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EINLEITUNG 1

A EINLEITUNG

Die Geschichte der Impfungen begann 1796, als dwlisehe Landarzt Edward Jenner die
Beobachtung machte, da? mit Kuhpocken infiziertend¢ben vor einer echten Pockeninfektion
geschitzt waren. Dies verifizierte er, indem eeridungen mit Kuhpocken infizierte. Nach dessen
Genesung wurde er mit Menschenpocken infiziert, obase Schutz wohl zum Tode gefihrt hatte. Erst
Robert Koch bewies im 19. Jhd., dal3 Infektionskinitien durch Mikroorganismen hervorgerufen
werden. Im Laufe der Zeit erlangte man genauerentesse Uber die Verbreitung und Art von
Infektionserregern, welche eine verbesserte unsische Entwicklung von Impfstoffen zur Folge
hatte. Trotz grof3er Erfolge, wie z.B. die Ausrogurder Pockenviren von 1979, sind
Infektionskrankheiten auch heute noch eine ernshetumende Gefahr. Immer noch gibt es gegen
bestimmte Krankheiten keine oder nur wenig wirksampfstoffe, was auch an der Komplexitat der
Pathogenitat liegt (Malaria, HIV). Auch der Wirkwwgrlust einer Impfung gegen sich sténdig
verandernde Erreger (z.B. Influenza) oder das Emést von neuen humanpathogenen Erregern
(SARS, ,Schweinegrippe”) erfordert die Entwicklumgeuer Impfstoffe. Diese wird durch einen
tieferen Einblick in die Mechanismen der Pathoggniter Erreger sowie der Abwehrmechanismen

des Wirtes unterstitzt.

A.1 Vakzine

Das generelle Ziel einer Impfung ist es, einen mebgt (lebens)langen Schutz hervorzurufen. Fur
einen Teil der Impfstoffe bedeutet dies, eine hwat@tmmunantwort zu induzieren, die zur Bildung
von langlebigen Plasmazellen fuhrt. Diese Zellemdpeieren spezifische Antikdrper, die die
Ausbreitung der Erreger verhindern und deren Elienimg beschleunigen kénnen. Gegen
intrazellulare Erreger wie z.B. Viren ist eine ldttiumorale Immunantwort ungeeignet. Hier wird eine
zellulare Immunantwort bendétigt, die auf spezifmehT-Zellen basiert. Die Immunitat gegen
intrazellulare Erreger wird durch CD8und CD4 T-Zellen vermittelt. CD8 T-Zellen, auch
zytotoxische T-Zellen genannt, erkennen und elienam infizierte Zellen und sind zudem in der Lage,
Zytokine auszuschitten (Amaet al. 2005). CD4 T-Zellen sekretieren Lymphokine und locken
Phagozyten durch Chemotaxis an. Diese zelluldare unamtwort kann durch Lebendimpfstoffe
aktiviert werden. Nicht nur die Wahl der Art deskZims, sondern auch deren Applikation spielt fir
die Immunitat eine wichtige Rolle. Viele Vakzine nden intramuskular verabreicht, was zu einer
systemischen Immunantwort fuhrt (Michalek al. 1995). Nutzen Krankheitserreger mukosale
Oberflachen wie z.B. den GastrointestinaltraktEaidrittspforte, so stellt die orale Verabreichweige
Moglichkeit dar, neben der systemischen, eine an Hlatrittspforte, lokale Immunantwort zu

induzieren (Heesemanet al. 1993; Evereset al. 1995; Levineet al. 1998). Dadurch kann eine
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Besiedelung eines pathogenen Erregers unterdriiektien. Als weiterer Vorteil ist die leichte
Handhabung solcher Vakzine zu nennen, vor allem Hmblick auf Impfungen in

Entwicklungslandern, sowie die Tatsache, dal} Keargilen und Spritzen verwendet werden miissen.

A.1.1 Lebendimpfstoffe

Lebendimpfstoffe sind attenuierte Pathogene, diedestens zum Grof3teil die Fahigkeit verloren
haben, unerwinschte Krankheitssymptome hervorzorubee Attenuierung soll eine vererbbare,
nicht reversible Eigenschaft des Pathogens seenidiht durch Anderung der Erndhrung und der
Darmflora des Wirtes beeinflusst wird. Ein Lebenglistoff braucht aber eine ausreichende Virulenz,
um invadieren und persistieren zu kbnnen, um se gute primare als auch adaptive Immunantwort
zu stimulieren. Unter Lebendimpfstoffe fallen auckbendvektoren (,carrier strains“). Dies sind
attenuierte Bakterien, die Gene fur heterologe gemte tragen, und dieses stabile exprimieren. Solch
ein Vakzin ermoglicht die Immunisierung gegen einderes Pathogen. Der Vorteil von
Lebendvakzinen liegt darin, mit einer einzelnen rodesnigen Dosen ohne Verwendung von
Adjuvantien einen Schutz erzielen zu konnen. Detd®yp eines attenuierten Lebendimpfstoffs ist

das Vacciniavirus, das fir die Pockenimpfung zunsg&iz kam.

A.1.2 Totimpfstoffe

Neben den Lebendimpfstoffen gibt es die Gruppe Twimpfstoffe, deren grof3er Vorteil darin
besteht, daf? sie in immunsupprimierten Patientérekgystemische Infektion ausldsen kénnen. Diese
Vakzine bestehen aus abgetdteten bzw. inaktivieBakterien oder Viren. Auch Fragmente des
Erregers konnen fur eine Immunisierung verwendetetden. Diese werden z.B. im Falle der
Hepatitis B-Impfung rekombinant hergestellt undgauéinigt. Ferner gibt es die Moglichkeit mit
synthetischen Peptiden oder mit DNA zu immunisief@a diese Impfstoffe sich im Kérper nicht
vermehren konnen, sind mehrmalige Gaben sowie dievd&hdung von Adjuvantien von No6ten. Sie
kénnen hohe Titer an spezifischen Antikdrpern egeeuund einen langen Schutz gewahrleisten.
Gegen viele intrazellulare Erreger ist eine reimbrale Immunantwort nicht ausreichend, sondern es

muss auch die zellulare Immunantwort stimuliertdeer.
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A.2 Immunsystem

A.2.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk ausedelind Geweben mit der Aufgabe, den
Organismus vor Krankheitserregern und Tumoren hiitgen. Dieses System wird in das angeborene
und adaptive (erworbene) Immunsystem unterteiltt @&htigste Punkt bei der Abwehr ist das
Erkennen und die Unterscheidung von korpereigenkanperfremd. Sobald etwas als fremd erkannt
wurde, wird das Immunsystem mit einer Vielzahl vBbwehrmechanismen aktiviert, wie die
Sekretion von Zytokinen, der Antigenprasentatiod dar Produktion von Antikdrpern.

Das angeborene Immunsystem dient der schnellentenersunspezifischen Abwehr durch
Makrophagen, Dendriten, Monozyten, Granulozytenstigkdlen und natirliche Killerzellen (NK-
Zellen), sowie dem Komplementsystem und Zytokireie Zellen des angeborenen Immunsystems
reagieren innerhalb von Stunden nach Infektion wmnkennen Mikroorganismen anhand von
molekularen Mustern, PAMPs genanpiihogen-associated molecular pattgtn8uch das Fehlen
von MHC-Molekdlen fuhrt zur Eliminierung. PAMPs dimi.a. Strukturen der mikrobiellen Membran
oder Zellwand und werden durch bestimmte Rezepterkannt {oll-like receptors TLRs). Werden
die Immunzellen aktiviert, beginnen sie mit der i®@&kn von Effektormolekilen (Zytokine) wie IL1,
IL8, IL12 oder TNF. Dadurch wird die Entzindungsreaktion ausgelosts wur Anlockung von
weiteren Zellen des angeborenen und erworbenen hsystems fuhrt (Abbaet al. 2003).

Das erworbene Immunsystem besteht aus Antigenfigodmen Lymphozyten, die man in B- und T-
Lymphozyten unterscheidet. B-Zellen erkennen aufgriirer membrangebundenen Immunglobuline
(lg; Antikorper) ein spezifisches Antigen. WerderZ8llen durch einen Antigenkontakt aktiviert,
differenzieren sie sich und beginnen mit der Zitlltey, was am Ende zur Ausbildung von Antikorper
sezernierenden Plasmazellen fuhrt (Sliggal. 1998). Die Antikorper sind losliche, Y-formige
Proteine, welche sich in finf Klassen einteilerséas (IgM, IgD, 1gG, IgA und IgE); je nach ihrer
konstanten FulRRregion, die die Effektorfunktion lmastt. Die Antikorper binden spezifisch Antigene
und bewirken so eine Opsonisierung von Mikroorgaeis oder die Aktivierung des
Komplementsystems. T-Zellen erkennen Uber den T-Rekeptor (TCR) Antigene nur in einem
Komplex mit Molekilen des Haupthistokompatibilitdsnplexes ifhajor histocompatability complex
MHC). Damit eine T-Zelle optimal aktiviert wird, bétigt sie neben der Bindung des TCR an den
Antigen-MHC-Komplex ein kostimulierendes Signal,lefees von derselben antigenprasentierenden
Zelle gegeben werden muss; u.a. Uber Molekile daw@rotein B7-Familie (Coylet al.2001).

Nach der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten komest anschliel3end zur klonalen Selektion und
Differenzierung zu Effektorzellen, die eine begtenzebenszeit haben und nach der Beseitigung des
Antigentragers zum Grof3teil absterben. Ein Teil detlen Gberlebt und wird zu langlebigen

Gedachtniszellen (,memory cells®) (Ahmedt al. 1996). Diese bilden die Grundlage des
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immunologischen Gedachtnisses und ermdglichen beuger Infektion mit einem Erreger eine

schnellere und wirksamere Reaktion, wodurch diewAksingen der Erkrankung vermindert oder

ganz verhindert werden kénnen. Ziel eines Vakzgtses, eine grof3e Anzahl solcher langlebigen
Gedéachtniszellen zu induzieren (Masopetsal. 2004).

A.2.2 Prozessierung und Préasentation von Antigenen

Die Prozessierung und Prasentation von AntigenérleuZelloberflache ist ein wichtiger Schritt fur
die Erkennung und Eliminierung von Mikroorganisnimch das adaptive Immunsystem. Die Zellen,
die das bewerkstelligen, werden antigenprasentierefiellen éntigen-presenting cellsAPCSs)
genannt, zu denen Makrophagen und dendritischerZ@éndritic cells DCs) zahlen. Vorlaufer-DCs
befinden sich im Blut, der Lymphe und dem Lymphge&eson wo aus sie ins Gewebe einwandern,
dort ansassig werden und zu unreifen DCs werdech Watigenaufnahme (Phagozytose) wandern sie
Uber die afferenten Lymphbahnen in das Lymphgewsigereifen wéhrenddessen zu professionellen
DCs heran rpature DC3. Im lymphatischen Gewebe interagieren die DCs miZellen. Der
Antigenaufnahme durch die unreifen DCs folgt, wadreler gleichzeitigen Reifung der Zellen, das
Degradieren, Prozessieren und Prasentieren degekdi In der Zelle wird das aufgenommene
Antigen durch Proteasen in kleine Peptide zerlegt auf MHC-Molekile beladen. Diese Peptid-
MHC-Komplexe werden an die Zelloberfliche trandpdrtund dort préasentiert. Erst durch diese
Prasentation und einem Kostimulus wird das Antiggrig von T-Zellen erkannt und diese damit
aktiviert. Unreife DCs exprimieren kaum MHC- sowkestimulatorische Molekille, wodurch die
Antigenprasentation noch ineffizient ist. Erst weild der Reifung wird die Expression beider
Molekile erhdht, wodurch eine verbesserte Stimaation T-Zellen erreicht wird (Banchereatal.
1998; Banchereaet al.2000).

Es gibt zwei unterschiedliche MHC-Molekiltypen adénen das Antigen abhéngig von dessen
Lokalisation (intra- oder extrazellular) préasentiewird. Wahrend MHC-Klasse-I-Komplexe
entscheidend an der Bekampfung von Tumorzellen intrdzellularen Erregern wie z.B. Viren
beteiligt sind, werden MHC-Klasse-lI-Molekuile firied Stimulation der antikbrpervermittelten
Immunantwort zur Bekampfung extrazellularer Patimegegebraucht. Diese zwei MHC-Typen
unterscheiden sich in ihrer Struktur, dem Beladwegssowie dem zur Aktivierung von T-Zellen
notige Korezeptor. Der Korezeptor von MHC-I ist deéb8-Rezeptor und von MHC-II der CD4-
Rezeptor (Morrisort al.1986; Chapman 1998).
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A.2.2.1 MHC-I-Prasentation

Intrazellulare Proteine werden auf MHC-I-Molekilatie konstitutiv auf nahezu allen kernhaltigen
Zellen exprimiert werden, prasentiert. Die Grol3e gebundenen Peptids betragt 8-11 Aminosauren.
Aufgrund einer geschlossenen Bindungstasche pdssiexe groReren Peptide hinein, sodald das
Antigen/intrazellulare Protein in kleine Fragmergerlegt werden muss. Die Degradation von
intrazelluldaren Proteinen findet im Zytosol der APQurch das Proteasom statt. Die Peptide werden
durch den Antigenpeptid Transporter (TAP) in dadogiasmatische Retikulum (ER) transportiert und
dort auf das MHC-I-Molekil beladen. Von dort wirgérdMHC-I-Peptid-Komplex mittels Vesikel
durch den Golgi-Apparat an die Zelloberflache tpamsert und dort den CD8T-Zellen prasentiert
(Pameret al. 1998; Abbaset al. 2003). Abbildung 1 zeigt eine gekiirzte Ubersicht MHC-I-
Préasentation.

Antigen Antigen MHC Peptide-MHC
uptake processing biosynthesis association
Peptides in s e W =
cytosol / Aind
voler W Oy N
(A WD) el 20
A ,\%3.‘,- 'b@ :| =1 r_|
Se, Ll
Cytosolic "~ Proteasome Class|?/ ==
pratein MHC / M
f ! !
! ! J

10Ia55 | MHC pathway |

Abbildung 1: Kurze Zusammenfassung der MHC-I —Présatation (nach Abbas, Lichtman "Cellular and
Molecular Immunology" 5th Edition. Saunders Compa203)

A.2.2.2 MHC-II-Prasentation

MHC-II-Molekule befinden sich auf DCs, B-Zellen dinauf Makrophagen und haben keine
geschlossene Bindungstasche, wodurch die zu préserde PeptidgroRe 30 Aminosauren betragen
kann. Im Gegensatz zu der MHC-I-Prasentation werdah MHC-II-Molekulen extrazellulare
Antigene préasentiert. Die Antigene werden endorytimd im Endosom fragmentiert. Vesikel mit
MHC-II-Molekilen werden vom ER freigesetzt und wdmselzen anschlieend mit dem Endosom, in
dem die Komplexbildung von MHC-II und Peptid stiattiet. Von dort aus werden die MHC-II-
Peptid-Komplexe an die Zelloberflache transportiand den CD24 T-Zellen prasentiert (Germain
1994; Abbaset al.2003). Eine Ubersicht iiber den Ablauf der MHCHl&&entation zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Kurze Zusammenfassung der MHC-II —Pra£ntation (nach Abbas, Lichtman "Cellular and
Molecular Immunology" 5th Edition. Saunders Compa2303)

A.2.3 T-Zell-Aktivierung

Aufgrund der Eigenschaft, dal3 nach der EntwicklimgThymus nur einer der zwei Korezeptoren
exprimiert wird, lassen sich T-Zellen in zwei Klaaeinteilen: in CD4und CD8.

Neben der Bindung eines MHC-Peptid-Komplexes an @&@R werden zur Aktivierung von
antigenspezifischen T-Zellen kostimulatorische Mdle bendétigt. Am wichtigsten dabei sind CD80
und CD86 aus der Glykoprotein B7-Familie, die an @928 Rezeptor der T-Zellen binden. Fehlen
die Korezeptoren auf den APCs fiihrt dies zum Aubkble einer Antwort der T-Zelle, zur Anergie
oder zur Apoptose. Nach erfolgreicher Aktivierungmknt es zur Proliferation der Effektorzellen
sowie der Eliminierung des Erregers. Als Folge starken Abnahme des Antigens kommt es zur
Apoptose des Groliteils der Effektorzellen. EindéeiTeil der T-Zellen Uberlebt und entwickelt sich
zu langlebigen Gedachtniszellen, deren homeost&tiBeoliferation kontrolliert wird, um eine stabile
Anzahl zu gewahrleisten und um gegen weitere lidakh geschitzt zu sein (Zinkernagel 2000;
Sprentet al.2001; Doomst al.2002).

Die Aktivierung von CD2 oder CD8 T-Zelle ist vom Prinzip her gleich, jedoch untémsiclen sich
die daraus resultierenden Effektorfunktionen. CD4Zellen sind regulatorische T-Zellen oder T-
Helferzellen (Th) und werden aufgrund der sekretiden Zytokine unterteilt: in Thl und Th2. Die
wichtigsten Zytokine der Thl-Zellen ist das f-Nhd das IL2, die der Th2-Zellen IL4, IL5, IL10 und
IL13 (Kamogawaet al. 1993; Sedeet al. 1994; Agarwalet al. 1998). Die Sekretion von IFNdurch
Thl-Zellen bewirkt die Aktivierung und Differenzierg von Makrophagen, wodurch eine zellulare
Immunantwort verstarkt wird. Th2-Zellen unterstiitzgurch ihre Zytokinausschuttung die humorale
Immunantwort durch die Aktivierung von B-Zellen. qReatorische T-Zellen, auch ,Suppressor T-

Zellen“ genannt, dienen zur Kontrolle antigenspseifer Imnmunreaktionen. Die Rolle der CDR-
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Zellen ist die Uberwachung, Steuerung des Immuesystund das Bindeglied zwischen humoraler
und zellularer Immunitat.

Die Aufgabe der CD8T-Zellen ist die Erkennung und Eliminierung vortateten oder infizierten
Zellen. Werden naive CD8T-Zellen aktiviert, differenzieren sie sich zuayixischen T-Zellen, kurz
CTLs, die bestimmte Faktoren wie Perforin oder Gyame sekretieren, um die Lyse bzw. Apoptose
der préasentierenden Zelle einzuleiten (Zinkernageal. 1974; Townsencet al. 1989; Kagiet al.
1996). Auch die erhéhte Expression von FasL auf<iTihrt tGber die Aktivierung von Kaspasen zur
Apoptose (Shrestat al. 1998). Ferner werden IRNund TNF sekretiert, um Makrophagen zu
aktivieren und Leukozyten zu rekrutieren. Um zuhigdern, dal’ nicht-entartete oder nicht-infizierte
Zellen eliminiert werden, wird im Laufe ihres Entkiungsprozesses auf selbsttolerante T-

Lymphozyten selektioniert (von Boehmer 1994).

A.3 Yersinia

Namensgebend fur die Gattulgrsiniawar Alexandre Yersin, der zur Zeit der HongkongtPE394
den Erreger der Pest entdeckte (Yersin 1994).1964 werden die gram-negativen, stabchenférmigen
Yersinien der Familie der Enterobacteriaceae zulyedr(Frederiksen 1964). Die GattuMgrsinia
umfasst 11 Arten, von denen drei relevante Huméiggeine sind: der Pesterref@rsinia pestisind

die Enteropathogen¥ersinia pseudotuberculosisnd Yersinia enterocoliticaBrenner 1979). Sie
gehdéren nach Salmonellen un@ampylobacter jejuni zu den dritthaufigsten bakteriellen
Enteritiserregern. Das Wachstumsoptimum liegt 18e7@; da Yersinien psychrophil sind, kénnen sie
sich auch bei Temperaturen zwischen 0-4 °C vermehia Unterschied zuy. pestissind die

enteropathogeneYiersiniabei 28 °C peritrich begeilelt; eine Eigenschaé,lgki 37 °C verloren geht.

A.3.1 Y. enterocolitica

Aus verschiedenen Umweltquellen wie kontaminiet®asser und Pflanzenoberflachen kavin
enterocoliticaisoliert werden. Daneben sind sie in Haus- unddWéiien nachzuweisen, wobei das
Schwein eines der Hauptreservoire ist (Shayegamil. 1981; Marranzanet al. 1993). Auf Grund
biochemischer Eigenschaften lafit sithenterocolitican 6 Biovare unterteilen: 1A, 1B, 2, 3, 4, und
5. Medizinische Bedeutung haben das Biovar 1B indbimerika und die Biovare 2 und 4 in Europa.
Die Biovare 3 und 5 sind in der Regel tierpathogeB. Ziege, Hase); zum Biovar 1A gehdren
Uberwiegen apathogene Stamme (Taekel. 1987). Die Einteilung in verschiedene O-Serotypen
erfolgt bei Yersinien durch Antiseren gegen ObetHknantigene, die auf der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Lipopolysaccharide (O-Antigbeyuht. Das Biovar 1B umfasst die

medizinisch relevanten Serotypen 0O:4, 0:8, 0:13180:0:20 und O:2. Die humanpathogenen
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Stamme der Biovare 2 und 4 besitzen die Serotyp@n@®5,27 und O:9, wobei der vorherrschekde
enterocoliticaSerotyp in Deutschland mit 90 % der Serotyp O:8Bsttone 1997).

Die Infektion mitY. enterocoliticaerfolgt oral tGiber kontaminierte Nahrungsmittel Wiasser oder
Fleisch und fiihrt nach einer Inkubationszeit vobO7¥agen zu einer akuten Yersiniose (Blatlal,
1978). Die dabei auftretenden unspezifischen Symetsind Bauchschmerzen, Fieber, wassrige
Durchfélle und Erbrechen. Weitere klinische Krartdi@lder sind die mesenteriale Lymphadenitis,
eine chronisch rezidivierende lleitis (,Pseudo-CGrohund eine Enterocolitis. Die Symptome der
Yersiniose sind abh&ngig von Alter, Immunsystem Gaschlecht des Patienten (Heesemann 1994).
Meist verlauft die Yersiniose selbstlimitierend, ken aber bei Patienten mit Vorerkrankung (z.B.
Immunsuppression, Diabetes mellitus, Leberzirrhdi@lyse-Patienten) zu septischen Infektionen
und schweren Verlaufsformen kommen (Rabsbal. 1975). Septische Verlaufe missen antibiotisch
therapiert werden. In der Regel sind Tetrazyklimmioglykoside oder Gyrasehemmer wirksame

Therapeutika.

A.3.2 Pathogenitatsfaktoren

Die Pathogenitatsfaktoren von Yersinien sind chreoneal als auch plasmid-kodiert. Essentiell fur
die Pathogenitat aller drei humanpathogenen Yersimst das Vorhandensein eines 70 kb grof3en
Virulenzplasmides (pYV), welches hauptsachlich dag IllI-Sekretionssystem (TTSS) und die
Effektorproteine yersinia outer proteinsYops) kodiert (Portnoet al. 1985; Corneliset al. 1989).
Ferner enthalt das pYV-Plasmid Gene flr verschiedémaperone, welche meist in Operons mit den
Sekretionssubstraten/Effektorproteinen kodiert .sindAbbildung 3 ist das 70 kb grof3e pYV Plasmid

mit allen bisher identifizierten und potentiellerrign dargestellt.
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Abbildung 3: Plasmidkarte des pYV-Plasmides ausY. enterocolitica 8081 (Snellingset al. 2001)

Die Transkription der Gene erfolgt im auferen Rawpenden Uhrzeigersinn, im inneren Ring ikjhr-
zeigersinn. Griin markiert sind die Gene dep-Regulons, lila dagadA Gelb dargestellt sind Gene, die an der
Replikation beteiligt sind. Die Funktion rosa marker Gene ist bislang unbekannt, mit der AusnatieseGen-
produktes vororfl55, welches inzwischen als das Chaperon SycO idemtifiziurde (Letzelteet al. 2006).
Potentielle neue Gene sind hellblau und 1S-Eleméuatéelblau dargestelit.

A.3.2.1 Adharenz und Invasion

Das chromosomal kodierte Invasimy) und das pYV-Plasmid kodierte Yersinia AdhasyadA)
gehodren zu den Pathogenitatsfaktoren, die bei di#ragion und Invasion voiYersiniain den
Wirtsorganismus eine Rolle spielen. Nach oralerahime gelangen die Yersinien in den Dinndarm
und binden an die spezialisierten, epithelialen éfleh der in der Mukosa gelegenen Peyer’'schen
Plagues (PP). Dort bindet das 130 kDa grof3e Aul3ermagprotein Inv mit derfil-Integrin der M-
Zellen, wodurch die Adhérenz an die Wirtszelle kgtfo(lsberg et al. 2001) und dadurch die
anschlielende Transzytose in die Peyer'schen PadBepeet al. 1993). Es bilden sich
makroskopisch erkennbare Abszesse, die die Dissemang der Yersinien in mesenteriale
Lymphknoten verursachen konnen. Béi pseudotuberculosi&konnte gezeigt werden, daf3 die
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Kolonisierung von Milz und Leber eng mit der Fakégk sich im Darmlumen zu vermehren,
verknipft ist (Barnegt al.2006). YadA YersiniaAdhasin A), friiher auch Yopl oder P1 genannt, ist
das einzige plasmidkodierte Adhasin (Bokh al. 1984; Balligandet al. 1985) und bildet in der
auReren Membran ein 200 kDa grof3es Trimer mit eiharakteristischen ,Lollipop“-Struktur, das an
verschiedene extrazellulare Matrixproteine wie Kg@#n, Fibronectin und Laminin bindet (Schulze-
Koops et al. 1993; Hoiczyket al. 2001). Zudem kann es Ubgt-Integrine die Internalisierung von
Yersinia ermoOglichen (Bliskaet al. 1993; Yanget al. 1993) und tragt durch die Hemmung der
Komplement vermittelten Opsonisierung der Bakterédlie zur Phagozytoseresistenz bei (Clahal.
1993).

A.3.2.2 Typ lll Sekretionsystem

Das Typ Il Sekretionssystem stellt ein komplexestéintransportsystem dar, welches die innere und
aulRere Bakterienmembran sowie die PlasmamembralVoieszelle durchspannt und es so erlaubt,
Effektorproteine Yersiniaouter proteins, Yops) in das Zytosol eukaryotiscadten zu translozieren.
Ein solches Sekretionssystem ist nidfgrsiniaspezifisch. Es ist auch in anderen gram-negativen
Human-, Tier- und Pflanzenpathogenen zu finden,aleShigellaoder Rhizobium(Troisfontaine<et

al. 2005). Das Typ Ill Sekretionssystem besteht au®@Beinen und ist strukturell und funktionell
eng mit dem Flagellenapparat verwandt (Corretligl. 2000).

Der Yersinia secretion complé€Xsc) besteht aus einem Basalkdrper, der das Pgpglchn sowie die
innere und auRere Membran durchspannt, und eigeddtaliche Struktur an der Bakterienoberflache
(Kubori et al. 1998; Hoiczyket al.2001). Aufgrund dieser Struktur wird der Typ |gl8etionsapparat
auch als Nadelkomplex oder Injektisom bezeichnét. Wadel besteht aus 200-300 6 kDa groRRen
YscF-Untereinheiten, die polymerisiert eine hekalStruktur mit einer Lange von 600-800 A und
einem Innendurchmesser von ca. 25 A bilden (Hoiczty&l. 2001). Die Lange der Nadel wird durch
das Protein YscP prazise bestimmt und wird so aaggtpdald sie lang genug ist um die Anwesenheit
einer Wirtszelle wahrzunehmen (Jourredt al. 2003). Um die Effektorproteine ins Zytosol der
Wirtszelle zu translozieren, reicht der nadelférnigjektionsapparat alleine nicht aus. Dazu beesirf
eines sogenannten Translokationskomplexes, anieldiranslokatorproteine YopB und YopD sowie
das LcrV beteiligt sind, die sich an der Spitze #&del befinden (Muelleret al. 2005). Der
Translokationskomplex offnet die Zielzellmembran rtdowo die Nadel zur Injektion der

Effektorproteine ansetzt (Mareneeal.2003).
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Abbildung 4: Darstellung des Typ llI
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A.3.2.3 Das Virulenz-Antigen (V-Antigen, LcrV)

Das Virulenz-Antigen, ein 37,5 k Da grof3es, muttktionelles Protein, wurde 1956 durch Burrows
entdeckt (Burrows 1956). Die besondere pathogernsti8edeutung des LcrV begriindet sich darauf,
daR es sich in aktiven und passiven Immunisierwqugs@nenten als protektives Antigen erwiesen hat
(Motin et al. 1994; Learyet al. 1995; Hill et al. 1997; Roggenkampt al. 1997; 1999). Es wurde
gezeigt, dal das Protein LcrV ein Bestandteil dasitzenden Impfstoffes gegen die Pest ist
(Anisimov et al. 2004). LcrV ist ein sezerniertes Protein und IstlerV auf dem lcrGVHYopBD
Operon des Virulenzplasmids aller drei humanpathegeYersinien codiert (Cornelis 1998). Das
LcrV kann sich im Zytoplasma sowie auf der Obetilider Yersinien befinden und tber das TTSS
sezerniert werden (Fieldst al. 1999a; Petterssoet al. 1999; Leeet al. 2000). Ferner gelangt das
LcrV auch durch einen TTSS- unabhangigen Mecharsimdie Wirtszelle (Fieldst al. 1999b).

Wie unter A.3.2.2 erwahnt, befindet sich das Lcidtaan der Spitze des Nadelkomplexes und spielt
bei der Bildung einer Pore in der Wirtszellmembeare wichtige Rolle. Zum einen reguliert LcrV die
Synthese von YopB und YopD (Sarlatral. 1998) und zum anderen kann LcrV zusammen mit YopB
(41,8 kDa) und YopD (33,4 kDa) eine Pore in eukasphien Membranen bilden (Negt al. 1999;
Petterssonet al. 1999; Tardyet al. 1999; Holmstromet al. 2001). Neben der Bildung des
Nadelkomplexes spielt das LcrV, zusammen mit LaGch eine regulatorische Rolle bei der Yop-
Sekretion (Matsort al. 2001). Eine weitere Funktion des LcrV ist die Inmmodulation. LcrV kann
mit TLR2-Molekulen interagieren und blockiert diddgameine inflammatorische Antwort durch
Induktion von IL-10, was zu einer Abnahme der TNMd INFy Produktion fiihrt. Die Interaktion mit
TRL2-Molekilen fuhrt zur Aufnahme von LcrV in dagtdsol der Wirtszelle (rezeptorvermittelte
Endozytose) (Nakajimat al.1995; Sing 2005).
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A.3.2.4 Yop Effektorproteine

Bei der Erhdhung der Umgebungstemperatur auf 37b®C,Calciummangel und bei Kontakt der
Yersinie mit einer Wirtszelle wird die Expressiomdu Sekretion der Effektorproteine in das
Zytoplasma induziert (Heesemaanhal. 1986; Rosqviset al. 1991; Soryet al. 1994). Bisher wurden
sechs Yop Xersinia outer potein)-Effektorproteine identifiziert, die in dagytosol transloziert
werden, um der angeborenen Immunantwort des Wirterggehen: YopP, YopE, YopT, YopH,
YopO und YopM (Cornelis 2002; Aepfelbachetral. 2007; Troskyet al. 2008). Nach Translokation
binden sie an verschiedenen Zellstrukturen, wa¥em@nderungen der Signhaltransduktion oder zu
Zytoskelettumlagerungen fihrt. Die translozierteap¥ YopE, YopT und YopO interagieren mit
monomeren GTPasen der Rho-Familie, zu denen RiouR& Cdc42 gehédren, und wirken so anti-
phagozytisch (Ruckdeschet al. 1996).

YopE, ein 23 kDa groRRes Proteipesitzt zytotoxische Eigenschaften und interagnesthesondere mit
Rac, aber auch mit Rho und CDC42 (Blatkal. 2000; Aepfelbacher 2004). YopE wirkt als GTPase
aktivierendes Protein (GAP) und inaktiviert die GEEBn RhoA, CDC42 und Rac durch Hydrolyse des
gebundenen GTP zu GDP (Von Pawel-Rammingeal. 2000; Andoret al. 2001). Dies fuhrt zur
Depolymerisation von Aktin-Mikrofilamenten und félgh zur Abrundung und dem Abldsen der Zelle
von der extrazellularen Matrix (Rosqvidtal. 1991).

YopT ist eine Cysteinprotease, die von Rho, Rac und4Zdten C-terminalen Geranyl-Geranyl-
Cysteinrest abspaltet (Shaet al. 2002) und zur Freisetzung von Rho GTPasen von der
Plasmamembran fihrt (Zumbibt al. 1999; Sorget al. 2001). YopT wirkt zytotoxisch und fuhrt zur
Zerstorung des Aktinzytoskelettes durch die Depelgsierung des Aktins (Iriartet al. 1998).

YopO ist eine autophosphorylierende Serin/Threonin-Eéndie durch Aktin induziert wird (Juret

al. 2002). Desweiteren bindet YopO an die GTPasen RinwhRacl, wirkt aber nicht als GAP (Barz
et al. 2000; Dukuzumuremyiet al. 2000). Die genaue Wirkung von YopO auf die zeheé
Funktionen der Wirtszelle ist allerdings nach wie mur unvollstandig bekannt.

YopH ist eine 51 kDa groRRe Protein-Tyrosin-Phospha{®3eéP), deren katalytische Domane eine
ahnliche Struktur wie die der eukaryotischen Pmaigjrosin-Phosphatasen hat und zu einer der
aktivsten bekannten PTPasen zahlt (Geamal. 1990; Zhanget al. 1992). YopH dephosphoryliert
Proteine des fokalen Adhéasionskomplexes wie PaxifAK (focal adhesion kinase) und p£30
Dadurch werden adhéasionsregulierte Signalwege hnatenen und der Phagozytose entgegen gewirkt
(Fallman et al. 1997; Hamidet al. 1999). Ferner verhindert YopH den ,oxidativen Btrgon
Makrophagen (Bliskat al. 1995). Des Weiteren konnte fir YopH die Unterdrirgk der B- und T-
Zell Aktivitat nachgewiesen werden (Yabal. 1999).

YopP undYopM besitzen keinen Einfluld auf die Hemmung der Phgtgse.

YopP vermittelt einen wichtigen immunmodulatorischerfelkf. YopP ist eine Acetyltransferase
(Mukherjeeet al. 2006), die in Makrophagen (Monaek al. 1997) und DCs (Erfurtlet al. 2004) den
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programmierten Zelltod ausldst, nicht aber in aedezelltypen (Millset al. 1997; Monacket al.
1997). Die Aktivierung der mitogenaktivierten Piatenasen (MAPK; ERK1 und ERK2, JNK, p38)
wird blockiert, wodurch die Phosphorylierung desariskriptionsfaktors CREB (,cAMP-response-
binding®), der an der Immunantwort beteiligt isthibiert wird (Meijeret al. 2000). YopP hemmt die
Kinase IKKB, die den NFR<B Inhibitor kB phosphoryliert. Dadurch wird die Translokationsde
Transkriptionsfaktors NikB in den Nukleus verhindert, und somit wird die ise&zung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFdurch Makrophagen und IL-8 durch Endothelzellen
unterdriickt (Bolancet al. 1998; Ruckdeschedt al. 1998; Schessegt al. 1998; Orthet al. 1999).
Durch die Verringerung der Entzindungsmediatoremd wdie Aktivierung der Immunantwort
verzogert und damit auch die Elimination der Yaesin(Ruckdeschedt al. 1998). Die Ursache fir die
induzierte Apoptose ist vermutlich der Verlust idR-xB (Ruckdescheékt al. 2001) und der MAP
Kinase Aktivitat (Zhanget al.2005).

Der Effektor YopM besteht aus 13-2ucin-rich-repeatdLRRs) mit einer Lange von je etwa 20
bzw. 22 Aminosauren (Kobet al. 2001). Aus vier YopM-Monomeren bildet sich einiagkisches
Tetramer mit einem Innendurchmesser von 35 A (Eidok et al. 2001). Bisher konnte diesem Yop
keine enzymatische Aktivitat zugewiesen werden, radennoch ist YopM ein essentieller
Virulenzfaktor bei der Infektion von Mausen (Muldetral. 1989; Leunget al. 1990). Es gelangt tber
einen vesikelassoziierten Transport in den Zelld&krzypeket al. 1998; Benabdillatet al. 2004),
wo es die Transkription verschiedener Gene, weltitedem Zellzyklus und dem Zellwachstum
assoziiert sind, beeinflusst (Sauvoneetal. 2002). Auf3erdem bildet YopM mit den Kinasen PRK2
und RSK1 einen Proteinkomplex (McDonatal. 2003), wodurch diese aktiviert werden. Weiterhin
beeinflusst YopM die angeborene Immunantwort urdtfidur Depletion von NK-Zellen (Kerschem

al. 2004).

Tabelle 1 zeigt eine Zusammenfassung der Wirkungeweler translozierten Yops auf die

Zielstrukturen der Wirtszelle.

Tabelle 1: translozierte Yop Effektorproteine, ihre Eigenschaften und Wirkungsweisen

Yo Molekulargewicht Interaktion mit
Effektor protein Zellstrukturen/ Funktion
P in kDa enzymatische Aktivitat

GTPase aktivierendes

Yop E 22,9 Protein Phagozytosehemmung
Cysteinprotease
Yop T 353 Modifiziert die GTPasen Phagozytosehemmung

RhoA, Rac und CDC42
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Serin/ Threonin-Kinase
Yop O 81,7 Phagozytosehemmung
Phosphorylierung von Aktir
Protein-Tyrosinphosphatase
Yop H 51 Dephosphoryliert FAK und Phagozytosehemmung
p13d=s
Hemmung von MAPK und
NFkB Signalkaskaden Immunsuppressive
Aktivitat, Apoptose
Yop P 32,5 — Cysteinprotease bei Makrophagen und
DC
— Acetyltransferase
Proteinkomplex mit PRK2 .
Yop M 60,1 und RSK1 Suppression von NKs

Neben den oben genannten Yop Effektorproteinen eveedich weitere Proteine wie YopB, YopD,
YopN und YopQ sekretiert.

YopN hat offenbar ausschlief3lich regulatorische Fumieioauf den Export der Effektorproteine. Es
ist auf der Bakterienoberflache lokalisiert unddetl in Anwesenheit von €amit TyeA eine Art
Verschluf3stopfen des Sekretionskanals (Boktral. 1996; Cornelis 2002).

YopB undYopD bilden wie unter A.3.2.3 angemerkt mit LcrV einer®in der Wirtszellmembran, so
dal} die Effektor-Yops in die Zielzelle translozieverden kdonnen (Cornelis 2002; Muellet al.
2005).

YopQ wird synthetisiert und ins extrazellulare Mediumkietiert, wenn die Konzentration von
Calcium in der Umgebung kleiner 8®/ betragt (Andersomt al. 1999). Mdglicherweise kontrolliert
es die Translokation der Yop Effektorproteine. Dadfiricht, daf3 bei einer YopK Mutante (YopQ-
Analogon inY. pseudotuberculogiseine Hypertranslokation von Yop Proteinen in dagosol

eukaryotischer Zellen nachgewiesen werden konHtan{stromet al. 1997).

A.3.2.5 Translokation von Yops

Der fur die Yop-Translokation natiurliche Stimulust ider Kontakt mit einer eukaryotischen
Wirtszelle. Fir die Translokation der Effektorenegn LcrV sowie YopD und YopB eine wichtige

Rolle, da sie die Translokationspore nach der Agiiérder Yersinien an die Wirtszelle etablieren,
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wodurch die Translokation erst ermoéglicht wird (Bast et al. 1994; Perssost al. 1995; Hakansson
et al. 1996; Petterssoret al. 1999; Holmstromet al. 2001). Dabei ist LcrV fir die korrekte
Einlagerung von YopD und YopB in die Zielmembrarchtig (Corneliset al. 1997; Goureet al.
2005). Zudem wird die Blockade des Sekretionskataish YscG, TyeA, YopN aufgehoben. Fir den
Transport durch den Sekretionskanal sind fir diekebrproteine YopT, YopE, YopO und YopH
Chaperone notwendig. Fur die Effektoren YopP ungMavurde bisher kein spezifisches Chaperon
identifiziert. Die Chaperone bilden mit ihren zugagen Yops einen Komplex, um mit Komponenten
des Transportkanals zu interagieren. Die ATPaséNYaafernt unter ATP-Hydrolyse das Chaperon
vom Yop, wodurch anschliel3end die Entfaltung undidensport des Yops in die Wirtszelle erfolgen.
Dort erlangt der Effektor wieder seine natirlichenkormation und kann seine Funktion ausiiben
(Jacksoret al.2000; Cornelis 2006).

A.3.3 Yersiniaenterocolitica als Lebendvektor

Der Grof3teil humanpathogener Mikroorganismen gelébgr mukosale Oberflachen in den Korper.
Die mukosale Infektion fiihrt zu einer zellvermitégl Immunitat in Form von CD4und CD8 T-
Zellantworten. Des Weiteren fuihrt eine Infektiort Mi enterocolitican der Maus zu einer humoralen
Immunantwort (Gaedet al. 1995; Igweet al. 1999). Neben der Bildung von Serumantikdrpern
konnten auclhyersiniaspezifische sekretorische Immunglobulin A-Molekiite Gastrointestinaltrakt
und in der Lunge nachgewiesen werden (Van Damiat. 1992). Es wurde gezeigt, dal’ der Transfer
von Yersinia spezifischen Immunglobulinen aus Seren infizieN&iuse einen Schutz gegen eine
Ublicherweise letal verlaufendéersinialnfektion vermittelt (Vogelet al. 1993; Roggenkampt al.
1997; Igweet al. 1999). Ferner ist die T-Zell abhangige zelluldremunantwort ein entscheidender
Faktor bei der Elimination des Erregers (Autenriettal. 1992; 1994; Kempét al. 1998). Um einen
optimalen, langlebigen Schutz vor Infektionen zzieden, ist die Stimulierung einer mukosalen und
systemischen Immunantwort von Néten.

Mittels attenuierten Mikroorganismen, die als orladdendvakzine eingesetzt werden, wird versucht,
Schutz vor intrazellularen Erregern zu vermittediriflo et al. 1998; Shatat al. 2000; van Ginkegt

al. 2000). Dazu werden heterologe Antigene fremdeedar durchYersiniain die Wirtszelle
transloziert. So wurde fur verschiedene Fusiones Hektorproteins YopE mit bakteriellen
Antigenen die Induktion einer spezifischen Immumant beschrieben (Rissmaanal.2003). Ferner
zeigtenin vitro Untersuchungen, dald YopE als Transporter genutdemekann, um Fremdantigene
in das Zytosol von eukaryotischen Zellen zu brinfgoryet al. 1995; Schesset al. 1996; Rissmann
et al. 2000). Fur eine effektive Translokation eines f@tgen Antigens in das Zytosol eukaryotischer
Zellen sind die N-terminalen Aminosauren 1-50 atéslich. Diese beinhalten die Bindungsstelle fiir
das YopE spezifische Chaperone (SycE), welchedigrFaltung und den Transport von YopE
verantwortlich ist (Soret al.1995; Schesset al. 1996; Leeet al.1998; Rissmanet al.2000).
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Das immunogene Potential von YopE Fusionsproteinad in vivo sowohl fir rekombinantey.
pseudotuberculosials auch fury. entercocoliticabestétigt. So 10st eine Yseudotuberculosis y&p
Mutante oder eineY. enterocolitica yopP-Mutante, die das YopE1-138/LLO Fusionsprotein
transloziert, in oral infizierten Mausen eine Ayetin-spezifische CD4 und CD8 T-Zellantwort aus und
vermittelt dadurch einen Schutz gegen dirsteria monocytogenéd/ildtyp Infektion (Rissmanmet

al. 2003; Trulzsctlet al.2005).

In vielen Studien konnte fir die Yop Effektorproteieine zentrale Stellung fir die Virulenz und die
Modulation der Immunantwort nachgewiesen werdere Deletion desyopP-Gens zeigte einen
moglichen Ansatz fiur die Entwicklung ein®s enterocoliticabasierten Impfstammes. Eine weitere
Attenuierung dieseY. enterocoliticayopP-Mutante bei gleichzeitig gutem immunogenen Pakist

die Herausforderung.

A.4 Listeria monocytogenes als Infektionsmodell

L. monocytogenesst ein gram-positives, fakultativ intrazellular&akterium, das Infektionen in
immunsupprimierten, alteren oder schwangeren Persorerursachen kann. Uber kontaminierte
Lebensmittel wie z.B. Rohmilchprodukte aufgenommkamn es zu Krankheiten wie Enzephalitis,
Meningitis oder zu Totgeburten flhren.

Listerien werden in der Maus nach i.v.-Injektiomvdakrophagen und neutrophilen Granulozyten in
Milz und Leber phagozytiert, wodurch ein groRBerdihtler Listerien eliminiert wird. Einige Listerien
entkommen aus dem Phagosom durch das Listeriof§s{hLO), ein porenformendes Toxin, und
gelangen so in das Zytosol der Wirtszelle (Haatyal. 2000). Im Zytosol konnen sich die Listerien
vermehren und benutzen die Aktinfilamente der \Wetle als Transportmittel, um von einer Zelle zur
anderen zu gelangen. Auf diese Weise missen dieiBak den intrazellularen Raum nicht verlassen
und sind somit vor Antikdrpern und dem Komplemestsgn geschiitzt (Cossart 2002).

Oft reicht die Immunantwort des angeborenen Immstesys nicht, um die Bakterien bei einer
Primarinfektion komplett zu eliminieren. Koénnen tsidie Listerien im Zytosol der Wirtszelle
vermehren, sekretieren sie eine Vielzahl von Pmeteiins Zytosol, welche anschliel3end Uber den
MHC-Klasse I-Weg auf der Oberflache der APCs prasarwerden, wodurch nach einigen Tagen die
adaptive Immunantwort einsetzt (Brugtt al. 1990). Somit ist die adaptive Immunantwort nacteei
Primarinfektion durch eine dominante MHC-Klasseermittelte CD8-Antwort gekennzeichnet, die
eine komplette Eliminierung der Listerien und eind&benslangen Schutz ermoglicht. Das
immundominante Epitop der MHC-Klasse | ist das LL§Epitop, welches tber das H-2#KIHC-
Klasse I-Molekil der BALB/c-Mause prasentiert wikdjh et al.1997).

Bei L. monocytogenesandelt es sich um ein sehr gut untersuchtes Infesthodell fir intrazellulére

Bakterien, dessen induzierte Immunantworten eblendait charakterisiert sind. Viele Studien haben
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gezeigt, dal3 LLO ein protektives Antigen im Listse-Mausmodell darstellt. In der vorliegenden
Arbeit wurden rekombinante Yersinien, die elnsteriaEpitop exprimieren, bzw. ein LLO-
Fusionsprotein verwendet, um eine Immunitat gegstetien-Infektionen zu erzielen. So diente eine

Listerien-Infektion der Uberpriifung eines Schutzed somit der Wirksamkeit des Impfstoffes.

A.5 Ziel der Arbeit

Diese Arbeit befasst sich im Rahmen des DFG Schvdgprogrammes ,Neue
Vakzinierungsstrategien® mit der Weiterentwicklungeines oralen Y. enterocolitica
Lebendimpfstofftrdgers. Dabei soll der Einfluss dé&fop Effektorproteine des Typ-lll-
Sekretionssystems auf die Immunantwort im Maustidekmodell untersucht werden.

Da YopP die Apoptose induziert sowie das Priming @D8 T-Zellen inhibiert, sollen iyopP
Mutanten weitere Yops ausgeschalten werden, unndefiekt besser studieren zu kénnen. Ferner
war es Ziel dieser Arbeit, die Eignung dieser Ddppanten als Lebendimpfstoffes zu untersuchen.
Ein weiterer Teil dieser Arbeit ist die Entwicklumegnes Totimpfstoffes basierend auf dem LcrV von
Y. enterocoliticaHier sollte das Potential des LcrVs als Adjuvand émtigentranslokator bestimmt

werden.

Im Einzelnen sollten folgende Punkte bearbeitetieer

=

Herstellung voryop Deletionsdoppelmutanten, basierend aufydgRDeletionsmutante
Untersuchung des Einflusses multipler Yops aufAdidgenprasentation

Virulenzstudien deyop Deletionsmutanten im oralen und intraventsen Méeikiionsmodell

» WD

Untersuchung der zellularen Immunantwort auf eamgfozierted.isteria Antigen nach oraler

Immunisierung milyop Deletionsmutanten

5. Untersuchung des vermittelnden Schutzes gegen kisteria monocytogenedVildtyp
Infektion nach Immunisierung mitersiniaMutanten

6. Entwicklung eines Totimpfstoffes auf LcrV-Basis

7. Untersuchung der zellularen Immunantwort auf dervihzasierten Impfstoff

8. Untersuchung des Schutzes gegen dirsteria monocytogenedVildtyp Infektion nach

Immunisierung mit LcrV-Fusionsproteinen
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B  MATERIAL UND METHODEN

B.1 Material

B.1.1 Gerate

In Tabelle 2 sind die in der vorliegenden Arbeitwendeten Gerate aufgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Gerate Modell Firma
Analysenwaage R160P, Pt 1200 Sartorius, Gottingen
Blot-Apparatur Trans-Blot SD Bio-Rad, Miinchen
CO,-Inkubator BBD 6220 Heraeus, Hanau

Brutschrank Typ B 20 Heraeus, Hanau
Elektrophoresekammern flir Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad, Minchen
SDS-PAGE SE400 Hoefer Scientific, San Francis¢o
Elektroporationsgerat GenePulser I Bio-Rad, Miinchen
Pulse Controller I Bio-Rad, Miinchen
ECM399 BTX (Genetronics), San Diego
Elektrophoresekammern fiir Kreutz

Agarosegele

French Press French Pressure Cell 40K SLM AminibeeISSprings
Fermenter Biostat B 5l B. Braun Biotech, Melsungen
Gel-Dokumentation GelDoc EQ Bio-Rad, Miinchen
Heizblock Typ 50126101 Liebisch, Bielefeld
Mixer Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
PCR-Cycler GeneAmp, PCR System 240( Perkin Elmer, Waltham
Unocycler VWR, Darmstadt
pH-Meter 320 pH-Meter Mettler, Toledo
Photometer Ultraspec 3100 pro Amersham Bioscierregyurg
Pipetten Pipetman P2-P1000 Gilson, Bad Camberg

8-Kanal 30-300 pl Eppendorf, Hamburg
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Schiuttelinkubator

Certomat BS-1
Excella E24

B. Braun Biotech, Melsungen

New Brunswick, Nurtingen

Schwingmiihle

MM2000

Retsch, Haan

Proteinaufreinigungssyste

AKTA Explorer

Amersham Pharmacia Biotech

Minchen

Spannungsquellen

Power Pac 200 und 300

Bio-Radchdim

Sterilwerkbank

Herasafe HS 12

Heraeus, Hanau

Tank-Blot-Kammer

BioRad, Miinchen

Transilluminator

UVT-20M/W

Herolab, Wiesloch

Waage Kern KB, Kern PLS 10-3 Kern & Sohn, Balingen
Wasserbad WB/OB7-45 Memmert, Schwabach
Zentrifugen Eppendorf 5417C Eppendorf, Hamburg

Varifuge 3.0R Heraeus, Hanau
Sorvall RC5C Kendro, Langenselbold

B.1.2 Bezugsquellen fur Chemikalien, Biochemikalien und Bzyme

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verviendéhemikalien und Antibiotika Gber die Fir-
men Invitrogen (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), ungn®a-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

Enzyme wurden bei Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fentas (St. Leon-Rot) und New England Biolabs
(Frankfurt am Main) gekauft.

Verwendete Nahrmedien wurden von der Firma Difcact@e Dickinson (Detroit) und Merck
(Darmstadt) bezogen; Zellkulturmedien und derendies von Invitrogen (Karlsruhe) und PAN
Biotech (Aidenbach).

Standardantikdrper stammten von den Firmen Amershgiosciences (Freiburg),
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

Nitrozellulose-Membran wurde von Schleicher & St¢HblaRel) bezogen und Plastikverbrauchsma-

Biosource

terial von den Firmen Brand (Wertheim), Eppendeétérfiburg), Falcon/Becton Dickinson (Heidel-
berg), Nunc (Wiesbaden) und Millipore (Schwalbach).

Spezielle Chemikalien und Biochemikalien wurden den folgenden Firmen bezogen:

Tabelle 3: Bezugsquellen fir Chemikalien

Chemikalie Firma
Agar Becton Dickinson, Detroit
Agarose Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch

Oldendorf
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Benzonase
B-Mercaptoethanol
BugBuster

CD11c (N418) MicroBeads
Ciprofloxacin - Hydrochlorid
dNTPs

GM-CSF

Hefeextrakt

HEPES

IL-2

LLO-Peptide

Primer

Merck Biosciences, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Novagen, Darmstadt
Miltenyi Biotec, Bergiscla@bach
MP Biomedicals, Heittelrg
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
R&D Systems, Wiesbaden
MP Biomedicals; Eschwege
Gibco, Karlsruhe
R&D Systems, Wiesbaden
Genscript, Piscataway USA
biomers.net, UIm

Metabion, Martinsried
Thermo Scientific, Karlsruhe

Proteinase K Invitrogen, Karlsruhe
Protogel (Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %))  SarHeidelberg
Sulfo-EGS Perbio Science, Bonn
Tween 20 AppliChem, Darmstadt
Yersinia-Selektiv-Agar (CIN) Oxoid, Wesel

B.2 Bakteriologische Arbeiten

B.2.1 Bakterienstamme, Plasmide und Primer

B.2.1.1 Bakterienstamme

In Tabelle 4 und Tabelle 5 sind die in der vorlieden Arbeit verwendeten Stamme und Zelllinien

aufgefuhrt.

Tabelle 4: VerwendeteY. enterocolitica-Stamme
Stamm Beschreibungd

Referenz/Quelle

Y. enterocolitica

WA-314 Serotyp 0:8, mit pYV Plasmid (Heesemamn al. 1983;
Cornelis 2002)
WA-C Plasmid-loses Derivat von WA-314 (Heesemanhal.1983)

WA-C(pYV::CM) pYV Plasmid enthalt CiKassette in nicht (Trllzschet al.2004)

codierender Region




MATERIAL UND METHODEN 21

WA-C(pTTSS) Exprimiert T3SS und YadA aber keine

Effektor-Yops, Chaperone und ORFs,'SH

(Tralzschet al.2003)

AYopP WA-C mit pYVAyopP, Kar (Trllzschet al.2004)
AYopO WA-C mit pYVAyopO, Kar (Trilzschet al.2004)
AYopH WA-C mit pYVAyopH, Karl (Trilzschet al.2004)
AYopP-Cni WA-C mit pYVAyopP, (Trulzschet al.2004)
yopP-Gen ersetzt durchnMax25
AYopE WA-C mit pYVAyopE, Kan (Trllzschet al.2004)
AYopM WA-C mit pYVAyopM, Kan' (Trilzschet al.2004)
AYopT WA-C mit pYVyopT, Karl (Trilzschet al.2004)
AYopQ WA-C mit pYVyopQ, Karl (Trulzschet al.2004)
WA-C(pYVLCIV «az0q) Lysin 42 des LcrV ersetzt durch Glutamin (Seteal. 2005)
APH AYopP-Cn, yopH ersetzt durch Kdn diese Arbeit
APO AYopP-Cn, yopOersetzt durch Kdn diese Arbeit
APLCIVkazg AYopP-Cnj, Lysin 42 des LcrV ersetzt diese Arbeit
durch Glutamin
APE AYopP-Cnj, yopEersetzt durch Kdn diese Arbeit
APM AYopP-Cnj, yopMersetzt durch Kan diese Arbeit
APT AYopP-Cnj, yopTersetzt durch Kdn diese Arbeit
APQ AYopP-Cn, yopQersetzt durch Kdn diese Arbeit

& Cnl: Chloramphenicolresistenz, Kakanamycinresistenz, SHSpectinomycinresistenz

Tabelle 5: VerwendeteE. coli- und L. monocytogenes -Stdmme

Stamm Beschreibung / Genotyd Referenz/Quelle
E. coli
DH5a F, sup&4,thi-1, hsdRL7,recAl, endAl, (Hanahan 1983)

gyrA96, relA, AlacU169 (p80dacZAM15)

BL21-CodonPlus

E. coliB F, ompT, hsd@: mg), dcni, Tet

Stratagene, La Jolla

(DE3)-RIL gal, M(DE3),endA Hte, [argU ileY
leuWwCm]
BL21-msbB BL21-CodonPlus (DE3)-RIL mit diese Arbeit

AmsbB(Gen ersetzt durch Kgn

L. monocytogenes

sv 1/2a EGD

(Kohleet al. 1990)

& Genotypbezeichnungen fir coli siehe Bachmann (1990)

Cni: Chloramphenicolresistenz, Kaanamycinresistenz, Tefretrazyklinresistenz

B.2.1.2 Plasmide

Eine Ubersicht tiber die verwendeten Klonierungst Erpressionsvektoren sowie die rekombinanten

Plasmide geben Tabelle 6 und Tabelle 7.
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Tabelle 6: Verwendete Vektoren

_ _ Grole

Plasmid relevante Eigenschaften (kb) Referenz/Quelle

pACYC184  Klonierungsvektor, CiriTet 4,2 (Changet al.1978)

pPACYC177  Klonierungsvektor, KanAmp' 3,9 (Changet al.1978)

pGEM-T KlonierungsvektorlacZ, T7-Promotor, SP6- 3,0 Promega, Mannheim

easy Promotor, T-Uberhang, Amp

pMBL-T/A Klonierungsvektor, f1 ori, B, , T-Uberhang, 3,0 Genaxxon, Biberach
Amp’

pET-21b Expressionsvektor, T7-Promotor, C-terminale 5,4 Novagen, Darmstadt
Hiss-, Tag”, Amp'

pKD46 Red System: Rekombinaseda undredp, (Datsenkeet al.2000)

Exonucleaseinhibitoredy, ParaB

Erlauterung: Amp Ampicillinresistenz, Kah Kanamycinresistenz, Tefletrazyklinresistenz

Tabelle 7: Rekombinante Plasmide

Plasmid Relevantes Merkmdl Referenz-Quelle

pHR430 YOPE;.13d LOs51.36M45 PCR-Fragment in ECORV-  (Rissmanret al.2003)
Sall Schnittstelle von pACYC184

pHR430SH pHR430 mit SH-Resistenz anstelle vori Cm diese Arbeit

pVL Lcr-Operon + LerV-LLGs 30 auf pACYC184 diese Arbeit

pTTSS pYV-Plasmid mit T3SS, aber ohne Yops, ChaperdTrilzschet al.2003)
und Orfs

pYV AP yopPGen ersetzt durcyopP.: TnMax25(Cn) (Trilzschet al.2004)

pYV APE yopPGen ersetzt durcyopP.: TnMax25 Karl- diese Arbeit
Kassette inyopEGen

pYV APH yopPGen ersetzt durcyopP.: TnMax25 Karl- diese Arbeit
Kassette inyopH Gen

pYV APT yopPGen ersetzt durcyopP:TnMax25 Kari- diese Arbeit
Kassette inyopTGen

pYV APM yopPGen ersetzt durcyopP.: TnMax25 Karl- diese Arbeit
Kassette inyopM Gen

pYV APO yopPGen ersetzt durcyopP:TnMax25 Kari- diese Arbeit
Kassette inyopOGen

pYV APQ yopPGen ersetzt durcyopP.: TnMax25 Karl- diese Arbeit
Kassette inyopQGen

pPYV APLCrVkazg yopPGen ersetzt durcyopP.:TnMax25 K42Q diese Arbeit

Punktmutation im LcrV

pPET-LcrV-LLO

PET-21b mit LcrV und LLGs 305 PCR-Fragmente in diese Arbeit
Ndéd-Sst-Hindlll Schnittstellen, Amp

PET-LcrVkaxo-LLO  wie pET-LerV-LLO, nur mit K42Q punktmutiertem diese Arbeit

LerVv

pPET-LcrVv PET-21b mit LcrV PCR-Fragment Mdd-Sst diese Arbeit
Schnittstellen, Amp

pPET-LLO-Kontr. PET-21b mit LLGs 306 PCR-Fragment i$st- diese Arbeit

Hindlll Schnittstellen und zusétzlicher Base, Amp

& Phanotypbezeichnung: Amgmpicillinresistenz, Kah Kanamycinresistenz, Strejstreptomycinresistenz
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B.2.1.3 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Priniadsn Tabelle 8 aufgelistet. Je nach Experiment
wurden die Primer der Firma Metabion bzw. biomats(entsalzt und lyophilisiert; flir Screening und

Klonierung) oder bei Thermo Scientific (entsalgpphilisiert und HPLC-gereinigt; fir ET-Cloning)

verwendet. Die Konzentration wurde durch l6sen i@ddes; auf 100 pmol/ul eingestellt.

Tabelle 8: Verwendete Primer

Primer Primersequenz (5’ - 3’) Schnittstelle
LcrV_Ndel_for CTCTCTCATATG ATTAGAGCCTACGAACAAAAC Ndd
LcrV_Sstl_rev CTGAGCTCCCTCGTGTCATCTAGCAGAC Sst
LLO for GAGCTCGTGCCGCCAAGAAAAGGTTATAAAGA Sst
TGG

LLO rev CTAAGCTT ACTAATGACTTCTTCTTGCATTTTCC Hindlll
CTTCAC

LLO_Kontr_for GAGCTCGGTGCCGCCAAGAAAAGGTTATAAAG Sst
ATGG

Lcr_Operon for CAGTAGGATCCCTGTATGGCAATGTCGATGTA BamH
CTGGC

Lcr_Operon rev CAGTAGCATGCCATATTAAATAATTTGCCCTC SpH
GCATCA

LcrV_Sph_for CTGCATGCATGCATTAGAGCCTACGAACAAAA Sph
CCCACAACATTTTATTG

LLO_Sal-rev ATGCAGSTCGACACTAATGACTTCTTCTTGCAT Sal

TTTCCCTTCAC

msbB_ET_Kan for

ATGGAAACGAAAAAAAATAATAGCGAATACAT
TCCTGAGTTTGATAAATCCTCACTGACACCCTCA
TCAGTG

msbB_ET_ Kan rev

TTATTTGATGGGATAAAGATCTTTGCGCTTATAC
GGCTGGATTTCGCCCGGCGTCAAGTCAGCGTAA
TGCTC

mshbB_screen for

ATGGAAACGAAAAAAAATAATAGCGAATAC

msbB_screen_WT rev

AATCTCGACTTCTTCATTCATCCG

msbB_screen KO rev

CGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCA

Yop P-ET-for

CCACTACTGATTCAACTTGGACGAAG

Yop P-ET-rev

GGGGAAAGAACTGGCGATGCTC

Yop E-ET-for

GCTATTTTCCCACTAAGATAACCTTGTTTTAATA
GCCAAGGGAATAAATAGTCGAAGTTCCTATTCT
CTAGAAAGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTC
TTGAGATC

Yop E-ET-rev

TCAGGCGTTTTAAGGCTGAAAAGTGTCAACCTA
TAGCAGGACTAGTCACCATAGAAGTTCCTATTC
TCTAGAAAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAA
CCAATTCTG

Yop T-ET-for

TCAATTTATCGGTATAGCAAAATAATGGCTAAC
ATAAATAGATTATACAGGAAGTTCCTATTCTCT
AGAAAGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTT
GAGATC

Yop T-ET-rev

GCCAAGCTTCAGGAAAAGCTGTTGCATAAGTTC
TGTGAAGGTTGTCTGCAAAGGTTCCTATTCTCTA
GAAAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAA
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TTCTG

Yop H-ET-for TAGTATAGGCGTGTATTTAATTAGTTCTTAATTT
AATTAAGGAGGGAAGCGAAAGTATAGGAACTT
CTAAGATGATCTTCTTGAGATC

Yop H-ET-rev AGCGTATATATCTTAGTAATTTTATTTACTCATA
GGAATAAATATTTACAGAAAGTATAGGAACTTC
ACAACCAATTAACCAATTCTG

Yop O-ET-for AATCTTAGCCCATTCTCGGATATATCAACTCAA
GGCTTAGGGGGCACTTGGAAGTTCCTATTCTCT
AGAAAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCA
ATTCTG

Yop O-ET-rev CCCTCTTACTCAATCTACTCAATCGGTTATTAAA
TGGGGATGAGTAAAGCGAAGTTCCTATTCTCTA
GAAAGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTG
AGATC

Yop M-ET-for ACGTTGTAATGATATTTAACGTGACGCAGAATT
ATGAACGCTCTTGCGTAGAAGTTCCTATTCTCTA
GGAAAGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTT
GAGATC

Yop M-ET-rev GTTTTTTTGAAAAAACCCGATAATAAAAACATT
TTCAGAAAGGCATTCAATGAAGTTCCTATTCTCT
AGAAAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCA
ATTCTG

Yop Q-ET-for GACGGTTATTAAATAGTGTAGTTTATAAAGTAA
ATTTTGGAGTAGTAACTGAAGTTCCTATTCTCTA
GAAAGTATAGGAACTTCTAAGATGATCTTCTTG
AGATC

Yop Q-ET-rev TTAACCTTTAACATAATCAACTATCATATCCCAA
ACTCTTTAATATAGCTGAAGTTCCTATTCTCTAG
AAAGTATAGGAACTTCACAACCAATTAACCAAT
TCTG

Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind duliehifettgedruckten Basen gekennzeichnet.

B.2.2 Nahrmedien, Antibiotika und Medienzuséatze

B.2.2.1 N&ahrmedien

Die Sterilisation der verwendeten N&hrldsungenBékterien erfolgte durch Autoklavieren (121°C,
1 bar Uberdruck, 20 min). Die Herstellung von fasiahrbéden wurde durch den Zusatz von 16 g
Agar pro Liter zu der entsprechenden N&hrlosungei@rt. Der Agar wurde durch Erhitzen
aufgeschmolzen und in Petrischalen gegossen. Dridhh vonE. coli erfolgte in LB-Medium, die

Anzucht vonY. enterocoliticaundL. monocytogendas BHI-Medium.

Luria-Bertani (LB)-Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
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ad 1 | Hodest
pH 7,4 — 7,6 mit NaOH einstellen

Brain-Heart-Infusion (BHI)- 37 g BHI

Medium ad 1 | HOyest
PALCAM-Listeria-Selective- 35,9 g PALCAM Agar
Agar (von Merck) ad 500 ml HOqest

Nach dem Autoklavieren wird ein Flaschchen ,PALCAM
Listeria Selective Supplement” in 1 mj®les;geldst und dem

abgekihlten Agar (unter 50°C) zugegeben.

Yersinia-Selektivagar fertige Platten wurden von Oxoid (Wesel) bezogen

(CIN-N&hrboden)

Einfriermedium LB- oder BHI-Medium mit 20% Glycerin als Zusatz

Als Transformationsmedium wurde reichhaltiges SO€dMm verwendet.
SOC-Medium 10 g Trypton
2,5 g Hefe
0,3 g NaCl
0,1 g KCI
ad 490 ml EDyest.
nach dem Autoklavieren wurde dem Medium 20 mM Ghgksowie
je 5ml einer 1M MgGHLOsung und einer 1M MgS@E.6sung (alle

Losungen wurden steril filtriert) zugesetzt.

B.2.2.2 Antibiotika und Medienzusatze

Die Selektion von Bakterienstammen erfolgte mifédilerschiedener Antibiotika-Resistenzen.
Tabelle 9 zeigt die verwendeten Antibiotika und Medusatze. Antibiotika wurden als
Stammldsungen angesetzt, steril filtriert (0,22 @harilfilter von Millipore, Schwalbach) und bei

-20°C gelagert. Stammlosungen wurden den N&ahrmedaah Abkihlen auf weniger als 55°C

zugegeben.
Tabelle 9: Verwendete Antibiotika und andere Zusate
Antibiotika Lésungsmittel Stammlésung mg/mi Endkonzentration pg/mi
H2Ogest. 100 100

Ampicillin (Amp)
Carbenicillin (Carb) 50 % Ethanol 100 100
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Chloramphenicol (Cm) 70 % Ethanol 25 25
Ciprofloxacin (Cip) gligl(iessgh 15 i
Gentamicin (Gm) H2O4est 50 50
Kanamycin (Kan) BOyest. 50 50
Spectinomycin (SH) BOdest. 50 50
Tetrazyklin (Tet) 70 % Ethanol 20 20
Zusatze
CaCl H2Oqest. 500mM 0,5 mM
EGTA H2Ocest 500 mM 5mM
Glukose HOqest. 20 % 0.2 %
L-Arabinose BHI-Medium 20% 0.2 %
IPTG H:Ogest. 1M 1mM
MgCl, H2Ouest. 1M 10 M

B.2.3 Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien

B.2.3.1 Kultivierung vonE. coli, L. monocytogeneasndYersinia sp.

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte aerob:
- in Flissigmedium in einem Schiittelinkubator (180-20m) fur 14-18h

- auf Agarplatten in einem Brutschrank fir 18-48h

Die Flussigmedien bzw. agarhaltigen Medien wura@engch Bedarf mit den entsprechenden Zusatzen

versehen (Tabelle 9).

E. coli Inkubation bei 37 °C in LB-Medium

L. monocytogenes Inkubation bei 37 °C in LB Medium

Y. enterocolitica Inkubation bei 27 °C in BHI-Medium

B.2.3.2 Anlegen einer Stammsammlung

Zur Langzeitlagerung wurden Stammkulturen aus iigssUbernachtkulturen angelegt. Dazu wurden

die jeweiligen Kulturen bei 4000rpm pelletiert umcEinfriermedium (LB bzw. BHI +15% Glyzerin)

resuspendiert und bei -80°C gelagert.
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B.2.3.3 Anlegen einer Bakterienkultur fim vivo Infektionen

Fur in vivo Infektionsversuche werden die jeweiligen Stammdkil fir 12-16h angezlchtet, bei
3000rpm fUr 15min abzentrifugiert und das PelleBmit sterilen PBS gewaschen. Die Bakterien
wurden in 1/10 des urspriinglichen Volumens der béentkultur in Einfriermedium resuspendiert, in

1ml-Aliquots aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

B.2.3.4 Lebendkeimzahlbestimmung fiir vivo Infektionsversuche

Die Lebendkeimzahlbestimmung der eingefrorenen uilig erfolgte eine Woche nach dem
Wegfrieren und wurde durch Ausplattieren mehrererdinnungsreihen der Bakteriensuspension auf

LB-Agar Platten ermittelt und als koloniebildendalteiten (colony forming units = CFU) erfasst.

B.2.3.5 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkehuiir in vitro Infektionsversuche

Die Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkukufolgte durch Messung der Absorption mittels
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 60@QMDg). Als Leerwert diente das jeweilige
Medium. Ein Milliliter einer Bakteriensuspension dier exponentiellen Phase mit der &D= 0,5

enthalt ca. 2x10Bakterien.

B.3 Molekularbiologische Methoden

B.3.1 Isolierung und photometrische Konzentrationsbestimmng von DNA

B.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Gewinnung kleinerer Mengen an DNA (bis zu 20aiddlgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
der Firma Qiagen (Hilden). Fur groRere DNA-Mengeis ¢u 100ug) wurde das Aufreinigungssystem
Nucleobond AX 100 (Macherey & Nagel, Diren) verwetnd

Nach Anzucht der Kulturen tGber Nacht wurden dietBakn durch alkalische Lyse aufgeschlossen,
die Proteine denaturiert und abzentrifugiert. Bigh im Uberstand befindlichen Plasmide wurden

anschlielend durch Anionenaustauscherchromatogragbbunden, gewaschen und inOkhes:.
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eluiert. Die Plasmidisolierung erfolgte nach Hdlstbeschreibung. Die DNA wurde bei -20°C

gelagert.

B.3.1.2 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung bakterieller genomischer DNA wurds® ml einer Ubernachtkultur verwendet. Die
Zellen wurden 15 min bei 8000 rpm pelletiert, eihmit PBS gewaschen und in 10 ml TES-Puffer

resuspendiert.

TES-Puffer 40 mM Tris-HCI
(pH 8,0) 2 mM EDTA
0,2 % SDS

AnschlielRend werden 50 pl Proteinase K (20 mg/mg)epeben, kurz gemischt und fur 1,5 Stunden
bei 37°C inkubiert. Nun wurden 10 ml einer Phenbl#@oform/Isoamylalkohol-L6sung (25:24:1)
hinzugegeben und vorsichtig durch mehrmaliges treren gemischt, um ein Scheren der DNA zu
vermeiden. Das Reaktionsgefal? wurde auf Eis gebislidie Phasentrennung einsetzte und dann bei
6000rpm fur 10 min zentrifugiert. Die wassrige Rhagirde vorsichtig abgenommen und mit dem
gleichen Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylallelbiisung gemischt. Dieser Vorgang wurde

insgesamt drei Mal wiederholt. Die DNA in der wégsn Phase wurde nun gefallt.

B.3.1.3 Fallung von DNA

DNA wird gefallt um sie aufzureinigen und/oder siafzukonzentrieren. Nach der Zugabe der 3-
fachen Volumenmenge an EtOH (in Bezug auf die DNsing) und dem Zehntel an Volumen einer
3 M Natriumacetat-L6sung wurde die Losung fur mstdas 30 min bei -80°C inkubiert, wobei die
DNA ausfallt. Die DNA wurde bei 14.000g und 4°C i min abzentrifugiert und mit eiskalten 70 %
(v/v) unvergalltem Ethanol gewaschen. Der Alkohalree komplett entfernt und die DNA nach

Trocknung im gewtinschten Volumen geldst.

B.3.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Reinheit {&.{A2s0nn) UNd der Konzentration (Ron, der DNA erfolgte durch
Messung der Absorption in einer Quarzkivette (dm) mit Hilfe eines Photometers. Als Leerwert
diente HOyiges: Eine ODgonm VON 1,0 entspricht in etwa einer Konzentration \&hug/ml. Der
Quotient AgonrdA2s0nmgilt als Maf fur die Reinheit und solitel,8 betragen.
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B.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der disehien Amplifikation ausgewdahlter DNA-
Fragmentein vitro. Als DNA-Polymerasen wurden verschiedemagPolymerasen verwendet:
AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City) und BaJ red (Bioline, Luckenwalde), ohne 3'-5'-
Exonuclease-Aktivitat, oder die Uber eine ,procddimg“-Aktivitat verfligende PfuUltra® Il Fusion
HS DNA Polymerase (Stratagene, La Jolla). Die ,preading“-Aktivitat ermdglicht eine Korrektur
fehlerhaft eingebauter Nukleotide und sorgt scefiie weniger fehlerbehaftete Amplifikation.

Der Bindebereich der zur Amplifikation eingesetz&arteroligonukleotide (Primer) an das Template
(=DNA-Matrize) betrug mindestens 20bp. Gegebennfalirden zusatzliche Basen am 5'-Ende des
Primers als Uberhange angefiigt, wie z.B. fiir Regtrisschnittstellen oder Homologiearme.

Die SchmelztemperaturenQrder Primer wurden stets so gewahlt, dal3 die Skztemeperaturen der
Bindestellen zwischen 55°C und 65°C lagen. Bei Brpaaren betrug der,dUnterschied maximal
3°C. Die Berechnung der,lerfolgte mit einem Internetprogramm namens Oligoca

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligaciaiml|

Die Amplifikation wird durch eine mehrmalige Wietietung von Temperatur-Zeit-Zyklen
ermoglicht, die aus drei Schritten bestehen:
1. Denaturierungdie doppelstrdngige Matrizen-DNA wird durch erbitzn zwei Einzelstrange
getrennt
2. Annealing:Hybridisierung der Primer an die komplementéaremzgistrange
3. Elongation:Verlangerung der Primer durch eine thermostabMABPolymerase entlang der
DNA-Matrize

Die Annealingtemperatur ist abhangig von der Schtegiperatur der Primer und liegt 2-5°C unter
der T,. Die fur die Elongation bendtigte Zeit ist abhdngon der Lange des zu amplifizierenden

Bereiches und von der verwendeten Polymerase.

B.3.2.1 Colony-Screen

Um viele Klone ohne Ubernachtkultur testen zu kénwerrden Bakterien von einer Agarplatte abge-
nommen, in 30 Ul FDyigest. resuspendiert und fiir 10 min bei 95°C aufgekocl. Zelltrimmer und
denaturierten Proteine wurden dann bei 14.000 ripnbfmin abzentrifugiert. 1ul des Uberstandes
wurde als Template eingesetzt.

Die PCR-Reaktion wurde wie unter B.3.2.2 beschriediggesetzt.
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B.3.2.2 Reaktionsbedingungen der PCR

Die aufgereinigte DNA wurde je nach Konzentratioh01-1:20 verdinnt.

Reaktionsansatz Template-DNA 1ul
Primer 1 (100uM) 1ul
Primer 2 (100uM) 1ul
10 x Polymerasepuffer 5ul
dNTP’s (je 2 mM) 5 ul
Polymerase 0,5 ul
H2Oidest. ad 50 pl
Programm
1. Schritt 5 min 95°C (Denaturierung)
2. Schritt 30 sek 94°C (Denaturierun
3. Schritt 30 sek (2 bis 5°C) (Annealing) 35X
4. Schritt X min 72°C (Elongation)
5. Schritt 5-7 min 72°C (finale Elongation)
6. Schritt 0 4°C (Abkihlen und ,Lagerung” der DNA)

35 x Wiederholung der Schritte 2-4

Nach vollendeter PCR wurde sie im Agarosegel (B.83erprift und mit Hilfe von NucleoSpin

Extract Il (Machery & Nagel, Diren) nach Herstedlegaben gereinigt.

B.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen iickgtat der DNA-Molekile wandern diese

durch Anlegen eines elektrischen Feldes durch dagefmaterial, das Agarosegel, in Richtung
Anode. Dabei wandern lineare, doppelstrangige DNaghente abhangig vom eigenen
Molekulargewicht unterschiedlich schnell. Je kleisén DNA-Fragment ist, desto schneller kann es
durch die Poren des Agarosegels wandern. Fur dfaktige Auftrennung der Fragmente wird die

Agarosekonzentration des Gels abgestimmt auf ddskdiargewicht der aufzutrennenden DNA.

In dieser Arbeit wurden Agarosekonzentrationen ¥@a1,5 % [w/v] in 1x TAE verwendet.

Zur GrofRenbestimmung von linearen DNA-Fragmenterdeialer 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen,

Karlsruhe) verwendet (s. Abbildung 5; Negativbild).
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Abbildung 5: 1 kb plus DNA Ladder, DNA-Langenstandad
Auftrag: 0,7 ug Ladder pro Spur auf ein 0,9 %igemsegel, gefarbt mit Ethidiumbromid, Negativbild

Elektrophoresepuffer (1 x TAE) 40 mM Tris-HCI pH 8,2

20 mM Eisessig
2 mM EDTA

Auftragspuffer (10 x) 30 % (v/v) Glyzerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
in1x TAE

B.3.3.1 Analytische Gelelektrophorese

1,0 -1,5 % (w/v) Agarose wurden in TAE-Puffer aldfgeht bis eine klare Lésung entstand und nach
AbklUhlung auf 50°C in einen Gelschlitten gegosdeas erstarrte Gel wurde in die Gelkammer

gesetzt und mit 1 x TAE-Puffer Uberschichtet.

Die aufzutrennenden DNA-L&sungen wurden mit demtragkpuffer versetzt und in die Geltaschen

pipettiert. AnschlieBend wurden die Proben fir wisdhe Gellaufe bei konstanten 90V und fur

praparative Gellaufe bei konstanten 80 V fir jesvdB-60 min aufgetrennt und gefarbt (s. B.3.3.2).

Die DNA-Isolierung aus Agarosegelen erfolgte m#tt®lucleospin Extract Il (Macherey & Nagel,
Duren) nach Herstellerangaben.
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B.3.3.2 Farbung von Agarosegelen mit Ethidiumbromid

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 10-20 im einer Ethidiumbromid-Losung (2 pg
Ethidiumbromid pro 1 ml bDqes) gefarbt und anschlieRend, um Uberschissigesitthiidomid zu

entfernen, kurz gewdassert. Ethidiumbromid intéekalmit der DNA und fluoresziert in diesem
Komplex orange bei einer Anregungswellenlange vo# @m, wodurch die DNA-Banden auf einem

Transiluminator sichtbar gemacht und mit Hilfe eiB®kumentationsanlage abfotographiert wurden.

B.3.4 Sequenzierung von DNA

Genomische DNA, Plasmide und PCR-Produkte wurdeh Aafreinigung wie beschrieben (B.3.1) je
nach Bedarf sequenziert. Die Sequenzierung wurde der Firma GATC Biotech (Konstanz)

durchgefihrt.

B.3.5 Enzymatische Modifikation von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die speld#is palindromische Nukleotidsequenzen der
doppelstrangigen DNA erkennen und dort schneid®a.dadurch entstehenden DNA-Fragmente
besitzen definierte, charakteristische Enden, dreein anschlielendes, gezieltes Zusammenfiigen
verschiedener DNA-Fragmente von Néten sind. DietS8pga von DNA mittels Restriktionsenzymen
dient der Linearisierung von Plasmiden, dem Isehiesubklonierter DNA-Fragmente, dem direkten
Verdau von PCR-Produkten fir Klonierungen und/atierkontrolle von Klonierungen.

Eine weitere Mdglichkeit der Modifikation von DNAtidie Dephosphorylierung. Dabei werden nach
einem Restriktionsverdau die terminalen Phosphatexstfernt, um eine Religation von linearisierten
Plasmiden zu verhindern. Die letzte hier angewaMiidifikation ist die Ligation. Die Ligase bildet
unter ATP-Verbrauch eine Phosphodiesterbindung ciwis einem 3°-OH-Ende und einem 5°-
Phosphat-Ende zweier DNA-Fragmente.

B.3.5.1 Restriktionsverdau von DNA durch Endonukleasen

Der Restriktionsverdau erfolgt in Reaktionsansatzen 10-50 ul bei der vom Enzymhersteller
empfohlenen Temperatur und in dem jeweils optim&efier. Die Temperatur betrug meistens 37°C.
Sollten zwei Enzyme unterschiedliche Puffer bemdtigwurde nach einem fir diese Anwendung
optimalen Puffer gesucht, wobei die Enzymaktivitéax. auf 75 % sinken sollte. Falls dies nicht

mdglich war, wurden die Restriktionsansatze nacmlar angesetzt.
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Zur Kontrolle wurde der Restriktionsverdau mittélelelektrophorese Uberprift (B.3.3) und bei

Bedarf die entsprechende Bande aus dem Gel extrahie

B.3.5.2 Dephosphorylierung von DNA

Als dephosphorylierendes Enzym wurden die Bactétihline Phosphatase (Invitrogen, Karlsruhe)
und die FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosplatgsermentas, St. Leon-Rot) nach
Herstellerangaben verwendet. Das Enzym wurde infe F#dr FastAP™ inaktiviert, wahrend die
Bacterial Alkaline Phosphatase durch das Aufreimigker DNA mittels NucleoSpin Extract |l

(Macherey & Nagel, Duren) entfernt wurde, bevor dagphosphorylierte Plasmid fir die Ligation

eingesetzt wurde (B.3.5.3).

B.3.5.3 Ligation

Die in einen Vektor zu ligierenden DNA-Fragmentas@rts) wurden in fiinf- bis zehn-fachen
Uberschuss in Relation zum Vektor in den Reaktiosa&z gegeben. Das Gesamtvolumen betrug 10-
15 pl und enthielt neben Insert und Vektor den &égauffer (5x oder 10x) sowie 1 ul T4-DNA-Ligase
(5 Ulul; Invitrogen, Karlsruhe). Die Ligation erfge in der Regel bei 16°C Uber Nacht oder bei
besonderen Anforderungen bei 4°C lber das Wochengrig. Blunt-end-Ligationen).

Eine Besonderheit stellt das Klonieren in T/A-Vekio wie pMBL-T/A und pGEM-T easy dar. Da
TagPolymerasen die Eigenschaft haben, an die 3"-Eed@eiesoxyadenosin anzuhangen und die
T/A-Vektoren an den beiden 3-Enden mit je eifEmymidin-Rest versehen wurden, kénnen PCR-
Produkte direkt, also ohne vorherige BehandlungefsitRestriktionsenzymen, in einen solchen
Vektor kloniert werden. In beiden Vektoren wird dasert innerhalb des LacZ-Gens eingebaut, was

ein blue-white-Screening zul&sst.

B.3.6 Transformation von DNA

B.3.6.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

500 ml LB-Medium werden 1:50 mit einer Ubernachtikulbeimpft. Die Kultur wurde bei 37°CE(
coli) respektive 27°CYersinig unter Schiitteln in einem Erlmeyerkolben mit Sahik bis zu einer
ODsoonm 0,5-0,7 inkubiert. Die Bakterienkultur wurde ddiin 15 min auf Eis gestellt. Alle folgenden

Schritte wurden bei 4°C mit vorgekuhlten Geratencgefiihrt. Die bendtigten Losungen wurden
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Uber Nacht im Kuhlschrank vorgekihlt und nach denimfpfen der 500 ml LB-Kultur auf Eis
gestellt. Die Zellen wurden bei 4.200 rpm fir 1Gnpelletiert und zweimal mit 200 ml ,Byigest.
gewaschen. Danach wurde das Pellet in wenigerOrdb Iv/v) Glycerin/H2Qgestaufgenommen und

in ein Falcontube wberfiihrt. Das Falcontube wurdel® % Glyzerin/H2Qqes: auf 50 ml aufgefuillt
und die Bakterien pelletiert. AnschlieRend wurde deerstand dekantiert, das Pellet in ca. 1ml 10 %
Glyzerin/H2Q,q4est resuspendiert und in auf Trockeneis vorgekihltakitensgefalRe aliquotiert. Die

Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

B.3.6.2 Elektroporation

Um elektrokompetente Zellen zu transformieren wurden entsprechendes Aliquot des
Bakterienstammes von -80°C langsam auf Eis aufgetaarallel dazu wurde die
Elektroporationskuvette auf Eis vorgekuhlt. Die spmechende DNA-Menge wurde auf 50ul der
Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt und die gekuhlte Kivette pipettiert. Die
Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser vomm-Bad oder dem BTX ECM399 bei einer
Spannung von 2,5 kV, einem Widerstand von 200nd einer Kapazitat von 25 pF. Sofort nach dem
StromstoR wurde 1 ml vorgewarmtes SOC-Medium zugemgeind die Bakterien fir 45-60 min bei
optimaler Temperatur (37°C fiE. coli, 27°C furYersiniasp.) inkubiert. Die Bakterien wurden auf
vorgewarmte Agarplatten mit entsprechenden Antikégt zur Selektion transformierter Klone,

ausplattiert.

B.3.7 Herstellung von Deletionsmutanten durch homologe R@mbination (ET-Cloning)

Die Herstellung von Deletionsmutanten erfolgte detr Methode ,ET-Cloning“, welches auf dem
Prinzip der homologen Rekombination beruht. Durah litbmologe Rekombination wird ein PCR-
Fragment mit dem entsprechendem Genabschnitt imomBeader Plasmid ausgetauscht. Diese
Methode, urspriinglich nach dem R&RECT Rekombinationssystem des Rac-Prophagen benannt, is
eine effektive Methode zur Herstellung von MutantBie hohe Rekombinationseffizienz von aed
und re@, die neben dem Exonucleaseinhibitoryradf dem Vektor pKD46 codiert sind, ermdglichen
den Einsatz kurzer homologer Strukturen von 50bie dvei Proteine unterliegen einem L-Arabinose
induzierbaren Promoter,f Die Replikation des Plasmides ist temperaturatigiarwas zu einem

Verlust des Plasmides Uber 30°C zur Folge hat.
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B.3.7.1 Herstellung elektrokompetenter Stamme fir die Metage

Die Stamme werden wie unter B.3.6.1 kompetent ghtmaait 1 pl des Vektors pKD46 transformiert
und auf Carbenicillin-haltige Agarplatten Uber Nialobi 27°C inkubiert (auck. coli). Bei Yersinia ist

die Antibiotikakonzentration aufgrund einer leiahtg-Lactamase-Aktivitat drei Mal so hoch (300
pg/ml). Es wurden Klone gepickt und eine Ubernaalitik (27°C) angeimpft, die am nachsten Tag
1:50 verdinnt und mit 0,1-0,2 % L-Arabinose versetarde, wodurch die Rekombinasen induziert
werden. Die Zellen werden bis zu einer OD von (&b 2¥°C inkubiert. AnschlieRend werden die
Zellen wieder elektrokompetent gemacht, mit demeththied, dal’ die Zellen stets mit 10 %

Glyzerin/H2Q,gestgewaschen und am Ende in 250 ul 10 % Glyzeringd2@ufgenommen werden.

B.3.7.2 Primerdesign

Die Primer fur das PCR-Fragment bestehen aus zergiéhen:
1. Einem Homologiearm von 50 Basen, dessen Sequendemiles flankierenden Bereichs des
zu deletierenden Gens identisch ist und
2. dem 3"-Bereich des Primers, der aus 20 Basen bastehden Primer fir die Antibiotika-
Kassette darstellt.
Damit ergibt sich ein Primer mit einer Lange vonBd&sen. Diese Primer wurden grundsatzlich
HPLC gereinigt.

B.3.7.2.1 Herstellung des PCR-Produktes fir die Rekombination

Die Herstellung eines PCR-Fragmentes geschah inektleshen wie unter B.3.2.2 beschrieben.

Fur die Berechnung der Annealing-Temperatur wueteHbmologiearm nicht miteinberechnet.

Die PCR-Anséatze betrugen 100 ul und das Templatdevso weit es geht verdinnt (bis zu 1:1000).
Als Template wurde der pACYC184 (Onbzw. der pACYC177 (Kdhverwendet.

Die PCR wurde anschlieRend mittels Kit aufgerejnigt50ul HOpigest aufgenommen und mit dem
Restriktionsenzynbpnl (20U) fur 2 h bei 37°C inkubiert, um das Templateentfernen. Die DNA
wurde gefallt (B.3.1.3), getrocknet und in 10 0g4esresuspendiert.

B.3.7.2.2 Elektroporation und Selektion der Deletionsmutanten

1ul des fir die homologe Rekombination hergestelR€R-Produktes wurde zur Kontrolle auf ein

Agarosegel aufgetragen, die restlichen 9 ul wuriderdie Elektroporation der kompetenten Zellen
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(B.3.7.1) verwendet. Die Inkubationsdauer nachTaansformation betrug 2 h. Anschlieend wurden
die Zellen bei optimaler Temperatur auf Antibiotikaltigen Agarplatten im Brutschrank inkubiert.
Die Kontrolle der Mutagenese erfolgte iarsiniaim SDS-Gel (s. Abbildung 7), im Western Blot (s.
Abbildung 9 und 9) und mittels PCR. Die Mutagenesé&. coli wurde durch Sequenzierung und

Isolierung des veranderten LPS nachgewiesen (B.3.8)

B.3.8 LPS-Praparation mittels Proteinase K-Verdau

Die Deletion desmsbBGens in E. coli fuhrt bei der LPS-Synthese zu einem Fehlen des
Myristinsdurerestes. Daraus resultiert eine erbkbieduzierte Fahigkeit Immunzellen zu stimulieren
und eine erniedrigte Entziindungsreaktion (Somenratl al. 1996; und 1999). Zur Kontrolle der
Deletion des Genes wurde, neben der Sequenzierndgdar PCR, das LPS isoliert und die
Veranderung durch den Vergleich mit dem Wildtyphtiar gemacht.

5 ml einer Ubernachtkultur demsbBdefizienten E. coli-Mutante sowie des Wildtyps (BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL) wurden pelletiert und einmalRBS gewaschen. Die Bakterien wurden in
PBS aufgenommen und auf eine OD von 0,5 bis 0,8agbb 1,5 ml dieser Suspension wurden bei
1000 g fur 3 min abzentrifugiert, das Pellet inlBSSDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen und fur
10 min bei 100°C erhitzt. 25 pg Proteinase K wurndgegeben und fir 1h bei 60°C inkubiert.

10 pl jeder Probe wurde mittels 14 %igem PolyaomdbGel aufgetrennt und am Ende einer
Silberfarbung unterzogen (s. Abbildung 20).

B.4 Proteinbiochemische Methoden

B.4.1 Expression und Reinigung von Proteinen mit HisTag

Fir die Expression von Proteinen wurde der Vektr2ilb (Novagen, Darmstadt) benutzt. Durch
diesen Vektor wird an den C-Terminus des zu exgriemiden Proteins ein Higag angefugt. Ferner
enthalt der Vektor das T7-RNA-Polymerase Promosiesy (Studieet al. 1986), wobei das Zielgen
durch den T® 10-Promotor reguliert wird. Die T7-RNA-Polymeraseverwendetel. colirStamm
(BL21 AmsbB, Tabelle 5) ist chromosomal codiert und wingtch den IPTG-abhangigen.§
Promotor reguliert. Dadurch wird insgesamt einengéntere Kontrolle aber auch ein hoher Level der

Expression erreicht.



MATERIAL UND METHODEN 37

B.4.1.1 Uberexpression von Proteinen mit Higag

Fur die Expression wurde ein 5 |-Fermenter mit 2xBdium mit einer Ubernachtkultur 1:50
beimpft und den Antibiotika Carbenicillin und Kangein versetzt. Die Kultur wurde unter standigem
Ruhren (200rpm) und standiger Beluftung (10 I/miis zu einer OD von 0,6 angezogen.
AnschlieRend wurde der Fermenter auf 27°C abgekDidt Induktion erfolgte durch die Zugabe von
0,7/mM IPTG (Endkonzentration). Nach 3 h wurdenzidlen bei 4200 rpm flr 15 min sedimentiert,
mit PBS gewaschen und bei -20°C weggefroren. Je daminicht-induzierten und der induzierten
Kultur wurden vorher abgenommen und separat weggefr Diese Aliquots dienten der

Expressionskontrolle und wurden mittel SDS-PAGErfihit.

B.4.1.2 IMAC-Aufreinigung von Proteinen mit HisTag

Die Affinitatschromatographie beruht auf der Wedwskung zweier Reaktionspartner. Bei der
IMAC (,. mmobilized_Metal lon Affinity Chromatography*) enthalt die Saulenmatrix als Ligameéin
Metallion und wurde das erste Mal 1975 zur Protitigung eingesetzt (Poragt al. 1975). Fur Hig
Tags konnen Nickel-, Kupfer-, Zink- und Cobaltionegrwendet werden. Wird ein Proteingemisch
Uber die Saulenmatrix geleitet, interagieren digeBeeste der Histidine des Fusionsprotein mit den
Metallionen und bleibt so an die Matrix gebundeie Blution erfolgt durch Imidazol, das kompetitiv

das Histidin aus dem Komplex verdrangt.

Die eingefrorenen, induzierten Bakterienpellets dear im frisch mit 5mM PMSF sowie 300 U
Benzonase versetztem Puffer WASH resuspendiertdurch drei bis vier French Press-Zyklen (1.000
psi) aufgeschlossen. Der Aufschluss wurde zwei bkl 10.000g fur 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde steril filtriert (0,22 um), aufeiBaule mit ,HisPur Cobalt Resin“ (Pierce, Rockford
USA) aufgetragen und mit dem Puffer WASH gewascham, alle ungebundenen Proteine zu
entfernen. AnschlieRend wurde mit einem Imidazalgnat 10-300 mM Imidazol durch Verwendung
des Puffers ELU eluiert. Der Gradient wurde bei%0gestoppt, bis die Basislinie stabil verlief.
AnschlieBend wurde der Gradient angelegt, bis @@ % des Puffers ELU eluiert wurde. Um das
Imidazol zu entfernen, wurde entweder ein weitdReinigungsschritt (z.B. Gelfiltration) oder ein

Dialyseschlauch (cut off ~ 10 kDa) angewandt.

Puffer WASH 50 mM NaHPO,
300 mM NacCl
10 mM Imidazol
pH 7,4
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Puffer ELU 50 mM NaHPO,
300 mM NacCl
300 mM Imidazol
pH 7,4

B.4.1.3 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration, auch Ausschlusschromatogi@appenannt, nutzt man die unterschiedliche
Wandergeschwindigkeit von Proteinen in einer Gelixaius, wodurch die Proteine nach ihrer GroRRe
getrennt werden. Die Gelmatrix, eine netzartigell@tr aus quervernetzten Polymeren, besitzt Poren,
in die kleinere Molekiile hinein diffundieren, wahdegroliere Molekile nicht eindringen kdnnen.
Dadurch laufen Proteine mit zunehmender Gré3e Hiehleirch die Saule und eluieren damit friher.
Die Gelmatrix (Superdex 200 PC 3.2/30) wurde miheea Phosphatpuffer equilibriert und
anschlie3end die Proteinprobe aufgetragen. Dietibraikrten Eluate wurden mittes SDS-PAGE
(B.4.3) analysiert. Die passenden Fraktionen wuigkgrooled und die Proteinmenge nach Bradford
(B.4.6) bestimmt.
Phosphat-Puffer 40 mM NaHPO,

50 mM NacCl

pH 7,4

B.4.2 Isolierung von sekretierten Yop Proteinen aus dem Klturiiberstand

YersiniaStamme sekretieren bei 37°C und unter Zugabe ¥@hAE(Calciummangel) sowie Mg¢l
ihre Yops in den Kulturtiberstand (Heesemahml. 1986). Zusatzlich wird noch Glukose zugegeben
um die sekretierte Proteinmenge zu erhdhen. Zumhweis und Kontrolle der eingefuhrten
Mutationen bzw. Deletionen ins pYV-Plasmid wurdei®e dn den Kulturiiberstand sekretierten
Yersinia-Proteine isoliert, mit TrichloressigsafeCA) gefallt und im SDS-Gel aufgetrennt. Dabei
ergibt sich ein typisches Bandenmuster.

Eine Ubernachtkultur, bei 27°C und unter Zugabe wemtibiotika inkubiert, wird 1:40 in
antibiotikahaltigem BHI-Medium verdinnt und fur 2bki 37°C weiter inkubiert. Durch Zugabe von
MgCl; (final 10 mM), EGTA (final 5 mM) und Glukose (fih@,2%) wird die Sekretion stimuliert.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 3 h beiGWurden 2 ml der Kultur fir 15 min bei 7500
rom und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in eéues Reaktionsgefa3 uberfiihrt. Die Proteine
wurden mit 200 pl 100 % TCA aus dem Uberstand (l8gefallt und fir mindestens 1 h auf Eis
gestellt. Danach wurden die ausgefallten Proteime2® min bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der

Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml diska Aceton aufgenommen, fiir 20 min auf Eis
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inkubiert, anschlieRend fiir 15 min bei 14.000 rpmd 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Dieser Waschschritt wurde noch zwei weitere Maleckigefihrt. Der letzte Waschschritt erfolgte mit
1 ml H,Opigest Das Pellet wurde dann in 30 pl SDS-Probenpufiéggenommen und auf ein SDS-Gel

aufgetragen.

B.4.3 Auftrennung von Proben mit Polyacrylamid-G eldektrophorese (PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA@ENt insbesonders der elektrophoretischen
Auftrennung von Proteinen nach deren MolekularghtwicAber auch Nukleinsdauren und
Lipopolysaccharide kénnen aufgetrennt werden. UenAdiftrennung von Proteinen unabhéngig von
deren Eigenladung zu machen, werden die Protein@33€ denaturiert, mip-Mercaptoethanol und
mit dem anionischen Detergenz Sodium-Dodecyls¢8&S) versehen. Durch das Erhitzen undfas
Mercaptoethanol, welches die vorhandenen Disuliidken zwischen Cysteinen reduziert, werden die
Proteine denaturiert. Durch das SDS werden nichidlemte Bindungen aufgelost und die
urspringliche Ladungsverteilung eines Proteinsldalie Negativiadung des SDS ersetzt. Damit ist
das Verhaltnis von Ladung und Gr6Re fir jedes Rrad@nahernd gleich. Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die nun negativ getdderoteine durch das Trenngel und werden
anschlieRend angefarbt. Mit Hilfe eines Proteindéads kann die MolekulargrofRe von Proteinen

bestimmt werden.

Standardmafig wurden 11 %ige Polyacrylamid-Trerengetl 4 %ige Sammelgele mit Hilfe der Mini
Protean Gelelektrophorese Kammern von Bio-Rad (Méng hergestellt. Die Glasplatten wurden
sorgfaltig mit 70 % EtOH gereinigt und in den Gidsl eingespannt. Zuerst wurde das Trenngel bis
ca. 1,5-2 cm unter den GiefRrand geftllt und miptepanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation
wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel asifTdenngel gegossen und der Kamm blasenfrei
eingesetzt. Nach abgeschlossener Polymerisatiodendgr Kamm entfernt und das Gel benutzt oder

bei 4°C gelagert. Tabelle 10 zeigt die Zusammensetder verwendeten Proteingele

Tabelle 10: Zusammensetzung von Proteingelen

Trenngel Sammelgel
11 % 14 % 4 %
750 mM Tris pH 8,8 5.000 pl 250 mM Tris pH 6|8 038
30 % Protogel 3.700 u|  4.800 yl 30 % Protogel 360 U
10 % SDS 200 pl 10 % SDS 50 pl
HZOdest 1.100 p-l | - I_zlodest 850 p-l
10 % TEMED 20 pl 10 % TEMED 15 ul
10 % APS 40 pl 10 % APS 15 ul
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Durch das 2-Gel-System erhalt man scharfere Bandelche die Identifizierung von Proteinen unter
Umstanden vereinfacht. Der pH-Wert im Sammelgegtlieahe dem isoelektrischen Punkt des
Glyzins, welches als fast neutrales Zwitterion iemti und deshalb eine sehr geringe Mobilitat im Gel
hat. Das negativ geladene Chloridion hingegen asr schnell. Zwischen den beiden Lauffronten
ergibt sich ein Feldstarkegradient, wodurch dietdétne zusammengestaucht werden. Gelangt das
Glyzin ins Trenngel, wird es negativ geladen unadeat aufgrund seiner geringen Grol3e sehr schnell
durch Gel. Der Feldstarkegradient fallt zusammeth die Proteine werden nach ihrer MolekulgroéRRe

aufgetrennt.

Die Proben wurden mindestens 1:1 mit SDS-Probeapuiersetzt und fur 10 min bei 95°C
aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren. DasmBhenolblau im Puffer ist fir die optische
Uberwachung nétig und das Glyzerin, damit die Pndbedie Geltaschen absinken.

Als GroRenstandard wurde der Benchmark Prestainetei® Ladder (Tabelle 11 Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Die Elektrophorese erfolgtel30-180 V fur ca. 1 h.

Tabelle 11: Proteinstandard - Benchmark PrestainedProtein Ladder

Nummer der Bande Molekulargewicht (kDa)
1 1 181,8
: 2 115,5
1 3 82,2
5 4 64,Rosa Bande)
6 5 48,8
7 6 37,1
8 7 25,9
? 8 19,4
10 9 14,8
10 6,0
Laufpuffer (1 x) 3,03 gTris
14,4 g Glyzin
0,1 % SDS
ad 11 I_iodest.
Auftragspuffer 125 mM Tris pH 6,8
20 % Glyzerin
5 % SDS

5 % B-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
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B.4.4 Farben von SDS-Gelen

B.4.4.1 Coomassie-Farbung

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das SDS-Gellfir bei RT in die Coomassie-Brilliant-Blau-
Losung gelegt und unter mechanischem Schwenkenrbgef&@oomassie-Brilliant-Blau ist ein
Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die basisclaitenketten der Aminosauren anlagert. Die
anschlielende Entfarbung geschah mit der Entfédaanh fir ca. 2 h unter schwenkender Bewegung.
Durch das Entfarben werden die in die Gelmatrixgelagerten Farbstoffmolekile entfernt, sodald am

Ende nur noch die Proteine geféarbt blieben. Davaatde das Gel eingescannt und unter Vakuum

getrocknet.
Coomassie-Brilliant-Blau-Lésung 50 % Methanol

10 % Essigsaure

0,15 % Coomassie-Brilliant-Blau R-250
Entfarberlésung 50 % Methanol

10 % Essigsaure

B.4.4.2 Silberfarbung

Die Silberfarbung gehort zu den sensitivsten Nactweefahren im Gel mit einem Detektionsbereich
von wenigen Nanogramm, ist aber aufwendiger al€di@massie-Brilliant-Blau-Farbung.
Das Gel wird dazu nach und nach in verschiedenarigien gelegt und unter leichtem Schitteln

inkubiert, wie in Tabelle 12: Durchfiihrung der ®itfiirbung dargestellt ist.

Tabelle 12: Durchfiihrung der Silberfarbung
Zeit Losung

3 % Glutaraldehyd
45 min 160 mM Borat
pH 8,2
30 % EtOH
10 % Essigsaure
30 % EtOH
0,5 M NaAc
0,5 % Glutaraldehyd
0,2 % NasG;

10 min

10 min
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5x 10 min HObigest
0,1 % AgNQ
10-20 min 0,02 % Formaldehyd
2,5 % NaSG;
bis sich eine dunkle 0,01 % Formaldehyd
Farbung zeigt pH 11,3-11,8
>5 min 0,05 M EDTA

(Stoppen der Reaktion

B.4.5 Western Blot Analyse

Anstatt Proteine anzufarben, kdénnen diese auchHiiieé spezifischer Antikérper nachgewiesen
werden. Dazu werden die im SDS-Gel aufgetrenntetePre mit Hilfe eines konstanten, angelegten
Stromflusses im Tank-Blot-Verfahren auf eine Memb¢aB. Nitrocellulose) transferiert. Damit die
spater zugegebenen Antikoérper nicht unspezifisch dar Membran haften, wurde die
Nitrocellulosemembran durch Inkubation in einer dpulver-Losung fir mindestens 1 h bei RT
(oder Uber Nacht bei 4°C) geblockt. Danach wurdeggiblockte Membran dreimal mit Waschpuffer
gewaschen und mit einem gegen das zu detektierudein spezifischen Antikdrper inkubiert. Nach
weiteren Waschschritten wurde mit einem zweitekaledche Phosphatase gekoppeltem, Antikdrper
inkubiert, der spezifisch den ersten Antikdrpereairit. AnschlieRend wurden durch Waschen nicht
gebundene Antikorper entfernt. Das Enzym alkalisBhe@sphatase des Zweitantikbrpers setzt das
zugegebene, farblose BCIP/NBT-Substrat in einen-blaletten Niederschlag um, welcher sich an

der Membran anlagert und so die detektierten Rvo&égiden sichtbar macht.

Blot-Bedingungen 350 mA
60 min
Blockpuffer 5 % Milchpulver
0,5 % Tween 20
In1x PBS
Waschpuffer 0,5 % Tween 20 in 1 x PBS

BCIP/NBT-Substrat BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate System (Sigma, Tauatken)
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B.4.6 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Quantifizierung von Proteinen wurde die Methasech Bradford hinzugezogen, die darauf
beruht, da3 sich das Absorptionsmaximum von Codedsdliant-Blau G-250 von 465nm auf
595nm verschiebt, sobald es an Proteine gebundénie nun gemessene Extinktion kann
proportional zur Proteinkonzentration angesehendarer Um die Konzentration zu bestimmen,
wurden mehrere Eichkurven mit Hilfe der Messungeeierdinnungsreihe von BSA erstellt. Die
ermittelte Steigung der Eichgeraden bildete dien@lage fur die Konzentrationsbestimmung. 2 pl der
proteinhaltigen Probe wurden mit 798 wiQgq.s verdinnt und mit 200 ul Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-Rad, Minchen) versetzt. Als Nultvagenten 2 pl HOygestals Probe. Nach einer 5-
mindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur (Belschutzt) wurde die Extinktion bei einer

Wellenlange von 595nm bestimmt.

B.5 Zellkultur

B.5.1 Zellkulturmedien, Zusatze und Peptide

Zellkulturmedium Alpha MEM Eagle fir T-Zellen

DMEM fur Zelllinien und Knochenmarkszellen

In Tabelle 13die verwendeten Zellkulturmedien und deren Additwufgelistet.

Tabelle 13: Medien und Zusatze fir die Zellkultur

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

10 mM HEPES

5 ml nicht essentielle Aminosauren (MEM)
100 U/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin

50 pMpB-Mercaptoethanol

Alpha MEM Eagle

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 mM HEPES

100 U/ ml Penicillin

10 pg/ ml Streptomycin

DMEM

0,36 g Arginin

1,16 g Asparagin

0,06 g Folsaure

ad 100 ml Alpha MEM Eagle

T-Zell-Supplement
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Einfriermedium 10 % DMSO in FCS
Peptide
Die Peptide wurden von der GenScript Corporatiagscd@away, NJ 08854, USA) synthetisiert.
LLOg1.00(GYKDGNEY])

LLO190-201 (NEKYAQAYPNVS)

B.5.2 Eukaryotische Zellen

Tabelle 14 zeigt die verwendeten eukaryotischeerell

Tabelle 14: Verwendete eukaryotische Zellen

Zelllinie Merkmale Referenz/Bezugsquelle
P-388D1 murine Makrophagenzelllinie DSMZ, Braunseiy
LLO-spezifische gewonnen aus infizierten Mausen, Prof. Geginat,
T-Zellen primare Zellen Heidelberg

und diese Arbeit
Dendritische Zellen aus Knochenmarkszellen diffeienm diese Arbeit

B.5.3 Kultivierung eukaryotischer Zellen

B.5.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Zellen wurden in DMEM mit den entsprechenderdifiden im Brutschrank bei 37°C, 5% GO
und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in 250 ml-Flagchkultiviert. Bevor Zellen mit neuem Medium in
Kontakt kamen, wurde dieses auf 37°C vorgewarmt.

Zum Abldsen der adharenten P388-Makrophagen wwsigemit 2 ml einer Trypsin-Lésung versehen
und fir 5 min im Brutschrank inkubiert. Um das Tsipzu inaktivieren, wurden die Zellen in 5 ml
DMEM aufgenommen, bei 1200 rpm zentrifugiert, ddretstand verworfen und in neuem Medium
resuspendiert.

Die Stammhaltung eukaryotischer Zelllinien erfolgteEinfriermedium (10 % DMSO in FCS). Die
Zellen wurden nach dem Zentrifugieren in Einfriedionen aufgenommen und zunéachst tiber Nacht bei
-20°C gelagert, dann fur mindestens 24h bis maxieial Jahr auf -80°C gesetzt. FUr eine

Langzeitlagerung wurden die Zellen in einen Belndie flussigem Stickstoff Uberfihrt.



MATERIAL UND METHODEN 45

B.5.3.2 Neuanlage und Kultivierung von spezifischen T-Zelle

Spezifische T-Zellen konnten aus Milzen von Mausggwonnen werden, die miListeria
monocytogenednfiziert wurden. Dazu wurde eine primake monocytogeneimfektionsdosis von
2x10° Bakterien i.v. gegeben. Die zweite Infektionsd@sfslgte 14 Tage nach Erstinfektion mit einer
Dosis von 1x10 Listerien, die i.v. gegeben wurde. 10 Tage nachZaeeitinfektion wurde die Milz
entnommen, durch ein 70 um-Zellsieb gerieben urid2B80 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml PufEeRY resuspendiert und 2 min per Hand
geschattelt, um die Erythrozyten zu lysieren. U Reaktion zu stoppen wurden 4 ml Alpha MEM-
Medium hinzugegeben und die Zellen pelletiert. Atis€end wurden die Zellen 3 Mal mit Medium
gewaschen und in T-Zell-Mediuahne IL2 resuspendiert und gezéhlt.

Pro Vertiefung einer 24-well-Platte wurden 15%Z@llen in einem Gesamtvolumen von 2 ml sowie
das entsprechende Peptid in einer Konzentratiorl @M gegeben.

Nach 5 Tagen wurde 1 ml Medium abgesaugt und durchfrisches T-Zell-Medium mit IL2 ersetzt.
Nach 14 Tagen erfolgte eine Restimulation der Tefelmit 6x16 Mitomycin C behandelten

Milzzellen, die als antigenprasentierende ZelleRCA fungierten.

Puffer ERY 0,15 M NHCI, pH 7.4
T-Zell-Medium Alpha MEM Eagle
1 % T-Zell-Supplement
20 U/ml IL2

B.5.3.3 Behandlung von Milzzellen mit Mitomycin C

Mitomycin C interkaliert mit der DNA und hemmt dere&Synthese. Durch die Behandlung von
Milzzellen mit Mitomycin C wird somit deren Prolff@ion verhindert, wodurch die behandelten
Zellen die T-Zellen nicht tberwuchern und in Nalgskonkurrenz treten kdnnen.

Die Milz einer uninfizierten Maus wurde entnommdarch ein Zellsieb gerieben und in Alpha MEM
Eagle-Medium aufgenommen. Die Zelldichte betrug 4®xZellen/ml. Auf 4 ml Zellsuspension

wurden 250 pug Mitomycin C gegeben und fir 20 min $&°C im Wasserbad unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch thémgation pelletiert und 4 Mal mit Medium

gewaschen. Die Zellen wurden in T-Zell-Medium remrsliert und auf eine Zelldichte von 6%10

Zellen/ml eingestellt.



MATERIAL UND METHODEN 46

B.5.3.4 Differenzierung von Knochenmarkszellen

Die Gewinnung von dendritischen Zellen (DCs) ausnd&nochenmark geschah nach der
Beschreibung von (Lutzt al. 1999). Die Knochenmarkszellen wurden in DMEM m@02U/ml
rmGM-CSF aufgenommen. Pro Petrischale wurden 2%&len in 10 ml GM-CSF-haltigen Mediums
ausgesat (Tag 0) und am Tag 3 wurden weitere IlemiGM-CSF-Mediums hinzugeben. Am Tag 6
wurden 10 ml steril abgezogen und bei 1200 rpmé8fimin abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 10 ml Medium aufgenomno@d zurtick in die Petrischale gegeben. Am
Tag 8 wurden die Zellen geerntet, mit MACS CD11cA1B) Microbeads inkubiert und nach
Herstelleranweisung Uber eine LS Saule gereinigjdés von Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach).

Die DCs fanden Verwendung fur den Antigenprasemtaassay (B.5.6).

B.5.4 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Zellzahlbestimmung eukaryotischer Zellen et®lgnittels einer Neubauer-Zahlkammer. Um
vitale von nicht-vitalen Zellen zu unterscheidenyeen die Zellen mit Trypanblau angefarbt.
Lebende Zellen nehmen kein Trypanblau auf, wahteidZellen mit permeabilisierter Zellmembran
das Trypanblau bis ins Zytoplasma gelangt und ddwdie toten Zellen tiefblau farbt.

Hierzu wurden 10ul der Zellsuspension mit 90ul @empanblaulésung (0,5 % (m/v) Trypanblau in
0,85 % (m/v) NaCl-Losung) gemischt und auf eine Iddeier-Zahlkammer aufgetragen. Anschliel3end
wurden mindestens zwei der Gro3quadrate ausgerihtiaraus die Keimzahl berechnet.

Zellzahl/ml = Verdiinnungsfaktor x durchschnitttcermittelte Zellzahl pro GroRquadrat X' 10

B.5.5 Infektion von eukaryotischen Zellen mitY. enterocolitica

Je eine Ubernachtkultur der entsprechendeenterocoliticaStamme (27°C, BHI) wurde 1:100, in
mit 1 mM CacC} supplementiertem, BHI-Medium verdiinnt und bei 3733 h inkubiert. Durch das
CaCl, wird nicht die Bildung von Yops, wohl aber deregk&tion verhindert.

AnschlieRend wurden die Bakterien bei 6000 rpmlflimin abzentrifugiert, in PBS gewaschen und
in PBS aufgenommen. Mittels Photometer wurde die 6@D gemessen und daraus die
Bakterienanzahl ermittelt (B.2.3.5). Die Bakterasigensionen wurden entsprechend den fir die
Infektion gewlinschten MOIs (,uftiplicity of infection* = Verhéltnis Bakterienzahl zur Anzahl

eukaryotischer Zellen) verdinnt.
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B.5.6 invitro Antigenprasentationsassay (APA)

Die fur denin vitro Antigenpréasentationsassay (APA) notwendigen sisehién T-Zellen wurden
entweder selbst erzeugt (s. B.5.3.2) oder aus deorlvon Prof. Geginat (Mannheim) bezogen.

Als antigenprasentierende Zellen (APC) dienten PA88&n (Makrophagenzellline) oder die aus dem
Knochenmark von Balb/c-Mausen gewonnenen und difderten DCs (B.5.3.4).

3x10" antigenpréasentierende Zellen wurden in einer96-wkichboden Mikrotiterplatte in Alpha-
MEM-Eagle-Medium ohne Antibiotikum ausgesat. Dugalgabe der verschieden¥ersiniaStamme
mit einer MOI von 1, 10, 50 oder 100 und der aris@&nden Zentrifugation fir 10 min bei 1200 rpm
(2009g) wurde die Infektion gestartet. Nach untdestiichen Zeitpunkten (1 h, 2 h und 4 h) bei 37 °C
im CO,-Brutschrank wurden die APC zweimal mit 200 pl @Ndium gewaschen und verbleibende
Bakterien (z.B. an der Zelloberflache) getotet. ibafurden 200 pl CN-Medium zugegeben und die
Zellen damit fur 1 h im Brutschrank inkubiert. Dahavurde das Medium abgenommen und durch
100 ul frischem CN-Medium ersetzt. 3%10on viermal gewaschenen T-Zellen (um das IL2 zu
entfernen) wurden in einem Volumen von 100 pl zo odizierten APC pipettiert. Die Inkubation
erfolgte fir 18 h im C@Brutschrank bei 37°C. Der Uberstand wurde stdsdemommen und die
IFNy-Konzentration mittels ELISA bestimmt (B.7.2).

CN-Medium Alpha-MEM-Eagle ohne Pen/Strep
50 pug/ml Gentamicin

B.6 Infektionsversuche an Mausen

B.6.1 Mausstamme

Farin vivo Infektionsversuche und Immunisierungsstudien waingeibliche, 6-8 Wochen alte Mause
verwendet, die vohlarlandWinkelmann (Borchen) bezogen wurden. Die Mausstanvaren:
1. Balb/c Der MHC-Haplotyp dieses Mausstammes ist H-2K
2. CB6F1 Diese Mause sind eine Kreuzung aus Balltit C57BL/6J3 und tragen
somit den MHC-Haplotyp H-2Kund H-2K°
Nach Ankunft wurden die Tiere vorerst fir 7 TageQnarantane gehalten. Die Haltung der Tiere
erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen in betéft Kafigen. Steriles Zuchtfutter sowie steriles

Trinkwasser wurde den Mausen bereitgestellt.
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B.6.2 Mauspassage

50 ul einer Ubernachtkultur eines Bakterienstamwigslen je einer Balb/c Maus intraperitoneal (i.p.)
injiziert. Ausnahme bildete der Stamm WA-C(pYV::Ckiw. WA-314, da dieser zu virulent ist, und
die Maus getotet hatte. 18-24 h nach Infektion waordie Mause durch G@ind Genickbruch getotet

und das Peritoneum mit 5 ml PBS gespult. 200 périedpilung wurden auf antibiotikahaltigen
Blutagarplatten ausplattiert. Gepickte Kolonien d2eletionsmutanten wurden nochmal auf die

sekretierten Yop-Effektorproteine hin untersuchB.2) und bei -80°C eingefroren.

B.6.3 Infektions- und Immunisierungsexperimente

B.6.3.1 Applikationsformen

B.6.3.1.1 Orale Infektion

Die fur die orale Infektion verwendeten Bakterienrden auf Eis aufgetaut und entsprechend der
Keimzahl verdiinnt und mit eiskaltem PBS gewasclen. Maus wurden 1x2Bakterien in einem
Volumen von 10-15 ul oral mit der Pipettenspitzplapert. Dabei ist zu beachten, daf3 die Maus nicht
verletzt wird.

Die Mause wurden am Vorabend des Experimentes aiicgestellt.

B.6.3.1.2 Intraperitoneale (i.p.) Infektion / Immunisierung

Bei i.p. Infektionen wurden 50 ul einer Bakteriespsension durch das Peritoneum der Maus mittels
einer 1 ml-Spritze gespritzt. Eine Ausnahme war ersiniaStamm WA-C(pYV::CM) bzw. WA-
314. Immunisierungermit L. monocytogenesvurden mit einer Dosis von 5x10n 100ul i.p.

durchgefiuhrt. Bei i.p. Immunisierungen mit Proteireurden Volumina von 150 pl gespritzt.

B.6.3.1.3 subkutane (s.c.) Immunisierung

Das zu spritzende Volumen betrug wie bei der impmunisierung 150 pl. Dazu wurden die Mause am

Rucken im abdominalen Bereich mit Hilfe eines Baattschneiders rasiert. Unter einem Abzug
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wurden die Mause mit Diethylether betaubt. WahréedBetadubung wurde die rasierte Haut der Tiere

gestrafft und die Spritze flach unter die Haut efagrt.

B.6.3.1.4 intravenose (i.v) Infektion und Applikation von Alibtika

Die zu infizierenden Méause wurden fur 10-15 mineurdiner Rotlichtlampe gehalten, sodaf? sich die
BlutgefalRe erweiterten. Mit Hilfe einer Spritze ueither mdglichst diinnen Kanile wurden 100 pl
einer Bakteriensuspension oder einer Antibiotikatisin die laterale Schwanzvene appliziert. Als
Antibiotikaldsung diente Ciprofloxacin, welches @iner Konzentration von 15 mg/ml in leicht
alkalischen HOyq4est geltst war (pH=7,5). Das Gewicht einer Maus lagclschnittlich bei 20 g.
Somit ergab sich als Dosis 75 mg/kg Korpergewibing. LDs, betragt i.v. 122 mg/kg Korpergewicht.

B.6.3.2 Kolonisierung / zellulare Immunantwort

Fur die Untersuchungen der Deletionsmutanten asifFadnlen der deletierten Yop Effektorproteine
und deren Auswirkungen in Bezug auf die Fahigkegade zu kolonisieren, wurden Balb/c-Mause in
Gruppen & funf Tieren i.v. und oral infiziert (3.0Die Bakterien stammen aus Aliquots mit
Keimzahlbestimmung (s. B.2.3.4) und wurden vorldégktion zwei Mal mit PBS gewaschen und auf
die gewlnschte Keimzahl, durch Verdiinnung mit Ri&gestellt.

Bei i.v. Infektionen wurde es u.U. notwendig, diédde mit Antibiotika zu behandeln. Dazu wurde
den Mausen am 3. Tag nach der Infektion das Artiaion Ciprofloxacin in der Frih i.v. gespritzt.
Am selben Tag folgten drei weitere Gaben. Diesedemiiin einem Zeitintervall von 3 h i.p. gegeben.
Die Antibiotika-Therapie dauerte insgesamt 7 Tagehei ab dem 4. Tag die erste Dosis anstatt i.v.
i.p. gegeben wurde.

Nach 3, 5 oder 7 Tagen wurden die Mause durch @@ Genickbruch getétet. Unter aseptischen
Bedingungen wurden folgende Organe enthommen untbgenisiert. Milz und Peyer’'sche Plaques
wurden in einer Schwingmdihle in einem Volumen vanlPPBS homogenisiert. Die Leber wurde in 5
ml PBS in Glasmdrser vorsichtig zerrieben. Der emmene Dinndarm wurde mit 5 ml PBS gesplilt
und der Darminhalt in ein steriles Falcontube (ldetf Die Homogenisate wurden in
Verdinnungsschritten von 1:10 in PBS verdinnt umdGIN-Agar ausplattiert. Die Platten wurden
fir 48 h bei 27°C inkubiert und die Kolonien geltdh CFU-Bestimmung). AnschlieRend wurde die
Gesamtkeimzahl pro Organ bzw. Dinndarminhalt beretch
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B.6.3.3 Immunisierungsexperimente

Die Immunisierungsexperimente mit Mausen wurden tiisionsproteinen gemacht. Diese
rekombinanten, aufgereinigten und entsalzten Rretevurden im selben molaren Verhaltnis
eingesetzt und je auf ein Volumen von 100 pl mitSP&ngestellt. Der jeweiligen Proteinlésung
wurden 50 pl IFA zugegeben, so dal’ ein Gesamtvaiwoe 150 ul entstand. Dieses Volumen wurde

Balb/c bzw. CB6F1-Mausen, in Gruppen zu je zehmeTiginjiziert.

B.6.3.4 Schutzversuch / Challenge

Um zu Uberprifen, ob ein ausreichender Schutz ddiehnfektion oder Immunisierung der Mause
erreicht wurde, wurden die Mause 4-6 Wochen nadgjiredes Experimentes nilit monocytogenes
infiziert. Die Dosis betrug 1xfOBakterien und wurde i.v. appliziert. Als Kontrailpppe dienten
uninfizierte bzw. nicht immunisierte Mause. NaciT&gen wurde die Gesamtkeimzahl in der Milz
durch verschiedene Verdiinnungen der HomogenistfefALCAM-Listeria-selective Agar bestimmt.
Die Platten wurden fiir 48 h bei 37°C inkubiert utzshn die Kolonien gezahilt.

B.7 Immunologische Methoden

B.7.1 Entfernung von Endotoxin und dessen Konzentrationséstimmung

Bei der Aufreinigung rekombinanter Proteine werten der Lyse der Bakterien Lipopolysaccharide
(LPS, Endotoxin) freigesetzt, welche die Proteiatiigverunreinigen und vor Vakzinierungen entfernt
werden missen. LPS ist ein Hauptbestandteil dertebaeken Zellmembran und wird vom
angeborenen Immunsystem erkannt. HOhere Dosen L#thek bei Menschen zu toxischen
Schockreaktionen fihren.

Die Entfernung von Endotoxin wurde mittels dem ERdg® red-Kit (Profos, Regensburg) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Die KonzentratiesSmmung erfolgte mit Hilfe des Limulus-Tests
(kinetisch-turbidimetrischen Methode) bei der FirdeCILA AG (Weiterstadt) bzw. Profos
(Regensburg).
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B.7.2 Enzyme inked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren, mitnde Proteine oder niedermolekulare
Verbindungen durch spezifische Antikbrper, basidreauf einer enzymatischen Reaktion,
nachgewiesen werden koénnen. Dazu werden Antikérgier,an die nachzuweisenden Molekile
(Antigen) spezifisch binden, in eine 96-well-Mikitetplatte pipettiert. Die Antikérper binden an die
Plastikoberflache der Mikrotiterplatte. Freie Bimggstellen werden mit BSA gesattigt. Ein zweiter,
biotinylierter Antikdrper wird hinzugegeben, der dan bestehenden Antikdrper-Antigen-Komplex
bindet. Ein Streptavidin-HRP-Konjugat bindet wieden an das Biotin und durch Zugabe einer
Substratldsung verfarbt sich die Ldsung in Abhakgig der Konzentration des Antigens. Die
Auswertung erfolgt photometrisch und mit Hilfe eilgtandardkurve.

Das verwendete System (Kit) war das ,DuoSet mou&éy“l von R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt. Detektion und Pufferherstellung etéolgie vom Hersteller angegeben.

B.7.3 ELISpot-Assay (enzyme-linked immunospot assay)

Der ELISpot-Assay, eine Modifikation eines ELISAg&ys, dient zum Nachweis spezifischer yFN
produzierender T-Lymphozyten nach Infektion odemumisierung einer Maus. Die Splenozyten
immunisierter Mause wurden mit einem spezifischeptid inkubiert und so die Bildung von IFN
stimuliert, welches von Antikdrpern in einer Faditgon detektiert und als Spots (Punkte) sichtbar
gemacht wurde. Somit wird im Gegensatz zum ELISghneine Gesamtkonzentration gemessen,
sondern die Anzahl spezifischer, H-Nroduzierender T-Lymphozyten.

Hierfir wurde eine spezielle 96-well Platte (ELISBatte), deren Boden aus einer
Nitrocellulosemembran besteht (silent screen platesic, Wiesbaden), mit einem monoklonalem
anti-IFNy-Antikorper beschichtet (Endkonzentration §@/ml) und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach Entnahme der Milz immunisierter Mause, wurdenSplenozyten durch ein Zellsieb geschickt
und bei 1500 rpm und 20°C fiir 10 min zentrifugi®er Uberstand wurde abgekippt, die restlichen
Zellen resuspendiert und mit 4ml ACT-Puffer verseburch das darin enthaltene NMH werden die
Erythrozyten lysiert. 5 min nach Zugabe von ACT dearr 5 ml DMEM (mit FCS) hinzugegeben und
die Zellen bei 1600 rpm und 20°C fur 8 min zengi&rt. Das Zellpellet wurde in 5 ml Alpha MEM
Eagle mit allen Zuséatzen (s. Tabelle 13, ferner3pot-Medium genannt) resuspendiert, die Zellzahl
bestimmt (s. B.5.4) und auf 5x18ellen pro 100 pl eingestellt. Je 100 pl (= 5kxZ@llen) wurden in
einer Rundboden-Mikrotiterplatte in Gegenwart vd@i*Ml synthetischem Peptid (CD4 bzw. CD8-
Epitop) fUr 4 h bei 37 °C, 95 % Luftfeuchte und 53®, inkubiert. Diese aktivierten T-Zellen wurden
auf die ELISpot-Platte transferiert und fur weit@&h im Brutschrank inkubiert. Als Positivkonteoll
wurden die T-Zellen mit Concanavalin A stimulie/ls Negativkontrolle diente Medium. Die

Detektion spezifischer T-Zellen erfolgte mittel®tiiylierten anti-Maus IF-Antikorper und einem
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Avidin-Peroxidase-Konjugat. Durch Zugabe von AE@rtte die 30 minltige Farbreaktion, die durch
Zugabe von Leitungswasser gestoppt wurde. Die Mamlwurde getrocknet und die einzelnen
Punkte eines jeden wells gezahlt. Die Anzahl deéken Spots entspricht der Menge spezifischer

IFNy-sezernierender T-Zellen.

B.7.4 Durchflul3zytometrie / FACS

Parallel zum ELISpot-Assay wurden die Milzzellentels FACS untersucht, jedoch gelang hier nur
die Untersuchung von CD8-positiven Zellen. Dazudeueine Tetramer-Farbung durchgefiihrt. Das
Tetramer wurde freundlicherweise in der Arbeitsgeiwon D.H. Busch (TU Minchen) hergestellt

und zur Verfigung gestellt.

B.7.4.1 Tetramerfarbung

Mit dieser Methode werden antigenspezifische Tetelldirekt markiert, sodal3 sie mit der
Durchflusszytometrie detektiert werden kdnnen. Tiefeerkennen Antigene/Peptide, die auf MHC-
Molekilen prasentiert sind. Ein Tetramer bestelst dar solcher MHC-Peptid-Komplexe, wodurch
die Aviditat der Wechselwirkung zwischen T-Zell-Reror und MHC-Peptid-Komplex erhéht wird.
Diese Tetramere sind zudem fluoreszenzmarkiert, watd eine Visualisierung mittels
Durchflusszytometrie ermdglicht wird.

Die Milzzellen werden wie beim ELISpot-Assay biasghliel3lich der Zellzahlbestimmung behandelt.
Eine Stimulation erfolgt nicht. Die Zellen werdegi B°C fiir 8 min bei 1500 rpm zentrifugiert und in
einem Zehntel des Volumens aufgenommen. Die Zdlkzetiagt nun 5 x 10Zellen pro 100 pl. Fir
die Tetramerfarbung, die in einer 96-well Rundbquette stattfand, wurden 5 x & @ellen pro
Farbeansatz verwendet. Die Zellen wurden fir 2 nein1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Um die toten Zellen zu farben, wurdeo well 100 pl EMA-Puffer hinzugegeben und die
Zellen fur 20 min unter einer Lampe inkubiert. Anisef3end erfolgte die Zugabe von 100 pl FACS-
Puffer und das Resuspendieren der Zellen. Die Zellarden fir 2 min bei 4 °C und 1500 rpm
zentrifugiert und mit 200 pl FACS-Puffer gewascharnjedes Well werden nun 50 ul der Antikdrper-
Mischung pipettiert und die Zellen fir 45 min im iklen inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
1x100 pl und 2x mit 200 ul FACS-Puffer gewascheie. Eixierung der gefarbten Zellen erfolgte mit
300 pl 1 % PFA in FACS-Puffer.

EMA-Puffer:
100 pl FACS-Puffer
0,1 ul EMA
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1 pl Fc Block (1:100)

FACS-Puffer (in 1| PBS):
0,5% (M/V) BSA

0,02% (V/V) NaN3

pH 8,0

Antikérper-Mischung:
50 ul FACS-Puffer

1 pl LLO-Tetramer PE
0,5 ul CD8 APC-AF750
0,5 ul CD127 APC

1 ul CD62L FITC

B.7.4.2 Durchflu3zytometrie-Messung (FACS-Analyse)

Mit einem FACS-Gerat (fluorescence activated aaftes, FACS) kann die relative Grofe,

Granularitat und die relative Fluoreszenzintenstéer Zelle gemessen werden. Dazu werden Zellen
durch einen fokussierten Laserstrahl geleitet. Dafrél beim Passieren von jeder einzelnen Zelle das
Licht gestreut. Das Vorwartsstreulictiorfvard light scattey ist das Mal3 fur die Zellgrof3e und das
Seitwartsstreulichtsjde scatter das Mal3 fur die Granularitdt einer Zelle. Die dfbichrome (z.B.
FITC, PE) absorbieren Licht einer spezifischen Addnge und emittieren Licht einer anderen
Wellenlange. Das emittierte Licht wird gemessendwoh die Anzahl der fluoreszierenden Zellen
sowie deren Fluoreszenzintensitat ermittelt werden.

Die Messungen erfolgten mit einem FACSCanto-Dutdsiytometer, die Auswertung mithilfe der
FlowJo-8.4.6 Software (Tree Star; San Carlos, USA).

B.8 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert und Standardabwaitg angegeben und auf Normalverteilung
untersucht. Statistische Unterschiede wurden mittgle-way ANOVA bei Normalverteilung der
Werte oder mit einem Kruskal-Wallis-Test bei nidarmalverteilten Werten ausgewertet. Bei
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde anschheld ein Tukey-Test bzw. Dunns-Test

durchgefuhrt. P-Werte kleiner 0,05 (p < 0,05) wurdés statistisch signifikant angenommen.
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C ERGEBNISSE

C.1 Yersinia-Deletionsmutanten als Impfstofftrager

Pathogene Yersinien enthalten ein ca. 70kb groRég-Rlasmid, auf welchem ein Typ-IlI-
Sekretionssystem sowie die Yop Effektorproteineryhinzfaktoren) kodiert sind. Das Typ-Ill-
Sekretionssystem ermdglicht die Translokation déekiorproteine in das Zytosol der eukaryotischen
Zelle (Cornelis 2002).

Durch die systematische Deletion von einem oderraerehyop-Genen sollte der Einflu von Yops
auf die Virulenz und immunogenen Eigenschaftenrsotéht werden. Ziel dabei war es, Mutanten mit
einer ausgewogenen Balance zwischen Attenuierurdy Minulenz zu generieren, sodal} eine
systemische Infektion in Mausversuchen nicht zundeTbzw. schweren Krankheitsverlaufen fiihrt,

aber gleichzeitig eine gute Immunantwort und s@imen Schutz hervorruft.

C.1.1 Herstellung vonYersinia-Doppelmutanten

Mittels ET-Klonierung (s. B.3.7), ein urspringliétr E. coli entwickeltes Verfahren, wurdevop
Deletionsmutanten hergestellt. Das Prinzip dieslnierungsmethode, dargestellt in Abbildung 6,
basiert auf der homologen Rekombination mit Hilée Rekombinasen Redind Reg. Dabei wurden
yop-Gene durch Antibiotika-Resistenz-Kassetten ersetzt

Fur die Herstellung denPLcrViso-Mutante wurde ein Stamm mit einer bestehenden K42Q
Punktmutation imcrV-Gen verwendet: WA-C(pYVLcr¥zg). In dieser Mutante wurde mittels ET-
Klonierung das GegopP durch eine Antibiotika-Resistenz-Kassette ers@m. \Vorgehensweise ist

ansonsten identisch mit der zur Erstellung von Yappeldeletionsmutanten.
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Abbildung 6: Prinzip der ET-Klonierung in Y. enterocolitica.

Nach Transformation deYersinia YopP-Mutante (Cf) mit dem Plasmid pKD46, wurde die Expression der
Rekombinasen und eines Exonucleaseinhibitors bé&C2@urch Zugabe von 0,2 % L-Arabinose induziesD
PCR-Fragment bestand aus einer 'Kéassette, die von 2 Homologiearmen flankiert wuidarch homologe
Rekombination der Homologiearme mit den entspredbenSequenzen auf dem pYV-Plasmid, wurde das

entsprechendgop-Gen durch eine KéiKassette ersetzt. Durch den Temperaturwechse3adC kam es zum
Verlust des pKD46-Plasmides.
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Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurde, ausgelen einer YopP-Deletionsmutante (¢re

ein weitereg/op-Gen mit einer Kanamycin-Resistenz-Kassette (Kersetzt.

Dazu wurde ein PCR-Fragment hergestellt, welchesdaun KafiKassette sowie zwei flankierenden
Armen besteht, die homolog dem up- und downstre@neiBn der zu deletierenden Sequenz sind.
Dabei wurde die KdnKassette mit dem eigenen Promotor und Stopcodaquiifaziert.

Die Primer fir das PCR-Fragment bestehen aus zvweeeiéhen. Der erste Bereich dient zur
Amplifikation der KarrKassette von pACYC184 (accession number X06403) hesteht aus 21bp.
Der zweite Bereich ist der Homologiearm mit eingnge von 50bp, dessen Sequenz mit einem
kurzen Bereich auf3erhalb des zu ersetzenden Gdagssisch ist. Als Referenz wurde das pYV-
Plasmid pYVal27/90 mit der accession number NC_684&rwendet.

Elektrokompetente Yersinien des Stamm\&¥®pP-Cni (s. Tabelle 4) wurden mit dem Vektor pKD46
transformiert. Die Induktion der Expression der &eeda, reds, redy erfolgte durch Zugabe von
0,1% Arabinose in LB-Medium Uber einen Zeitraum vrStunden. Die so gewonnenen Zellen
wurden mit dem PCR-Fragment transformiert und anfitdotika-haltigen Platten selektioniert. Das
veranderte pYV-Plasmid wurde anschlieend extrahiad in den plasmidloselersiniaStamm
WA-C transformiert, um eventuelle, unerwinschte drelinationen mit dem Bakteriengenom

auszuschliefl3en.

Die Mutationen wurden zum einen mittels PCR nachgsen und zum anderen durch die Erfassung
der Yop-Sekretion. Die sekretierten Yop-Proteinaden isoliert und im SDS-Gel sowie Western-
Blot analysiert (s.B.4.3 und B.4.5).

Die yop Deletionsmutanten wurden bei 37°C in BHI-Mediumteun C&"-Mangel inkubiert,
abzentrifugiert und die Proteine aus dem Kultur§taerd gefallt (s.B.4.2). Die gefallten Proteine
wurden mit Aceton und ¥ gewaschen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und naion@assie-
Brilliantblau gefarbt. Abbildung 7 zeigt das tygiec Bandenmuster der sekretierten und aus dem
Kulturliberstand geféllten Yops des WildtypstammeA&-814 sowie deryop Deletionsmutanten im
SDS-Gel. Die Positionen der deletierten Yops siridRfeilen gekennzeichnet. Nicht erkennbar im
SDS-Gel ist das Fehlen von YopT, da auf selber HiaseV-Antigen (LcrV) und YopD laufen.
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Abbildung 7: sekretierte Yop Proteine der verschiednenYersinia-Stamme im Coomassie gefarbten SDS-
Gel

Die Stamme wurden bei 37 °C und untef'@dangel in BHI-Medium angeziichtet und die sekrétieProteine
aus dem Uberstand gefallt. Die Pfeile markiererfeliienden Yops.

YopO und YopQ werden schwacher exprimiert und sindals schwache Banden im Coomassie-Gel
zu erkennen. YopT wird von YopD sowie dem V-Antigéerlagert. Deshalb wurde die Deletion
dieser Yops im Western-Blot mit Vergleich zum WA43@Wildtyp, WT) Uberpruft. Die Detektion
erfolgte mit polyklonalen Antiseren gegen das jdigeeiYop und anschliel3end mit einem alkalische
Phosphatase gekoppeltem Antikérper.

APQ APO WT kDa
-180
115 kDa APT WT
YopO - - -87 49-
-64
.49 37-
-37
26-
-26
YopQ -
Abbildung 9: Western-Blot der APO und APQ- Abbildung 8: Western-Blot der APT-Mutante
Mutanten Die Detektion der Yops erfolgte mit poly-

Die Detektion der Yops erfolgte gleichzeitig mit klonalen anti-YopT Antiserum und darauf
polyklonalen anti-YopO und anti-YopQ Antiserum folgend einem AP gekoppelten anti-IlgG
(1:5000) sowie anschlieRend einem AP gekoppeltéin an Antikorper.

IgG Antikdrper (1:10000). Daraus resultieren beinT W

zwei Banden, bei Deletionsmutanten jeweils eine.
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Zusatzlich zur Uberpriifung dgop Deletionsmutanten im SDS-Gel und im Western-Blotdeudie
korrekte Mutation mittels PCR Uberprift (Daten nighzeigt).

C.1.2 Sekretion und Translokation des heterologen Antigesin vitro

Das T3SS vorY. enterocoliticakann neben der naturlichen Translokation von Effigkibteinen auch
dazu genutzt werden, um heterologe Antigene in Agwsol einer eukaryotischen Zelle zu
translozieren. Dabei zeigten verschiedene Untetswygdn das Potential von YopE als Transporter fur
Fremdantigene (Rissmagnal.2000).

Das translozierte Fremdantigen ist in diesem Fail Eusionsprotein aus YopE, einem nicht-
funktionellen Teil des Listeriolysin O (LLO) vobh. monocytogenesowie einem M45-Tag fur den
bessererin vitro-Nachweis des Fusionsproteins (s. Abbildung 10). Deht-funktionelle Teil des
LLOs enthalt die wichtigen CD8- und CD4-Epitope fiie Immunantwort.

LLO 51-363 M45

PSch

Abbildung 10: schematische Darstellung des PlasmiggHR430

Das Plasmid pHR430 enthalt die genetische Infoomaties heterologen Antigens unter dem natirlichen
Promotor von YopE und dessen Chaperon SycE. Dasdiege Antigen besteht aus der Sekretions- als dac
Translokationsdoméane von YopE (AS 1-138). An dapEr&ragment ist das Listeriolysin O (LLO) mit des A
51-363 fusioniert. Am C-terminalen Ende befindehsilas M45-Epitop, welches der Detektion durch vk
dient.

Die verschiedenenyersiniaMutanten wurden mit dem Plasmid pHR430SH transiern mit
Streptomycin (SH) selektiert und unter Sekretiodsigungen angezichtet (B.4.2). Die mit TCA
gefallten Proteine wurden mit SDS-PAGE elektroptisch aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt
bzw. auf eine Nitrocellulosemembran transferiertie Oransferierten Proteine wurden mittels
Antikérper (Maus anti-M45 1gG) detektiert. Als Zvatikdrper diente ein anti-Maus-1gG gekoppelt
mit alkalischer Phosphatase (1:5000).

Die Sekretion des Fremdantigens konnte fir all@sfiamiertenYersiniaStamme nachgewiesen
werden, auch fur die nicht in Abbildung 11 enthadte Stamme pTTSS udPLcrViazo.



ERGEBNISSE S8

AP AP APH APT APE APM APO APQ
kDa - + + + + + + +
49 -
37 - o )

Abbildung 11: Westernblot der Sekretion des Fusionmoteins YOpE; 13d LO 51.35dM45

Nach Transformation des Plasmides pHR430SH in dischiedenen Deletionsmutanten sekretierten alie da
43kDa grof3e YopE;sd-LOs.363M45-Fusionsprotein in den Kulturiiberstand. Dasehssfir das Vorhandensein
des Plasmides, das - fiir das Fehlen. Somit digliteals Negativkontrolle.

C.1.3 Invitro Antigenprasentation

Fur die adaptive Immunantwort ist die Antigenpréagon von groRer Bedeutung. Die Antigene
werden mit MHC-Molekulen auf der Oberflache von AP(@nsbesondere DCs) prasentiert. Der
Kontakt mit einer antigenprasentierenden APC filber eine Aktivierung der T-Zelle zur Induktion
einer T-Lymphozyten vermittelten Immunitat.

Es wurde gezeigt, dal3 YopP die MHC-I-Prasentatiomibiert (Trilzschet al. 2005). Um zu
untersuchen, ob weitere Yops an der Inhibitionibgtesind, wurde in Kooperation mit Prof. Geginat
(Universitat Heidelberg) mit den Einzel- und Doppetanten einn vitro Antigenprasentationsassay
durchgefuhrt. Dabei dienten aus dem Knochenmarlogeene dendritische Zellen als APCs, die mit
YopE-LLO translozierenden Stammen infiziert wurdiach Abtotung der Bakterien mit Gentamicin
sowie mehrmaligem Waschen, wurden L6}spezifische T-Zellen, die auks. monocytogenes
infizierten Balb/c-Mausen gewonnen wurden, mit ddizierten Dendriten Uber Nacht inkubiert. Die
Fahigkeit der Dendriten, das LlkQgPeptid zu prasentieren, wurde durch die Messung de
Konzentration des von den T-Zellen sekretiertenyliittels ELISA bestimmt (B.5.6). Die Messung
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (1h, 2h undaé mnfektion) sowie mit unterschiedlicher MOI
(1, 10, 50 und 100) durchgefuhrt. Die hochstenyHR¥nzentrationen bzw. starkste Stimulation
wurden nach 2h bei einer MOI von 50 fur alle Stangaemessen. Eine MOI von 1 sowie eine MOI
von 100 fihrten zu einer sehr geringen 9JFAUsschittung, was einer sehr schlechten
Antigenprasentation entspricht. Grinde dafir sifd8. zine geringe Translokation oder toxische
Effekte der translozierten Yops. Als Negativkonotliente die YopP Deletionsmutante, die kein
pHR430SH und somit kein translozierbares YopE-LL@&iBnsprotein enthalt. Erwartungsgemaf
fuhrte die Infektion mit diesem Stamm zu keiner lgk63 spezifischen T-Zellantwort. Es zeigte sich,
daR die verschiedenen Stamme hinsichtlich der Anpigasentation in drei Gruppen eingeteilt werden
kénnen. Die erste Gruppe zeigt eine schlechte Anpgasentation, die mit dem Wildtyp WA-
C(pYV::.CM) vergleichbar ist. Die zweite Gruppe zeigine signifikant héhere (p < 0,05) IFN

Sekretion nach Infektion und damit bessere Antigésgntation. Die dritte Gruppe besteht aus einem
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einzelnen Stamm, dem alle Effektor-Yops fehlen: WgTTSS). Dieser zeigt auch eine signifikant
hohere IFN-Sekretion nach Infektion (s. Abbildung 12).

AP
WA-C(pYV)+ pHR430
AT + pHR430

AM + pHR430

AQ + pHR430

AO + pHR430

AE + pHR430

AH + pHR430

AP+ pHR430

APT + pHR430

APM + pHR430

APE + pHR430

APH + pHR430

APO + pHR430

APQ + pHR430
APVigzq+ PHR430 |
WA-C(pTTSS) + pHR430 — i

0 50 100 150 200
IFN-y (ng/ml)

Abbildung 12: EinfluB der Yop-Deletionen auf die Artigenprasentation in DCs

DCs wurden mit den angegebenen Stammen einer M@I5@ fur 2h infiziert. AnschlieRend wurde die
Prasentation des MHC Klasse-1 spezifischen Epitdp®g4;.9¢ in Vvitro mit Epitop-spezifischen CO8T-Zellen
untersucht. Das in den Zellkulturiberstand sekttetid=Ny ist ein MaR fur die Aktivierung der T-Zellen durch
die DCs, welche abhangig von der Antigenprasentatier DCs ist. Die 3 von einander signifikant
unterschiedlichen Gruppen sind unterschiedlich eféadpt. Ein * markiert einen signifikanten Unterigth zu

WA-C(pYV)+pHRA430. Ein Stamm, der mit ** markierttjzeigt zu allen anderen Stdmmen einen signiféant
Unterschied.

C.1.4 Virulenz der yop-Mutanten im Mausmodell

C.1.4.1 Virulenz deryop-Mutanten nach oraler Infektion

Ziel dieser Versuche war es, die Virulenz gepDeletionsmutanten bei einer Mausinfektion zu
ermitteln und festzustellen, inwieweit die versdeieen Bakterienstaimme die Organe besiedeln
kénnen. Dazu wurden jeweils Gruppen von fiinf BaMAusen mit einer Dosis von 1X1GFU des

zu testenderYersiniaStammes oral infiziert. Am Tag 5 bzw. 7 nach Iti@k wurden die Mause
getotet und die Lebendkeimzahl der Bakterien ine@nommenen Organen bestimmt (s.B.6.3.2). Als
Organe wurden die Peyer'schen Plaques, die Milzdiad_eber entnommen. Auf3erdem wurde der

Inhalt des Dinndarms ausgespiilt. Die homogenisiec@egane und die Darmspilung wurden in
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mehreren Verdinnungsstufen auf CIN-Agar-Platterplattgert. Die Detektionsgrenze fir die Milz
und die Peyer'schen Plaques betrug 10 CFU undid¢liceber und den Dinndarminhalt 50 CFU.

Die Virulenzdaten der verschiedenen Zeitpunkte nsoteeiden sich einzig in der Anzahl der CFU,
wahrend das Verteilungsmuster und die Ergebnissesdmifikanztest gleich bleiben. Somit sind die
Aussagen identisch, weshalb die Daten von Tag Falgenden nicht gezeigt sind. Die Keimzahlen
sind als dekadischer Logarithmus der ermitteltet) @&rgestellt.

Abbildung 13 zeigt die gemessenen CFU am Tag 5 dacloralen Infektion in den verschiedenen
Geweben. Signifikante Unterschiede in Bezug aufd@-Mutante sind mit einem Stern markiert.
Deutliche Unterschiede in der Kolonisierung konnit@nDinndarm und in den Peyer'schen Plaques
(PPs) festgestellt werden. Wahrend die Infektiohder APT- undAPLcrVkas.o-Mutante ahnlich der
AP-Mutante verlief, zeigte sich bei allen andere@in®hen ein signifikanter Unterschied. Di€O-,
APM-, APE- undAPQ-Mutanten waren deutlich attenuierter in Bezuf die Kolonisierung vom
Darmlumen und PPs. DI®PE- undAPH-Mutanten besiedelten das Darmgewebe nur sporadide
WA-C(pTTSS)-Mutante, die nur das YopE-LLO-Fusiompin transloziert, konnte nicht reisoliert
werden. DieAP- und APT-Mutanten konnten die Leber und Milz der meiskfiuse in geringem
Mafe besiedeln. Die anderen Mutanten waren daamedst nicht fahig oder nur sporadisch in

geringer Keimzahl.
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Abbildung 13: Kolonisierung nach oraler Infektion

Kolonisierung der Peyer’'schen Plaques (A), des [dams (B), der Milz (C) und der Leber (D) von Balb/
Mausen 5 Tage nach oraler Infektion mit’ XOFU der angegebenen und YopE/LLO/M45 translozidean
YersiniaMutante. Fir jede einzelne Maus (je 5 Mause prop@e) wurde die Keimzahl (CFU) logarithmisch
dargestellt. Der Querstrich repréasentiert den Nt jeder Gruppe. Ein signifikanter Unterschiéidr (p<0,05)
zwischen deyopPMutante und der jeweiligen Doppelmutante ist miteen Stern (*) markiert.

C.1.4.2 Virulenz der yop-Mutanten nach i.v. Infektion

Neben der oralen Infektion mit den verschiedenémtien, wurde eine i.v.-Infektion durchgefihrt,
wodurch direkt, unter Umgehung des Gastrointedtailgs der Maus, eine systemische Infektion
erreicht werden konnte. Durch den Vergleich mital@en Infektion kann festgestellt werden, ob die
Attenuierung der Mutanten nur infolge einer orafgplikation auftritt. Daraus a3t sich der Einfluss
von Yops auf die Invasion in den WirtsorganismusBaginn einer Infektion ableiten. Dazu wurden
jeweils Gruppen von vier Balb/c-Mausen mit einersBovon 4x16 CFU des zu testendeéfersinia
Stammes infiziert bzw. mit einer CFU von 4%b@i WA-C(pTTSS) (s. B.6.3.1.4). Am Tag 3 wurden
die Leber und die Milz entnommen, homogenisiert disdKeimzahl auf CIN-Agar-Platten bestimmt.
Als Vergleichsstamm diente WA-C(pYV::CM). Abbildunty zeigt die logarithmisierte CFU der
reisolierten Bakterien in der Milz. Dabei zeigtehsder Wildtyp als virulentester Stamm. Die Stamme
APLCI'Vkaz2q, APT, APO und WA-C(pTTSS) sind im Gegensatz zu den mierairf markierten
Stammen in Bezug auf den Stamf nicht signifikant unterschiedlich (p < 0,05). @B&MMeAPM,
APE, APQ, APH undAH sind signifikant attenuiert im Vergleich zum StamAP. Der Stamm WA-
C(pTTSS) wird schnell eliminiert, sowohl nach oralgls auch nach i.v.-Gabe. An Tag 5 nach i.v.-
Infektion konnte er weder in Milz noch in der Lebeachgewiesen werden. Die Werte fir die
Kolonisierung der Leber sind stérker gestreut (sillung 15). Hier zeigte sich nur ein signifikante
Unterschied deaH-Mutante und des Wildtyps WA-C(pYV::CM) im Vergtdi zurAP-Mutante.
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Abbildung 14: Kolonisierung der Milz nach i.v.-Infektion

Dargestellt sind die lagTiter der CFU der reisolierten Stamme aus der MilZlage nach i.v.-Infektion.
Infiziert wurde -mit Ausnahme des WA-C(pTTSS)- reiner CFU von 4x10 Die CFU des WA-C(pTTSS)
betrug 4x16. Alle Stamme enthielten das Plasmid pHR430. Die $térnchen * markierten Stamme zeigen
einen signifikanten Unterschied zaP-Mutante an (p < 0,05).
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Abbildung 15: Kolonisierung der Leber nach i.v.-Infektion

Dargestellt sind die lagTiter der CFU der reisolierten Stamme aus der teébdage nach i.v.-Infektion.
Infiziert wurde mit einer Infektionsdosis von 4X1@FU; mit Ausnahme des WA-C(pTTSS). Dessen
Infektionsdosis betrug 4x20CFU. Alle Stamme enthielten das Plasmid pHR43@niSkante Unterschiede
(p < 0,05) zuAP-Mutante sind mit einem * gekennzeichnet.
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C.1.5 Stabilitat des pHR430-Plasmids

Die Stabilitat des pHR430-Plasmides und somit adah stabile Expression des YopE-LLO-
Fusionsproteins sind bei Mausversuchen von grofeele®ung. 7 Tage nach Infektion wurden die
Bakterien aus der Milz und deéreyer'schen Plaques isoliert und &liN-Platten inkubiert. Am nachsten
Tag wurden je 50 Kolonien (pro Gewebe und Stamnh)aatibiotikahaltige CIN-Platten Gberimpft.
Alle auf den antibiotikahaltigen Platten gewachseKelonien wurden ausgezahlt und die
Uberlebensrate bestimmt. Dabei zeigte sich, daB896-aller iberimpften Kolonien anwuchsen und

somit noch das Plasmid pHR430 beinhalteten.

C.1.6 Immunantwort auf das YopE-LLO-Fusionsprotein im Mausmodell

Das porenbildende Toxin Listeriolysin-O (LLO) vdristeria monocytogenegerflgt Uber mehrere
CD4 und CD8 T-Zellepitope. Das CD8 T-Zell-Epitop @4s.g¢ ist dominant in Balb/c Mausen (H)2
und das CD4 T-Zell-Epitop LL{y.20:iSt dominant in C57BL/6 Mausen (H’)Z Um sowohl die CD4,
als auch die CD8-Antwort in einem Mausstamm zuetgstvurden die immunologischen Versuche in
CB6F1-Mausen durchgefihrt. Dieser Mausstamm igt Kieuzung aus den Balb/c mit den C57BL/6-
Mausen. Die Immunantwort auf das LLO fuhrt bei CB@Wausen zur Aktivierung von CD8
T-Zellen des Epitops LLE.gsund von CD4 T-Zellen des Epitops LLQo..0:(Geginatet al.2001).

Die in vivo-Untersuchungen der zellularen Immunantwort nadiekitiron auf ein transloziertes,
heterologes Antigen wurden mit den YopP-Doppelmigiander YopP-Einzelmutante, dem Yop-losen
YersiniaStamm, der nur das T3SS exprimiert und dérsiniaWildtyp, die alle jeweils das Plasmid
pHR430 enthielten, durchgefiihrt. Als Negativkorigaiente die YopP-Einzelmutante ohne pHR430
und als Positivkontrolle wurde mit einer subletaRosis von 2x19 CFU L. monocytogenesvl/2a
EGD i.p. immunisiert. Mittels ELISpot-Assay wurd& dellulare Immunantwort sechs Wochen nach
Infektion gemessen (s.B.7.3). Dazu wurde die Anzidn LLO g 0rspezifischnen CD4und der
LLOg;.0sspezifischen CD8positiven T-Zellen durch die Anzahl der produzeriFNy-Spots, nach

Induktion der Splenozyten mit dem entsprechendeptid®destimmt.

C.1.6.1 Zellulare Immunantwort nach oraler Infektion

Die Bestimmung der CD8 T-Zellantwort auf das tramsrte Fusionsprotein Yopkd LOs;.36dM45
erfolgte nach oraler Infektion mit den Stammen W@-TI'SS),APE, APH, APM, APQ, APT, APO,
APLCrVia2o UNd AP, die allesamt das Plasmid pHR430 enthielten.dfesrde als Vergleichsstamm

mit L. monocytogenesvl/2a EGD infiziert. Die Translokation des Fuspmageins fiihrte bei allen
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Stammen, mit Ausnahme des WA-C(pTTSS), nach Indokiiler Splenozyten mit dem Peptid
LLOg;.99 zur Stimulation IFN-bildender T-Zellen (s. Abbildung 16).

Dabei erreichte diaP-Mutante mit pHR430 &hnlich hohe Zahlen an CB#&zifischen T-Zellen nach
Infektion wie eine Immunisierung mit. monocytogenedie Gruppe der StammaPT, APO und
APLcrViaog erzeugten eine in etwa um die Halfte und signiftkaiedrigere Frequenz der spezifischen
T-Zellen alsAP undListeria Die Anzahl der spezifischen T-Zellen MiPE, APH, APM und APQ-
infizierten M&usen war signifikant niedriger als beiden vorher genannten Gruppen. Die Infektion

mit dem Stamm WA-C(pTTSS) fuhrte hingegen zu kdaenessbaren spezifischen T-Zellantwort.

WA-C(pTTSS)+ pHR430
APE+pHR430
APH+pHR430
APM+ pHRA430
APQ+pHR430
APT+pHR430
APO+pHR430

APLarVigyyo+ pHR430
AP+ pHR430

Listeria

0 100 200 300 400 300 600

IFNY sekretierende Zellen / 10° Splenozyten

Abbildung 16: CD8 T-Zellantwort nach oraler Infekti on auf das translozierte YopE-Fusionsprotein
Dargestellt ist die Anzahl der CD8pezifischen T-Zellen pro 1®plenozyten nach oraler Infektion mit 1X10
CFU im Vergleich zuL. monocytogenesvl/2a EGD. Die Detektionsgrenze betrug 5 {Fdékretierende
Zellen/1G Splenozyten. Ein Stern * markiert einen signifitemUnterschied zwischen entsprechenden Gruppen
(p <0,05).

Die Bestimmung der CD4T-Zellantwort erfolgte parallel der Bestimmung d2D8" T-Zellantwort.
Induziert wurden die Splenozyten mit dem Peptid kdeG). Wie bei der CD8T-Zellantwort fiihrte
die Translokation des Fusionsproteins bei allerm8tén, mit Ausnahme des WA-C(pTTSS), zur
Stimulation IFN-bildender CD24 T-Zellen (s. Abbildung 17). Die Immunantwort lassth in zwei
Gruppen unterteilen. Eine mit starker und eine sthwacher Bildung von spezifischen CD4
T-Zellen. Eine starke Bildung von CDZ-Zellen wurde durch die Stammé&, APLcrViszo, APO und
APT erreicht, deren Anzahl im Vergleich zu den CD&ellen dhnlich oder hoher ist. Die Ergebnisse
der CD4 T-Zellantwort der Stamme\PE, APH, APM und APQ verhalten sich analog zu den
Ergebnissen der CD&-Zellantwort: Die Fahigkeit dieser Stamme, eisgezifische T-Zellanzahl zu

induzieren, ist gering.
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Abbildung 17: CD4" T-Zellantwort auf das translozierte YopE-Fusionspotein, nach oraler Infektion
Dargestellt ist die Anzahl der CD4pezifischen T-Zellen pro 1®plenozyten 6 Wochen nach oraler Infektion
mit 1x10 CFU. Die Detektionsgrenze betrug 5 iFsekretierende Zellen/i®plenozyten. Eine Kennzeichnung
mit einem Stern * weist auf einen signifikanten &hsthied zunP-Mutante mit pHR430 hin.

C.1.6.2 Zellulare Immunantwort nach i.v.-Infektion

Neben dem oralen Infektionsmodell wurde die zetkildhmunantwort nach i.v.-Infektion bestimmt.
Hierbei wurde der Versuchsablauf etwas abgeandaie. Infektion wurde wie unter C.1.4.2
beschrieben durchgefiihrt, aber der ELISpot-Assagdevd6 Tage nach Infektion gestartet. 3 Tage
nach der Infektion wurden die Mause eine Woche daih Antibiotikum Ciprofloxacin behandelt,
welches an den ersten 3 Tagen (Tag 3, 4 und 5 hdektion) morgens i.v. appliziert wurde.
Insgesamt drei weitere Gaben wurden nach je 3 8tungd. gespritzt. Ab Tag 4 der Antibiotikagabe
wurde Ciprofloxacin nur noch i.p. appliziert. NaghTagen Antibiotikabehandlung verging eine
weitere Woche bis zur Organentnahme.

Neben der Auswertung im ELISpot-Assay wurden Aliguder Milzzellensuspension ausplattiert, um
sicherzustellen, dalR keine Yersinien vorhanden, sli@ldas Versuchsergebnis verfalschen konnten.
Alle Stamme enthalten das Plasmid pHR430 und waiesken somit das YopE-LLO-Fusionsprotein.
Abbildung 18 zeigt die durch die Translokation daspE-LLO-Fusionsproteins induzierte CD8-
Zellantwort nach i.v.-Infektion. Die Ergebnisse kaman in zwei Gruppen einteilen: Die StamaAtg,
APM, APO undAPT zeigen nach 16 Tagen eine signifikant hohere @5) Anzahl an spezifischen
CD8' T-Zellen als die Stamm&PQ, APH, AH und WA-C(pTTSS). Letzterer induziert im Gegensatz

zur oralen Infektion eine messbare spezifische ‘CIbBell Population.
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Abbildung 18: CD8" T-Zellantwort auf das translozierte YopE-LLO-Fusionsprotein, nach i.v.-Infektion
Dargestellt ist die Anzahl der CD&pezifischen T-Zellen pro 1®plenozyten nach i.v. Infektion mit 4X10
CFU bzw. 4x16 fir den WA-C(pTTSS) je Maus. Jede Gruppe bestarsd5aMausen. Die Detektionsgrenze
betrug 5 IFN sekretierende Zellen/1®plenozyten. 3 Tage nach Infektion wurde mit Aiotika behandelt.

C.1.7 Schutzversuche gegen eirle. monocytogenes Infektion

L. monocytogeneist ein fakultativ intrazellulares Bakterium, wedshdas Protein LLO ins Zytosol
der infizierten Wirtszelle freisetzt. Die immundaranten Antigene des LLO-Proteins sind Bestandteil
des YopE-LLO-Fusionsproteins des Plasmides pHR4%@mit koénnte eine YopE-LLO-
translozierendey ersiniaMutante parallel zu der gemessenen zelluldaren Inamtwort auch einen
nachweisbaren Schutz gegen Listerien vermitteln. dies zu untersuchen wurden Mause in
Finfergruppen mit 1xf0versinien oral infiziert. 6 Wochen nach Infektismrden den Mausen 1x10
CFU L. monocytogenesvl/2a EGD in die Schwanzvene appliziert. 3 Tagghafektion wurde die
Milz entnommen und die CFU der isolierten Bakterarf PALCAM Listeria-Agar ermittelt. Als
Positivkontrolle wurde mit einer sublethalen Dosan 5x16 L. monocytogenesvl/2a EGD i.p.
immunisiert. Die Negativkontrolle ist einaP-Mutante ohne pHR430 Plasmid und damit ohne
Listerien-spezifischen Proteine (LLO).

Die i.p. Immunisierung mit.. monocytogenesvl/2a EGD sowie eine Infektion mit dem Impfstamm
AP (mit pHR430) vermittelten einen vollstandigen @ehder M&use gegen eihésteria Infektion.

Die das YopE-LLO Fusionsprotein translozierendermpfstémme APLCrVkaq, APO und APT
vermittelten einen leichten Schutz, der durch sigaifikant (p < 0,05) niedrigere Keimzahl in Begzu
auf die NegativkontrolleAP (ohne pHR430) gekennzeichnet ist. Bei den Impfstédn APE, APQ,
APM, APH und WA-C(pTTSS) wurden sehr hohe KeimzahlendmrsMilz reisoliert, die sich nicht

signifikant von dem\P-Impfstamm ohne transloziertem YopE-LLO Fusionsgrounterscheiden.
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Eine grafische Darstellung aller gemessenen CFtligi\bbildung 19 zu sehekin Stern * markiert

einen signifikanten Unterschied zwischen entspnedée Gruppen.

L. monocyvtogenes

AP+ pHR430
APLerViggsg + pHR430
APO + pHR430

APT + pHR430

APE + pHR430

APQ +pHR430

APM + pHR430

APH + pHR430
WA-C(pTTSS)+ pHR430

AP
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Logio CFU in der Milz
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Abbildung 19: Schutzversuch gegen einkisteria Infektion nach oraler Immunisierung mittels Yersinia-
Mutanten

6 Wochen nach oraler Immunisierung mit verschiedeYiersiniaMutanten wurden diesen Mausen 1%10
monocytogenesvl/2a EGD i.v. gespritzt. 72 Stunden spater wudige Keimzahl vonListeria in der Milz
bestimmt. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) nhé&n den einzelnen Gruppen sind mit einem *
gekennzeichnet. Als Negativkontrolle diente eixfe-Mutante ohne pHR430 und somit ohne transloziegnd
YopE-LLO Fusionsprotein.

C.2 LcrV-Fusionsproteine als Impfstofftrager

Bei dem Virulenz-Antigen, auch V-Antigen oder Lcrgenannt, handelt es sich um ein
multifunktionelles, sezerniertes und 37,5 kDa geoff&otein, welches sich an der Spitze des
Nadelkomplexes des T3SS befindet. In verschiedémemunisierungsversuchen wurde gezeigt, daid
dieses LcrV-Protein ein protektives Antigen ist (Mcet al. 1994; Hillet al. 1997). LcrV induziert die
Sekretion von IL-10 (Singt al. 2005), welches immunsuppressiv wirkt. Durch einek®mutation an
K42Q geht die immunsuppressorische Aktivitat vestorFerner wurde gezeigt, dafd das LcrV an den
toll-like Rezeptor 2 (TLR2) bindet und in die Wiztdle aufgenommen wird (Sing 2005). Aufgrund
der Bindung an den toll-like Rezeptor 2 sowie dechlieRenden Internalisierung des LcrVs, welches
sich dann homogen im Zytoplasma der Wirtszelle eilert wurde versucht diese Eigenschaft
auszunutzen, indem man an das LcrV das Protein Bu®Listeria monocytogene€-terminal
fusioniert. Ziel ist es, dal? dadurch das LLO mitdie Zielzelle aufgenommen werden soll. Das
Fusionsprotein befindet sich dann intrazellular kadn somit Uber den Weg des Proteasoms und des

ERs auf MHC-I-Molekile beladen werden. Ziel die&dpeit war es, durch Immunisierung mit einem
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LcrV-Fusionsprotein eine CD8T-Zellantwort zu induzieren, und dadurch einen $chgegen

Listerien, als Modellbeispiel eines intrazellulaEemegers, zu vermitteln.

C.2.1 Herstellung und Screening einer LPS-Mutante

Fur die Proteinexpression wurde wie bei dfemsiniaDoppelmutanten eine spezielte coli—Mutante
mittels ET-Klonierung (s. B.3.7) hergestellt. Daleirde das GemsbB durch eine Kanamycin-
Resistenzkassette ersetzt. Diese Mutation storidshstum vork. coli nicht (Karowet al. 1992),
fuhrt aber zu Lipopolysacchariden (LPS) mit verateta Lipid A, dem der Myristinsaurerest fehlt. Es
wurde von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dald misiegBMutante, im Hinblick auf die Fahigkeit
Makrophagen zu aktivieren und einen septischen ckchoszuldsen, sehr stark abgeschwacht ist. Als
Ursprungsstamm wurdge. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL gewahilt.

Die erzeugte Mutante wurde mit unterschiedlichentidden analysiert. Mittels PCR wurde das
Vorhandensein der Antibiotikakassette, die DeletleeBmsbBGens sowie die Insertion imssbBGen
untersucht. Ferner wurde die genomische DNA exrals.B.3.1.2) und von der Kassette ausgehend
ins Genom sequenziert. Diese Versuche zeigten @iigddie Deletion desnsbBGens. Durch das
Fehlen des Myristinsdurerestes ist das mutante klefder als das Wildtyp-LPS. Um dies zu
verifizieren wurde das LPS der beiden Stamme idolie.B.3.8) und durch Elektrophorese im
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Abbildung 20 zeigs @&DS-Gel nach einer Silberfarbung (s.B.4.4.2).
Das mutierte LPS ist auf der mittleren Spur zu seldas Wildtyp-LPS auf der rechten. Deutlich zu
erkennen ist der Gro3enunterschied zwischen delebé&lroben, was die korrekte Deletion oesbB

Gens im Bakteriengenom bestétigt.

kDa M 1 2
- — Abbildung 20: LPS-Auftrennung im SDS-Gel
i ‘ ' und anschlieRender Silberfarbung
Verschiedene LPS-Proben wurden mittels

15 - ‘l Elektrophorese aufgetrennt und durch eine
Silberfarbung sichtbar gemacht. M steht fur den
Marker; Spur 1. die LPS-Mutante (Fehlen des
msbBGens); Spur 2: das Wildtyp-LPS aus dEm
coli Stamm BL21. Das LPS der Mutante besitzt
eine geringere GréRe/Masse und lauft etwas
niedriger als das des Wildtyps (veranschaulicht

- durch die Pfeile).
4—
. ‘
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C.2.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung der (Fusiors-)proteine

C.2.2.1 Klonierung der Proteine

Fir die Klonierung wurde das 1002bp grof3e LcrV ahegd vom pYV-Plasmid dé& enterocolitica
Wildtyp-Stammes WA-314 mit den Primern LcrV_Ndelr fand LcrV_Sstl_rev amplifiziert.
Amplifiziert wurde zudem das mutante LcrV, kurz Vgk.q, welches laut Literatur nicht mehr in der
Lage ist, die IL-10-Sekretion zu induzieren (Setgal. 2005). Das 495bp grof3e LLO-Fragment wurde
mit den Primern ,LLO for* und ,LLO rev* amplifizier Das Template war das pHR430-Plasmid (auf
dem das YopE-LLO Fusionsprotein kodiert ist). Alerirollen wurden nur das LcrV sowie nur das
LLO-Fragment Kkloniert. Im Falle des LLOs wurde dé&orwardprimer durch den Primer
LLO_Kontr_for ersetzt. Nach Subklonierung in dengM&Vektor wurden die Fragmente Uber die
RestriktionsschnittstelleNdekSstl fir das LcrV bzw.SsthHindlll fir das LLO-Fragment in den
Expressionsvektor pET-21b ligiert. Der Expressi@hsor enthalt die Sequenz fur einen C-terminalen
Hiss-Tag. Die korrekte Sequenz der resultierenden Rtksmvurde mittels Sequenzierung Uberprift

und bestatigt.

C.2.2.2 Expression und Aufreinigung der Proteine

Die Expression der Fusionsproteine erfolgté&ircoli BL21-msbB fir 3h bei 27°C im Fermenter. In
Vorversuchen zeigte sich, daf die Loslichkeit de©thaltigen Proteine stark von der Temperatur
und der Lange des LLO-Fragmentes abhéngt. So waB3€ der Grol3teil des Proteins unl6slich
bzw. lag in inclusion bodies vor. Zur Steigerung Héslichkeit bzw. zur Reduktion von inclusion
bodies wurde zudem das LLO-Fragment, im Vergleicklem im pHR430 Plasmid enthaltenem LLO,
leicht verkiirzt. Dabei blieben alle von (Gegieatal.2001) beschriebenen Epitope erhalten. Der erste
Reinigungsschritt erfolgte chromatographisch Ulree gHispur Cobalt Resin“. Anschlie3end erfolgte
eine Gelfiltration um restliche Verunreinigungen eaotfernen. Das vorhandene LPS wurde dann
mittels EndoTrap® entfernt und durch den Limulusétozyten-Lysat-Test (kurz LAL-Test) wurde
zum Schlu3 der Endotoxingehalt bestimmt. Probereru2i0pg LPS/ug Protein wurden verwendet.
Abbildung 21 zeigt die aufgereinigten Proteine. Igisitzen alle einen C-terminalen {Hisag. Ferner
besitzen Protein 1 (das LLO-Fragment) und Proteifdés LcrV) kurze Fragmente der MCS des
pET21b-Vektors. Spur 3 und 4 enthalten die LcrV-ELEG@sionsproteine. Spur 3 das naturliche Lcrv
und Spur 4 das an K42Q mutierte LcrV.



ERGEBNISSE 71

kDa 1 2 M 3 4

115-
82-

o4 — -
> -—

37-

26-

e

19-

Abbildung 21: SDS-Gel mit den aufgereinigten Proteie flir Immunisierungsversuche (Coomassie gefarbt)
Spur 1: LLGs3esFragment; Spur 2: LerV; Spur 3: LerV-LLO Fusionsgmin; Spur 4: Fusionsprotein aus
LcrViazo und LLO

C.2.3 Immunantwort auf LcrV-LLO-Fusionsproteine im Mausmo dell

C.2.3.1 Immunisierungen

In den ersten Immunisierungsexperimenten wurdesrsacht, welche Applikationsart sich am besten
eignet bzw. die groften Erfolgsaussichten verspridhzu wurden die Proteine i.p. und s.c. ohne
Zugabe von Adjuvantien insgesamt drei Mal gespritag O, Tag 3 und Tag 7. Vier Wochen nach
Erstimmunisierung wurde die Milz von jeder Mausnramimen. Es zeigte sich im ELISpot-Assay als
auch durch FACS-Analysen, dal3 durch i.p.-Immunisigrmit 20pg Protein aquivalent zu LLO eine
signifikant (p < 0,05) hohere Anzahl von spezifiseiT-Zellen erzielt wurde als durch eine subkutane
Gabe. In folgender Grafik (Abbildung 22) ist dieopentuale Anzahl von LLO-spezifischen CD8
T-Zellen an den Splenozyten in % auf der Ordinaffgetragen. Der Ubersicht halber fehlen in dieser
Grafik die Werte fur eine Immunisierung mittels égllerL. monocytogene&lieser Wert betrug im
Mittel 0,0997 % bei einer Standardabweichung vd@B883). Dieser Vergleich zwischen den beiden
Applikationsformen zeigt einen signifikanten Untdried zwischen der i.p.- und der s.c.-Gabe des

LcrV-Fusionproteins VgLLO.
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Abbildung 22: FACS-Analyse zur Applikationsart fur Protein-Immunisierungen
FACS-Analyse von Milzzellen nach verschiedener Agglonsart des LcrV-LLO-Fusionsproteins. Die Pioge
wurden i.p. oder s.c. gespritzt. Als Kontrolle deedas Protein LLO.

Weitere Versuche zeigten, dafl} mittels Zugabe vekonpletten Freundschen Adjuvans (IFA) und der
Erhdhung der Proteinmenge die Immunantwort verlvesgerden konnte. Daraufhin wurden alle

weiteren Immunisierungsexperimente mit intrapeetdar Applikation der mit IFA versetzen Proteine
durchgefuhrt. Zudem wurde die Menge an Proteinivegfécht.

Parallel dazu wurde das LcrV-Fusionsprotein untegiation des natirlichen LcrV-Promotors

kloniert. Eine YopP-Mutante wurde mit diesem Vek{pWL) transformiert und auf Sekretion des

LerV-LLO-Proteins untersucht. Es zeigte sich, da3Ekpression und Sekretion vergleichbar mit der
des naturlichen LcrVs war.

C.2.3.2 Messung der CD4 und CD8 T-Zellantwort mit ELISpatsay

Als nachstes sollte untersucht werden, inwieweé thmunisierung (i.p.) zur Aktivierung und
Proliferation von CD8 T-Zellen fiihrt. Dazu wurde ein ELISpot-Assay dugefiihrt und die Anzahl
an LLO-spezifischnen CD8T-Zellen bestimmt, die aufgrund der LLO-Peptidstiirung IFN

sekretieren.

Die Proteine wurden mit IFA versetzt und mit 10QUdO (bzw. diesem &aquivalent) i.p. gespritzt.
Booster-Immunisierungen wurden an Tag 3 und Tag ufchgjefihrt. Vier Wochen nach
Erstimmunisierung wurde die Milz jeder Maus entnagnmind ein ELISpot-Assay gemacht (B.7.3).
Fur diesen Versuch wurden folgende Proteine geteste

1. das LcrV-Fusionsprotein LcrV-LLO

2. das Lcr\kaq-LLO Fusionsprotein
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3. eine Mischung aus dem LcrV und dem LLO-Kontrollgint(keine kovalente Bindung!)
4. das LLOs s0sKontrollprotein

Als Kontrolle dienten nicht immunisierte Mause.

* *
120

=

P

£ 100

=

[

7]

B

= 80 -

=

=

=

N } I

= 60 -

2 = CD8

=

@ mCD4

2

£ 40

i

2

z

= 20 - T hi

=i

=

[+

s |

- 0 - T 2
LerV-LLO LeViaagllO  LerV/LLO-Mix LLO ohne

Immunisierung

Abbildung 23: CD8 und CD4 Antwort im Elispot-Assaynach Immunisierung mit verschiedenen Proteinen
Anzahl der CD8 bzw. CD4 induzierten T-Zellen nachmunisierung mit verschiedenen Proteinen: (1) das
LcrV-LLO-Fusionsprotein, (2) das LcrV-LLO-Fusiongpein mit der K42Q-Mutation im LcrV, (3) das
Proteingemisch aus LrcV und LLExys (4) das LLGssgsKontrollprotein. * zeigen einen signifikanten
Unterschied zur LL@ 3 Kontrollgruppe an (p < 0,05).

Die, durch die Immunisierung mittels verschiedeResteine, induzierten CD4ind CD8 T-Zellen
sind in Abbildung 23 dargestellt. Es zeigte sichR dlle Proteine LLO-spezifische CDdnd CD8
T-Zellen induzieren konnen. Entscheidend fur eiBehutz gegen intrazellulare Erreger sind die CD8
T-Zellen. In der Fahigkeit, diese zu induziereft gis Unterschiede. Die Anzahl der durch die beiden
LcrV-Fusionsproteine induzierten CD8T-Zellen ist signifikant (p < 0,05) hoher als dier
LcrV/LLO-Mischung als auch die der beiden Kontraligpen mit LLGs.306 und den naiven Mausen.
Zwischen den Gruppen die mit dem LcrV/LLO-Gemisald umit LLOs.306 immunisiert wurden,
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Die Ciahtwort ist innerhalb der immunisierten Mause
ahnlich stark und zeigt keinerlei signifikante Ustdiede; mit Ausnahme zur Kontrollgruppe der

nicht immunisierten Mause.

Eine CD4 und CD8 T-Zellantwort gegen LLO nach aréerabreichung der YopP-Mutante mit pVL-
Plasmid (LcrV-LLO-Fusionsprotein unter naturlichéer-Operon) konnte nicht gemessen werden.
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C.2.3.3 Messung der CD4 und CD8 T-Zellantwort mittels FAGSalyse

Neben den ELISpot-Experimenten wurden FACS-Untdénsogen durchgefiihrt. Diese Methode
erlaubt es, antigenspezifische CDB-Zellen direktex vivo und ohne weitere Manipulationu
analysieren. Dabei werden fluoreszenzmarkierteartetre Peptid-MHC-I-Komplexe, kurz Tetramere
genannt, als Sonden eingesetzt, die antigenspd®fig-Zellen stabil markieren (s. B.7.4.1). Die
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei ca. 1 8u305Zellen (Constantiet al. 2002) und erlaubt
somit auch den Nachweis zytotoxischer T-Zellen ierigger Konzentration. Mithilfe der
Tetramerfarbung und weiteren Oberflachenmarkerreiis¢ sehr spezifische Analyse von CD8
Zellen moglich. Dabei kann zwischeryf (central memory t-céllund Tgy (effector memory t-céll
die beide zu den Gedachtniszellen gehéren, sowiéeffector t-cell unterschieden werdencyJ
konnen sehr schnell nach Antigenkontakt prolifemer zeigen jedoch keine sofortige
Effektorfunktion. Im Gegensatz dazu weisefy Ein schwaches Proliferationsvermogen auf, sind abe
zu einer sehr starken und schnellen Effektorfumkbeféahigt. In dem Modell von Busch und Oxenius
ist die Tgw-Population die wichtigste, schitzende Subpopuiatidie sich zu funktionellen gT
differenzieren kann (Bachmarm al. 2004; Husteet al. 2006).
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Absolute Zellzahl der LLO spezifischen CD8* T-

Abbildung 24: FACS-Analyse: absolute Zellzahl LLO gezifischer CD8 T-Zellen pro Milz

4 Wochen nach Immunisierung von CB6F1-Mausen mit derV-LLO-Fusionsprotein, dem LLO sowie einer
Mischung aus LcrV und LLO wurden die Milzen entnoemmund mittels FACS die absolute Zellzahl LLO
spezifischner CD8 T-Zellen ermittelt. Ein * markiert einen signifikken Unterschied zwischen der
Immunisierung mit LLGs.3psund dem LcrV-LLO Fusionsprotein.

Neben dem ELISpot-Assay konnte auch mittels FAQS sgnifikanter Unterschied (p < 0,05)
zwischen einer Immunisierung mit dem LcrV-LLO-Fussprotein und der alleinigen Gabe von
LLO5.306 festgestellt werden (s. Abbildung 24). Zwischemdeusionsprotein und der LcrV/LLO-
Mischung sowie der Mischung und dem LisGhe konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden. Die absolute Zellzahl der LLO spezifisct@n8" T-Zellen pro Milz nach eineListeria
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Wildtyp-Infektion (Dosis betrug 5x£0.p.) lag in etwa beim Dreifachen der durch dasVkcLO-
Fusionsprotein induzierten Zellzahl.

Die Verteilung der T-Zell-Populationen ist in alleinei Fallen sehr &hnlich. Die durchschnittliche
prozentuale Verteilung der verschiedenen T-Zellglilationen innerhalb der CD8-Zellen ist in
der Gruppe der Protein-Immunisierung nahezu idemti€a. 60% sind g, ca. 33 % sind dy und
5% Tg, wie in exemplarisch in

Abbildung 25 dargestellt wird. Eine monocytogenelsnmunisierung bringt eine prozentual grof3ere,
und fur einen Schutz wichtigegyd und Te-Population und somit eine kleinergyFPopulation hervor.
Die murinen Gedé&chtniszellpopulationen sind durclyende Oberflachenmarker gekennzeichnet:
Tewm: CD127/ CD62LY, Tew: CD127/ CD62L.

Die Effektor T-Zellen (E) exprimieren keinen der beiden Markeg: TD127/ CD62L (Husteret al.
2004).
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Abbildung 25: Vergleich der prozentualen Verteilungder T-Zell-Subpopulationen

Exemplarisch sind fiir die verschiedenen Immunisigem die jeweils resultierenden CD8T-Zell-
Subpopulationen nach der FACS-Analyse dargeste#t. Unterschied zwischen einer Immunisierung nsttel
Protein und lebenderL. monocytogeneszeigt sich in der unterschiedlichen Zusammensetzuaier
Subpopulation. In jedem Diagramm befinden sichnobechts Ey, unten rechts dy und unten links die
Te-T-Zell-Population. Die Zahlen in jedem Quadrat gebden Prozentsatz der T-Zell-Subpopulationen
innerhalb der CD8T-Zellen wieder.
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C.2.3.4 Schutzversuche gegen einemonocytogenemfektion

Nachdem im ELISpot-Assay und mittels FACS-Analyszaigt werden konnte, daf3 durch die i.p.
Immunisierung mit LLO-Proteinen die Bildung LkQgspezifischer CD8T-Zellen induziert werden
konnte, wurde untersucht, ob daraus ein ausreienedthutz gegen eindsteria-Infektion resultiert.
Vier Wochen nach Immunisierung mit diversen Praginwurden die Mause mit einer Dosis von
1x10' L. monocytogeneisv. infiziert. Drei Tage spater wurde die Milz antmmen und die Keimzahl
der lebenden Listerien ermittelt.

In Abbildung 26 ist das Ergebnis der Belastungsiide / des Schutzversuches als Vergleich der
Keimzahlen von Listerien in der Milz dargestelltieDmit Protein immunisierten Mause zeigen als
Gruppe eine signifikant niedrigere Keimzahl in ti#iz als die Gruppe der nicht immunisierten Tiere.
Innerhalb der 3 mit Protein immunisierten Gruppsnkein signifikanter Unterschied feststellbar. Es
zeigt sich nur eine der CD&ntwort analoge Tendenz. Die geringste Keimbelagtin der Milz
durch Listerien wurde bei den mit LcrV-LLO-Fusionstein immunisierten Tieren festgestellt.
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Abbildung 26: Keimzahlbestimmung in der Milz nach Belastungsinfektion mitL. monocytogenes

Nach Immunisierung mit den verschiedenen Proteinerde eine Belastungsinfektion nit monocytogenes
durchgefiihrt. 3 Tage nach Infektion wurden die Blilzentnommen und die Keimzahl (CFU) bestimmt. Ein
signifikanter Unterschied konnte zwischen den Fmatenunisierungen nicht ermittelt werden, dafir raber
Negativkontrolle (markiert mit *).
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D DISKUSSION

Ein vielversprechender Ansatz bei der Entwicklueger Impfstoffe ist der Einsatz von bakteriellen
Lebendvakzinen, die oral verabreicht werden konries.konnte gezeigt werden, dal3 sich viele
verschiedene Erreger dazu eignen, als Vektoredifliranslokation fremder Antigene zu fungieren
und eine gute Immunantwort hervorzurufen (Medigiaal. 2001). Ein dabei weit verbreiteter
Mechanismus ist die Translokation des Antigens & dytosol der Wirtszelle mittels Typ-Ill-
Sekretionssystemen, wie sie z.B. Balmonella und Yersinia vorkommen. Mit Salmonella
typhimurium Mutanten konnten erfolgreiche Impfungen gegen bate Erreger durchgefihrt
werden. MitYersiniaMutanten gelang dies zu einem gewissen Grad, fedacen diese Mutanten zu
virulent, worin aber auch das Potential fir Verleessgen und Weiterentwicklungen liegt.

Bisherige Untersuchungen belegen, dal’ Yop Effekdteme und das V-Antigen durch Modulation
von eukaryotischen Zellstrukturen Einflu3 auf dmnmunantwort des Wirtsorganismus nehmen
(Cornelis 2002). Ferner ist belegt, dal’ YopP nehitder angeborenen Immunantwort entgegenwirkt,
sondern auch auf das adaptive Immunsystem durctHdiemung der CD8T-Zell-Entwicklung
Einfluss nimmt (Trilzsclet al. 2005). Das Eliminieren weiterer Yop Effektorproieiauf Basis eines
AYopP-Impfstammes auf DNA-Ebene sollte folglich znee weiteren Abschwéachung der Virulenz
fuhren und eine veranderte Immunantwort gegersiniabewirken.

Neben Lebendvakzinen besteht die Mdoglichkeit nsttd@lotimpfstoffen einen Immunschutz zu
erreichen (Yeremeest al.2003). Die Mdglichkeit, dal3 das Protein nach Agtlon sich selbst in die
Immunzellen einschleusen kann, ware fir die Immanisg gegen intrazellulare Erreger ein
bedeutender Schritt. Das LcrV, auch V-Antigen gemavonY. enterocoliticebindet laut Literatur an
den TLR2-Rezeptor und vermittelt dadurch seine reigAufnahme Uber Vesikel ins Zytosol der
Wirtszelle (Sing 2005). Diese Translokator Eigemdciirgt das Potential durch Fusionierung mit

bestimmten Antigenen einen zellularen Immunschatmitteln zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verwendung vén enterocoliticaals Lebendvakzin im
Mausmodell sowie das Potential des LcrV als Antifjeanslokator fir TLR2-positive Zellen
untersucht. Hierfir wurden zum einen rekombina¥&rsinien hergestellt, die ein YopE-LLO-
Fusionsprotein translozieren kénnen. Zum andererdevurekombinante Fusionsproteine aus dem
LcrV und dem LLO hergestellt. Nach Immunisierungrdeidie vermittelte Schutzantwort eingehend
untersucht und charakterisiert, um gegebenenfalsatzpunkte fir eine weitere Optimierung

bestimmen zu kdnnen.
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D.1 Einfluss der Yop Effektorproteine auf Virulenz und Antigenprasentation

D.1.1 Konstruktion genetisch stabileryopP Deletionsdoppelmutanten

Zur Untersuchung der Virulenzeigenschaften undighenunologischen Aktivitat der verschiedenen
Yop Proteine sowie der weiteren Attenuierung, warderschiedengop Deletionsmutanten auf Basis
des bestehendgopP Deletionsstammes vori. enterocoliticeD:8 (Biovar 1B) hergestellt (s.C.1.1).
Neben den Genen YopE, YopT, YopO, YopH, YopM wudks Gen YopQ, welches an der
Translokation der Yop Effektorproteine beteiligt, isnittels homologer Rekombination deletiert.
Ferner wurde eine Mutation in das LcrV-Gen einggfilvodurch das LcrV keine immunsuppressive
Wirkung mehr aufweist (Singt al.2005).

Das jeweilige Gen wurde mit Hilfe homologer Rekonation eines entsprechenden PCR-Fragmentes
durch eine Antibiotikakassette ohne Terminatorgtrukersetzt, um keinen Einfluss auf die
Transkription nachfolgender Gene zu nehmen. Um eneiunerwinschte Effekte auszuschliel3en
(falsche Rekombination, chromosomale Defekte ux@jrden die rekombinanten pYV-Plasmide
isoliert und in einen pYV-loselersiniaStamm (WA-C) transformiert. Die rekombinanten Stdem
wurden durch 37°C und €aMangel zur Sekretion von Yop Proteinen in den Huilberstand
angeregt. Diese sekretierten Yops wurden mittelS-BBGE nachgewiesen und kontrolliert, ob die
jeweilige Deletion erfolgreich war und die restichYops korrekt exprimiert wurden (Heeseman
al. 1983). Dabei konnte gezeigt werden, daf? die Muiege keinerlei Auswirkung auf die Menge der
Sekretion der nicht deletierten Yops hatte (s. J.INeben der Proteinexpression bzw. —sekretion,
wurden die Mutationen durch PCR und Western-Blstdtet.

D.1.2 Sekretion des YopE-LLO-Fusionsproteins

Das Potential von YopE als Transporter fur hetgyelédntigene wurde in verschiedenen Studien
aufgezeigt (Soryet al. 1995; Schessest al. 1996; Rissmanet al. 2000). Es wurde ferner durch
Fusionen von verkirztem YopE mit verschiedenenditeh gezeigt, da? die minimale, fir eine
Sekretion erforderliche, Sequenz aus den N-ter@malS 1-15 besteht (Sost al. 1995; Schesset

al. 1996). Russmanaet al. verwendete verschiedene Fusionen von YopE mit d&dnRyotein aug.
monocytogenesnd zeigte, dald die Fusionsproteine mit den Nitelen AS 1-138 von YopE am
effizientesten transloziert wurden (Jacebial. 1998; Russmanat al. 2000). Um die Immunantwort
auf das heterologe Antigen zu untersuchen, wurderyap Deletionsmutanten mit dem Plasmid
pHR430 transformiert und die Expression und Sebmetles Fusionsprotein mittels Western Blot
kontrolliert (s. C.1.2). FurY. pseudotuberculosisowie fir verschiedeneY. enterocolitica yop

Deletionsmutanten konnte die Sekretion und Tramdiok bereits nachgewiesen werden (Rlussmann
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et al. 2003; Trulzschet al. 2005). Um eine Immunantwort auszulésen ist eiabilst Expression des
YopE-LLO-Fusionproteins von Noten, die ihrerseittnvder Stabilitdt des Plasmides abhéngt. So
wurden 7 Tage nach Infektion parallel zur Keimzabtbnmung die aus der Maus reisolierten
Bakterien auf das Plasmid pHR430 getestet. Mindss®6 % der reisolierten Bakterien enthielten
dabei das Plasmid. Somit war die Stabilitat desrRides inY. enterocoliticaftr weitergehende

Untersuchungen im Mausinfektionsmodgdiwahrleistet.

Diese Untersuchungen bestatigten das Potential YopE-Fusionsproteinen und des Typ-lll-

Sekretionssystems voh enterocoliticaFremdproteine in das Zytosol von APCs zu bringen.

D.1.3 Einflul3 der Yops auf die Antigenprasentation dendriischer Zellen

Das Typ Il Sekretionssystem ermdglicht es, Effghtoteine gezielt in das Zytosol eukaryotischer
Zellen einzuschleusen. Die daraus resultierenderswikkungen durch die Effektorproteine
ermoglichen das extrazellulare Uberleben und dielifBration von Y. enterocolitica im
Wirtsorganismus. APCs sind die Initiatoren und Matluren der Immunantwort und stimulieren B-
und T-Zellen. Zur Aktivierung von T-Zellen misseroteine durch APCs prozessiert und auf deren
Oberflache préasentiert werden (Banchereauwal. 1998). Da APCs zum priméaren Ziel der Yops
gehoren (Marketoret al. 2005), fuhrt eine Inhibition der Prozessierung /oddr Prasentation
zytosolischer Proteine zu einer verminderten Stitimh des Immunsystems bzw. der T-Zellen.

Fur YopE, YopT, YopO und YopH konnte eine Hemmuieg Bhagozytose durch Makrophagen und
PMNs gezeigt werden (Grosdeet al. 2002). Desweiteren konnte fir YopP eine Apoptose-
induzierende Wirkung und eine Inhibierung der Aetigrasentation in DCs nachgewiesen werden
(Erfurth et al. 2004). In DCs wird die Antigendegradation moglisheise durch Interaktion mehrerer
Yops inhibiert (Adkinset al. 2008). Durch die Deletionsmutanten konnte untdrsuerden, welches
Yop bei dem komplexen Ablauf der Antigenprasentainflul? nimmt. Es wurde die Fahigkeit von
Knochenmark-DCs untersucht, das Peptid bid9spezifischen CD8T-Zellen nach Infektion mit
verschiedenerYersinia Mutanten, die das heterologen Antigen YopE-LLO-M#&nslozieren, zu
préasentieren. Es konnte nachgewiesen werden, daf lefektion mit dem Yop-losen, aber
YopE-LLO-M45 translozierendem Stamm, WA-C(pTTSS)neei signifikant hohere MHC-I
Antigenprasentation in DCs hervorruft. Die Abhangig der Antigenprasentation von YopP zeigte
sich in der Gruppe der YopP translozierenden Stankher ist die Stimulation von T-Zellen sehr
gering, was auf eine schwache AntigenprasentattonRCs zurtickzufiihren ist. Eine YopP Mutante
zeigt eine erhthte Antigenprasentation. Weitereefimien von Yops (YopH, YopE, YopT, YopM,
YopO, YopQ) fuhrten in einer YopP Mutante zu eigeringfuigigen, aber reproduzierbaren Erhéhung
der MHC-I Antigenprasentation. Moglicherweise istben YopP auch das Zusammenspiel mehrerer

Yops, wie bei der Antigendegradation, verantwdhntlic
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D.1.4 Virulenzstudien im Mausinfektionsmodell

Um nach einer Infektion die weitere Besiedelung déstsorganismus und das Uberleben von
Yersiniazu sichern, sind Yops unverzichtbar. Welchen Hs¥l Yops auf die Virulenz im Maus-
infektionsmodell haben, wurde in verschiedenen tdnhungen analysiert. Jedoch wurden in den
Studien zumeist miY. pseudotuberculosigder Y. enterocoliticaO:9 Mutanten gearbeitet. Diese
Stamme unterscheiden sich in einigen Virulenzfaateutlich vorY. enterocoliticaD:8.

Das mit dem Darmepithel des Wirtes wechselwirkePdgein Invasin vermittelt in der Zellkultur bei
Y. pseudotuberculosidie Aufnahmewesentlich effizienter als bef. enterocolitica(Derschet al.
2000). YadA, ein essentieller Pathogenitatsfakt@an W. enterocolitica besitzt trotz einer
vergleichbaren Adhasionsleistung an eukaryotis&edlen zum YadA vorY. pseudotuberculosiur
eine aulRerst geringe Invasionsfahigkeit (Heesensarah. 1987).YadA bindet an eine extrazellulére
Matrix wie Kollagen (Emodyet al. 1989) und tragt zur Serumresistenz Yeenterocoliticabei (Pilz

et al. 1992). So wiesen Untersuchungen zum Virulenzveghalvon yop Mutanten in Y.
pseudotuberculositseilweise deutliche Unterschiede zu den entsprafdrenyop Mutanten inY.
enterocoliticaauf. Aufgrund dessen sind die Ergebnisse der \fimdiidien nicht zwischen den
verschiedenerYersinia Speziesibertragbar. Ful. enterocoliticaO:8 gibt es Virulenzdaten fir die
Mutanten, bei denen ein einziges Yop deletiert worgst. Diese Untersuchungen zeigten bei oraler
Infektion eine starke Attenuierung bei den Stamm&opM, AYopH undAYopQ. Sie konnten die
Leber und Milz nicht kolonisieren und waren nurDarm und Peyer Patches nachweisbar. Die
Mutanten AYopE und AYopP waren leicht attenuiert und konnten Leber Witk kolonisieren,
wurden aber im Laufe der Zeit eliminiert. Die MuiamAYopT undAYopO entsprachen in etwa dem
des Wildtyps WA-C(pYV::CM) und fuhrten zwischen Tagund 12 nach Infektion aufgrund einer
systemischen Infektion und hohen Keimzahlen in@eganen zum Tod (Trilzsat al.2004).

In dieser Arbeit wurden Doppelmutanten auf Basis derher angesprochenefYopP Mutante
hergestellt und im Mausinfektionsmodell untersudfdgrner beinhalteten alle Stamme das Plasmid
pHR430, was zum einen eine weitere Attenuierung Ealge hat, aber gleichzeitig die
Vergleichbarkeit mit allen anderen Experimentenselie Arbeit zuldsst. Der Yop-lose Stamm
WA-C(pTTSS) zeigte die starkste Attenuierung. Inalen Infektionsmodell konnten 5 Tage nach
Infektion keine Yersinien aus Dinndarm, Peyer’'sBleques, Milz noch Leber reisoliert werden (s.
Abbildung 13).

Im i.v. Infektionsmodell ist dies sehr &ahnlich. Higihrte erst eine Erh6hung der Dosis um das
hundertfache zu einer langeren Besiedelung von Wit Leber (s. Abbildung 14). Trotz der hohen
Keimzahl konnte der WA-C(pTTSS) 8 Tage nach Infakthicht mehr nachgewiesen werden. Diese
schnelle Eliminierung unterstreicht die grof3e Bedeg der Yops als Virulenzfaktoren, die das

Uberleben der Bakterien im Wirt sichern sollen.
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Die APH Mutante zeigte eine starke Attenuierung sowehldpaler als auch i.v. Gabe. Nach oraler
Gabe konnte dieser Stamm nur vereinzelt im Dunndeaingewiesen werden, eine Besiedelung der
Peyer'schen Plagues konnte nicht beobachtet weNkgeh i.v. Infektion nahm die Keimzahl in der
Milz und Leber stark ab. Dies ist eine &hnliche IBshtung wie bei dekYopH Mutante und deutet
auf eine wichtige Effektorfunktion hin. Auch M. pseudotuberculosikonnte durch Deletion des
YopH eine verringerte Virulenz festgestellt werdengsdonet al.2003).

Die Besiedelung der Stammé&E undAPQ beschrankte sich nach oraler Infektion auf dénndarm
sowie die Peyer’'schen Plaques. Sporadisch konrgeaush in Milz und Leber nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen A¥ppQ Mutante inY. enterocoliticaund Y.
pseudotuberculosigHolmstrom et al. 1995). Die APE Mutante verhdlt sich nach oraler Infektion
nochmals attenuierter als did=e Mutante, die an Tag 5 in Leber und Milz gut naetslvar war. Bei
beiden StammemAE und AQ) zeigt sich eine weitere Attenuierung durch DetetdesyopP Gens
(APE undAPQ). Diese resultiert, wie erwartet, in einer ggeiren Keimzahl in den verschiedenen
Organen. Auch bei einer i.v. Infektion zeigte sidaBAPE undAPQ sich ahnlich verhalten und die
Keimzahl in Leber und Milz stark abnahm.

APM konnte wie dieAM Mutante nach oraler Infektion nur im Dinndarm sowlen Peyer'schen
Plagues nachgewiesen werden, jedoch mit niedrigéeénzahl. Bei i.v. Infektionen zeigt sich zu
APE undAPQ kaum ein Unterschied.

AYopO Mutanten zeigten ir¥. pseudotuberculosisowie in Y. enterocoliticaein dem Wildtyp
ahnliches Virulenzverhalten (Logsden al. 2003) sowohl bei oraler als auch i.v. Infektione BRPO
Mutante zeigt eine leichte aber signifikante Attenung gegentiber devYopP Mutante. Der Einfluss
des YopO auf die Virulenz ist folglich geringer disr des YopE.

Die Mutanten APT und APLcrVkszo zeigen in beiden Infektionsmodellen keinerlei #igante
Unterschiede zurAYopP Mutante. Die Punktmutation im LcrV sollte doraden Verlust der
Eigenschaft IL-10 zu induzieren, einen Effekt deme Die erzielten Ergebnisse legen nahe, daf3 diese
Effekte sehr gering sind, wenn Uberhaupt vorhandkn statistisch kein Unterschied festgestellt
werden konnte. Dies deckt sich mit den von der @eupon R. Isberg publizierten Ergebnissen. Sie
zeigten, daf3 die IL-10 Induktion unabhéangig vorM_and TLR2 ist (Auerbuclet al.2007).

Obwohl fur YopT wie auch fir YopO eine starke Hemmmuder Phagozytose in der Zellkultur
nachgewiesen werden konnte (Grosdental. 2002), besitzt YopT in diesem Modell einen sehr
geringen Einfluss auf die Virulenz. DieYopT Mutante zeigte sich im Vergleich zum Wildtypgsir

als etwas virulenter, was in einer leicht erh6htesimzahl in Leber und Milz zum Ausdruck kam
(Trilzschet al. 2004). YopE, YopO und YopT wirken allesamt auf dgtoskelett, aber interagieren
in unterschiedlicher Weise mit den GTPasen Rho, RacCdc42 (A.3.2.4). Es ist denkbar, dal? diese
drei Yops, zumindest sich teilweise, Uberschneiddfffiekte besitzen und daraus, trotz Deletion eines

einzelnen Yops, eine teilweise Komplementierungfdekenden Yop-Effektes resultiert.
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Insgesamt gesehen zeigte sich, dal’ YopH, YopE, Yom)¥opM neben YopP einen grofl3en Einfluss
auf die Virulenz, das Etablieren einer Infektiondudas Uberleben im Wirtsorganismus haben.
Dagegen sind die Auswirkungen eines Fehlens vonTYlopwv. YopO von nicht so gravierendem

Ausmal? fur die Virulenz.

D.2 Untersuchung der Immunantwort auf ein heterologes Atigen

Neben der Untersuchung der Virulenz der verschiedddeletionsmutanten wurde in dieser Arbeit
die Eignung dieser Mutanten als Impfstofftragereosuicht. Als Impfstoff wurde ein Fusionsprotein
bestehend aus YopE und dem Listerioslysin O (LL&endet, welches von. enterocolitican das
Zytosol der Wirtszelle transloziert wird. Die dadarinduzierte zellulare Immunantwort auf das
Modellantigen LLO aud.. monocytogenewiurde ndher untersucht. Durch die Immunisierung mit
einem aufY. enterocolitica basiertem Impfstamm konnte eine protektive Immuangégen eine

Listeria Wildtyp Infektion hervorgerufen werden.

D.2.1 Lebendvektoren induzieren zelluldre Immunantwortin vivo

Das in dieser Arbeit verwendete YopE Fusionsprof@pE,; 13d L Os; 364M45, welches sich auf dem
Plasmid pHR430 befindet, verfugt tber die zwei imshaminanten Epitope: LL§E)go und LLOyg0.202
Dadurch wurde die Untersuchung der CD4ind der CD8 T-Zellantwort im oralen
Mausinfektionsmodell moglich. Der Vergleich der €Hantwort auf LLO nach oraler bzw. i.v.
Infektion mit den verschiedenen YofR®ppelmutanten sollte zum Einen einen maglicherl&ftler
Yop Proteine auf die Immunantwort des Wirtsorganisraffenlegen. Zum Anderen war das Ziel die
Verminderung der Virulenz unter gleichzeitigem Hrloer Immunogenitat des Erregers, wodurch die

Nebenwirkungen einer Impfung im Allgemeinen redtzieerden.

Es konnte festgestellt werden, dal? mit einer edroittenuierung der Bakterien, die Induktion einer
Immunantwort verschlechtert wurde. So l6sten diestiarksten attenuierten StamieH, APE,APQ
und APM sowohl eine schwache LL§,o; spezifische CD%4 als auch eine schwache LGy
spezifische CD8T-Zellantwort aus. Dies gilt fir beide Infektiomsn gleichermafen (s. C.1.6.1 und
C.1.6.2C.1.4.2).

Nach Infektion mit denyop-losen Stamm WA-C(pTTSS) konnte aufgrund der s¢bnetliminierung
keine T-Zellantwort nach oraler Infektion detektiererden. Erst eine 100-fach héhere Dosis, in
Bezug auf die anderen Stamme, fihrte im i.v.-Infeidmodell zu einer schwachen, den vier stark

attenuierten Stammen ahnlichen, Anzahl von bldgspezifischen T-Zellen.
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Die StammeAPT, APO undAPLcrVkazo zeigten eine vergleichbare zellulare Immunantwoet der
AYopP Stamm.

Ein entscheidender Faktor fur die Induktion einéfeldiven Immunantwort ist der Grad der
Kolonisierung des Lebendimpfstammes im Wirtsorgans (Igweet al. 1999). Ein Grund fur die
schlechte zellulare Immunantwort bei den Stammier, APE,APQ undAPM konnte die schlechtere
Kolonisierung sein. Sie kolonisieren den Dunndamd die Peyer'schen Plaques, sind aber kaum in
der Lage Milz und Leber zu besiedeln. Dies trat sporadisch auf (s. C.1.4.1). Auch nach i.v.-
Infektion zeigten diese Stamme eine schlechter@risierung gegenuber defAYopP Stamm, mit
Ausnahme dedPM Stammes. Aufgrund der starken Attenuierung ued dhmit einhergehenden
schnellen Eliminierung der Bakterien kommt es zinde oder nur sehr kurzen Kolonisierung des

Wirtsorganismus.

Der StammAPM zeigt nach i.v. Infektion eine deutlich verbesseellulare Immunantwort als nach
oraler Immunisierung und ist tendenziell, aber ni&ignifikant, besser als die dayopP Stammes.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass YopM EinfluR ali€ Suppression der Immunantwort hat. In
Y. pestiskonnte flr YopM gezeigt werden, daf3 dieses Yoddnfrihen Phase einer Infektion eine
Rolle spielt und ein essentieller Virulenzfaktor bler Infektion von Mausen (Leunet al. 1990;
Kerschenret al.2004).

Die StammeAPT, APO undAPLcrVka,q zeigen nach oraler Infektion, bezogen auf defopP
Stamm, ein geringeres Potential L&:;Q spezifische CD8 T-Zellen zu induzieren. Grund daftr
konnte die weniger effiziente Kolonisierung der &eéschen Plaques sowie der Milz (im Falle der
APO Mutante) sein. Unterstitzt wird dies durch dielnfektion. Dort zeigte sich bei den Stammen
APT, APO, APLcrVkso und AYopP eine vergleichbare Kolonisierung der Organel wkein
signifikanter Unterschied in der Anzahl induziertdrOg,; o9 Spezifischen CD8 T-Zellen (s. C.1.4.1
und C.1.6.1). In Bezug auf die CD4T-Zellanwort war zwischen den StammePT, APO,
APLcrViazq undAYopP kein signifikanter Unterschied feststellbar.

Sowohl flrY. pseudotuberculosis auchY. enterocoliticadie aufgrund des PlasmidpkiR430 das
YopE-LLO-Fusionsprotein translozieren, konnte digluktion einer spezifischen Cb4ind CD8
T-Zellantwort auf LLO im Mausinfektionsmodell nacwjiesen werden (Rissmaenal.2003).
Interessant ist die Induktion spezifischer CO4Zellen nach Translokation. Ublicherweise werden
intrazellulare Proteine auf den MHC-I Weg prozessiwas zu einem CD8T-Zellpriming fiihrt
(Russmanret al. 2003). In anderen Arbeiten konnte gezeigt werdaift, einige MHC-II prozessierte
Proteine aus dem Zytosol stammten (Rudenskyal. 1991; Lechleret al. 1996). Eine weitere
Erklarung ist moglicherweise die ,Cross Presentétigireuzprasentation). Dies ist ein anderer Weg

der Antigenprasentation bei dem apoptotische odkratische Zellen durch Makrophagen oder DCs
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phagozytiert werden. Die endosomale Prozessierwsrg pthagozytierten Peptide, darunter auch
translozierte Antigene, und die anschlie3ende Rtasen im MHC-Klasse-II Kontext fuhrt folglich

zu einer CD4 T-Zellantwort.

Aufgrund der starken Attenuierung und der schlecthtelonisierung konnten keine Effekte von Yops
auf das Priming von T-Zellen erfasst werden. Z.8nrke in anderen Arbeiten gezeigt werden, daf3
YopH in vitro die B- und T-Zell-Aktivierung inhibre (Yao et al. 1999; Alonscet al.2004), wahrend

im Mausmodell eine Kolonisierung mitH-Mutanten nach oraler oder i.v.-Gabe zu einerhasc

Eliminierung und schwachen zellularen Immunantwiaintt.

D.2.2 Durch Lebendvektoren vermittelter Schutz vorListeria Wildtyp Infektion

Basierend auf der Induktion einer CD8-Zellantwort gegen das heterologe Antigen YopEoLL
fuhrten &hnliche Versuche nfialmonella welche das YopE-LLO Fusionsprotein translozierian

einer lang anhaltenden protektiven Immunitat gdgsteriose (Russmanet al.2001).

Erst die Inaktivierung vogopP ermdglichte die Induktion von spezifischen CO8Zellen und somit
die Verwendung vorY. enterocoliticaals Impfstamm gegen eithe monocytogened/ildtyp Infektion
(Trilzschet al. 2005). Die YopE-LLO-Fusionsprotein translozierem@&&amme wurden einmalig oral
verabreicht. 4 Wochen spéter erfolgte eine i.vektibn mit L. monocytogenes3 Tage nach der
Infektion mit Listeria wurde die Milz entnommen und die Keimzahl bestimiie Translokation des
heterologen Antigens Yopksd-LOs;1.35dM45 in das Zytosol der Wirtszelle imitierte eihdésteria
Wildtyp Infektion und fuhrte abhangig vom verwenrgtel’ersinia Stamm zu einer unterschiedlich
starken Bildung von spezifischen CD4hd CD8 T-Zellen (s. C.1.6).

Die Immunisierung mit dem StammYopP flhrte, wie bei einer subletalen Infektion mit
L. monocytogeneszu einer vollstandigen Elimination der Listeriensader Milz (s. C.1.7). Die
Immunisierung mit den YopE-LLO translozierendéarsinia StammemPT, APO undAPLcCrVkazq
fuhrte zu einer stark reduzierten Keimbelastungdém Milz. Mdglicherweise hangt dies mit der
verringerten Effizienz der Kolonisierung im VergleizurAYopP Mutante zusammen. Die restlichen
Stamme APH, APE, APQ und APM waren schlechter in der Lage, den Wirtsorganssmu
kolonisieren und eine entsprechende zellulare Inantwort zu induzieren. Darin dirfte, neben der

raschen Eliminierung der Yersinien, ein Grund féin dchlechten Immunschutz zu finden sein.

Neben den CD4sind CD8 T-Zellen fiir den Erfolg bei der Etablierung demmmitat wichtig. CD8
T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Elimimung von intrazellularen Mikroorganismen wie
Listeria. So kdbnnen CD8T-Zellen den Verlauf der Infektion limitieren, iach sie infizierte Zellen

erkennen und eliminieren (Amaed al. 2005). CD4 T-Zellen helfen bei der Aufrechterhaltung von
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CD8’ T-Zellen (Sunet al. 2003). Somit kann die schwach induzierte CD4Zellantwort durch die
StammeAPH, APE, APQ undAPM mit ein Grund fir die hohe Keimbelastung und dehlechten
Immunschutz sein.

Auch mitY. pseudotuberculosisurde versucht, einen Schutz gegen eirsteria Wildtyp Infektion
zu vermitteln. Nach Translokation von YopE-LLO k& zur Bildung CD4und CD8 spezifischer
T-Zellen, jedoch vermittelte die induzierte Immutvaort nur einen partiellen Schutz. Es wird
vermutet, dal? die Kreuzprasentation auch fur disldsung der CD4T-Zellantwort auf LLO nach

einerListeria Wildtyp Infektion verantwortlich ist (Skoberret al.2002).

Die Ergebnisse zeigen das Potential Wonenterocolitica heterologe Antigene in das Zytosol von
eukaryotischen Zellen zu translozieren und eindegtive Immunitdt gegen einen intrazellularen
Erreger hervorzurufen. Ferner zeigen diese Versudtedd der Einsatz vonYersinia als

Lebendimpfstoff sehr stark von der Balance zwischémilenz und Immunogenitdt des Stammes
abhangt. Viele der in dieser Arbeit getesteten 8témmaren im Mausmodell zu stark attenuiert oder

noch zu virulent um sie als Lebendimpfstoff eineatzu kénnen.

D.3 Untersuchung der LcrV-LLO-Fusionsproteine als Totimpfstoff

D.3.1 Herstellung der Proteinimpfstoffe

Neben den herkdmmlichen Verfahren zur Impfstofftediteng, wie z.B. Attenuierung des Erregers,
ermoglichen die Entwicklungen in der Molekularbigilo die Konstruktion rekombinanter Antigene.

Um die rekombinanten Proteine herzustellen, wuidepeokaryotisches Expressionssystem genutzt,
da die urspriinglichen Komponenten des Proteiniroffést aus Bakterien stammen und somit nicht

auf Glykosylierung geachtet werden musste.

Der Totimpfstoff besteht aus zwei Komponenten: Zeimen aus dem LcrV Protein, welches TLR2-
Aktivitat besitzt und zudem die eigene Aufnahme@s Zytosol der Wirtszelle induziert (Sing 2005).
Dabei wurde das Wildtyp-LcrV als auch das K42Q emié LcrV N-terminal vor das Antigen
kloniert. Das Antigen, der C-terminale Teil des tBios, ist ein LLGs3gFragment mit den

immundominanten Epitopen.

Es gelang Uber mehrere Klonierungsschritte didsgmbinanten Proteine in einem LPS-mutiertém
coli Stamm (BI21AmshbB) zu exprimieren. Dieser Stamm enthélt zusdtainen Vektor, der tRNA
Gene mit seltenen Codons kodiert (Kane 1995). Eegfmessionsstudien ergaben, dal’ die Proteine

nach Zelllyse vorrangig im unléslichen Sedimentfimden waren. Dies sprach fur eine Aggregation
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der neu synthetisierten Proteine. Die exprimiertBroteine liegen in den so genannten
EinschluZkérpercherinclusion bodiesin einem partiell gefalteten Zustand vor. Um Bieteine in
Lésung zu bekommen, missten die EinschluBkdrpercegraturiert und nach der Aufreinigung
renaturiert werden (Marstoet al. 1990). Da hierbei die korrekte Rickfaltung nichivhrleistet ist,
wurde die Proteinexpression in einer Reihe voneseit Experimenten optimiert. Dadurch konnte die
Bildung von EinschluRkdrperchen reduziert werded somit ein hoherer Anteil an |8slichem Protein
in nativer Konformation erhalten werden. Die Aufigung der Proteine erfolgte Uber den
Hexa-Histidin-Tag. Dieser befand sich C-terminal dme Bindung des LcrVs an TLR2 nicht zu
beeintrachtigen. Dieses oft angewandte Chromatbgregrfahren beruht auf der Interaktion eines auf
einer Matrix immobilisierten Metallions mit den 8mketten spezifischer Aminosauren. In dieser
Arbeit wurde anstatt mit dem héaufig verwendetenkBlion (N das Cobaltion (C8) verwendet.
Dieses Chromatographieverfahren konnte erfolgreighAufreinigung von Proteinen aus Bakterien
angewandt werden (Chen al. 1994), aber auch aus eukaryotischen Expressideasgs wie in Hefe
oder Saugerzellen (Jankneddtt al. 1991; Borsiget al. 1997). Um die Reinheit der Proteine nach
Aufreinigung mittels Hexa-Histidin-Tag zu erhéhemurden die Proteine einer GroRRenausschlul3-
Chromatographie (Gelfiltration) unterzogen. Die fltehtion ist eine Sdaulenchromatographie, bei der
die Partikel der S&ulenmatrix Poren eines defiarerDurchmessers haben. Je nach Grol3e des
Molekils koénnen diese in die Poren eindringen odeint. Dadurch ergibt sich ein Zeitunterschied
beim Durchlauf der Saule, der genutzt wird, umdierin einem entsprechenden Zeitfenster liegenden
Proteine aufzufangen. Nach der Gelfiltration wurdés Proteine mittels Spin-Filter aufkonzentriert
um die durch die Gelfiltration erwirkte Verdinnumigckgangig zu machen. Die Expression der
Proteine inE. coli machte eine Abreicherung des bakteriellen Lipogmtgharids (LPS) n6étig. Diese
wurde mit dem EndoTr&pred-Kit (Profos, Regensburg) nach Herstellerangahechgefiihrt. Werte
bis zu 0.5 pglg gelten als Endotoxin-frei, wéhrend Proben bis ddug als leicht Endotoxin
kontaminiert bezeichnet werden. Somit wurden a@itht kontaminierte Proteine fir Impfzwecke
verwendet. Jedoch wurden diese mit dem Bi2isbB Stamm exprimiert, dessen LPS eine, bis zu
10.000 fache, stark reduzierte Stimulanzwirkungtbe&Somervilleet al. 1996).

D.3.2 Induktion einer spezifischen Immunantwort durch Proteinimmunisierung

In einem ersten Schritt wurde die Applikationsaet &roteinimmunisierung evaluiert. In bisherigen
Studien zeigte sich, daf? neben dem Antigen auclAdides verwendeten Adjuvans, die Dosis und
die Applikationsart eine wichtige Rolle bei der fAuSgung der Immunantwort spielen (Conetyal.
1998; Leclercet al. 1998). So wurden als erstes die Proteine i.p.uadgespritzt und die zellulare
Immunantwort bestimmt. Dabei zeigte sich, dal3 gie Applikation besser geeignet scheint, da hier
mehr spezifische CD8T-Zellen generiert wurden (s. C.2.3.1). Um die anizdieser spezifischen T-

Zellen zu steigern wurde die Dosis verfunffachtd&m wurden die Proteine durch Zugabe von
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inkompletten Freundschen Adjuvans (IFA) stabilisidburch das Einbinden des Antigens bzw.
Proteins entsteht ein Depot, welches nur langsdgekist wird. Dadurch kann die Halbwertszeit des
Antigens im Korper um ein Vielfaches verlangert whié Immunantwort durch den verlangerten
Kontakt verstarkt werden. Mit dem Einsatz von Adjntien ist es zudem mdglich, die Immunantwort
zu beeinflussen und in eine bestimmtg-Richtung zu verschieben. So werden in der Medizin
Totimpfstoffe und Toxoide mit Adjuvantien versetzin die Antikdrpertiter zu erhdhen (Tizard 1981).
Das IFA wurde gewahlt, da es kaum immunmodulatbrigcksam ist, dafiir aber gute Kurzzeitdepots
bildet (Coxet al.1997). IFA stimuliert die humorale Immunantwortne die zelluldare Immunantwort

zu beeinflussen (Jensenal.1998).

Mit diesem Versuchsaufbau konnte eine LLO spetifist-Zellantwort induziert werden (s. C.2.3.2
und C.2.3.3). Dabei lieferten der ELISpot-Assaygleichbare Ergebnisse wie die FACS-Analyse.
Nur im ELISpot-Assay wurde die CDAntwort bestimmt (s. Abbildung 23).

Es zeigte sich, dal3 durch die Proteinimpfung aucde ewischen den verschiedenen Proteinen
vergleichbare CD4Antwort induziert wurde. FACS und ELISpot-Assaygem, daR ein signifikanter
Unterschied bei der CD8T-Zellantwort auf das Fusionsprotein und dem LLOsKollprotein
besteht. Da zwischen dem LcrV-LLO Fusionsproteid dem Proteinmix aus einem Molekil LcrV
und einem Molekll LLO kein Unterschied besteht,rkame Translokatoreigenschaft des LcrVs im
Mausmodell nicht bestatigt werden. Die Ergebniseesan eher auf eine Adjuvanswirkung des LcrVs
hin. Ein Grund dafir kdnnte sein, dald trotz IFA &astein schnell degradiert wird und somit das
LLO5.306 Nicht mit dem LcrV ins Zytosol gelangt. Die TLR2Mane des LcrV wére aber noch aktiv
und konnte tber TLR2 und MyD88 den TranskritionsfakNF+«B induzieren (Takedat al. 2004;
Sing 2005). Unterstitzt wird die Schlussfolgerurmy Adjuvanswirkung von anderen Arbeiten, bei
denen PAMP-Antigen-Fusionsproteine zur Immunisigrbanutzt wurden. Es konnte gezeigt werden,
dal3 diese PAMP-Antigen-Fusionsproteine ohne Zusatz Adjuvantien eine schnelle und starke

Antigen-spezifische Immunantwort hervorrufen (Httles al. 2007).

D.3.3 Schutz vorListeria Wildtyp Infektion nach Proteinimmunisierung

Dal? je nach Infektionsartcl oder Ty Schutz vermitteln, wurde von der Gruppe um A. Quen
gezeigt. So ist, bei sich schnell vermehrenderpperen viralen Infektionen, die Anwesenheit einer
ausreichend hohen Anzahl von antigenspezifische®” GEZellen der E- und Tew-Population fir die
erfolgreiche Eliminierung der Viren ausschlaggebé@érwenkaet al. 1999; Hoganet al. 2001;
Bachmannet al. 2005). Bei einer systemischen Infektion hingegeingd der Schutz durch diecf-
Population gebildet (Wherrmgt al.2003; Zaptet al. 2004). Jedoch sind diese Ergebnisse nicht auf eine
systemischelListeria-Infektion Ubertragbar. Hier scheint die schitzenti&ell-Population die

Tem-Population zu sein. Dies wird durch Experimentéefe bei denen die Immunantwort einer
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Infektion mit durch Hitze abgetotetemeat-killed L. monocytogenemit einer Listeria Wildtyp-
Infektion verglichen wurde. Es konnte nachgewiessarden, daf3 in beiden Fallen eine
antigenspezifische CD8T-Zellantwort induziert werden konnte, die in dabsoluten Zellzahl
vergleichbar war. Diese antigenspezifischen CD&ellen waren in der Lage IFNzu sekretieren
und wiesen nach einer Belastungsinfektion einekst&ixpansion auf. Trotzdem konnte durch die
Immunisierung mitheat-killed L. monocytogend®in Schutz vor einekisteria Wildtyp-Infektion
erzielt werden. Im Gegensatz zur Infektion mit leien Listerien, konnte bei den abgetdteten

Listerien keine CD8 Effektor T-Zellen nachgewies@rden (Lauvawet al.2001; Husteet al.2006).

Dies fuihrte zu der Frage, ob die Proteinimmunisigreine ausreichende Anzahl von T-Zellen der
unterschiedlichen Subpopulationen generiert, um eioer letalenListeria-Infektion schitzen zu
kénnen. Nach der Immunisierung mit den verschiedd®®teinen kam es zu einer Generierung von
spezifischen CD8 T-Zellen aller drei Subpopulationen. Die Belassintektion zeigte, daR die
Immunisierung mit den verschiedenen Proteinen mameileichten Schutz in Bezug auf naive Mause
fuhrte. Zwischen den Proteingruppen konnte aber kigjnifikanter Unterschied festgestellt werden.
Dies legt den Schluss nahe, dal die Anzahl derrigetem Tz Population noch zu niedrig ist, um

einen effektiven Schutz zu vermitteln.
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E ZUSAMMENFASSUNG

Essentiell fur die Pathogenitat vofi enterocoliticaO:8 ist das Vorhandensein des 70 kb grol3en
Virulenzplasmides (pYV), auf dem die Gene eines -Migdekretionssystems kodiert sind. Dieses
wird bendtigt, um 6 Effektorproteine (YopP, YopEQpT, YopH, YopO und YopM) in die Wirtszelle
zZu translozieren, wo sie mit verschiedenen Zelstmen und Signaltransduktionskaskaden
interagieren, um der angeborenen Immunantwort zgeben. Durch gezielte Deletionen vgop
Genen und der anschlieBenden Untersuchungagedeletionsmutanten konnte deren Einfluss auf die
Virulenz, der Antigenprasentation und der Immunamtwles Wirtsorganismus nachgewiesen werden.
Durch die Translokation eines heterologen Antigensde eine spezifische CD4ind CD8 T-
Zellantwort gegen den Virulenzfaktor Listeriolydin (LLO) ausListeria monocytogenesrzielt. Es
wurden folgende genetisch stabyiep Deletionsmutanten erzeugtPE,APH, APQ,APM, APO,APT
undAPLcrVia.q. Die Virulenz dieser Mutanten wurde im Vergleiachmz Wildtyp [WA-C(pYV::CM)]
undAYopP im oralen sowie i.v. Mausinfektionsmodell ustesht.

Von allen getesteten Mutanten erwies sich diéopP-Mutante als der am besten geeignete
Impfstamm. Die YOpE-LLO-MA45 translozierendeYopP-Mutante konnte die héchste Anzahl von
CD8' T-Zellen in vivo nach oraler Applikation induziereferner konnte durch eine einmalige orale
Immunisierung mit dieser Mutante ein Schutz gegere déisteria Wildtyp Infektion vermitteln
werden. Leider ist diaYopP-Mutante, aufgrund einer ca. 10%igen Sterbbdiskate bei Mausen, als
Lebendvektor ungeeignet.

Sowohl die Mutante@PT als aucm\PLcrVka.q zeigten bei der Kolonisierung keinen wesentlichen
Unterschied zunYopP-Mutante. Somit konnte gezeigt werden, daR Yapd@l die Punktmutation
K42Q im LcrV keine bedeutende Auswirkung auf dieWénz besitzen. Jedoch flhrte die Deletion
von yopT, yopO oder der Punktmutation im LcrV in dexYopP-Mutante zu einer signifikant
niedrigeren Anzahl von LL&.o Spezifischen CD8T-Zellen. So konnte durch eine einmalige orale
Immunisierung konnte mit deiY. enterocoliticaStammenAPLCrVka.o, APT und APO nur ein
partieller Schutz erzielt werden.

Die Deletion voryopE yopH, yopQ yopOoderyopMfihrte zu einer signifikanten Einschrankung der
Virulenz im Mausmodell. Die Effektorproteine YopMopQ, YopE und YopM erwiesen sich als
essentiell fir die Etablierung einer Infektion. BlurDeletion der entsprechenden Gene konnten diese
Mutanten, nach oraler Infektion, nur in geringehZaB. in den Peyer’schen Plagues nachgewiesen
werden. Auch nach i.v. Infektion wurde eine det#idReduktion der Keimzahlbelastung in der Maus
festgestellt. Die Stamma&PE, APH, APM, APQ und der Yop-lose Stamm WA-C(pTTSS) konnten
nach oraler Infektion nur wenige CD8pezifischen T-Zellen induzieren und vermitteltexinen
Schutz gegen eindsteria Wildtyp Infektion.

Alle Stamme translozierten ein heterologes Antigeelches es ermdéglichte, neben der Induktion

einer zellularen Immunantwort den Einflu auf dietidenprasentation von DCs zu untersuchen. Es
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zeigte sich, dal3 die Deletion von Yops auch Auswigen auf die Antigenprasentation in vitro hat.
Die beste Antigenprasentation konnte nach Infekimah dem Yop-losen Stamm WA-C(pTTSS)
gemessen werden. DieYopP-Mutante und alle deren Abkémmlinge inhibiesggnifikant besser die
Antigenprasentation durch DCs. Die starkste Inkubitder Antigenprasentation konnte in den Yop-
Einzelmutanten (aussaiYopP) sowie denYersiniaWildtyp gemessern werden.

So verdeutlicht diese Arbeit das Potential orenterocoliticadurch Translokation eines heterologen

Antigens, eine protektive Immunitat gegen eineraizgllularen Erreger zu vermitteln.

Das LcrV Protein au¥'. enterocoliticahat laut Literatur die Eigenschaft, an TLR2-pesitZellen zu
binden, dann mittels Makropinozytose aufgenommen weerden und in das Zytosol der
eukaryotischen Zelle zu gelangen. Diese Eigensdladife ausgenutzt werden um einen Totimpfstoff
Zu generieren, der aus 2 Teilen besteht:

1. dem LcrV als Translokator und

2. dem Antigen gegen einen intrazellularen Erregetéria monocytogengs
Durch Fusionierung der beiden Proteine sollte eglietd sein, das Antigen mit in das Zytosol der
TLR2-positiven Zelle zu schleusen.
So wurden verschiedene Proteine exprimiert, gageurid im Mausmodell getestet. Dabei wurden die
Immunantwort und ein sich daraus ergebender Semiezsucht.
Nach i.p. Applikation der Proteine konnte mitteldGS und ELISpot-Assay eine CD4ind CD8
T-Zellantwort festgestellt werden. Das FusionsprotecrV-LLO generierte dabei eine signifikant
hohere CD8 T-Zellantwort als das Kontrollprotein LLO. Die Rene konnten insgesamt fir eine
leichte Reduzierung der Keimzahl nach einer Befaginfektion sorgen, jedoch zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der Immunisigrumit dem LcrV-Fusionsprotein und dem

Kontrollprotein.
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