPirp6y., tragen, zeigen bei Messung der GFP-Fluoreszenz nach
Wachstum in NB- und NBD-Medium die gleiche Tendenz wie pCIFY5G3- (fyud-Promotor)
tragende Stimme: irpOyen-gfp ist in der irpl-, fyuA- und ybtA-Mutante in NBD-Medium nicht
hochreguliert, wihrend es in der irp6,irp7-Mutante sogar die Expression im Wildtyp tibertrifft
(Abb. 33).
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Abb. 33: irpby.-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pGFPirp6ye,-tragenden
Y. enterocolitica Staimmen (WA-C und Mutanten) angezogen in NB- und NBD-Medium. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus fiinf Mefreihen und die zugehorigen Standardabweichungen.

Zur Priifung, ob das 125 bp ERIC-Element in der irp6-Promotorregion der Yen-HPI einen
EinfluB} auf die irp6-9 Expression hat, wurde die Promotorregion des ybtP-S Operons der Yps-
HPI (ybtPyys) (besitzt kein ERIC-Element) ebenfalls vor gfp kloniert. Dazu wurden 177 bp
stromaufwiérts von yb¢P und die ersten 4 Kodons von ybtP mit dem Primerpaar 8307YpsBam-
8621YpsHind aus Y. pestis KUMA amplifiziert, BamHI/HindIlll geschnitten und in
pCJFY5G3 kloniert. Das entstandene Plasmid, pGFPybtPy,, wurde mittels PCR
(8307YpsBam-8621YpsHind) und Restriktionsverdau (BamHI/HindIll) {berpriift. Nach
Sequenzierung des Promotorbereichs wurde pGFPybtPy,s in WA-C elektroporiert.
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Abb. 34: irp6/ybtP-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pGFPirp6y.,- und pGFPybtPy ;-
tragendem Y. enterocolitica Stamm WA-C angezogen in NB- und NBD-Medium. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus fiinf MefBreihen und die zugehdrigen Standardabweichungen.

WA-C (pGFPirp6yen) und WA-C (pGFPybtPy,s) wurden in NBD-Medium angezogen und die
GFP-Fluoreszenz gemessen. Die Fluoreszenz von WA-C (pGFPirp6ys,) und WA-C
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(pGFPybtPy,s) war anndhernd gleich. Dies zeigt, dall das ERIC-Element keinen signifikanten
EinfluB auf die irp6-9 Expression hat (Abb. 34).

8.2 Reporterstudien mit ybtA-gfp in Y. enterocolitica

Die Ergebnisse von Fetherston et al. (1996) weisen darauf hin, dal der transkriptionelle
Regulator YbtA in Y. pestis die Expression seines eigenen Gens reprimiert (negative
Autoregulation). Um die Regulation von YbtA in Y. enterocolitica zu untersuchen, wurde die
ybtAyen-Promotorregion vor gfp kloniert. 302 bp stromaufwirts von ybt4 und die ersten
4 Kodons von ybtA wurden mit dem Primerpaar 8307Hind-8621Bam aus WA-C amplifiziert,
BamHI/HindIll geschnitten und in pCJFYS5G3 kloniert. Das entstandene Plasmid
pGFPybtAy., wurde mittels PCR (8307Hind-8621Bam) und Restriktionsverdau
(BamHI/HindIIl) iberpriift und die ybtAy.,-Promotorregion sequenziert. Dann wurde das
Plasmid pGFPybtAy., in die verschiedenen Y. enterocolitica Stimme elektroporiert. Die
pGFPybtAye-haltigen Stimme WA-C (pGFPybtAye,), WA-CS irpl::Kan' (pGFPybtAyen),
WA-CS ybtA::Kan" (pGFPybtAyen), WA fyud2 (pGFPybtAye,) und WA-C Airp6,irp7
(pGFPybtAyen) wurden 24 h in NB- und NBD-Medium angezogen und anschlieBend die GFP-

Fluoreszenz gemessen.
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Abb. 35: ybtAy.-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pGFPybtdye,-tragenden
Y. enterocolitica Staimmen (WA-C und Mutanten) angezogen in NB- und NBD-Medium. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus fiinf Mefreihen und die zugehorigen Standardabweichungen.

Die Fluoreszenz von WA-C (pGFPybtAye,) in NB-Medium ist - wie erwartet - niedrig, aber
etwas hoher als in WA-C (pCJFY5G3) (vgl. Abb. 29 und Abb. 35). WA-C (pGFPybtAy.n)
zeigt erhohte Fluoreszenz in NBD-Medium durch Eisenderepression. Im Gegensatz zur fyuA-
gfp und irp6-gfp Expression ist die ybtA-gfp Expression auch in der Ybt-Synthesemutante
WA-CS irpl::Kan" hochreguliert. Die Fluoreszenz der ybtA-Mutante (WA-CS ybtA::Kan') ist
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im Vergleich zum Wildtyp (WA-C) sogar wesentlich hoher. Dies weist auf eine negative
Autoregulation des AraC-Typ Regulators YbtA in Y. enterocolitica hin. Auffallend ist, dal
die irp6,irp7-Mutante hochreguliert ist, wahrend die fyud4-Mutante keine erhohte Fluoreszenz
in NBD-Medium zeigt. FyuA scheint deshalb die Expression von ybt4 zu beeinflussen.

Das ERIC-Element zeigte keinen signifikanten Einflu3 auf die irp6-9 Expression. Dennoch ist
nicht auszuschlieBen, da3 die Insertion einen Einflul auf den ybt4-Promotor hat. Deshalb
wurde der ERIC-freie ybtA-Promotor (177 bp stromaufwirts von ybt4 und die ersten
4 Kodons von ybt4) aus Y. pestis KUMA (ybtAyys) mit dem Primerpaar 8307YpsHind-
8621YpsBam amplifiziert und ebenfalls in pCJFY5G3 kloniert. Das entstandene Plasmid
pGFPybtAy,s wurde mittels PCR (8307YpsHind-8621YpsBam) und Restriktionsverdau
(BamHU/HindIll) iberpriift, sequenziert und in WA-C elektroporiert. Die GFP-Fluoreszenz
des resultierenden Stammes WA-C (pGFPybtAy,) war nach 24-stiindigem Wachstum in NB-
und NBD-Medium im Vergleich zu WA-C (pGFPybty.,) wesentlich niedriger (Faktor 5)
(Abb. 36). Dieser Unterschied konnte auf das ERIC-Element, das in die ybtA-Promotorregion

der Yen-HPI inseriert ist, zuriickzufiihren sein.
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Abb. 36: ybtA-gfp Expression. GFP-Fluoreszenz (arbitrary units [au]) von pGFPybtAy.,- und pGFPybtAy -
tragendem Y. enterocolitica Stamm WA-C angezogen in NB- und NBD-Medium. Die Graphik zeigt den
Mittelwert aus fiinf MefBreihen und die zugehdrigen Standardabweichungen.
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9. Herstellung eines YbtA-Antikorpers und Expression von ybt4

Die Herstellung eines YbtA-Antikorpers erfolgte, um den zeitlichen Verlauf der Synthese des
transkriptionellen Regulators YbtA zu analysieren. Da fiir die Herstellung von Antikorpern
groBe Mengen an gereinigtem Protein benotigt werden, muflte YbtA rekombinant hergestellt
werden. Zu diesem Zweck wurde das ybt4-Gen in den Expressionsvektor pGEX-4T-3
kloniert. Dieser Vektor enthélt das Gen fiir die Glutathion-S-Transferase (gsf) unter der
Kontrolle des mit IPTG-induzierbaren tac-Promotors. Der Vektor enthilt aulerdem den lac-
Repressor (lacl’) und eine Ampicillin-Resistenz. Stromabwérts von gst befindet sich eine
MCS, in die ybtA kloniert wurde, so dall ein Fusionsprotein (ca. 60 kDa) aus Gst (26 kDa) und
YbtA (35 kDa) synthetisiert werden kann. Gst-Fusionsproteine binden unter geeigneten
Bedingungen spezifisch an Glutathion-Sepharose, wihrend unspezifisch gebundene Proteine

durch Waschen mit PBS entfernt werden konnen.

9.1 Plasmide pGEXybt4 und pMOSybtA
Plasmid pGEXybtA (Jacobi) beinhaltet ein 980 bp ybtA-PCR-Produkt (ybtAF-ybtaR), das iiber
EcoRI/Xhol in-frame hinter das Gen fiir die Glutathion-S-Transferase (gst) kloniert wurde
(Abb. 37).

YbtAF > - ybtAR

EcoRI Xhol
G _AAT TCC ACA GAG TCA CCG CAA A. ittt e ieeeaenn CC TTT AAA CGC GTG ATG CTC GAG

pGEXybtA p,GEX-AI-§1 gst oA

EcoRI Xhol

Abb. 37: Konstruktion des Expressionsvektors pGEXybt4 (Jacobi). Dicke Pfeile stellen die Gene gst (grau)
und ybt4 (rosa) dar. Schwarze Pfeile zeigen die Lage der Primer. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.
Das Start- und Stopcodon von ybtA ist rosa hervorgehoben.

Fiir weitere Versuche wurde ybt4 mit dem Primerpaar ybtA380/ybtARHind amplifiziert und
in pMOSBIlue kloniert. Das resultierende Plasmid pMOSybt4A wurde mittels PCR
(ybtA380/ybtARHind) und Restriktionsverdau (HindlIll) tiberpriift. Der Restriktionsverdau mit
Hindlll zeigte auBBerdem, dal3 ybtA4 in der richtigen Orientierung hinter dem T7-Promotor liegt.
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9.2 Reinigung des Fusionsproteins Gst-YbtA und Immunisierung eines Kaninchens
pGEXybtA wurde in den Expressionsstamm BL21 transferiert und die gst-ybtA Expression
durch Zugabe von IPTG induziert (s. B.9.4.1). Im Gegensatz zum Ausgangsstamm BL21
zeigte BL21 (pGEXybtA) eine deutliche Bande bei ca. 60 kDa, die auch mit Gst-Antikérpern
detektiert werden konnte.

Nach AufschluB3 einer 4L-Kultur BL21 (pGEXybt4) mit Hilfe der French press (s. B.9.4.2)
und anschlieBender Zentrifugation wurde der Uberstand (16sliche Fraktion) mit Glutathion-
Sepharose (Pharmacia) gereinigt (s. B. 9.4.3). Da das Fusionsprotein Gst-YbtA nach der
Glutathion-Sepharose Behandlung noch Verunreinigungen aufwies, wurden die Glutathion-
Sepharose beads (mit dem gebundenen Fusionsprotein) einer préparativen SDS-PAGE mit
anschliefender Elektroelution unterzogen (s. B.9.4.5). Die Menge an gereinigtem Protein
(Gst-YbtA) nach der Elektroelution betrug ca. 400 pg. Die Immunisierung erfolgte dreimal
mit je 100 pg dieses gereinigten Proteins (s. B.9.5 und Tab. 14). Nach der 3. Immunisierung
wurde das Antiserum im Western-Blot eingesetzt, um das Vorhandensein von YDbtA-

Antikorpern zu liberpriifen.
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Abb. 38: Uberpriifung des 3. Antiserums. Die Detektion des Western-Blots erfolgte mit dem Antiserum aus
der 3. Immunisierung (1:100 000). Die Zelllysate folgender E. coli Stimme wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt.
A. 1. BL21 (pGEX-4T-3); 2. BL21 (pGEXybtA); 3. BL21(DE3) (pMOSBIue); 4. BL21(DE3) (pMOSybtA4). B. 1.
BL21 (pOF39); 2. BL21.

Alle Zelllysate zeigten im Western-Blot eine Bande von ca. 60 kDa, die der Molekularmasse
von Gst-YbtA entspricht. Da auch die Negativkontrollen BL21 (pGEX-4-T-3) und BL21
(pMOSBIlue) diese Bande aufwiesen, mufite es sich um ein anderes Protein gleicher
Molekularmasse handeln. Da bereits beschrieben wurde, dal das Chaperon GroEL (gehort zur

Hsp60 Familie) manchmal mit Gst-Fusionsproteinen aufgereinigt wird, wurde diese
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Moglichkeit ndher untersucht. Das Plasmid pOF39 (Fayet et al., 1986), das die Gene groEL
und groES enthilt, wurde in BL21 elektroporiert. BL21 (pOF39) und BL21 wurden UN bei
27°C angezogen und - um die Expression von groEL zu erhéhen - 1 h bei 42°C geschiittelt.
Der Stamm BL21 (pOF39), der groEL iiberexprimiert, zeigte im Vergleich zu BL21 eine
wesentlich stirkere Reaktion mit dem Antiserum aus der 3. Immunisierung (Abb. 38 B). Dies

bestitigte die Annahme, dafl Gst-YbtA zusammen mit GroEL aufgereinigt wurde.

Um fiir die weiteren Immunisierungen gereinigtes Gst-YbtA ohne GroEL-Kontamination zu
erhalten, wurde eine E. coli groEL-Mutante (CAG9294; Young et al., 1989) verwendet. Der
Stamm wurde mit dem monoklonalen Maus-anti-Yersinia-Hsp60-Antikorper (erkennt Hsp60
von allen Enterobacteriaceae) iiberpriift und zeigte im Gegensatz zu BL21 keine Bande

(Abb. 39).

[kDa]

61*-——-

Abb. 39: Uberpriifung der E. coli groEL-Mutante CAG9294. Die Detektion des Western-Blots erfolgte mit
dem monoklonalen Maus-anti-Yersinia-Hsp60-Antikorper (1:1000). Die Zelllysate folgender E. coli Staimme
wurden liber SDS-PAGE aufgetrennt. 1. BL21; 2. CAG9294.

Anschlieend wurde das Plasmid pGEXybt4 in CAG9294 elektroporiert und die Expression
dieses Stammes untersucht. Gst-YbtA konnte zwar im Zelllysat mit dem Gst-Antikdrper
detektiert werden, aber ein Grofteil des Fusionsproteins befand sich nach dem Zellaufschluf3
(French press) in der unloslichen Fraktion (inclusion bodies). Deshalb wurde diese
gewaschen, {iber priparative SDS-PAGE aufgetrennt, ausgeschnitten und elektroeluiert
(s. B.9.4.4 und B.9.4.5). Fiir die Immunisierung mit Gst-YbtA aus CAG9294 (pGEXybtA4)
wurden ca. 150 pg Protein (4. Immunisierung) eingesetzt. 10 Tage nach der Immunisierung
wurde dieses Antiserum aus der 4. Immunisierung mit Zelllysaten der Stimme BL21 (pGEX-
4T-3), BL21 (pGEXybtd), BL21(DE3) (pMOSBlue) und BL21(DE3) (pMOSybt4) im

Western-Blot untersucht.
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Abb. 40: Uberpriifung des 4. Antiserums. Die Detektion des Western-Blots erfolgte mit dem Antiserum aus
der 4. Immunisierung (1:100 000). Die Zelllysate folgender E. coli Stimme wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt.
1. BL21 (pGEX-4T-3); 2. BL21 (pGEXybtAd); 3. BL21(DE3) (pMOSBIue); 4. BL21(DE3) (pMOSybtA). Der
schwarze Pfeil deutet auf YDbtA.

Wihrend alle Zelllysate eine Bande bei ca. 60 kDa (GroEL) zeigten, ergab nur das Lysat von
BL21(DE3) (pMOSybt4) auch eine Bande bei ca. 35 kDa (YbtA) (Abb. 40). Da die
Immunisierung mit Gst-YbtA aus CAG9294 somit erfolgreich war, fand - um die Ausbeute an
YbtA-Antikorpern zu erhohen - eine weitere Immunisierung (5.) mit 30 pg Gst-YbtA aus
CAG9294 (pGEXybtA) statt. Da der entsprechende Western-Blot mit Antiseren aus der 4. und

5. Immunisierung jedoch keinen Unterschied zeigte, wurde die Immunisierung beendet.

Tab. 14: Immunisierungsschema

Immunisierung | Protein Stamm
1 100 pg Gst-YbtA (16sliche Fraktion) BL21 (pGEXybtA)
2 100 pg Gst-YbtA (16sliche Fraktion) BL21 (pGEXybtA)
3 100 pg Gst-YbtA (16sliche Fraktion) BL21 (pGEXybtA)
4 150 pg Gst-YbtA (unldsliche Fraktion) CAG929%4 (pGEXybtA)
5 30 ug Gst-YbtA (unldsliche Fraktion) CAG9294 (pGEXybtA)
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9.3 Expression von ybtA

Mit Hilfe des YbtA-Antiserums sollte im Folgenden die ybtA-Expression zu verschiedenen
Zeitpunkten in Y. enterocolitica untersucht werden. Die Stimme WA-C und WA-CS
ybtA::Kan" (Negativkontrolle) wurden in eisenlimitiertem NBD-Medium angezogen. Nach 0,
2,4, 6, 8 und 24 h erfolgte die Entnahme von Proben, die anschlieBend im Western-Blot mit
dem 4. Antiserum (1:1000) detektiert wurden. Alle Proben - au3er der Positivkontrolle BL21
(pMOSybtA) - waren negativ. Vermutlich ist die Expression des AraC-Typ Regulators YbtA
in WA-C so gering, dafl sie mit dem zur Verfiigung stehenden YbtA-Antiserum nicht

detektiert werden kann.

Um die YbtA-Konzentration zu erhohen, wurde das Plasmid pACYC5.3 (ca. 15 Kopien pro
Zelle) verwendet (Abb. 41). Das Plasmid pACYC5.3 entstand durch Klonierung des 1300 bp
Clal/HindIll Fragments (ybt4) aus pMOSybtA in das Clal/HindIll geschnittene Plasmid
pACYCS5.2 (Abb. 17B).

9630, Sphl

ip§' pACYCS.3  fud | | o oes
11818 bp

irp7

Hindlll, 4053

Clal, 5336

Abb. 41: Plasmid pACYCS5.3. Die Gene irp6 und irp7 sind als orange, das Gen fyuAd als griiner und das Gen
ybt4 als rosa Pfeile dargestellt. Der graue Pfeil zeigt ein Teilstick des Gens irp8’. Das Gen fiir die
Tetracyclinresistenz (Tet) (grauer Pfeil) wird bei der Klonierung inaktiviert. Die Chloramphenicol-Resistenz
(Cm) (schwarzer Pfeil) bleibt erhalten.

Das Plasmid pACYC5.3 wurde in den Ybt-defizienten Y. enterocolitica Stamm WA-CH"
(WA-C, in dem das gesamte HPI-core (irp9 - fyuAd) deletiert wurde; Pelludat, 1999)
transferiert. Da das Plasmid pACYC5.3 die fiir die Ybt-Aufnahme essentiellen Gene (irp6,
irp7 und fyuAd) enthdlt, kann durch dieses Plasmid die Expression von ybt4 in Stamm
WA-CH in Abhingigkeit von Zeit und Ybt-Zugabe untersucht werden. WA-CH
(pACYC5.3) wurde UN in NB-Medium angezogen und dann in NBD-Medium (1:20)
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iberimpft. Nach 4 h Wachstum in NBD-Medium wurde der einen Hélfte der NBD-Kultur
Ybt-haltiger Kulturiiberstand (1:50) zugegeben, wihrend die andere Hélfte unverindert blieb.
Beide Ansdtze wurden weiter bei 27°C inkubiert und Proben nach 1, 4 und 20 h gezogen.
Gleiche Mengen an Gesamzelllysaten dieser Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und
mit dem 4. YbtA-Antiserum (1:1000) im Western-Blot detektiert (Abb. 42). Alle Proben -
unabhingig von der Zeit und der Zugabe von Ybt - zeigten eine Bande bei ca. 35 kDa, wobei
keine signifikanten Unterschiede in der Intensitdt der YbtA-Bande zu erkennen waren. Die
Negativkontrolle WA-CH™ (pACYC5.2), die die Gene irp6, irp7 und fyuA, aber nicht ybtA,
besitzt, zeigte keine Bande bei 35 kDa.

o

g - YbtA

Abb. 42: ybtA Expression in Y. enterocolitica WA-CH™ (pACYCS5.3). Die Detektion des Western-Blots
erfolgte mit dem 4. Antiserum (1:1000). Die Zelllysate von folgenden Stdimmen wurden nach 1, 4 und 20 h
Wachstum in NBD-Medium (NBD) und US-haltigem NBD-Medium (NBD+US) iiber SDS-PAGE aufgetrennt.
1. WA-CH (pACYC5.2), NBD (Negativkontrolle); 2. - 7. WA-CH™ (pACYC5.3); 2. 1 hin NBD; 3. 4 h in NBD;
4.20 hin NBD; 5. 1 h in NBD+US; 6. 4 h in NBD+US; 7. 20 h in NBD+US.
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D. DISKUSSION

1. Das irp6-9 Operon und die Funktion der Gene irp6, irp7 und irp8 in Y. enterocolitica

Die HPI von Yersinia besteht aus einem hochkonservierten ,,core“-Teil und einem AT-reichen
variablen Teil. Der ,,core“-Teil umfait die Gene fiir die Biosynthese des Siderophors
Yersiniabaktin (Ybt), die Ybt-Aufnahme und den AraC-Typ Regulator YbtA (s. Abb. 4A).

Die von Rakin ef al. (1999a) durchgefiihrte Sequenzierung der stromaufwéirts von ybtA
gelegenen Region in Y. enterocolitica O:8, WA-C ergab ein Gencluster von vier weiteren
offenen Leserahmen (irp6-9), die vermutlich ein Operon von 6,2 kb bilden (Abb. 43). Der
Promotor dieses Operons iiberlappt wahrscheinlich mit dem ybt4-Promotor, wird aber in
entgegengesetzter Richtung transkribiert. Mit Hilfe der RT-PCR und Primern, die in
benachbarten Genen binden, konnte gezeigt werden, da3 die Gene irp6, irp7, irp8 und irp9 in

einem Operon liegen (s. C.1).

| 1 kb

<9 |<_ip8 |<<_ip7_] 6 |—{ybei>
- >

P

Abb. 43: Das stromaufwiérts von ybt4 gelegene Operon irp6-9. p: Promotorregion von ybt4 und irp6-9. Dicke
farbige Pfeile symbolisieren die Gene und ihre transkriptionelle Richtung. Diinne schwarze Pfeile stellen die
beiden Operons dar.

1.1 Einfluf von Irp6/Irp7 auf die Ybt-Aufnahme und Mausvirulenz

Analysen der Proteinsequenz haben gezeigt, da3 Irp6 und Irp7 eine N-terminale hydrophobe
Transmembrandomine und eine C-terminale ATP-bindende Doméne besitzen und somit
Ahnlichkeit zu ABC-Transportern (Irp6: 48% zu CyaB von B. pertussis; Irp7: 49% zu HlyB
von E. coli und LktB von P. haemolytica) aufweisen. Da Siderophore generell iiber einen
Rezeptor in der duBeren Membran und iiber ABC-Transporter in der inneren Membran
aufgenommen werden (Boos & Lucht, 1996; Braun et al., 1998; Earhart, 1996) und der Ybt-
Rezeptor FyuA bereits identifiziert worden war (Rakin et al., 1994), lag die Vermutung nahe,
daB Irp6 und Irp7 fiir die Ybt-Aufnahme durch die innere Membran hindurch verantwortlich

sind. Jedoch besitzen alle bisher bekannten Siderophor ABC-Transporter die Transmembran-
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und ATP-bindende Doméne in getrennten Proteinen, so dafl die Fusion von Transmembran-
und ATP-bindender Domédne in Irp6 und Irp7 eine Ausnahme darstellt. Aufgrund der
Sequenzhomologie von Irp6/Irp7 zu Substrat-exportierenden ABC-Transportern (HlyB:
Héamolysin; LktB: Leukotoxin; CyaB: Cyclolysin) (Blight & Holland, 1990), kénnte es sich
bei Irp6/Irp7 auch um ABC-Transporter handeln, die am Ybt-Export beteiligt sind. Dabei ist

aber zu bedenken, daB3 bisher kein Siderophor-Exportsystem beschrieben wurde.

Zur Priifung ihrer Transportfunktion wurden die Gene irp6 und irp7 inaktiviert. irp6- und
irp7- Einzel- wie auch Doppelmutanten wurden in einem Fiitterungstest auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, Ybt aufzunehmen (s. C.3). Es zeigte sich, daB - auler dem Ybt-Rezeptor FyuA -
sowohl Irp6 als auch Irp7 fiir die Ybt-Aufnahme in Y. enterocolitica O:8, WA-C essentiell
sind. Da sich die Einzelmutanten wie die Doppelmutante verhielten und eine irp6-Mutante
nicht durch das irp7-Gen - und umgekehrt - komplementiert werden konnte, handelt es sich
vermutlich um einen heterodimeren Irp6/Irp7 ABC-Transporter. Der CAS-positive Phénotyp
der irp6- und irp7-Mutanten (s. C.7.6) hat auBerdem gezeigt, dal3 Irp6 und Irp7 nicht am Ybt-
Export oder an der Ybt-Synthese beteiligt sein konnen. Die Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit den in Y. pestis erhaltenen Ergebnissen fiir die orthologen Gene ybtP
und ybtQ (Fetherston et al., 1999). ybtP- oder ybtQ- Mutanten kénnen Ybt produzieren, aber

zeigen vermindertes Wachstum bei Eisenmangel und reduzierte Eisenaufnahme.

Da Y. pestis das funktionelle Ybt-System (fiir psn, irp2 und ybtP gezeigt) fir die
Mausvirulenz nach subkutaner Injektion benétigt (Bearden et al., 1997; Fetherston et al.,
1999) und eine Y. pseudotuberculosis irp2-Synthesemutante sowie eine Y. enterocolitica O:8
fyuA-Rezeptormutante verringerte Mausvirulenz nach intravendser oder oraler Applikation
zeigen (Carniel et al., 1992; Rakin et al., 1994), wurde angenommen, dal die ABC-
Transporter Irp6 und Irp7 fiir die Mausvirulenz auch in Y. enterocolitica O:8 essentiell sind.
Die Inaktivierung von irp6 und irp7 in Y. enterocolitica O:8, WA-C fiihrte zu stark reduzierter
Mausvirulenz nach intravendser Injektion (WA-C: 2,7 x 10’ CFU in Milz und 4,5 x 10° CFU
in Leber; WA-C Airp6,irp7: 2,7 x 10> CFU in Milz und 1,3 x 10° CFU in Leber) (s. C.4).
Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der Hypothese, daB die Ybt-Aufnahme fiir das

Uberleben und die Vermehrung der Yersinien in der Maus essentiell ist.
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1.2 Einfluf} von Irp8 auf die Ybt-Aufnahme und Mausvirulenz

Irp8 besitzt vermutlich 12 transmembrane Segmente und weist signifikante Ahnlichkeit (40%)
zu AmpG (10 transmembrane Segmente) von E. coli auf (Lindquist et al., 1993). AmpG
transportiert vermutlich Peptidoglykanfragmente, die beim Mureinabbau durch B-Lactamasen
entstehen, vom Periplasma ins Zytoplasma (Jacobs et al., 1997). Dort binden diese an den
transkriptionellen Regulator AmpR und fithren dadurch zur Transkriptionsaktivierung der
B-Lactamase (AmpC). Aufgrund der Ahnlichkeit zu AmpG kénnte Irp8 als Ybt-Permease in
der inneren Membran fungieren und somit an der Signaltransduktion beteiligt sein.

Zur Ermittlung der Funktion wurde irp8 inaktiviert und die irp8-Mutante im Fiitterungstest
(s. C.3) hinsichtlich ihrer Ybt-Aufnahme untersucht. Die Inaktivierung von irp8§ hatte jedoch
keine Auswirkung auf die Ybt-Aufnahme, so dal die ABC-Transporter Irp6 und Irp7
vermutlich unabhéngig von Irp8 sind. Da die irp8-Mutante WA-CS irp8::Kan' im Vergleich
zum Wildtyp keine verdnderte Ybt-Synthese (CAS-Phénotyp; s. C.7.6) oder Regulation (gfp-
Reporterstudien; s. C.7.3 und C.7.5) aufwies, scheint Irp8 keine wichtige Rolle im Ybt-
System zu spielen.

Auch in Y. pestis ergab die Inaktivierung von ybtX (ortholog zu irp8) keinen Hinweis auf die
in vitro Funktion von YbtX (Fetherston et al, 1999). Eine in vivo Untersuchung
(Mausversuch) der Y. pestis ybtX-Mutante wurde jedoch von dieser Arbeitsgruppe nicht

unternommen.

Deshalb wurde zur Untersuchung der in vivo-Bedeutung von Irp8 in Y. enterocolitica ein
Mausversuch mit WA-CS und WA-CS irp8::Kan' durchgefiihrt (s. C.4). Jedoch verhielt sich
die irp8-Mutante (WA-CS irp8::Kan") - wie schon bei den in vitro Versuchen - gleich dem
Ausgangsstamm WA-CS. Somit kann eine essentielle Funktion von Irp8 unter
Infektionsbedingungen ebenfalls ausgeschlossen werden.

Auch wenn fiir Irp8 bisher keine Funktion gefunden werden konnte, kann eine Beteiligung
von Irp8 an der Ybt-vermittelten Signaltransduktion oder Genregulation nicht vollig
ausgeschlossen werden. Irp8 konnte aber auch am “cross-talk” mit einem anderen
Siderophorsystem beteiligt sein. In Y. enterocolitica O:8 ist jedoch nur das Ybt-System
bekannt. Da die HPI aber auch in anderen Bakterien (z.B. E. coli) vorkommt, die weitere
Siderophorsysteme (z.B. das Enterochelinsystem) besitzen, wére eine gegenseitige Regulation

dieser Siderophorsysteme denkbar.
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2. Ybt-Aufnahme in E. coli H1884 (pACYCS.2) und Y. enterocolitica NF-O (pACYC5.2)

Um festzustellen, ob die Fihigkeit zur Ybt-Nutzung durch Transfer der Transportgene fyuA,
irp6 und irp7 auf E. coli H1884 (Mutationen in den Enterochelin-Synthesegenen entD,F) oder
den nicht-pathogenen Y. enterocolitica Stamm NF-O (beide Staimme sind HPI-negativ)
iibertragen werden kann, wurden die Transportgene subkloniert (pACYC5.2) und in die
beiden Stimme transferiert (s. C.6). E. coli H1884 (pACYC5.2), nicht aber Y. enterocolitica
NF-O (pACYC(CS5.2), zeigte im Fiitterungsversuch Wachstum nach Zugabe von Ybt. Western-
Blot, RT-PCR und Pestizinassay zeigten in beiden Stdmmen sowohl irp6, irp7 und fyuAd

Transkription bzw. Expression als auch funktionelles FyuA (Pestizinempfindlichkeit).

Generell benétigen Gram-negative Bakterien fiir die Siderophoraufnahme und -nutzung

folgende Komponenten (Boos & Lucht, 1996; Braun et al., 1998; Earhart, 1996):

e cinen TonB-abhédngigen Rezeptor fiir den Transport durch die duBere Membran

e cin periplasmatisches Bindeprotein (PBP) und ABC-Transporter fiir den Transport vom
Periplasma ins Zytoplasma (PBP-abhéngiges Transportsystem)

e Proteine fiir die Dissoziation des Eisen-Siderophor Komplexes (z.B. Siderophorreduktase

oder -esterase) (Schubert et al., 1999)

PBP ? PP
Irp6 % M
Dc . . CP
ISS;Z]:::;O“S- Fe¥*
‘QB} - 5 ‘Q’}

2+
Fe O

Abb. 44: Modell der Ybt-Aufnahme. Pfeile symbolisieren die Ybt-Aufnahme bzw. Dissoziation von Fe**-Ybt.
Yersiniabaktin (Ybt) ist als gelbes Viereck, Eisen (III) (Fe*") als griiner Kreis und Eisen (II) (Fe*") als blauer
Kreis dargestellt. Das griine Viereck symbolisiert den Rezeptor FyuA, die orangen Vierecke die ABC-
Transporter Irp6 und Irp7 und das blaue Oval das fehlende periplasmatische Bindeprotein (PBP). AM: #ufere
Membran, IM: innere Membran, CP: Zytoplasma, PP: Periplasma.
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Da sowohl in E. coli H1884 (pACYC5.2) als auch in Y. enterocolitica NF-O (pACYC5.2) die
ABC-Transportergene irp6 und irp7 und das Rezeptorgen fyuA transkribiert bzw. exprimiert
werden, konnte der entscheidende Unterschied darin bestehen, dall E. coli H1884, aber nicht
Y. enterocolitica NF-O, ein PBP fiir Ybt oder einen Fe-Ybt-Dissoziationsfaktor besitzt
(Abb. 44).

Es wird angenommen, dafl Eisen aus den Siderophoren durch einfache Reduktion mit

NAD(P)H freigesetzt wird, wobei das l6sliche Fe*" vom Siderophor getrennt wird.

Fe’*-Siderophor + NAD(P)H — Fe**-Siderophor + NAD(P)"

Diese Reaktion ist aber bei Fe’*-Enterochelin aufgrund seines stark negativen Redoxpotentials
von -750 mV gegeniiber -324 mV von NAD(P)H/NAD(P)" nicht moglich. Deshalb ist die
Esterase Fes (ferric enterochelin esterase), die eine Eisenfreisetzung aus Enterochelin durch
Hydrolyse ermdglicht, der bisher einzige beschriebene Fe-Siderophor-Dissoziationsfaktor
(Brickman & Mclntosh, 1992; Schubert et al., 1999).

PBP hingegen sind bei allen bekannten Siderophoraufnahmesystemen vorhanden. Da PBP in
der Regel alle Mitglieder einer Siderophorfamilie binden, wihrend die Rezeptoren der
duBeren Membran fiir ein bestimmtes Siderophor spezifisch sind, ist die Nutzung des PBP
eines anderen Siderophor-Transportsystems durchaus denkbar. AuBlerdem ist zu erwihnen,
daBB nur die irp6,irp7-ABC-Transportermutanten ein sichtbar verringertes Wachstum auf
CAS-Agar aufweisen (s. Abb. 30). Geht man von einem PBP aus, das sowohl fiir sein PBP-
abhéngiges Transportsystem als auch fiir die Ybt-Aufnahme essentiell ist, so konnte dieses
PBP durch Ybt, das in der ABC-Transportermutante nicht weiter transportiert werden kann,
blockiert werden. Dadurch kann das eigentliche Substrat nicht mehr gebunden und
weitertransportiert werden, so dall es zu verschlechtertem Wachstum kommen kann. Somit
besteht der begriindete Verdacht, da3 das PBP, iiber das Ybt aufgenommen wird, au3erhalb
der HPI liegt.

Die Anwesenheit von auflerhalb der HPI liegenden Genen, die fiir die Fe-Ybt Aufnahme
essentiell sind (z.B. PBP), konnte im Hinblick auf die Entwicklung neuer Pathotypen durch
horizontalen Gentransfer der HPI von Bedeutung sein. Kiirzlich wurde gezeigt, da3 die Yps-
HPI bei verschiedenen Arten der Familie der Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumonia,
Citrobacter koseri, E. coli Pathotypen: EAEC, UPEC u.a.) sehr weit verbreitet ist (Schubert et

al., 1998 und 2000). Geht man von einem horizontalen Transfer der HPI aus, wiirden nur die
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Stamme vom Erhalt der HPI profitieren, die bereits Gene tragen, die das Fe-Ybt

Aufnahmesystem vervollstdndigen konnen.

3. Regulation der HPI core-Gene

Die Regulation der HPI Gene erfolgt tiber zwei transkriptionelle Regulatoren:

1. EiseniiberschuB im Zytoplasma fiihrt zur Repression durch den Fe’'-Fur Komplex,
wohingegen Eisenmangel (z.B. durch o,0’-Dipyridyl im NBD-Medium) zur Derepression
fiihrt.

2. Der transkriptionelle Regulator YbtA ist ein AraC-Typ Protein, das vermutlich durch die
Bindung von Fe-Ybt zum Aktivator wird und die Gencluster irp6-9, irp2-irp5 und fyuA
hochreguliert (Fetherston et al., 1996). Die Expression von ybtA4 selbst wird vermutlich
durch YbtA reprimiert (negative Autoregulation) (Abb. 45).

irp9 irp8 irp7 irp6  ybtA irp2 irpl irp3 irp4 irp5 fyuA
- > >

Abb. 45: Modell der Regulation der HPI core-Gene. Durchgezogene Pfeile symbolisieren die Operons und
ihre transkriptionelle Richtung. Gestrichelte Pfeile stellen die Bindung des transkriptionellen Aktivators YbtA an
die Promotorregionen und die daraus resultierende Aktivierung (+) bzw. Reprimierung (-) dar.

3.1 Regulation der Ybt-Synthesegene und des Rezeptorgens fyuA

Die Fiitterungsversuche mit Kulturiiberstinden (s. C.7.1), die Expression der HMWP
(Irp1/Trp2) (s. C7.2) und gfp-Reporterstudien (s. C.7.3 und C.7.5) zeigten, daB3 die Ybt-
Synthesegene und das Rezeptorgen fyuA unter den gleichen Bedingungen exprimiert werden.
Beide Promotoren (fyud, irp2) besitzen eine Fur-Box und repetitive Sequenzen. Die
Expression findet deshalb nur bei Eisenmangel (in NBD-Medium) statt, d.h. unter der
Bedingung, dall Fur nicht an die Fur-Box gebunden ist. Der Fe-Ybt-YbtA Komplex bindet
vermutlich an die repetitiven Sequenzen (RS) und fiihrt so zur Transkriptionsaktivierung
(Fetherston et al., 1996). Fiir eine effiziente Expression ist deshalb die Anwesenheit des
transkriptionellen Regulators YbtA und Fe-Ybt im Zytoplasma erforderlich. Nach diesem
Modell (s. Abb. 24) wird die HMWP- und Ybt-Synthese und die irp2-gfp und fyuA-gfp
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Expression nur in den Stdmmen hochreguliert, die Fe-Ybt aufnehmen konnen (WA-C,
WA-CS irp8::Kan').

Die Ergebnisse der fyud-gfp und irp2-gfp Reporterstudien (s. C.7.3 und C.7.5) waren nahezu
identisch, was aufgrund des dhnlichen Aufbaus der beiden Promotoren nicht anders zu
erwarten war. Diese parallele Regulation von Rezeptor- (fyu4) und Synthesegenen (irpI-5)

macht Sinn, da die Hochregulation des Rezeptors nur nétig ist, wenn viel Ybt produziert wird.

3.1.1 Einfluf} von FyuA

Wie bereits frither beschrieben, fiihrt die Inaktivierung von fyud nur zu einer schwachen
Expression der HMWP (Pelludat et al, 1998). AuBBerdem zeigte eine fyuAd-Mutante weder
eine signifikante irp2-gfp oder fyuA-gfp Hochregulation, noch konnte ihr Uberstand die irpI-
Mutante fiittern (s. C.7.3; C.7.5 und C.7.1). Eine Titration mit den Uberstinden von WA-C
und WA frud2 zeigte, dal WA fyuAd2 jedoch sehr wenig Ybt produziert (s. C.7.4). Diese
geringe Ybt-Produktion 146t sich durch Fur-Derepression (NBD-Medium), aber fehlende
Aktivierung (durch Fe-Ybt-YbtA) des irp2-Promotors erkldren. Aufgrund dieser Ergebnisse
ist FyuA fiir die irp2-gfp und fyuAd-gfp Hochregulation und Ybt-Synthese essentiell. Entweder
ist die Hochregulation der Synthesegene und des Rezeptorgens insofern von FyuA abhingig,
daB FyuA fiir den Fe-Ybt Transport durch die duBBere Membran notwendig ist, oder aber FyuA
ist an einer Fe-Ybt abhédngigen Signaltransduktion beteiligt, dhnlich wie sie fiir die Fe-Citrat

Aufnahme in E. coli beschrieben wurde (Braun ef al., 1998).

Diese Reporterergebnisse mit Y. enterocolitica WA-C stehen im Widerspruch zu den
Ergebnissen, die mit einer Y. pestis Rezeptormutante erhalten wurden. Die Deletion von psn
in Y. pestis (psn ist ortholog zu fyuAd) fiihrte weder zu reduzierter Expression der psn-lacZ
Reporterfusion noch zu reduzierter Expression der Ybt-Synthesegene (Bearden et al., 1997,
Fetherston et al., 1996 und 1999). Diese Unterschiede in der Regulation konnten auf die
unterschiedliche Permeabilitit der d&uBBeren Membran fiir Ybt zuriickzufiihren sein (Perry et
al., 1999). Tatsichlich wurde festgestellt, da die dullere Membran von Y. pestis fiir
hydrophobe Molekiile wesentlich durchldssiger ist als die von Y. enterocolitica (Bengoechea
et al., 1998). Ybt konnte deshalb trotz fehlendem Rezeptor ins Periplasma gelangen und in der
Y. pestis psn-Mutante zu einer Hochregulation der Reporterfusion psn-lacZ und der Ybt-
Synthesegene fiihren.

Von Y. pestis ist bekannt, da3 die HPI fiir die Mausvirulenz bei subkutaner, aber nicht bei

intravendser Infektion von Bedeutung ist (Bearden et al., 1997; Fetherston et al., 1999; Une &
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Brubaker, 1984). Bei Y. enterocolitica O:8 dagegen spielt die HPI als Virulenzfaktor sowohl
bei oraler als auch bei intravendser Applikation eine Rolle (Carniel ef al., 1992; Rakin ef al.,
1994). Dariiberhinaus zeigt Y. pestis - im Gegensatz zu Y. enterocolitica - auf Siderophor-
indikator- (CAS-) Agar keinen Hof (Rakin et al, 1999a). Diese Ergebnisse lassen
unterschiedliche Regulationsmechanismen der HPI-Gene von Y. pestis und Y. enterocolitica

vermuten.

3.1.2 EinfluB} von Irp6/Irp7 und Irp8

Obwohl sich die verschiedenen irp6,irp7-Mutanten nicht mit Ybt fiittern lieBen, zeigten die
gfp-Reporterstudien (s. C.7.3 und C.7.5) und die Fiitterung der Ybt-Synthesemutante mit den
Kulturiiberstinden (s. C.7.1) sowohl eine Hochregulation des Synthesegens irp2 und des
Rezeptorgens fyuA als auch Ybt-Produktion. Da durch Irp8 geringe Mengen an Ybt -
ausreichend fiir eine Hochregulation von Rezeptor- und Ybt-Synthesegenen, aber nicht fiir die
Fiitterung - durch die innere Membran transportiert werden konnten, wurde eine
irp6,irp7,irp8-Dreifachmutante hergestellt. Diese zeigte jedoch keine phanotypischen
Unterschiede zur irp6,irp7-Doppelmutante. Irp8 scheint somit bei der Hochregulation von
fyuA und der Ybt-Synthesegene keine Rolle zu spielen. Entweder konnte Fe-Ybt unspezifisch
durch die innere Membran diffundieren und YbtA aktivieren oder Fe-Ybt konnte durch andere
Eisentransportsysteme, wie z.B. das TonB-unabhdngige Eisentransportsystem Y{fuABCD oder
das erst kiirzlich in Y. enterocolitica beschriebene Enterochelin-Transportsystem FepBCDG
durch die innere Membran transportiert werden (Saken et al., 2000; Schubert et al., 1999).

Die im Vergleich zum Wildtyp erhohte irp2-gfp und fyuAd-gfp Expression in den
verschiedenen irp6, 7-Mutanten kann durch erhdhte Fur Derepression zustande kommen. Da
die irp6,7-Mutanten Fe-Ybt vermutlich nur sehr schlecht aufnehmen kénnen - ausreichend fiir
die Hochregulation, aber nicht fiir die Fiitterung - sind sie trotz Ybt-Synthese sehr starkem

Eisenmangel ausgesetzt.

3.2 Auswirkung des CAS-Agars auf die Ybt-Synthese und fyuA Expression

Reporterstudien in NBD-Medium (s. C.7.3) und Fiitterungsversuche (s. C.7.1) zeigten, daf3
WA-C Airp6,irp7 Ybt in vergleichsweise groBen Mengen produziert, wihrend WA fyuA2 nur
eine geringe Menge an Ybt synthetisieren kann. Jedoch zeigten auf CAS-Siderophorindikator-
agar sowohl die irp6,irp7-Mutante als auch die fyud-Mutante einen groferen Hof als WA-C
(s. C.7.6), was auf eine sehr starke Ybt-Produktion hinweist. Aulerdem wurde deutlich, da3

die fyud-gfp Expression einer fyuAd-Mutante auf CAS-Agar im Vergleich zum Wildtyp erhoht
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war, wihrend sie in NBD-Medium vergleichsweise sehr niedrig war. Es wurde vermutet, daf3
das kationische Detergens HDTMA, das im CAS-Agar enthalten ist, die dulere Membran fiir
Fe-Ybt durchlidssig macht. Diese Hypothese konnte insofern bestitigt werden, als daf
HDTMA-CAS-FeCl; die fyuAd-gfp Expression in NBD-Medium erhohte (s. Tab. 13). Trotz
fehlendem FyuA konnte Ybt gebildet und sekretiert werden und mittels Detergens (HDTMA)
ins Periplasma gelangen. Fe-Ybt wird dann von Irp6/Irp7 ins Zytoplasma transportiert und
fiihrt dort zusammen mit YbtA zur Hochregulation der Ybt-Synthese und fyuAd-gfp
Expression. Da FyuA unter CAS-Agar Bedingungen fiir die Ybt-Synthese und die
Hochregulation von fyuAd-gfp offensichtlich nicht essentiell ist, ist eine Signaltransduktion
tiber FyuA unwahrscheinlich. FyuA sollte demnach nur fiir die Fe-Ybt-Aufnahme wichtig und
somit nur indirekt an der Regulation der Ybt-Synthesegene und des Rezeptorgens beteiligt

sein.

3.3 irp6/ybtP-gfp und ybtA-gfp Reporterstudien

Die Promotorregion zwischen irp6 bzw. ybtP (ybtP von Y. pestis ist ortholog zu irp6) und
ybtA enthdlt sowohl eine Fur-Box als auch repetitive Sequenzen (RS) (Abb. 46). Bei einer
entsprechend hohen Fe*"-Konzentration in der Zelle bindet der Eisen-Fur Komplex an die
Fur-Box und reprimiert auf diese Weise die Transkription der stromabwirts liegenden Gene
(z.B. irp6-9 und ybtA). Die repetitiven Sequenzen im Promotorbereich dienen vermutlich der
Bindung des transkriptionellen Aktivators YbtA. Diese Promotorregion der Yen-HPI und
Yps-HPI ist - bis auf die Insertion eines 125 bp groBen ERIC-Elements in RS2 der Yen-HPI -
nahezu identisch (98-99% Identitit) (Rakin ef al., 1999a).

, 100 bp |
I 1
irp6 FBS  RS1 RS2* ERIC RS2* ybiA
Yen -éﬂ—-lj—_I—@—
RBS;6 -35y0a ~10ypia RBS 4
_loirpﬁ '35irp6
ybtP FBS RSl RS2 ybtA
Yps <X |-w— = wm{ H
RBSybtP '35ybtA _loybtA RBSybtA

-1 OybtP -3 5ybIP

Abb. 46: Region zwischen irp6/ybtP und ybtA in Yen- (Y. enterocolitica) und Yps- (Y. pestis/
Y. pseudotuberculosis) HP1. Gelbe Balken stellen die repetitiven Sequenzen (RS), blaue Balken die Fur-Box
(FBS) und der rote Balken das ERIC-Element dar. Schwarze Kistchen symbolisieren die Ribosomen-
bindungsstelle (RBS) bzw. die -35 und -10 Region der Promotoren. Der Beginn der Gene ybtA und irp6 bzw.
ybtP ist als grauer Pfeil dargestellt (modifiziert nach Rakin et al., 1999a).
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Aufgrund der Fur-Box und der repetitiven Sequenzen wird vermutet, dal3 eine effiziente
Expression von irp6-9 nur unter Eisenmangel (Fur Derepression) und in Anwesenheit des
Fe-Ybt-YbtA-Komplexes (Transkriptionsaktivierung) stattfindet. Die Messung der GFP-
Fluoreszenz eines irp6yen-gfp Reporterkonstrukts (pGFPirp6ye,) bestitigte dies (s. C.8.1).
Eine signifikante GFP-Fluoreszenz konnte nur in NBD-Medium und nur in Stimmen, die
YbtA besitzen und Ybt produzieren (WA-C, WA-C Airp6,irp7), gemessen werden. fyuA-
(Rezeptor), irpI- (Synthese)- und ybtA- (Regulator) Mutanten hingegen zeigten keine erhohte
GFP-Fluoreszenz in NBD-Medium. Dies ist in Ubereinstimmung mit den fiir den Y. pestis
ybtP-Promotor beschriebenen Ergebnissen, die zeigen, dall sowohl Ybt als auch YbtA fiir die

Expression essentiell sind (Fetherston ef al., 1999).

Um den EinfluB des ERIC-Elements in der irp6-ybtA Promotorregion auf das irp6-9 Operon
zu untersuchen, wurde die Expression des ybtP-Promotors der Yps-HPI (kein ERIC-Element)
mit der Expression des irp6-Promotors der Yen-HPI (ERIC-Element) verglichen. Die GFP-
Fluoreszenz Messungen mit den Reporterplasmiden pGFPirp6ye, und pGFPybtPy,s in WA-C
wurden parallel durchgefiihrt und ergaben dhnliche Werte (s. Abb. 34). Dies zeigt, da3 das
ERIC-Element keinen Einflu3 auf die Expression des irp6-9 Operons ausiibt.

Beim Vergleich der Promotorregionen von fyuAd, irp2 und irp6 kann man eine
unterschiedliche Anordnung der repetitiven Sequenzen erkennen (Abb. 47). Wihrend die
repetitiven Sequenzen in der fyud- und auch in der irp2-Promotorregion “inverted repeats”
bilden, liegen sie in der irp6-Promotorregion als “direct repeats” vor. Da das ERIC-Element
keinen Einfluf3 auf die irp6-9 Expression ausiibt, spielt vermutlich nur die RS1 eine Rolle fiir
die Regulation von irp6, wihrend aufgrund der invertierten Konfiguration von RS1 und RS2
des fyuAd-Promotors und irp2-Promotors beide RS-Elemente die Expression von fyuA
beeinflussen. Durch diese unterschiedliche RS1/RS2-Konfiguration kdnnte die Bindung des
transkriptionellen Aktivators YbtA an die repetitiven Sequenzen beeinflufit werden, was die
Expressionsunterschiede von irp6yen-gfp und fyud-gfp bzw. irp2-gfp (fyud-gfp/irp2-gfp ca.
10-fach stirker als irp6yen-gfp) erklaren konnte.
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Abb. 47: Vergleich der Promotorregionen von fyuA, irp2, irp6 und ybtA. Gelbe Balken stellen die repetitiven
Sequenzen (RS), blaue Balken die Fur-Box (FBS) und das rote Dreieck das ERIC-Element dar. Schwarze
Kaéstchen symbolisieren die -35 und -10 Region der Promotoren. Der Beginn der Gene fyud, irp2, irp6 und ybtA
ist als grauer Pfeil dargestellt. Schwarze Pfeile geben die Richtung der RS an (Fetherston ef al., 1996 und 1999;
Guilvout et al., 1993; Rakin et al., 1994).

Der ybtA-Promotor wird ebenfalls durch Eisen reprimiert. Die ybtAye,-gfp Expression der
irpl-Mutante sowie der irp6,7-Mutante entspricht in NBD-Medium anndhernd der des
Wildtyps (s. C.8.2). Dies zeigt, dal weder Irp6/Irp7 noch Ybt fiir die Hochregulation von ybtA4
notig sind. In der ybt4-Mutante ist die GFP-Fluoreszenz deutlich erhoht, was auf eine
negative Autoregulation durch YbtA schlieBen 14Bt. Ein Vergleich der moglichen YbtA-
Bindungsstellen in fyuA, irp2, irp6 und ybt4 zeigt, daB3 die repetitiven Sequenzen (RS) in fyuAd
und irp2 “inverted repeats”, die in irp6 und ybtA jedoch “direct repeats” bilden (Fetherston et
al., 1996) (Abb. 47). Auffallend ist auBerdem, daB3 die RS in der fyud-, irp2- und irp6-
Promotorregion stromaufwirts der -35 und -10 Region liegen, wéhrend sie sich in der ybtA4-
Promotorregion stromabwirts der -35 und -10 Region befinden. Aufgrund dieser
unterschiedlichen Anordnung liegt die Vermutung nahe, dal die Bindung des
transkriptionellen Aktivators YbtA an die RS der ybt4-Promotorregion die RNS-Polymerase
bzw. die Transkription blockiert, wihrend die Bindung von YbtA an die RS der fyud-, irp2-
und irp6-Promotorregion zu einer Aktivierung der Transkription (z.B. durch verstirkte

Bindung der RNA-Polymerase) fiihrt.
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Die fyud-Mutante zeigte eine sehr niedrige GFP-Fluoreszenz des ybtA-gfp
Reporterkonstrukts. Dies war nicht zu erwarten, da gezeigt wurde, dal Ybt fiir die
Hochregulation von ybtA nicht nétig ist (siehe irp /-Mutante). Dies weist darauf hin, dall FyuA
in Bezug auf den ybt4-Promotor eine Rolle bei der Signaltransduktion - wie sie fiir die Fe-
Citrat Aufnahme in E. coli beschrieben wurde - spielen konnte. Die Bindung von Fe-Citrat an
den Fe-Citrat Rezeptor FecA bewirkt eine Signalweiterleitung liber FecR in der inneren
Membran in das Zytoplasma, wo der Sigma-Faktor Fecl aktiviert wird (Angerer et al., 1995;
Enz et al, 2000). Ein Alignment von FecA mit anderen Siderophorrezeptoren zeigte, dafl
FecA eine lange N-terminale Doméne (Extension) enthilt, die in den anderen Rezeptoren
fehlt, fiir die Signaltransduktion aber essentiell ist (Kim et al., 1997). Jedoch besitzt der Ybt-
Rezeptor FyuA weder diese Extension noch ist ein Sigma-Faktor fiir die Transkription der

HPI-Gene bekannt.

Der direkte Vergleich zwischen ybtAyen-gfp und ybtAy,s-gfp (gemessen in WA-C) zeigte eine
deutlich erniedrigte GFP-Fluoreszenz des Y. pestis Reporterkonstrukts (s. Abb. 36). Durch die
Insertion des ERIC-Elements in RS2 des ybtAy.,-Promotors konnte die YbtA-Bindungsstelle
so verdndert werden, da3 YbtA nicht so effektiv binden beim ybt4y,-Promotor und somit die
Repression verringert ist. Andererseits konnte das ERIC-Element als transkribierter Teil von
vbtAvye, die Stabilitdt der mRNS erhohen und somit die Translation verstiarken. Dadurch kann
es dann zur erhohten Expression von ybtdye,-gfp im Vergleich zu ybtAyps-gfp kommen.

Die vermutlich mit dem ERIC-Element verbundene stirkere ybt4 Expression in
Y. enterocolitica im Vergleich zu Y. pestis konnte zu verstdrkter Transkription der Ybt-
Synthesegene und somit zu erhohter Ybt-Synthese fithren. Dies kann ein Grund sein, weshalb

Y. enterocolitica, nicht aber Y. pestis einen Hof auf CAS-Siderophorindikatoragar ausbildet.

4. Herstellung eines YbtA-Antikorpers und Untersuchung der ybz4 Expression

Zur Untersuchung der ybtA Expression in Y. enterocolitica O:8, WA-C sollte ein Antikorper
gegen YbtA hergestellt werden.

Da AraC-Typ Regulatoren oft schlecht 16slich sind (Gallegos ef al., 1997) und das Glutathion-
S-Transferase- (Gst-) System bekannt dafiir ist, die Expression von Proteinen und deren
Loslichkeit zu erhohen, wurde das Gen fiir den AraC-Typ Regulator YbtA an gs¢ fusioniert.
Zunichst erfolgte die Reinigung des Fusionsproteins Gst-YbtA aus dem E. coli Stamm BL21
(pGEXybtA4) iiber Glutathion-Sepharose mit anschlieBender praparativer SDS-PAGE. Dieses

gereinigte Fusionsprotein wurde dann fiir die ersten drei Immunisierungen eines Kaninchens
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eingesetzt. Es stellte sich heraus, dal in dem Antiserum nach der 3. Immunisierung
Antikorper gegen GroEL, aber nicht gegen YbtA, vorhanden waren. In der Literatur wurde
bereits mehrfach die gemeinsame Aufreinigung von Gst-Fusionsproteinen und dem 60 kDa
groBen E. coli Chaperon GroEL, das zur Hsp60 (heat-shock protein) Familie gehort,
beschrieben (Keresztessy et al., 1996; Thain et al., 1996). Das Chaperon GroEL spielt eine
wichtige Rolle bei der Proteinfaltung im Zytosol. 14 Untereinheiten GroEL bilden zusammen
mit 7 Untereinheiten GroES (Kofaktor) einen Komplex, in den ein oder zwei
Substratmolekiile mit einer Molekularmasse von bis zu 60 kDa eingelagert werden konnen

(Hartl et al., 1994; Houry et al., 1999).

Die Untersuchung des fiir die Immunisierung gereinigten Gst-YbtA Fusionsproteins zeigte,
dal GroEL zusammen mit Gst-YbtA aufgereinigt wurde. In der SDS-PAGE war jedoch
aufgrund der gleichen Molekularmasse (60 kDa) von GroEL und Gst-YbtA nur eine Bande
sichtbar. Da 14 GroEL-Untereinheiten mit einem oder zwei Substratmolekiilen (Gst-YbtA)
interagieren, bestand vermutlich der GroBteil des gereinigten Proteins aus GroEL. Dies erkléart
auch die starke anti-GroEL-Antikorper- bzw. die fehlende anti-Gst-YbtA-
Antikorperproduktion, die im Western-Blot (s. Abb. 38A) mit YbtA (BL21(DE3)
(pMOSybtA4)) bzw. Gst-YbtA (BL21 (pGEXybt4)) synthetisierenden Stimmen nach

Detektion mit dem Antiserum aus der 3. Immunisierung sichtbar war.

Fiir die weitere Reinigung von Gst-YbtA wurde eine E. coli groEL-Mutante (CAG9294;
Young et al., 1989) verwendet. Der Grofteil an Gst-YbtA befand sich in den inclusion bodies,
so daB} diese iiber priparative SDS-PAGE gereinigt und in der 4. und 5. Immunisierung
eingesetzt wurden. Das Serum nach der 4. und 5. Immunisierung ergab im Western-Blot mit
dem YDbtA exprimierenden Stamm BL21(DE3) (pMOSybt4) eine deutliche Bande bei ca.
35kDa (s. Abb. 40). Da die Negativkontrolle BL21(DE3) (pMOSBIue) keine Bande bei
35 kDa aufwies, kann davon ausgegangen werden, dal diese Reaktion spezifisch ist.
Allerdings erschien bei beiden Stimmen nach wie vor eine starke Bande bei 60 kDa, die auf
den anti-GroEL-Antikorper im Serum zuriickzufiihren ist. Da diese beiden Banden (35 kDa
und 60 kDa) aufgrund ihrer Molekularmasse gut zu unterscheiden sind, stort die Reaktion des

Serums mit GroEL in den weiteren Versuchen nicht.
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Perry et al. (1999) haben mittels SDS-PAGE gezeigt, dal in einer Y. pestis
irp2-Synthesemutante die Zugabe von Ybt fiir die maximale Expression eines ca. 29 kDa
Proteins essentiell ist. Da YbtA das einzige Protein innerhalb der HPI ist, das anndhernd diese

Molekularmasse besitzt, wurde angenommen, daf es sich um YbtA handeln konnte.

Da die meisten transkriptionellen Regulatoren in geringer Menge produziert werden (z.B.
Lacl: 10-20 pro Zelle; TrpR: 50-300 pro Zelle) (Hantke, 2001), ist keine starke Expression
von ybtA4 zu erwarten. Andererseits liegen wéahrend der exponentiellen Wachstumsphase 5000
Molekiile des Repressors Fur pro Zelle vor (Zheng et al., 1999), was vermuten 1a6t, dal Fur
nicht nur die Genexpression reguliert, sondern auch die DNS durch das Abfangen von Eisen
schiitzt. Dies fiihrte zu der Frage, ob YbtA, neben seiner Funktion als transkriptionellem
Regulator, auch als Speicherprotein fiir Fe-Ybt (wie die Bakterioferritine fiir Eisen) dienen
konnte. Zur Beantwortung dieser Frage sollte die ybt4 Expression mit Hilfe des YbtA-
spezifischen Antiserums ndher untersucht werden. Im Western-Blot konnte aber selbst unter
Eisenmangel und zu verschiedenen Zeitpunkten kein YbtA in Y. enterocolitica WA-C
detektiert werden. Dieses Ergebnis 146t vermuten, da3 YbtA in sehr geringer Menge vorliegt

und wahrscheinlich keine Funktion als Fe-Ybt-Speicher oder “Scavenger” hat.

Um die YbtA-Produktion zu erhohen, wurde das Plasmid pACYC5.3 (s. Abb. 41), das die
Ybt-Transportgene irp6, irp7 und fyuAd sowie das Gen fiir den transkriptionellen Regulator
vbtA tragt, in den HPI-negativen und somit Ybt-defizienten Y. enterocolitica Stamm WA-CH"
transferiert. Da WA-CH  (pACYC5.3) kein Ybt synthetisieren kann, aber mittels der
Transportgene Fe-Ybt aufnehmen kann, sollte mit diesem Stamm die von Perry et al. (1999)
angedeutete Ybt-abhingige Expression von ybt4 untersucht werden. Im Western-Blot (s. Abb.
42) war jedoch kein Unterschied der YbtA-Produktion zwischen den verschiedenen Ybt-
haltigen und den Ybt-freien Kulturen erkennbar. Dies ist in Ubereinstimmung mit gfp-
Reporterstudien, in denen gezeigt wurde, dal3 die ybtA-gfp Expression in WA-C und in der
Ybt-Synthesemutante WA-CS irpl::Kan" annéhernd gleich (s. Abb. 35) ist. Diese Ergebnisse
zeigen, dall die YbtA-Produktion gering und unabhéngig von Fe-Ybt ist.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Die Mausvirulenz (hochpathogener Phénotyp) von Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica Biogruppe 1B wird durch die chromosomal lokalisierte "High-Pathogenicity
Island" (HPI) vermittelt. Die Gene der HPI (irpl-9, fyud, ybtA) kodieren fir das
Yersiniabaktin- (Ybt-) Siderophorsystem. In dieser Arbeit wurde das Gencluster irp6, irp7
und irp8 molekularbiologisch und funktionell analysiert. Die Genprodukte Irp6 und Irp7
weisen hohe Ahnlichkeit zu ABC-Transportern auf. Irp8 zeigt Ahnlichkeit zu einer Permease
des B-Lactamase Induktionssystems von E. coli. Diese Homologien und die Lokalisation auf
der HPI fiihrten zu der Annahme, daB3 Irp6, Irp7 und Irp8 an der Ybt-Aufnahme bzw.
Regulation beteiligt sind.

Durch die Herstellung verschiedener irp6- und irp7- Mutanten wurde gezeigt, da3 Irp6 und
Irp7 nicht nur fiir die Ybt-Aufnahme, sondern auch fiir die Mausvirulenz essentiell sind.
Hingegen zeigte die Inaktivierung von irp8 weder einen Einflul auf die Ybt-Aufnahme noch

auf die Mausvirulenz.

Im Gegensatz zu dem HPI-negativen Stamm Y. enterocolitica NF-O (Biogruppe 1A, nicht-
pathogen) fiihrte der Transfer der Ybt-Transportgene - irp6, irp7 und fyuA - in E. coli H1884
(Mutationen in den Enterochelin-Synthesegenen entD,F) zur Ybt-Aufnahme und -Nutzung.
Dies 14Bt vermuten, daB3 neben den bereits bekannten Transportgenen irp6, irp7 und fyuA
weitere aulerhalb der HPI gelegene Gene fiir die Ybt-Aufnahme bzw. Nutzung essentiell sind

(z.B. Gen fiir periplasmatisches Bindeprotein).

Die Regulation von fyud, irp6-9 und ybtA wurde in Abhidngigkeit von Ybt und anderen
Parametern mittels translationeller gfp-Reporterfusionen untersucht. gfp-Reporterstudien
zeigten, dal3 irp6, irp7 und irp8 fiir die Expression von irp2 (Ybt-Synthesegen) und fyuAd (Gen
fiir Ybt-Rezeptor) in Eisenmangelmedium (NBD) nicht notwendig sind. Hingegen konnte eine
frud-Rezeptormutante in gfp-Reporterstudien erst durch Zugabe von Komponenten des
Siderophorindikator- (CAS-) Agars hochreguliert werden. Dies weist darauf hin, da3 auch der
Ybt-Rezeptor FyuA unter CAS-Agar Wachstumsbedingungen fiir die Hochregulation der Ybt-

Synthese und fyuAd Expression nicht essentiell ist.
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Mittels RT-PCR konnte bestétigt werden, dall die Gene irp6, irp7, irp8 und irp9 ein Operon
bilden. Die iiberlappende Promotorregion von irp6-9 und ybtA ist in Y. enterocolitica und
Y. pestis bis auf die Insertion eines ERIC-Elements in Y. enterocolitica nahezu identisch.
Durch irp6-gfp und ybtA-gfp Reporterstudien konnte gezeigt werden, dall das ERIC-Element
keinen Einflul auf die Expression von irp6-9 hat, moglicherweise jedoch fiir die starke ybrA
Expression in Y. enterocolitica verantwortlich ist. Desweiteren konnte gezeigt werden, dal} -
wie bereits von den anderen Promotoren der HPI bekannt - fiir eine effiziente Expression des
irp6-9 Operons Ybt und der transkriptionelle Regulator YbtA essentiell sind. Im Falle des
ybtA-Promotors zeigte sich eine negative Autoregulation durch den transkriptionellen
Regulator YbtA. Nach Transfer der fyud-, irp6-, irp7- und ybtA-Gene in den HPI-negativen
Stamm Y. enterocolitica WA-CH™ konnte mittels Western-Blot gezeigt werden, dall ybtA

unabhingig von Ybt exprimiert wird.
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