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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia und ihre medizinische Bedeutung

Die Gattung Yersinia wurde 1964 nach dem Schweizer Bakteriologen
Alexandre J. Yersin benannt (47), der 1894 als erster den Erreger der Pest
isolierte. Die Mitglieder der Gattung Yersinia gehoren zu der Familie der
Enterobacteriaceae (102) und sind ubiquitar verbreitete, Gram-negative
Stabchenbakterien. Sie sind pleomorph, nicht sporenbildend, fakultativ anaerob
und wachsen optimal bei 27 — 30 . Bekannt sind elf Arten, von denen drei
humapathogen sind (26, 34): Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis und

Yersinia enterocilitica.

Yersinia pestis ist der Erreger der sogenannten Beulen- und Lungenpest und
war im Mittelalter und der frihen Neuzeit fir verheerende Epidemien

verantwortlich.

Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocilitica stellen die
enteropathogenen Vertreter der Gattung Yersinia dar (113). Die Infektion durch
Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica erfolgt auf dem fakal-
oralem Infektionsweg durch die Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln,
insbesondere Schweinefleisch, nicht pasteurisierte Milch oder verunreinigtes
Trinkwasser (38,3). Beide Erreger fuhren zu einem ahnlichen Erkrankungsbild,
der Yersiniose. Es erkranken vor allem Kinder und immungeschwéchte
Personen. Nach einer Inkubationszeit von drei bis sieben Tagen beginnt die
Erkrankung mit einer akuten Gastroenteritis, die durch Ubelkeit und Diarrhoe,
kolikartige abdominelle Beschwerden sowie Fieber gekennzeichnet ist. Die
Erkrankung ist in der Regel selbstlimitierend, in seltenen Fallen verlauft die
Infektion jedoch septisch mit Bildung von Abszessen in Leber, Milz und anderen

Organen. Dies tritt beispielsweise bei Immunsuppression, Desferrioxamin-
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Behandlung und bei Patienten mit Eisentberladung auf (23,24,87). Chronisch
persistierende Yersiniosen sind ebenfalls selten (61).

In 10 % der Erkrankungen kann im Anschluss als immunpathologische
Folgeerkrankung eine reaktive Arthritis, ein Erythema nodosum oder eine
Uveitis auftreten. Besonders davon betroffen sind Patienten, die das MCH-Gen
HLA B27 tragen (1). Die reaktive Arthritis tritt einige Tage bis hin zu Monate
nach der akuten Enteritis auf und heilt nach ein bis zwdlf Monaten spontan aus.
Bei einer geringen Anzahl der Patienten verbleiben Residuen, wie z.B. leichte
Ruckenschmerzen bis hin zu einer Sacroilitis. In seltenen Fallen kommt es zu
einer ankylosierenden Spondylitis (120).

Die Therapie der akuten Infektion mit Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia
enterocolitica beinhaltet den Ausgleich des Flussigkeits- und Elektrolytverlustes.
Eine antibiotische Therapie ist bei schweren Verlaufen, einer Sepsis oder bei
immunsupprimierten  Patienten notwendig. Die Diagnose wird durch
Erregeranzucht aus Stuhlproben, Blutkulturen oder durch serologische

Verfahren, z.B. Widal-Agglutination oder Immunoblot gestellt.

Nach elektronenmikroskopischen und zellbiologischen Untersuchungen wurde
Y. enterocolitica als extrazellulares Pathogen beschrieben (10,42,57), es tritt in
einigen Fallen aber auch intrazellular auf (72). Ahnliches gilt fur
Y. pseudotuberculosis (109,110).

Die drei humanpathogenen Yersinien Stamme weisen trotz unterschiedlicher
Infektionswege und Krankheitsbilder folgende Gemeinsamkeiten auf: den
Tropismus gegenuber lymphoidem Gewebe und die Resistenz gegeniber der
unspezifischen Immunabwehr, insbesondere Makrophagen und

polymorphonuclearen Leukozyten (88).

1.2 Das pYV Plasmid und die Pathogenitatsfaktorenv ~ on
Yersininia enterocolitica

Bei der Infektion mit enteropathogenen Yersinien spielen die Epithelzellen des

Gastrointestinaltraktes in der Immunantwort eine initiale Rolle. Die Interaktion
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von Yersinia enterocolitica mit Epithelzellen induziert die Ausschittung von
Zytokinen, wodurch Makrophagen und PNMs rekrutiert werden. Diese stellen
gemeinsam mit den naturlichen Killerzellen eine erste Verteidigungslinie der
angeborenen Immunitat dar, durch die eine primare Infektion mit
Y. enterocolitica in den ersten Tagen eingedammt wird (11,12,14,33,58,98). Im
weiteren Verlauf werden die Erreger durch die adaptive, T-Zell-vermittelte
Immunantwort bekampft (7,8,11,14).

Yersinien besitzen eine Vielzahl von Pathogenitatsfaktoren, die die Invasion
und Ausbreitung im Wirtsorganismus ermdglichen. Diese sind teilweise
chromosomal (91) und teilweise auf einem stark konserviertem, 70 kb grol3en
Virulenzplasmid kodiert (114). Auf diesem, als pYV bezeichneten
Virulenzplasmid, sind die Yop-Gene in einem Virulon organisiert. Es kodiert
zum einen fir Proteine, die den Sekretions-Apparat bilden, und zum anderen
fur Proteine, die sogenannten Yops (Yersinia outer proteins), die durch dieses
Transportsystem in die Wirtszellen transloziert werden. Bei Y. enterocolitica
sind bisher sechs Effektor-Yops beschrieben worden, die man als YopH, YopE,
YopT, YopO, YopP und YopM bezeichnet.

In der aktuellen Forschung finden die vom pYV Plasmid kodierten Faktoren, die
Uber das Typ lll-Sekretionssystem in die Wirtszelle transloziert werden,
besondere Bedeutung. Diese Effektor-Yops greifen an unterschiedlichen Stellen
in die Physiologie der Wirtszelle ein, wodurch sowohl die unspezifische wie
auch die spezifische Immunantwort beeinflul3t wird (19,41,45,81,82,96). Auf
zellularer Ebene inhibieren die Yops insbesondere bei Makrophagen Uber
intrazellulare Kaskaden die Phagozytose und induzieren letztendlich deren
Apoptose (19,41,45,81,82,96). In Tabelle 1 ist eine Ubersicht liber einige der
bekannten und gut charakterisierten Virulenzfaktoren dargestellt.
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Tab. 1: Ubersicht der wichtigsten Pathogenitéatsfaktoren enteropathogener Yersinien.

Chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren

Faktor Funktion Literatur

Inv Adhasin, ein Invasin. Durch Bindung an 81 (75), (104), (85),
Integrine wird die Transzytose durch M-Zellen, (206), (70), (27),
die Internalisierung in Epithel-Zellen und die (44), (78), (5).

Sekretion von IL-8 vermittelt. Aktivierung von B-
und T-Lymphozyten zur Proliferation oder
Zytokin-Sekretion. Die Bildung von
Pseudopodien bei T-Lymphozyten wird induziert
und die hapto- und chemotaktische Wirkung
vermittelt.

Ail Vermittelt neben der Adhasion an und Invasion | (80), (21), (86).
in Epithel-Zellen auch Serum-Resistenz.

Myf Fimbrien, die moglicherweise als intestinaler (67)
Kolonisierungsfaktor zusammen mit Yst
Diarrhoe auslésen.

RovA Regulator von Invasin und anderen (43), (90).
chromosomalen Virulenzgenen. Beeinflussung
der Inflammation in Peyerschen Plaque.

SodA Detoxifiziert Sauerstoff-Radikale, die durch (93)
Kontakt mit polymorphonuklearen Leukozyten
gebildet werden. Vermittelt Virulenz bei der
Besiedelung von Leber und Milz, aber nicht bei
der Kolonisierung von Peyerschen Plaques.

Yst Hitzestabiles Enterotoxin. Es stimuliert die (40),(89), (92).
Guanylat-Zyklase intestinaler Epithel-Zellen und
|6st Diarrhoe aus.

HPI (“High Pathogenicity Island”) (55), (9), (13).
Kodiert fur das Siderophor Yersiniabactin und
damit assoziierte Gene. Es vermittelt so die
Aufnahme von Eisen. Mdglicherweise
immunsupprimierende Wirkung auf B- und
T-Zellen, Makrophagen und PMNSs.
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pYV kodierte Pathogenitatsfaktoren

Faktor Funktion Literatur

YadA Vermittelt Adh&arenz an epitheliale Zellen und (60), (95), (94),
professionelle Phagozyten. Bindet an Kollagen, | (107), (121), (31).
zellulares Fibronectin und Laminin. Vermittelt
Phagozytoseresistenz und Schutz gegen
Komplement-vermittelte Lyse (durch Bindung
an Faktor H) und Defensine.

Lerv Supprimiert die Expression von TNFa und IFN- | (127), (111).
y. Inhibiert die Chemotaxis von Neutrophilen.
Induziert in Makrophagen die Produktion des
immunsuppressiven Zytokins IL-10.

YopE Zytotoxin, aktiviert GTPase, fuhrt durch (2), (29), (84), (97)
Interaktion mit Rho, Rac, Cdc42 zur Zerstoérung
der Aktin-Filamente und verhindert so die
Phagozytose.

YopT Zerstorung der Aktin-Filamente und (66), (131).
Veranderung des Zytoskeletts durch
Modifikation von RhoA, was zu einer
Umverteilung von RhoA von der Membran ins
Zytosol fuhrt.

YopH Protein-Tyrosin Phosphatase, welche die (53), (18), (20), (99),
Proteine des fokalen Adhasions-Komplexes (130).
dephosphoryliert. Verhindert durch Auflésung
der fokalen Adhéasions-Komplexe die
Phagozytose durch Makrophagen und
Granulozyten. Suppression des “oxidative
burst®. Inhibition der Antigen-Rezeptor
assoziierten Signaltransduktionskaskaden in B-
und T-Lymphozyten.

YopO Zerstérung des Aktin-Zytoskeletts, was zur (69), (50), (15).
(YpkA) | Abrundung von Zellen fuhrt. Protein-Kinase, die
durch Aktin aktiviert wird und die Auto-
phosphorylierung von Serin-Resten katalysiert.
Interagiert mit RhoA und Racl.

YopM Agglutination von Plasma. Homolog zum von (76), (77), (112).
Willebrand-Faktor. Wird in den Nukleus
transportiert, Funktion unklar.

Bei unterschiedlicher Nomenklatur der einzelnen Faktoren von Y. enterocolitica

und Y. pseudotuberculosis werden diese als zweites genannt.
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1.3 Das Typ llI-Sekretionssystem

Das Typ lll-Sekretionssystem (TTSS) wurde zundchst bei Isolaten von
Yersinia spp., Shigella spp. und Salmonella typhimurium beschrieben. Bei
vielen Gram-negativen Bakterien ist es ein weit verbreiteter Mechanismus zur
Sekretion und Translokation von Virulenzfaktoren oder ,Effektor‘-Proteinen in
eukaryotische Wirtszellen um das wirtseigene Immunsystem zu umgehen
(37,49). Das Vorkommen dieser TTSS ist jedoch keineswegs auf human- und
tierpathogene Bakterien beschrankt, sie werden auch bei einer ganzen Reihe
von pflanzenpathogenen Bakterien, wie z.B. Pseudomonas spezies
beschrieben (59). Bekannt sind bisher Gber 20 unterschiedliche
Typ llI-Sekretionssysteme in Tier- und Pflanzenpahtogenen (35). Komponenten
des TTSS weisen Homologien zum Flagellen-Export-System auf, was als
Hinweis auf einen gemeinsamen evolutiven Ursprung gewertet werden kann
(124).
Eines der bisher am besten untersuchten Sekretionssysteme ist das
Yersinia Ysc System. Unter physiologischen Bedingungen wird die Sekretion
und Translokation der Yops durch den direkten Kontakt des Bakteriums mit der
eukaryotischen Zelle getriggert, in vitro lasst sich dies jedoch auch durch
Zugabe von Ca®" lonen in das Nahrmedium auslésen. Bei Salmonellen,
Shigellen und Yersinien wird der Typ llI-Sekretionsapparat als Injektiosom
bezeichnet. Es umfasst etwa 25 Proteine (35,49,65) und ist aus einem
Basalkorper und einer nadelférmigen Struktur, die diesem aufsitzt, aufgebaut.
Der Basalkérper durchspannt die Peptidoglykanschicht sowie die innere und
aulRere bakterielle Membran (73). Beide Komponenten schlieRen einen Kanal
von 20-30 A Innendurchmesser ein (73) durch welchen die Proteine die
Bakterienhille passieren (35). Unter den sekretierten Proteinen werden drei
Kategorien unterschieden:
1. Effektorproteine, die nach Wirtszellkontakt sekretiert und in die
Wirtszelle injiziert werden. Bei Yersinia enterocolitica sind dies YopE,
H, M, O, T und P.
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2. Proteine mit regulatorischer Funktion fur den Proteinexport. Bei

Yersinia spp. fungiert YopN mdglicherweise als eine Art
Verschlu3stopfen, der nach Interaktion mit der Wirtszelle via Adhasin
YadA entfernt wird (22). LcrQ/YscM fungieren moglicherweise
ebenfalls als Regulatoren (36).

Proteine, die fur die Translokation der eigentlichen Effektoren in die
Wirtszellen verantwortlich sind indem sie eine Pore in der
Zellmembran bilden. Bei Yersinia spp. sind dies die sogenannten
Translokator-Yops, YopB, YopD und LcrV (100).

Fur die Injektion der Yops (siehe Abb. 1) sind aul3er dem direkten Kontakt des

Bakteriums mit der eukaryotischen Zelle die drei Translokator-Yops, YopB,

YopD und LcrV (100) erforderlich. Diese destabilisieren die eukaryotische

Membran in dem Mal3e, das ein Eindringen der Nadel in die Membran
ermadglicht (35).

Macrophage
Nucleus

_ O

- YopO/YpkA O

YopM YopT
O
YopH O
YopE
YopP/YopJ
Bacterial adhesins ~ YSC Integrins

YadA injectisome (i

Inv
e 1 Lt

1| 71
1 B
o = !
ATPase
SycD . :
SycE
YopT @ L YopB, YopD ATP A’\DF Il';levctlon
SycT v of Yops
YopE T YopM ops
SycT
Yoo >  Yopp YOOpO Yersinia

Abb. 1: Ubersicht iiber das Modell der Typ Ill-Sekretion von Yersinia spp. (Die Abbildung wurde
aus Cornelis, 2002b entnommen (35)). Unter wirtsspezifischen Bedingungen, synthetisieren
Yersinien Yops und exprimieren den TSS Il auf ihrer Zelloberflache. Das Bakterium tritt mittels
der Adhésine Inv und YadA in Kontakt mit der eukaryotischen Zelle. Dies fiihrt zur Offnung des
Sekretions-Kanals und zur Sekretion der Translokator-Yops B, D und LcrV, wodurch es zur
Porenbildung in der Membran der Zielzelle kommt. Die Effektor-Yops kénnen nun direkt ins
Zytosol der Wirtszelle transloziert werden. Syc: specific yop chaperone.
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Der exakte Mechanismus der Yop-Sekretion und deren Signalwege wird trotz
intensiver Untersuchung noch kontrovers diskutiert. In bisherigen Studien
konnte gezeigt werden, dass die ersten 15 Codons von YopE, das beziglich
des Transportmechanismus am besten untersuchte Yop, ausreichen um die
Sekretion der Reporterproteine zu ermdglichen (4,115). Die Translokation
einiger Yops wiederum bedarf eines zusatzlichen zweiten Signals. Die daflr
weiter downstream liegenden Erkennungssequenzen sind zwar fur die Bindung
an den Sekretionsapparat nicht essentiell, jedoch vermitteln sie die optimale
und somit sekretionskompetente Entfaltung des Yops durch die Bindung an das
entsprechende Chaperon (128). Fur YopE sind hierfir Kodon 16 bis 50
ausreichend. Die Chaperone, sogenannten Syc-Proteine, werden zu einer
neuen Familie der Typ lll-Sekretions-Chaperone zusammengefasst (126).
Wahrend die Effektor-Yops YopE, H und T die entsprechenden Chaperone
Syck, H und T besitzen, bendétigen YopP, YopO/YpkA und Yop M keine
Chaperone zur Sekretion. Die Transporter-Yops YopB und D haben ein
gemeinsames Chaperon, das SycD (125). Die unterschiedlichen Chaperone
weisen nur geringe oder keine sequenzielle Ahnlichkeiten auf, besitzen aber
gleiche strukturelle Eigenschaften. Sie sind kleine (<20 kDa), saure Proteine mit
einer C-terminalen amphipatischen Helix. Einige der Chaperone, wie zum
Beispiel Syc E, bilden Dimere (17,126,126). Das Fehlen von Chaperonen wirkt
sich lediglich auf die Sekretion der entsprechenden Yops aus, ohne dabei die
Sekretion anderer Proteine zu beeintrachtigen (125). Die Bindung des
Chaperons an sein Partner-Yop vor der Translokation stabilisiert das Yop und
schitzt es vor intrabakterieller Degradation (48).

Moglicherweise dient die Chaperonbindung nicht nur dazu, Yops durch partielle
oder vollstandige Entfaltung sekretionskompetent zu machen, sondern auch
dazu, unter ihnen eine Sekretionshierarchie zu etablieren, um die Wirkung auf

die Zelle zu maximieren (25).

Das Typ llI-Sekretionssystem (TTSS) ist entscheidend fur die Virulenz von
Yersinien. Es wurden verschiedene Methoden zur Untersuchung der Yop

Translokation Uber das TTSS in eukaryotische Zellen in vitro und in vivo
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entwickelt. Zur Detektion der Effektor-Proteine des TTSS werden direkte
biochemische oder mikroskopische Methoden, und indirekte Methoden durch
verschiedene Reportersysteme angewandt. So konnte durch Herstellung eines
Expressionsvektors bestehend aus YopE-Cya (Adenylatcyclase) und
quantitativer Analyse der Umsetzung von ATP zu cAMP gezeigt werden, dass
das YopE-CyA Fusionsprotein in das Zytosol infizierter Makrophagen tber den
Typ llI-Sekretions/Translokationsapparat transloziert wird (115).

Jacobi et al entwickelten ein Reportersystem, welches auf YopE-GFP und
YopE-Luziferase Fusionsproteinen basiert. Hiermit konnten Yersinien, die das
Fusionsprotein exprimieren, in Zellkulturen und in Maus-Infektionen mittels
Fluoreszenz detektiert werden. Die Yop- Injektion konnte hiermit nicht eindeutig
nachgewiesen oder quantifiziert werden (68).

Das Problem mit welchen Zellen Yersinien in vivo interagieren und in welche
Zellen Yops in vivo transloziert werden konnte durch diese Arbeiten jedoch

nicht geklart werden.

1.4 Yersiniose in der Maus

Der Krankheitsverlauf wie auch die Symptome der enteropathogenen
Yersiniose sind bei Menschen und Nagetieren vergleichbar (29,62). Fur die
Untersuchung der Pathogenitdtsmechanismen der enteropathogenen Yersinien
werden deshalb Tiermodelle herangezogen, wobei das Mausmodell besonders
gut charakterisiert ist.

Nach oraler Infektion Uberwinden die Yersinien die intestinale Epithelbarriere
Uber die spezialisierten M-Zellen (membrandse Epithelzellen), dringen in die
Peyerschen Plaques, vermehren sich dort extrazellular und bilden Abszesse,
die sich einerseits in das Darmlumen entleeren und andererseits zur
Dissemination der Yersinien in mesenteriale Lymphknoten, Milz, Leber und
Blutbahn fuhren (10,52,57). Sie konnen wahrscheinlich Uber Jahre in
Lymphknoten persistieren. Das chromosomal kodierte Invasin ist an der
Interaktion der Yersinien mit 31-Integrin der M-Zellen und an der nachfolgenden
Transcytose der Yersinien beteiligt (32,105). Durch Interaktion von
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Y. enterocolitica mit Epithelzellen und Zellen der Peyerschen Plaques wird die
Sekretion von IL-8, IL-1B3, IL-6, TNF-a, MCP-1 und GM-CSF induziert (6,70).
Dadurch kommt es zu einer Einwanderung von polymorphonukleéren
Leukozyten (PMNs) und Monozyten (12). Nach Passage der Yersinien durch
die M-Zellen werden zusatzlich zu YadA auch Yops exprimiert und diese in die
Wirtszelle injiziert. Die Yops inhibieren in vielfaltiger Weise die
Signaltransduktionskaskade, die die Abwehrzellen normalerweise nach
bakteriellem Kontakt aktivieren wirde. Auf diesem Wege kommt es zur
Blockierung der Phagozytose und des oxidativen bursts der PMNs und
Makrophagen (36).

1.5 Das Cre-loxP Rekombinationssystem

Das Cre-Protein gehort zur Familie der DNA-Rekombinasen. Die natirliche
Funktion befindet sich im Lebenszyklus des Bakteriophagen P1, wo Cre
(causes recombination) unter anderem dazu benétigt wird nach der
Vermehrung der Phagen-DNA DNA-Untereinheiten voneinander zu trennen
(117-119).

Die 38 kDa grolle Cre Rekombinase vermittelt die ortsspezifische
Rekombination zwischen zwei identischen Erkennungssequenzen, den
loxP-Elementen (loxP = locus of crossing over (x) aus P1l). Die
Erkennungssequenz ist 34 bp lang und setzt sich aus zwei invertierten
Wiederholungen (,inverted repeats, 13bp) und einer asymmetrischen
Kernsequenz (,spacer”, 8bp) zusammen (siehe Abb. 2). Der ,spacer” gibt der
loxP-Sequenz eine Orientierung, die fur das Ergebnis der Rekombination von

Bedeutung ist.
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5’ -TATAACTTCGTATAG ATATGCTATACGAAGTTAT-3’
3" - TATTGAAGCATATCGTATAdGATATGCTTCAATAT -57

Abb. 2: Spezifische Bindung der Cre-Molekile an die nverted repeats* der loxP-
Erkennungssequenz mit Angriff durch das nukleophile Tyrosinsz24 zwischen der 1. und 2. Base in
der ,spacer“-Region. (Abbildung aus Guo et al.,1997, Fig. 1c entnommen, (54)).

Eine Cre-vermittelte Rekombination zwischen zwei loxP-Elementen geschieht
mit Basenpaargenauigkeit. Die DNA wird geschnitten und im asymmetrischen
Zwischenstick religiert. Liegen beide loxP-Elemente in gleicher Orientierung
auf dem gleichen DNA-Strang, so fiihrt dies zum Ausschneiden der dazwischen
liegenden Sequenz als zirkulares Molekul. Weisen die beiden loxP-Sequenzen
in entgegen gesetzter Richtungen, so kommt es zur Umkehrung (Inversion) der
durch loxPs flankierten Bereiche. Bei der intermolekularen Rekombination
liegen die loxP-Sequenzen auf unterschiedlichem Molekil, zum Beispiel auf
zwei Chromosomen oder auf einem Chromosom und einem Plasmid. Die
intermolekulare Rekombination fuhrt zum reziproken Austausch der die loxP-
Sequenzen flankierenden Bereiche, beziehungsweise zur Integration des loxP
tragenden Plasmids in den loxP tragenden Genlokus (64,101).

Die Cre-Rekombinase bindet als Dimer jeweils an die ,inverted repeats” der
loxP-Sequenz. Insgesamt sind vier Cre-Moleklile an der Rekombination
beteiligt. Der genaue Verlauf der ortsgerichteten Rekombination ist detailliert

in Abb. 3 erklart.
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1. Zwei Cre Molekile binden

R S & > an die loxP loci und

: assoziieren  dadurch  die

Tyr Bildung einer

] Rekombinationssynapse.

1 Tyr Tyr
2. Konservierte Tyr324 Reste
schneiden beide Substrate
und bilden kovalente 3'-

Tyr Phosphotyrosin DNA-Cre

Zwischenprodukte aus, die

antiparallel zueinander

angeordnet sind.

Tyr Tyr

Tyr

3. Die freigewordene 5-OH-
Gruppe agiert als Nukleophil
und greift wiederum die
entstandene Phosphotyrosin-
Bindung des anderen
Reaktionspartners an.
Daraus resultiert die
Entstehung einer Holliday-
Struktur als Zwischenstufe.

4. Die Spaltung des
Intermediates und der
Strangaustausch in  einer
zweiten Runde filhren zu den
rekombinierten Produkten.

Abb. 3: Reaktionsmechanismus des Cre-lox-Rekombinationssystems (39). Die Cre
Rekombinase (graue Ellipse) mit dem aktiven Tyrosin-Rest (Tyrs24) bindet an die loxP
Erkennungssequenzen. (Die Abbildung wurde aus Guo et al., 1997 Fig 1a entnommen (54)).

1.6 Cre loxP als Reportersystem in vitro : CV1-5B
Fibroblasten

Die Fibroblasten-Zelllinie CV1-5B ist eine transgene Zelllinie, die ein bewahrtes
System zur in vitro Darstellung von Cre-Aktivitat ist (71). Diese Linie stammt
von Nierenzellen der griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) ab und wurde
1964 in Kultur genommen. Spéater wurden die Zellen genetisch verandert. Die
Fibroblasten enthalten als Reportergen ein NLS-lacZ Konstrukt. Dem aus E.coli
stammenden B-Galaktosidase-Gen lacZ ist ein Kernlokalisationssignal (NLS)
angehangt. Durch Cre-vermittelte Rekombination gelangt das NLS-lacZ

Konstrukt unter die Kontrolle seines Promoters, so dass R-Galaktosidase
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exprimiert wird (Abb.4). Ein SV 40 NLS (“nuclear localisation signal®) verbessert
durch Interaktion mit Kernporenproteinen den Kernimport des B-Galaktosidase

Proteins.

neo

SV 40 enh PGK
HSV-TK

EcoR1l —mMmMmMMmm™ 5,8kb _ EcoR1

l Cre

SV 40 enh
HSV-TK

Eco Rl—— 3,6kb —— EcoR1

Abb. 4: Schematische Darstellung der Cre-vermittelten Rekombination anhand des
Zielkonstruktes der CV1-5B Fibroblasten Das Neomycin-Gen (neo), welches von einem PGK
Promoter gesteuert wird, trennt den ORF des lacZ-Gens vom Promoter. Ein SV40
Polyadenylierungssignal (A) downstream des Neomycin ORFs (neo) verhindert die Expression
des R-Galaktosidase Proteins. Das Neomycin-Gen wird durch zwei loxP Elemente (wp )
flankiert. Durch Cre-vermittelte Rekombination wird das Neomycin-Gen entfernt und somit steht
das NLS-lacZz Gen unter der Kontrolle des SV40 / HSV TK Promoter (Abbildung nach
Kellendonk et al, 1996, (71)).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das bisherige Wissen Uber die Funktion und Rolle der Virulenzfaktoren von
Yersinien ist vor allem durch in vitro Untersuchungen der Wechselwirkungen
definierter Zellpopulationen mit Yersinien analysiert worden. Es war jedoch
vollkommen unklar, in welche Zellen Yops in vivo wahrend einer Infektion
transloziert werden. Die bisherigen etablierten Reportersysteme waren fir
solche Untersuchungen nicht geeignet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein
loxP-Cre basiertes Reportersystem zu entwickeln, um in Infektions-

experimenten von kultivierten Zellen diejenigen Zellen zu erkennen, in die die
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Yops transloziert werden. Langfristig gesehen sollte dieses System dazu
dienen, die Translokation von Yops im Y. enterocolitica Mausinfektionsmodell in

vivo nachweisen zu kénnen.

Dazu sollten Y. enterocolitica Bakterienstamme hergestellt werden, die
YopE-Cre Recombinase Fusionsproteine exprimieren. In einem in vitro
Zellsystem sollte Uberpruft werden, ob diese Fusionsproteine nach
Y. enterocolitica Infektion in Wirtszellen transloziert werden und ob es
anschlieBend zur effizienten Expression des Reportergens [3-Galaktosidase
kommt.

Als Grundlage der Analyse dienen Resultate friherer Untersuchungen, die die
Translokation von Fusionsproteinen Uber das Typ llI-Sekretionssystem von
Yersinia analysieren (68). Dafur wurden Reporterproteine an die ersten 138
Aminosauren des YopE-Proteins fusioniert und eine, auf dem
Typ llI-Sekretionssystem basierende, Translokation des Reporterproteins EGFP
in Zielzellen nachgewiesen. Allerdings weist dieses System nur eine relativ
geringe Sensitivitat auf. Ursache hierfur ist, dass fur die Detektion des
Reporterproteins eine bestimmte Mindestmenge in der Zielzelle vorliegen muss,
wofur die Translokationseffizienz aber oft nicht ausreichend ist. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Sensitivitat des Systems erhéht werden, indem
YopE nicht an das Reporterprotein selbst fusioniert wird, sondern an die Cre-
Rekombinase des Bakteriophagen P1. Aufgrund der Tatsache, dass Yersinien
das YopE-Cre-Rekombinase Fusionsprotein exprimieren, sollte nach der
Translokation des YopE-Cre Rekombinase in die Wirtszelle das Reportergen
lacZ exprimiert werden kénnen. Durch Anfarbung der 3-Galaktosidase mittels
x-Gal Farbung sollten die Yop Virulon tragenden Wirtszellen identifizierbar sein
(Abb. 5).

Durch Untersuchungen mit YopE Fragmenten fusioniert an DHFR (46) wurde
die Funktion des Syc Chaperons fir die Sekretion von Yops Uber das
Typ llI-Sekretionssystem von Yersinia analysiert. Hierbei wurde die Sekretion
von YopE-DHFR Hybriden, die 16, 52 und 80 Aminoséuren von YopE sowie

YopE in voller Lange enthielten, miteinander verglichen. Die Proteine missen in
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ungefalteter oder teilweise gefalteter Form vorliegen um sekretiert zu werden, in
gefalteter Form blockiert das Protein den Sekretionskanal des TTSS
irreversibel. Die ersten 52 Aminosauren von YopE kodieren fur die minimale
SycE-Bindungsdomane (128). Diese vermittelt die Bindung des Syc Chaperons
an das Protein. Durch die Bindung des Syc Chaperons wird die Faltung des
Proteins verhindert und dieses effizienter sekretiert. Auf Grundlage dieser
Erkenntnisse sollten in der vorliegenden Arbeit YopE-Cre Konstrukte hergestellt
werden, und deren Sekretion sowie Translokation in die Wirtszelle untersucht

werden.

Yop.E-Cre

Yersinia

- —yeNukleus
neof] lacz |

YopE-Cre

5 S
Yersinia : | lacz f

l x-Gal Farbung

Yersinia

Abb. 5: Schematische Darstellung der Infektion von CV1-5B Fibroblasten mit Yersinien, die
YopE-Cre Fusionsproteine exprimieren. Nach Translokation in die Zielzelle kommt es zur Cre
vermittelten Rekombination des Reportergens und zur Expression von 3-Galaktosidase. Diese
wird mittels x-Gal Farbung durch Blaufarbung sichtbar.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tab. 2: Ubersicht iber Geréte, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Bakterien-Brutschrank

Heraeus B20,
B6420

Kendro Laboratory Products,
Langenselbold

Eismaschine

AF 20

Scotsman

Elektroporations Gerat

Gene Pulser Il

Bio-Rad, Miinchen

Elektroporations-

Pulse Controller

Bio-Rad, Miinchen

Zusatzgerat Plus

FACS FACS Calibur Becton Dickinson, Heidelberg
Feinwaage L 2200 S Sartorius, Goéttingen

Foto- Curix 60 Agfa, Koln

Entwicklungsmaschine

Geldokumentation

BioDoc Analyse

Biometra, Gottingen

Geldokumentation

Fluor-S
Multiimager

Bio-Rad, Miinchen

Heizschuttler fur
MikrogefalRe

Thermomixer
comfort

Eppendorf, Hamburg

Homogenisatoren

Tenbroeck tissue
grinder

Wheaton Science Products,
USA

Magnetheizrihrer RCT basic IKA Werk, Staufen
Mikrowellenherd Micromat AEG, Frankfurt a. M.
Mini-Tisch-Zentrifuge MiniSpin plus Eppendorf, Hamburg
Neubauer-Zahlkammer Assistent Karl Hecht, Sondheim
PCR-Thermocycler T3 Biometra, Gottingen
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Gerat Bezeichnung Hersteller

Photometer Ultrospec 3000 Amersham Pharmacia
pro Biotech, Freiburg

Photometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg

Pipetten (10ul, 100 pl, Reference, Eppendorf, Hamburg
1000 pl) Research
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf, Hamburg

Pufferbad far
Agarosegele

Mini-Sub Cell GT

Bio-Rad, Mlunchen

Rotoren f. Sorvall- SM 24, SS 34, Kendro Laboratory Products,
Zentrifuge SL1500 Langenselbold
Schittelinkubator HT Infors, Bottmingen

Schuttler (Wippe) WT 16 Biometra, Gottingen
SDS-PAGE-Kammern Mini Protean I Bio-Rad, Miunchen

Semi-Dry Transfer-
Apparatur

Trans-Blot SD

Bio-Rad, Minchen

Spannungsquellen fur
Elektrophorese

Power Pac 200,
300

Bio-Rad, Miinchen

Sterilbank BDK-S 1200, BDK Luft- und Reinraum-
1500 technik, Sonnenbunhl

Tisch-Zentrifuge m. 5417-R Eppendorf, Hamburg

Kihlung

UV Transluminator FLX-20 M Biometra, Gottingen

Vakuumpumpe CVvC 2000 Vacuubrand, Wertheim

Vortexer Reax top Heidolph Instruments,

Schwabach

Wasserbad WB 10 Memmert, Schwabach

Zentrifuge Sorvall RC 5C Kendro Laboratory Products,
Plus Langenselbold

Zentrifuge Heraeus Kendro Laboratory Products,
Multifuge 3 S-R Langenselbold

Zentrifuge Heraeus Biofuge | Kendro Laboratory Products,

Stratos

Langenselbold
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Gerat

Bezeichnung Hersteller

Zellkultur-Brutschrank

Heraeus BBD

6220 Langenselbold
Zentrifugengefalie OR 250 ml, FL 25 | Kendro Laboratory Products,
Sorvall ml, 50 ml Langenselbold

Kihlung UV-Laser

Laserpure 20 Coherent, Dieburg

Mikroskop DM IRE2 Leica Microsystems, Wetzlar
Mikroskop TelaVval 31, Carl Zeiss, Jena
Axiovert 200

Axiocam Color Carl Zeiss, Jena

Kendro Laboratory Products,

Digitalkamera

Netzteil UV-Laser

Enterprise

Coherent, Dieburg

Netzteil Vis-Laser

CTR MIC

Leica Microsystems, Wetzlar

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Ubersicht Giber der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Autoradiographie-Filme (Kodak X-
OMAT)

Kodak-Industrie, Cedex, F

Deckplattchen

Menzel, Braunschweig

Einmalkivetten

Sarstedt, NUmbrecht

Elektroporationskiivetten

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf-Gefalde (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

FACS Ro6hrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Glaskolben und Flaschen

Schott Duran, Mainz

Kantlen (0,4 x 19 mm, 0,9 x 70 mm)

Braun, Melsungen

Kunststoffflaschen, steril

Corning, USA

Membranen fir Blots (PVDF)

Millipore, Eschborn

Mikrotiter-Platten (Spitzboden)

Greiner, Nurtingen
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Produkt

Hersteller

Objekttrager (Superfrost)

Menzel, Braunschweig

PCR-GefalRe

Roche Diagnostics, Mannheim

Pipetten (5ml, 10ml)

Corning, USA

Pipettenspitzen (10 ul)

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen (100 ul)

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen (1000 pl)

Greiner, Nurtingen

Plastik-Petrischalen

Greiner, Nurtingen

Rundboden-Réhrchen (13 ml)

Greiner, Nurtingen

Spitzboden-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Spritzen (1 ml)

Braun, Melsungen

Sterilfilter (stericup)

Millipore, Eschborn

Whatman Papier

Bio-Rad, Miinchen

Zellkulturflaschen (25, 80, 175 cm?)

Nunc, Roskilde, DK

Zellkulturplatten (6-, 12-Vertiefungen)

Nunc, Roskilde, DK

Zellschaber

Corning, USA

2.1.3 Laborchemikalien

2.1.3.1 Allgemeine Laborchemikalien

Tab. 4: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Produkt

Hersteller

B—Mercaptoethanol

E. Merck, Darmstadt

Aceton

E. Merck, Darmstadt

Acrylamid / Bisacrylamid Mix (Rotiphorese | Roth, Karlsruhe

Gel 30)
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Produkt Hersteller
Agarose Eurobio, Les lles Ulies, F

APS (Ammoniumpersulfat)

E. Merck, Darmstadt

Bacto-Agar

Difco, MI, USA

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BSA

Biomol, Hamburg

Developer A, B

Agfa, Kéln

Diaminobenzidin

Applichem, Darmstadt

Dimethylformamid

E. Merck, Darmstadt

Dithiotreitol

Applichem, Darmstadt

dNTPs

Roche, Mannheim

ECL-Westernblotdetektionssystem

Amersham Pharmacia, Freiburg

EGTA (Ethylenglykol-bis(2-
aminoethylether)-N,N-N,N’-Tetraacetat)

Serva, Heidelberg

Essigsaure

E. Merck, Darmstadt

Ethanol

E. Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

ExGen 500

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Formaldehyd

E. Merck, Darmstadt

Fotales Kalberserum

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glukose

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glutardialdehyd

E. Merck, Darmstadt

Glyzerin E. Merck, Darmstadt
Glyzin Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt ICN, CA, USA
Hirn-Herz Bouillon (BHI) Difco, MI, USA

Imidazol

Applichem, Darmstadt
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Produkt Hersteller
Kaliumhexazyanoferrat Il E. Merck, Darmstadt
Kaliumhexazyanoferrat Il Trihydrat E. Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid E. Merck, Darmstadt
Methanol E. Merck, Darmstadt

NacCl E. Merck, Darmstadt
NaOH E. Merck, Darmstadt
Orange G Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ponceau S L6sung

Serva, Heidelberg

Proteasen-Inhibitor Tabletten

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Rapid Fixer

Agfa, KéIn

Schwefelsaure

E. Merck, Darmstadt

SDS ultra pure

Roth, Karlsruhe

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethyl-
diamin)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tissue-Tek

Sakura Finetek, Zoeterwoude,
NL

TCA (Trichloressigsaure)

E. Merck, Darmstadt

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Triton-X Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypton ICN, CA, USA

Tween 20 E. Merck, Darmstadt

x-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-beta-D-
Galactopyranosid)

Peg-Lab, Erlangen
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2.1.3.2  Zellkulturformulierungen

Tab. 5: Ubersicht liber die verwendeten Zellkulturformulierungen.

Produkt

Hersteller

DMEM high Glucose

Gibco BRL, Eggenstein

Hank's Salt Solution

Biochrom, Berlin

HEPES (1M)

Biochrom, Berlin

Instamed Click's / RPMI 1640 1:1

Biochrom, Berlin

Instamed PBS Dulbecco

Biochrom, Berlin

L-Glutamin (200 mM)

Gibco BRL, Eggenstein

Natriumpyruvat

Biochrom, Berlin

OptiMEM

Gibco BRL, Eggenstein

PBS Dulbecco

Gibco BRL, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin (100ug/ml)

Biochrom, Berlin

Trypsin-EDTA Ldsung

Gibco BRL, Eggenstein

2.1.3.3 Antibiotika

Tab. 6: Ubersicht (iber die eingesetzten Antibiotika.

Produkt Hersteller Stammldsung

Ampicillin ICN, CA, USA 100 mg/ml in a. dest.

Chloramphenicol | Sigma-Aldrich, 50 mg/ml in Ethanol
Taufkirchen

Gentamycin ICN, CA, USA 10 mg/ml in Wasser

Kanamycin ICN, CA, USA 50 mg/ml in Wasser

Nalidixin Sigma-Aldrich, 10 mg/ml in Wasser
Taufkirchen

Natrium Sigma-Aldrich, 400 uM in Wasser

m-Arsenit Taufkirchen

Spectinomycin ICN, CA, USA 50 mg/ml in Wasser
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2.1.34 Kits

Tab. 7: Ubersicht der verwendeten Kits.

Produkt

Hersteller

-Galaktosidase Staining Kit

Active Motif, Rixensart, B

Nucleobond AX500 / AX500 endo free

Machery-Nagel, Diren

Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.4 Proteine

2.1.4.1 GroRenstandards

Tab.8: GroRRenstandards, die in dieser Arbeit zur Verwendung kamen.

Produkt

Hersteller

1 kb Plus DNA Ladder

Gibco BRL, Eggenstein

BenchMark Protein Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

21.4.2 Enzyme

Tab. 9: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme.

Enzym Hersteller

BamH | NEB, Frankfurt
Bgl 1l NEB, Frankfurt
EcoR | NEB, Frankfurt
Sal | NEB, Frankfurt
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Enzym

Hersteller

Hind 111

NEB, Frankfurt

T4 DNA Ligase

NEB, Frankfurt

Tag DNA Polymerase

Roche Diagnostics, Mannheim

Pfu Polymerase

Stratagene Amsterdam

Xba |

NEB, Frankfurt

Xho |

NEB, Frankfurt

2.1.4.3 Antikorper

Tab. 10: Verwendete Antikorper.

Antikorper Tier Hersteller
anti Cre Kaninchen Merck-Novagen, Darmstadt
anti GST-YopE Kaninchen AG Authenrieth

anti B-Galaktosidase Maus

Roche Diagnostics, Mannheim

anti Maus 1gGa+p PE Ratte

Becton Dickinson, Heidelberg

anti Kaninchen 1gG Schwein

DakoCytomation, Glostrup,
DK

2.15 Nukleinsauren

2.1.5.1 Oligonukleotide

Tab. 11: Ubersicht der in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide und deren

Verwendungszweck.

Name Sequenz 5’ - 3 Verwendung

creBglllfwd ACG AGA TCT ATG CCC AAG | cre Klonierung /
AAG AAG AGG Nachweis
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Name Sequenz 5’ - 3 Verwendung
creSallrev AAA GTC GAC CTA ATC GCC | cre Klonierung /
ATC TTC CAG Nachweis
YOpES2 nls cre
Nachweis
Cre ATG fwd ATG CCC AAG AAG AAG AAG | yopES2 nls cre
AA Klonierung /
Nachweis
YopE52 (53) rev ACC CTG AGG GCT TTC AGT | yopES52 nls cre
Klonierung /
Nachweis

yopEEcoRIfwd

GGG GAATTC ATG AAA ATA
TCATCATTT ATT TCT AAC

yopES52 nls cre /
yopE138 nls cre
Klonierung in
pCDNA3

lacZ 2002-2504fwd

TCG TCT GAC CGATGATCC
GC

lacZz Amplifikation,
Testung stabile Linie

lacZ 2002-2504fwd

AAT CAG CGC CGT AAG
CCGAC

lacZz Amplifikation,
Testung stabile Linie

lacZ 1205-1530fwd

GTC GGT TAC GGC CAG
GACAGT CGTT

lacZz Amplifikation,
Testung stabile Linie

lacZ 1530-1205rev

ACCTGC GTT TCACCCTGC
CA

lacZz Amplifikation,
Testung stabile Linie

Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen sind hervorgehoben.

2.1.5.2

Plasmide

Tab. 12: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Bezeichnung Herkunft igenschaften
pACYC184 NEB, 4,2 kb, geringe Kopienzabhl,
Frankfurt Klonierungsvektor f. Entero-

bakterien, Cm® |, TcR

pNHAN N. Hitziger pCJYE138-G3 Austausch von
gfp3 gegen virD2-Gen; Cm~

pACYC184yopE138cre | diese Arbeit pPACYC184 mit yopE138 nls cre
sycE Insert

pACYC184yopE52cre diese Arbeit PACYC184 mit yopE52 nls cre
sycE Insert
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Bezeichnung Herkunft igenschaften
pBKEFNLScre GBF, 2001 Eukaryotischer Expressionsvektor
mit cre-Insert, Kan®, Neo®
pEFlacZneoflox GBF Eukaryotischer Expressionsvektor
Braunschweig | mit lacZ-Insert, gefloxte Neo®
pPpCDNAS3 Invitrogen, 5,4 kb, Eukaryotischer
Karlsruhe Expressionsvektor, Amp~®, NeoR
pPCDNA3yopE52cre diese Arbeit pPCDNAS3 mit yopE52 nls cre syckE
Insert
pPpCDNA3yopE138cre diese Arbeit PCDNA3 mit yopE138 nls cre
SycE Insert

2.1.6 Zelllininien

Tab. 13: Verwendete Zelllinien.

Zelllinie  |Zelltyp / Spezies Besonderheit Quelle
CVv1-5B Fibroblasten / stabil transfiziert mit Kellendonk et
Grunaffe Cre induzierbarem al,1996, Wunderlich
lacZ et al, 2001
HelLa Epithelzellen / aus Cervix-Karzinom | ATCC, USA
Mensch

2.1.7 Bakterienstamme

Tab. 14: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme.

Ausgangsstamme:

Stamm Beschreibung Quelle

E. coli DH5a endAl hsdR17(r «.mg+) Hanahan, 1983
SUpE44 thi-1 recAl gyrA
relA1A (lacZYA-argFU169)
(P80laczAM15)

E. coli One Shot TOP10 | Chemisch kompetenter Invitrogen,
Klonierungsstamm Karlsruhe
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Ausgangsstamme:

Stamm Beschreibung duelle

Y. enterocolitica WA-C | Y. enterocolitica WA-C mit Trilzsch et al,
pTTSS, Plasmid pTTSS, kodierend 2001

genannt: WA-C(pTTSS)

fur das Typ llI-Sekretions-
system und YadA von Y.
enterocolitica, Nal?, Spec®

Y. enterocolitica
pYVeO:8" Wa-314,
genannt: WA-P

Y. enterocolitica
Wildtypstamm WA-314,
Serotyp 0:8, Nal®

Heesemann et al,
1987

Y. enterocolitica WA-C | Derivat von WA-314 mit Ruckdeschel
(pYV-515) Insertion von Tn5 in lcrD, ist

defizient in Typ IlI-Sekretion;

Nal®?, Kan®
Spezielle E.coli Stdmme:
Stamm Plasmid Quelle
E. coli DH5a pPCDNA3YopE;sscre diese Arbeit
E. coli DH5a pPCDNA3YopEs,cre diese Arbeit
E. coli DH5a PACYC184yopE;isscre diese Arbeit
E. coli DH5a pACYC184yopEs,cre diese Arbeit
Y. enterocolitica Ausgangsstamm:
Stamm Plasmid Quelle
WA-P pACYC184yopE138cre diese Arbeit
Spezielle Y. enterocolitica Stamme:
Stamm Plasmid Quelle
WA-C(pTTSS) pACYC184yopE138cre diese Arbeit
WA-C(pTTSS) pACYC184yopES52cre diese Arbeit
WA-C(pYV-515) pACYC184yopE138cre diese Arbeit
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2.1.8 Medien

2.1.8.1 Bakterienndhrmedien

Die verwendeten Bakterienmedien wurden aus der institutseigenen
Nahrbodenkliche bezogen. Die Medien wurden im Autoklaven 20 Minuten bei
121 T sterilisiert. Hitzelabile Komponenten wurden sterilfiltriert nachtraglich

hinzu gegeben.

Tab.15: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Nahrmedien.

N&hrmedium Zusammensetzung

LB-Agar 15 g Bacto Agar ad 11 LB-Medium

LB.Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl ad 1 |
a.dest. pH 7,5

Hirn-Herz-Medium (BHI) 37 g/l BHI-Pulver ad 1 | a. bidest. pH 7,4
(Brain Heart Infusion

SOC-Medium 2 g Trypton, 0,55 g Hefeextrakt, 1 ml NaCl-
L6sung (10 mM),1 ml KCI-Lésung (10 mM), 20
mM Glukose ad 100 ml a. dest. pH 7,0

GYT 10 % (v/v) Glyzerin, 0,125 % (w/v) Hefeextrakt,
0,25 % (w/v) Trypton ad 0,25 | a. bidest.

2.1.8.2 Zellkulturmedien

Tab.16: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien.

Néahrmedium Zusammensetzung
Click’s Medium 11.41 mg Instamed Click's/RPMI 1640 1:1 ad 1 |
(Click’s/RPMI 1640 1:1) a. bidest., pH 7,4 NaCO3
HBSS 2 % FCS 50 ml Hank’s Salt Solution, 1 % (v/v) HEPES,
2 % (v/v) FCS (hitzeinaktiviert 1 h, 56 C)
PBS (Instamed) 9,55 g Instamed PBS Dulbecco’'s ad 1|
(fir unsterile Anwen-
dungen)
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Nahrmedium

Zusammensetzung

Vollmedium DEMEM

500 ml DMEM, 10 % (v/v) FCS (hitzeinaktiviert
1 h, 56 C), 1 % (v/v) L-Glutamin (200 mM), 1 %
(v/v) Penicillin/Streptomycin (100ug/ml)

Vollmedium RPMI

500 ml RPMI 1640, 10 % (v/v) FCS
(hitzeinaktiviert 1 h, 56 ), 1 % (v/v) L-Glutamin
(200 mM), 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

(200 pg/ml)

2.1.9 Ldosungen und Puffer

2.1.9.1 Allgemeine Losungen und Puffer

5x TBE-Puffer :

Extraktionspuffer

PBT:

5449
2759
20 ml
pH 8,3
ad 11

0,5 ml
ad 50 ml

0,1 % (w/v)
0,1 % (v/iv)
ad 250 ml

Tris-Base

Borsaure

0.5 M EDTA

eingestellt mit Essigsaure
a. dest.

Protease-Inhibitor Tablette

Triton X-100
PBS

BSA
Tergitol
PBS
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2.1.9.2

10 % APS:

10 % SDS:

AA/BA (30:0,8):

Sammelgelpuffer:

Trenngelpuffer:

10 x Laufpuffer (SDS-Page):

5x Probenpuffer (Laemmli):

2.1.9.3

WB-Transferpuffer:

WB-Waschpuffer:

Puffer und Losungen fir die Proteingelelekt

10 % (w/v)

10 % (w/v)

30 % (wiv)
0,8 % (W/v)

0,5M

15M

500 mM
1,92 M

1 % (w/v)

1 mi

0,8 ml

1,6 ml

0,89

0,05 % (w/v)
ad 8 ml

Puffer fur Immunoblotting (Western Blot)

50 mM
105 mM
1,3 mM
10 % (v/v)

0,9%
10 mM

rophorese

APS in a. hidest.

SDS in a. bidest.

Acrylamid,

Bisacrylamid

Tris-HCI pH 6.8

Tris-HCI pH 8.6

Tris/ HCI pH 7
Glyzin

SDS

0.5M Tris pH 6.8
Glyzerin

10 % SDS
Dithiotreitol
Bromphenolblau
a. bidest.

Tris, pH 8.0
Glyzin

SDS
Methanol

NacCl
Tris/HCI (pH 7,4)
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ECL-LGsung 1:

ECL-LOsung 2:

Substratpuffer:

Substrat:

Stopplosung:

2194

DNA-Farbmarker:

Orange-G-Farbmarker:

0,2 % (viv)

2,5 mM
400 uM
100 mM
5,4 mM
100 mM

500 ml
0,122 g

1 Spatelspitze
25 ml
12,5 ul

14 ml
ad 500 ml

0,05 % (w/v)
0,05 % (w/v)
50 % (wi/v)
0,1 mM

in 1x TBE-Puffer

43,5 ml
200 mg
ad 100 ml

Tween 20

Luminol
Paracoumarsaure
Tris/HCI pH 8,5
H20;

Tris/HCI, pH 8,5

50 mM Tris/HCL pH 5,2

Imidazol

Diaminobenzidin
Substratpuffer
H,0, 30 %

Schwefelsaure (95 - 97 %)

a. dest.

Probenpuffer fur die Agarosegelelektrophore  se

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glyzerin

EDTA

Glyzerin
Orange G
a. dest.
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2.1.9.5 Losungen fur den R-Galaktosidase Nachweis

Farbelbsung 1 400 mM Kaliumhexacyanoferrat Il in a. dest.
Farbelésung 2 400 mM Kaliumhexacyanoferrat Il in a. dest.
Farbelosung 3 200 mM Magnesiumchlorid in a. dest.
Komplett-Farbelésung: 10 pl Féarbelésung 1
(fir eine Vertiefung) 10 pl Farbeldsung 2

10 pl Farbeldsung 3

50 ul X-Gal 20 mg/ml in DMF

920 pl PBS
Fixing Solution: 0,7 % Formaldehyd

0,05 % Glutardialdehyd

ad 50 m| PBS

2.1.9.6 Losungen fur FACS

Fixierungspuffer: 33 ml Aceton
17 mi PBS
PBSF: 5% FCS (hitzeinaktiviert 1 h, 56 )

ad 10 ml PBS
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Plasmid-Praparation mit Nucleobond AX-Sdule n

Um Plasmid-DNA aufzureinigen wurden die Plasmidpraparationskits der Firmen
Macherey-Nagel (fur groRere Mengen) und Qiagen (fur kleinere Mengen)
verwendet.

Die Plasmid-DNA wird bei dieser Methode nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (16) mit anschliel3ender Anionenaustausch-Chromatographie isoliert. Es
wurde nach den entsprechenden Arbeitsanweisungen des jeweiligen
Herstellers gearbeitet.

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung der Gele wurde eine 1 % (w/v) Agaroselésung in 0,5 % TBE-
Puffer aufgekocht, unter Ruhren abgekihlt und in einen Schlitten mit Kamm
gegossen. Das erstarrte Gel wurde in eine mit in 0,5 % TBE-Puffer befllte
Elektrophoresewanne eingesetzt. Die DNA-L6sungen wurden mit 1/5 Volumen
DNA-Farbmarker versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die DNA-
Proben wurden mit einer Feldstarke von 2,5V/cm? elektrophoretisch
aufgetrennt.

DNA-Molekille bewegen sich aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste
in einer Gelmatrix mit angelegter Spannung mit einer Geschwindigkeit, die dem
Logarithmus ihres Molekulargewichts entspricht. Deshalb kann das
Molekulargewicht eines DNA-Fragmentes aus der elektrophoretischen Mobilitat
im Vergleich zu der Mobilitdt von DNA-Fragmenten bekannter Gro3e bestimmt
werden.

Zur Detektion wurden die Gele ca. 10 min in einem Ethidiumbromidbad
(10 pg/ml  Ethidiumbromid in a. bidest.) gefarbt und anschlielend ca.
10 - 20 Minuten in a. dest. gewaschen. Fotografiert wurde die Fluoreszenz des
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in die DNA interkalierten Ethidiumbromids bei Durchleuchtung mit 254 nm UV-
Licht.

Die DNA Agarose-Gelelektrophorese wurde analytisch und praparativ genutzt.

2.2.1.3 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Praparation von Agarose-Gelen wurden diese nach der Farbung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht betrachtet. Dies wurde kurz gehalten um DNA-
Strang-Briuche zu vermeiden. Die benoétigten Banden wurden manuell mit einem
Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem Qiagen Gel Extraction Kit

entsprechend den Angaben des Herstellers daraus isoliert.

2.2.1.4 DNA Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsnukleasen erkennen spezifische, palindromische Zielsequenzen
und kénnen so DNA gezielt zerschneiden.

Die Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten erfolgte mit den unter 2.1
aufgefiihrten Restriktionsenzymen und den geeigneten, vom Hersteller
angegebenen Puffern. Maximal 1 pg DNA wurde in einem Volumen von 20 pl
mit 2 — 5 U Restriktionsenzym fir 1 — 3 Stunden bei 37 C inkubiert.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden konnen mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
kovalent verknupft werden. Vektor- und Insert-DNA wurden in einem Mengen-
Verhéltnis von 1:3 (Vektor : Insert) eingesetzt. Die DNA Lésung wurde mit 1 U
T4-Ligase und 2 pl Ligase-Puffer vermischt und mit a. bidest. auf ein
Endvolumen von 20 pl aufgeflllt. Der Ansatz wurde dann bei 16 C Uber Nacht
im Warmeblock inkubiert. Um eine Religation des Vektors zu verhindern wurde
die Vektor-DNA vor der Ligation dephosphoryliert (siehe 2.2.1.6).
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2.2.1.6 Dephosphorylierung

Nach der Spaltung der DNA mit Restriktionsenzymen wurden durch eine
15-mindtige Inkubation bei 65 T die Restriktionsen zyme inaktiviert (je nach
Herstellerempfehlung auch bei hoheren Temperaturen). Der Reaktionsansatz
mit der zu dephosphorylierenden DNA wurde mit 1 U alkalischer Phosphatase
versetzt. Die Inkubationsbedingungen fur diesen Vorgang betragen fir
5-Uberhange 5 Minuten bei 37 . Bei 3'-Uberhangen und glatten Enden wurde
5 Minuten bei 50 € inkubiert. AnschlieBend wurde die Phosphatase durch
Zugabe von 3 pl 50 mM EDTA-L6sung und 15-mindtiger Inkubation bei 65 T

inaktiviert.

2.2.1.7 Auffullen von Uberhangen durch DNA Polymera  se | (Klenow-
Fragment)

Um nach einer hydrolytischen Spaltung mit Restriktionsenzymen, bei der ein
3-Uberhang entstand, ein glattes Ende herzustellen, wurde das 5’-Ende mit
dem Klenow-Fragment der DNA Polymerase | aufgeflllt. Zunachst wurden
hierfur die Restriktionsendonukleasen denaturiert. Zu diesem Ansatz gab man 1
pl eines dNTP-Mixes (Stammldsungs-Konzentration: 0,5 mM pro dNTP), sowie
1 U des Klenow-Fragmentes hinzu. Nach einer 15-minitigen Inkubation bei

Raumtemperatur erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion (2.2.1.8).

2.2.1.8 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um Proteine aus einer DNA-LOsung zu entfernen fihrte man eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durch. Dabei wurde die DNA-LOsung mit
TE-Puffer auf 400 pl aufgefillt, und dann mit 400 pl Phenol/Chloroform-LAosung
(50:50) versetzt. Die hydrophobe Phase wurde durch PLG abgetrennt. Die
wassrige Phase wurde nochmals mit 400 ml Chloroform versetzt, das wieder
durch PLG abgetrennt wurde. Den Uberstand entnahm man und fiihrte eine
Natriumacetat-Fallung (2.2.1.10) durch.
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2.2.1.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion (83) dient der exponentiellen
Amplifikation eines definierten DNA-Fragmentes (Matrizen-DNA), welches

zwischen zwei spezifischen Oligonukleotiden (Primer) liegt.

Der Reaktionszyklus besteht aus wiederholtem Schmelzen des DNA-
Doppelstranges in Einzelstrange (Denaturierung), Primer-Hybridisierung
(Annealing) und der DNA-Polymerisierung (Elongation). Durch die Verwendung
einer thermostabilen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) kann dieser Zyklus

mehrmals durchlaufen werden.

Fur Klonierungen von bestimmten DNA-Abschnitten wurde aufgereinigte DNA
verwendet. Zur Uberpriifung von Bakterienstammen und erfolgten Klonierungen
wurde Gesamtzell-Lysat von Bakterien amplifiziert. Gesamtzell-Lysate wurden
hergestellt indem Einzelkolonien von einer LB-Agar-Platte in 40 ul a. bidest. in
ein Eppendorf-Gefal3 dberfihrt, fir 10 min bei 100 °C inkubiert, die Suspension
fir 5 min bei 20 000 g abzentrifugiert und der Uberstand zur Weiterverwendung

abgenommen wurde.

Zusammensetzung des Standard-PCR-Ansatz fiir 50 pl:
5 ul 10x Taqg-Puffer
1 pl dNTPs (Stammldsungs-Konzentration: 10 mM pro dNTP)

5 ul Primer fwd (Stammldsungs-Konzentration: 10 pmol/ul)
5 ul Primer rev (Stammldésungs-Konzentration: 10 pmol/ul)
0,3 pl Tag-Polymerase

3 ul der DNA-L6sung

ad 50 pl a. bidest.

Das Standard PCR-Programm sah folgendermal3en aus:
1 min Denaturierung bei 94 T gefolgt von 33 Zyklen mit folgender Prozedur:

45 sec bei 94 C, 45 sec bei Annealing-Temperatur d er eingesetzten Primer,
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Elongation bei 72 T (Elongationszeit der Tag-Polymerase 1000 bp/min),
erneuter Start der Prozedur. Abschlieend folgte ein Extensionsschritt von
10 min bei 72 C.

Jeweils 10 pul eines PCR-Ansatzes wurden anschlieend Uber Agarose-

Gelelektrophorese (2.2.1.2) analysiert.

Wurde das PCR-Produkt anschlieRend fur Klonierungen verwendet, wurde der
Standardansatz folgendermalRen modifiziert: anstatt der Tag-Polymerase

wurden 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Elongationszeit in diesem
Fall betragt nur ca. 500 bp/min. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit

einem QIAquick-Kit entsprechend den Angaben des Herstellers.

2.2.1.10 Natriumacetat-Fallung von DNA

1 Volumen der Probe wurden mit 1/10 Volumen einer 3 M Natriumacetat-
Losung und 7/3 Volumen von eiskaltem 100 %-igem Ethanol versetzt,
geschittelt und 30 min bei -20 € inkubiert. Anschlielend wurde die
Suspension fur 30 min bei 4 T und 20 000 g zentrif ugiert. Das Pellet wurde
nun mit 70 %-igem eiskaltem Ethanol gewaschen und unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Zuletzt wurde das Pellet bei Raumtemperatur

getrocknet und in a. bidest. aufgenommen.

2.2.1.11 DNA Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration einer LOsung wurde spektrometrisch durch die
Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Fir die Absorption sind die
aromatischen Ringe der Basen verantwortlich. Eine Absorption von 1 entspricht
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bei einer Wellenlange
von 280 nm. Das Verhaltnis OD 260 nm/OD 280 nm fiur reine DNA ist 1,8. Die

Reinheit der DNA und die Qualitat der Praparation kdnnen so bestimmt werden.
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2.2.1.12 Herstellung und Transformation von Calcium  -kompetenten
E. coli Bakterien

E. coli wurden nach dem von Hanahan (56) entwickelten Verfahren
transformiert. Hierfir wurden zunachst Calcium-kompetente E. coli Bakterien
folgendermal3en hergestellt: Eine Einzelkolonie wurde in LB-Medium Uber
Nacht bei 37 T geschittelt. Damit wurde eine Hauptkultur mit dem
Verdunnungsfaktor 1:100 in LB-Medium angeimpft, und bei 37 T geschuttelt
bis eine ODggp zwischen 0,4 und 0,6 erreicht war. Die Bakterien wurden danach
bei 2500 g in Falcon-Tubes fur 15 min bei 4 T abze ntrifugiert und in eiskaltem
TFB1-Puffer (100 mM Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 30 mM
Kaliumacetat, 15 % Glycerin) aufgenommen. Pro 100 ml Kaulturflissigkeit
wurden 30 ml TFB1-Puffer verwendet. Die Bakterien wurden erneut fur 5 min
bei 4 T inkubiert und unter denselben Bedingungen wie oben angegeben
abzentrifugiert. Die Bakterien wurden nun in 4 ml eiskaltem TFB2-Puffer
(20 mM MOPS (pH 7,0), 10 mM KCI, 75 mM CacCl,) pro 1 ml Kulturflissigkeit
resuspendiert. Die Suspension wurde dann zu 100 pl in Eppendorf-Gefalie
aliquotiert, in flussigen Stickstoff schockgefroren und bei -80 C gelagert.

Fur die Transformation wurden die Calcium-kompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut und vorsichtig mit der Plasmid-DNA (ca. 5 pl Ligationsansatz oder
0,5 pl gereinigtes Plasmid) gemischt und fir 45 min auf Eis inkubiert. Fur die
Aufnahme der DNA folgte dann ein Hitzeschock bei 42 T fur 90 sec im
Warmeblock. Anschliel3end wurde der Ansatz erneut fir 5 min auf Eis inkubiert.
Die Bakterien-Zellen wurden in 1 ml SOC-Medium gegeben und bei 37 T flr
1h geschittelt. Zuletzt wurden die Bakterien-Suspensionen auf
antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 C
bebritet. Von den erhaltenen Kulturen wurde eine Stammplatte angelegt, die

bei 4 €T aufbewahrt wurde.
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2.2.1.13 Herstellung und Transformation von elektro  kompetenten
Bakterien

Fur die Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurde zunachst eine
Ubernachtkultur der gewinschten Bakterien in LB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotika angesetzt. Von dieser Ubernachtkultur wurde 1 ml
in 100 ml LB-Medium verdinnt und bei 37 °C fur E. coli-Stamme, bzw. 27 < fur
Y. enterocolitica-Stdmme so lange geschdittelt, bis eine ODsoo von 0,4 bis 0,6
erreicht wurde. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 2500 g und 4 C
fur 20 min geerntet und danach bei 4 T gehalten. Zum Waschen wurden die
Bakterien in 2 x 50 ml a. bidest. aufgenommen und anschliel3end in sterilen
Einmal-Zentrifugen-Réhrchen fir 10 min bei 4 T mit 2500 g abzentrifugiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Pellet in einer 10 %-igen
Glycerin-Lésung (mit a. bidest.)) aufgenommen und unter den oben
angegebenen Bedingungen zentrifugiert. Abschliel3end wurde das Pellet in 2 ml
der 10 %-igen Glycerin-Lésung aufgenommen, in vorgekihlte Eppendorfgefal3e
aliquotiert und bei -80 T gelagert.

Fur die Elektroporation wurden die eingefrorenen Aliquots der kompetenten
Zellen auf Eis aufgetaut, mit DNA vermischt und fir 1 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Ansatze in vorgekihlte Elektroporationskivetten gefillt. Die
Elektroporation wurde bei 25 pF, 2,5 kV und 200 Q durchgefiihrt. AnschlieRend
wurden die Zellen in 1 ml SOC-Medium bei 37 € fur E. coli-Stamme, bzw.
27 T fur Y. enterocolitica-Stamme inkubiert und dann auf antibiotikahaltigen

LB-Agar-Platten ausgestrichen.

2.2.1.14 Isolierung der Gesamt DNA aus Bakterien

Es wurden Ubernachtkulturen der zu untersuchenden Yersinien angelegt. Diese
wurden 1:50 in 10 ml BHI-Medium verdinnt, welches mit den entsprechenden
Antibiotika versetzt worden war. Die Kulturen wurden dann 1,5 Stunden lang bei
27 T geschiittelt, danach die Temperatur auf 37 T erhoht und fur weitere zwei

Stunden geschuttelt. Danach wurden die Bakterien 10 Minuten bei 2850 g
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abzentrifugiert, das Pellet in 400 pl TE-Puffer (50 mM Tris, 20 mM EDTA,
pH 8,0) resuspendiert. Nach diesem Schritt erfolgte die Zugabe von 200 pl
Sarkosyl-Puffer (50 mM Tris, 20 mM EDTA, 5 % Sarkosyl, pH 8,0) sowie 200 pl
Proteinase K-Losung (Proteinase K 1 mg/ml in 50 mM Tris, 20 mM EDTA). Es
folgte eine Inkubation von 1 Stunde bei 56 C. AnschlieBend wurden die
Ansétze 15 sec gevortext. Zuletzt wurde zur Entfernung von Proteinen aus der
so gewonnen DNA-Losung eine Phenol/Chloroform-Extraktion (2.2.1.8)

durchgefuhrt.

2.2.2 Proteinchemische und allgemeine biochemische Methoden

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Pro  teinen

Mittels der Sodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamid-Gel Electrophorese (SDS-
PAGE) werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem
Molekulargewicht, unabhangig von ihrer Ladung und Struktur, getrennt (74).
SDS als anionisches, amphipathisches Detergenz im Auftragspuffer bindet im
Verhéltnis 1:1,4 pro Aminosaure an die kationischen Reste der Proteine und
verleiht ihm damit eine negative Uberschussladung, die sich proportional zur
GrolRe des Proteins verhalt und die proteineigene Ladung vernachlassigbar
macht. Durch die Denaturierung der Proteine mittels SDS und Hitze, sowie dem
Einsetzen des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) werden die Proteine in
lineare Polypetidketten umgewandelt. Das DTT trennt dabei die Disulfidbriicken
der Proteine. Der Einfluss der nativen Oberflachenstruktur der Proteine auf ihr
Wanderungsverhalten wird so mdglichst gering gehalten.

Die Proteine wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihr Laufverhalten
wahrend der Elektrophorese ausschlief3lich von ihrer GréRe abhangig ist. Der
Trennbereich wird Uber die Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentrationen im Gel
kontrolliert.

Fur die Elektrophorese wurden kleine Gele (Trennstrecke ca. 5,5 cm) in einer
Bio-Rad Apparatur verwendet. Es wurden 10.5 %-ige Trenngele eingesetzt, um

eine Auftrennung im Bereich von 10 - 100 kDa zu erreichen. Die GielRapparatur
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wurde nach Angaben des Herstellers zusammengesetzt. Das Trenngel wurde in
der Vertikalkammer bis zu 2/3 des Endvolumens gefullt und mit n-Butanol
Uberschichtet um eine glatte Trennflache zu bekommen. Nach einstindiger
Polymerisation des Trenngels und Entfernung des n-Butanols wurde das
Sammelgel in das verbleibende Volumen der Gelkammer gegossen und ein
Kamm eingesetzt. Nach erneuter einstiindiger Polymerisation des Sammelgels
wurde der Kamm entfernt. Die zu analysierenden Proteinproben wurden mit
einem Viertel ihres Volumens an 5x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min gekocht
und dann vorsichtig in die Taschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
1x SDS-Elektrophorese-Puffer bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA pro
Gel durchgefuhrt.

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel entweder gefarbt oder fur ein
Immuno-Blotting weiterverwendet. Zum Farben wurde das Gel unter leichtem
Schitteln fur 10—-30 min in Coomassie-Blue-Farbelésung inkubiert und
anschlielend durch Inkubation fur 1 — 2 h in der Entfarbelésung entfarbt, die 2

bis 3 mal gewechselt wurde.

Zusammensetzung der Polyacrylamidgele:

Trenngel Sammelgel
AA/BA (30:0,8) 3,5ml 1,0 ml
Tris/HCI (1,5 M) 1,9 ml 0 ml
Tris/HCI (0,5 M) 0 ml 1,2 ml
a. dest. 2,4 ml 3,6 ml
SDS-L6sung (10 %) 80 ul 50 pl
TEMED 10 pl 5l
APS (10 %) 100 pl 50 pl
10 % APS: 10 % (w/v) APS in a. bidest.
10 % SDS: 10 % (w/v) SDS in a. bidest.
AA/BA (30:0,8): 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,6
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10x Elektrophoresepuffer: 30 g Tris-HCI, 144,4 g Glycin, 100 ml 10 %
SDS, ad 11 a. bidest.
5x SDS-Probenpuffer: 314 mM Tris-HCI (pH 6,8), 50 % (v/v)

Glycerin,5 % (w/v) SDS, 5 % 2-Mercapto-
ethanol, 0,0025 % Bromphenolblau

Coomassie-Blue-L6sung: 1250 mg Coomassie R-250, 500 ml Methanol,
100 ml Essigsaure, ad 1 | a. dest.

Entfarbelésung: 25 % Ethanol, 8 % Essigsaure

2.2.2.2 Immunoblot (Western Blot)

Uber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine kdénnen
aufgrund der negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch weiter
auf eine Nitrocellulose oder PVYDF-Membran tbertragen werden (Western Blot).
Hierbei wird das SDS im Laufe des Transfers abgetrennt. AnschlieR3end kénnen
geblottete Proteine durch eine spezifische, sehr sensitive Immunreaktion

nachgewiesen werden (Immunoblot, (122)).

Der Transfer der mittels SDS-PAGE aufgetrennter Proteine wurde in einer
.semi-dry“-Transfer-Apparatur (Bio-Rad) durchgeftihrt. Der Aufbau erfolgte nach
Anleitung von Bio-Rad. Der Proteintransfer dauerte bei einer konstanten
Stromstarke von 300 mA ungefdhr 1 Stunde. Der Erfolg wurde durch die
reversible Farbung der Membran mit dem wasserl6slichen Farbstoff Ponceau S
Rouge (99) uberprift und die Markerproteine des angefarbten Standards
(Bio-Rad) markiert. Die Membran wurde anschlieend zur Blockierung von
freien Bindungsstellen entweder 3 Stunden in Blockierungspuffer (PBS + 2 %
FCS) auf einem Gelschuttler bei Raumtemperatur inkubiert, oder Gber Nacht bei
4 T in Blockierungspuffer (TBST mit 5% Magermilch pulver) geschwenkt.
Anschliel3end wurden folgende Schritte durchgefihrt:

* Inkubation mit primé&rem Antikdrper, verdinnt in Waschpuffer (PBS +

2 % FCS) fur 1,5 h bei Raumtemperatur auf dem Rotationsschuittler
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* 3 x 5 min Waschen mit Waschpuffer zur Entfernung von nicht oder
unspezifisch gebundenem Antikdrper

* Inkubation mit Sekundarantikérper-Peroxidase-Konjugat (1:1000, Schwein
anti Kaninchen) in Waschpuffer fir 1,5 h bei Raumtemperatur

* 3 x 5 min Waschen mit Waschpuffer zur Entfernung von nicht gebundenem
Sekundarantikorper

Die Detektion mit dem ECL-System (enhanced chemiluminescence) erfolgte
nach der Vorschrift des Herstellers (Amersham Pharmacia). Durch das
Auflegen eines Rontgenfilmes (30 sec bis 1 h) wurde die von der Peroxidase
katalysierte Lichtreaktion nachgewiesen.

2.2.2.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Proteinbestimmungstest nach
den Angaben des Herstellers.

2.2.2.4 Gewinnung von Kernproteinen

Zur Uberprufung der Translokation der Effektorproteinen von Y. enterocolitica in
den Zellkern wurden Kernproteine aus CV1-5B Fibroblasten nach Infektion mit
diversen Y. enterocolitica Stdmmen gewonnen, und anschlieBend mittels
Immunoblotting analysiert.

Als Vorbereitung hierfiir wurden zwei Tage vor der Infektion 1x10° CV1-5B
Fibroblasten in Zellkulturflaschen ausgesat. Dabei wurden Zellkulturflaschen mit
einer Flache von 80cm? verwendet. Am Vortag der Infektion wurden
Ubernachtkulturen der zu untersuchenden Bakterienstamme angeimpft. Am
nachsten Tag wurden diese 1:25 in frischem Medium verdinnt, fir 35 Minuten
bei 27 T und danach eine weitere Stunde bei 37 T inkubiert. Vor Zugabe der
Bakterien wurden die CV1-5B Fibroblasten zweimal mit warmem PBS
gewaschen. Die Infektion wurde in Clicks-Medium (8 ml), welches Glutamin
enthielt, mit einer MOI von 50 fur 3,5 Stunden bei 37 C und 5% CO,
durchgefuhrt.
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Anschlieend wurden die CV1-5B Fibroblasten zweimal mit kaltem PBS
gewaschen und dann mit sechs Milliliter kaltem NE1-Puffer (10 mM HEPES;
15 mM KCI; 0,2mM EDTA (pH 8,0)) versetzt. Durch den leicht hypotonen Puffer
quellen die Zellen auf. Dieser Vorgang lief fir zehn Minuten auf Eis ab. Danach
wurde der Puffer NE1 gegen vier Milliliter NE2-Puffer (NE1; 0,2 % (v/v)
IGEPAL630; Proteaseinhibitoren) ausgewechselt. Das Detergenz in diesem
Puffer schliel3t die vorgequollenen Zellen auf. Dieser Aufschluss erfolgte auf Eis
fur funf Minuten. Die Reste der Zellen wurden abgekratzt und zehn Minuten bei
2000 g und 4 T zentrifugiert. Der Uberstand, der zytosolische Proteine
beinhaltet, wurde verworfen. Das Pellet, in dem sich neben den Zellkernen noch
Zellbruchstiicke sowie Bakterien befinden, wurde in einem Milliliter des Puffers
NE3 (25mM HEPES; 50 mM KCI; 0,1 mM EDTA (pH 8,0); 10 % Glycerol;
Proteaseinhibitoren) aufgenommen und in ein Eppendorfgefal? Gberfihrt. Es
folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 10 Minuten bei 4 € und 2000 g. Im
Anschluss wurde das Pellet in 200 pul NE3-Puffer resuspendiert und mit 16,7 pl
einer 5 M NaCl-Lo6sung versetzt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten auf Eis
erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt fur 10 Minuten bei 4 T und maximaler
Geschwindigkeit. Der Uberstand, der die Kernproteine enthalt, wurde dann in

ein neues Eppendorfgefald pipettiert und bei —80 T gelagert.

2.2.2.5 TCA-Fallung sekretierter Proteine

Die durch Induktion von Yersinien- Kulturen sekretierten Proteine (2.2.3.3)
wurden mittels Trichloressigsaure gefallt. Hierbei wurde die Proteinlésung mit
einer 100 %-igen TCA-L6sung so versetzt, dass eine 10 %-ige TCA-LOsung
entstand. Nach Inkubation von 1 h auf Eis wurde die Loésung bei 15 000 g und
4 T 25 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vo rsichtig abgegossen und
das Prazipitat mit eiskaltem Aceton resuspendiert und in Eppendorf-Gefal3e
Uberfuhrt. Die Suspension wurde fur 20 min auf Eis inkubiert und dann fir
10 min bei 12 000 g und 4 € abzentrifugiert. Die s 0 geféllten Proteine wurden

noch zweimal wie oben beschrieben mit Aceton gewaschen. Nach dem letzten



Material und Methoden 45

Waschschritt wurden die Proteine in ca. 30 ul a. dest. aufgenommen und mit
1 M NaOH neutralisiert.

2.2.3 Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt.

2.2.3.1 Kultivierung von Bakterien

Die Anzucht der E. coli-Kulturen erfolgte bei 37 T in LB-Medium entweder
durch Animpfen aus einer Glyzerinkultur oder aus einer Einzelkolonie von der
Agarplatte.

Y. enterocolitica wurde standardmafig bei 27 T in LB Kkultiviert. War die
Induktion der auf dem Virulenzplasmid kodierten Gene erwinscht wurde bei
37 € in BHI kultiviert. Die Kultivierung erfolgte auf Festmedien in einem
Bakterienbrutschrank oder in Flissigmedium in einem Schiittler mit 200 rpm.
Die Ernte von Bakterien aus Flussigmedium erfolgte durch 10-minltige
Zentrifugation der Kulturflissigkeiten bei 5000 g und 4 €T in einem SLA3000-
Rotor oder bei 2850 g fur 15 Minuten in einer Zellkultur-Zentrifuge.

2.2.3.2 Herstellung von Gefrierkulturen von Bakteri  en

Die verwendeten Bakterienstamme wurden langfristig als Einfrierkulturen
gelagert. Einfrierkulturen wurden hergestellt, indem Uber Nacht angezogene
Bakterien in Einfriermedium (LB-Medium mit 20 % Glycerin) aufgenommen und
in Eppendorf-Gefélien bei -80 T eingefroren und gel agert wurden.
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2.2.3.3 Induktion der Proteinsekretion von Yersinia - Stammen

Die Proteinsekretion der Yersinia-Stamme wird durch Inkubation bei 37 T unter
Kalziumentzug stimuliert (63). Zur Untersuchung der sezernierten Proteine
wurden diese im weiteren Schritt mittels TCA aus dem Kulturiberstand gefallt.
Eine Ubernachtkultur des entsprechenden Yersinia-Stammes wurde 1:25 in
BHI-Medium, das bei Bedarf mit den entsprechenden Antibiotika versetzt
wurde, verdinnt und fur zwei Stunden bei 27 T gesc hittelt. Danach erfolgte
die Induktion. Hierfir wurden MgCl,, EGTA und Glukose in Endkonzentrationen
von 10 mM, 5 mM bzw. 0,2 % zugegeben. Die Temperatur wurde auf 37 T
erhoéht und die Bakterien fur 3 h weiter inkubiert. Die ODggp der Kulturen wurde
bestimmt. AnschlieRend wurden die Bakterien 10 Minuten lang bei 3500 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde zur Untersuchung der intrazellularen Proteine
eingefroren, die sezernierten Proteine aus dem Uberstand mit TCA gefallt
(s. 2.2.2.5).

Zur weiteren Analyse wurde die Verfahren SDS-PAGE (2.2.2.1) und
Immunoblotting (2.2.2.2) angewandt. Die eingefrorenen Bakterienpellets
wurden aufgetaut, in 2 ml PBS aufgenommen und ein Aliquot 1:1 mit SDS-
Probenpuffer verdunnt. Die prazipitierten Proteine aus dem Uberstand wurden
ebenfalls mit SDS-Probenpuffer versetzt. Alle Proben wurden anhand der ODggo

normalisiert auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

224 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sterilarbeitsbank durchgefuhrt. Alle Zellen wurden in einem Zellkultur-Inkubator
bei 37 T und 5 % CO, bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Materialien

und Losungen wurden bereits steril vom Hersteller bezogen oder steril filtriert.
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2.2.4.1 Passagieren von eukaryontischen Zell-Linien

Die Versuche fur diese Arbeit wurden mit HeLa Zellen und CV1-5B Fibroblasten
durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 80 cm2 (175 cm?)
Gewebekultur-Flaschen in Vollmedium. Fiur die Fibroblasten wurde das
Vollmedium DEMEM, fur die HelLa Zellen das Vollmedium RPMI (2.1.8.2)
verwendet. Dreimal wochentlich wurden die zu 80 bis 90 % konfluenten Zellen
im Verhaltnis 1:4 bis 1:6 gesplittet. Hierfur wurden die Zellen mit 10 ml (20 ml)
PBS gewaschen, durch Inkubation mit 2,5 ml (5 ml) Trypsin / EDTA fur 10 min
abgelost. Um das Trypsin zu neutralisieren wurden die Zellen danach in 7,5 ml
(15 ml) Kulturmedium (bei 37 ) aufgenommen. Die Zellen wurden danach
sedimentiert (400 g, 5 min), erneut in Zellkulturmedium aufgenommen und auf
neue Zellkulturflaschen verteilt. Dabei wurde in jede Flasche ein Viertel oder ein
Sechstel der urspriinglichen Zellmenge ausgesat.

2.2.4.2 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau-Ldsung
verdunnt. Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der selektiv nekrotische Zellen farbt
indem er in die nicht mehr intakte Membran der Zellen eindringt und diese blau
farbt. Die Zellsuspension wurde in eine Neubauer Zahlkammer
(0,0025 mm x 0,0025 mm x 0,1 mm) gegeben und ausgezéhlt. Das Produkt aus
der gemittelten Anzahl der nicht gefarbten Zellen je Grol3quadrat,
Kammerfaktor (1 x10* Zellen/ml) und Verdiinnungsfaktor ergab die

Konzentration der Zellen in der urspriinglichen Zellsuspension.

2.2.4.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden geerntet, abzentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium (10 %
DMSO, 90 % FCS, sterilfilitriert) pro ca. 10’ Zellen aufgenommen und erst fir
24 h bei -20 C, dann fur weitere 24 h bei -80 T g elagert und schlie3lich zur

langerfristigen Lagerung in flussigen Stickstoff Uberfihrt.
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2.2.4.4 Invitro Infektion von eukaryonten Zellen

Am Vortag der Infektion wurden Ubernachtkulturen der zu untersuchenden
Bakterienstamme angeimpft. Am nachsten Tag wurden diese 1:25 in frischem
BHI-Medium verdunnt, fur 35 Minuten bei 27 T und danach eine weitere
Stunde bei 37 T inkubiert. Nach spektrometrischer Keimzahlbestimmung
wurde das Suspensionsvolumen der bendtigten Bakterienzahl berechnet und
dieses in Eppendorf-GefaRen 5 min bei 3000 rpm und 4 < zentrifugiert. Die
Bakterien wurden in 100 pl Clicks-Medium resuspendiert. Die Infektionen
wurden mit einer MOI von 50 durchgefihrt.

Je nach Versuch wurden entweder HelLa Zellen oder CV1-5B Fibroblasten 2
Tage zuvor in 80 cm? oder 175 cm? Zellkulturflaschen mit dem entsprechendem
Vollmedium inokuliert. Fur den [B-Galaktosidase Nachweis wurden
12-Vertiefungen-Platten verwendet. Hierfiir wurden pro Vertiefung 1x10° Zellen
einen Tag vor der Infektion ausgesat und diesen 1 ml des entsprechenden

Vollmediums zugegeben.

Vor der Infektion wurden die Zellen zweimal mit PBS (bei 37 C) vorsichtig
gewaschen und Clicks-Medium zugegeben. Die Bakterien wurden auf die
Zellkulturen pipettiert, durch leichtes Schiitteln verteilt und anschlie3end bei
400 x g fur 5 min bei Raumtemperatur auf die Zellen zentrifugiert. Danach folgte
eine Inkubation fur 3,5 Stunden bei 37 € und 5 % C O,. Die Infektion wurde
beendet, indem das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen zweimal mit
PBS (37 C) gewaschen wurden.

Sollten die Zellen fur den B-Galaktosidase Nachweis verwendet werden, wurde
nun Vollmedium, welches Gentamycin (Endkonzentration: 100 pg / ml) enthielt,
zugegeben. Das Gentamycin diente zur Abtétung der verbleibenden Bakterien.

Die Zellen wurden Uber Nacht im Brutschrank inkubiert und am folgenden Tag

analysiert.
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2.2.4.5 Transfektion von eukaryontische Zelllinien mit ExGen 500

Fir die Transfektion mittles ExGen 500 wurden in dieser Arbeit die

eurkaryontischen Zelllinien HeLa und CV1-5B Fibroblasten verwendet.

ExGen 500 ist ein nicht-virales, nicht-liposomales Transfektionsreagenz,
welches aus dem kationischen Polymer Polyethylenimin  mit einem
Molekulargewicht von 22 kDa besteht. Das Polyethylenimin bildet mit der DNA
Wasserstoffbriickenbindungen aus. Die DNA/ExGen 500-Komplexe werden
mittels Endocytose in die Zelle aufgenommen. Eine Transfektion mittels ExGen
500 erreicht in der Regel eine hohe Effizienz. Dies beruht zum einen auf der
hohen Kapazitat fir kondensierte DNA und der Interaktion mit anionischen
Proteoglykanen auf der Zellmembran, und zum anderen auf dem Schutz der
DNA vor Degradation.

Fur die Transfektion wurden am Vortag die Zellen je nach Ansatz in 80 cm?
bzw. 175 cm? Zellkulturflaschen, oder 12-Vertiefungen Platten ausgeséat. Die
Zellen wurden am Folgetag mit PBS (bei 37 T) gewas chen, mit OptiMEM
versetzt und zur Regeneration fur 1 h bei 37 C, 5 % CO:inkubiert.

Ansatz HelLa Zellen | Fibroblasten PBS OptiMEM
Zellkulturflasche

80 cm? 1x 10’ 1x 10’ 10 ml 8 ml

175 cm2 2 x 10’ 2 x 10’

12-Vertiefungen

5 5
Platte 1x10 1x10 1ml 0,5 ml

Die Transfektion mittels ExGen 500 erfolgte in einer gegenuber den
Herstellerangaben abgewandelten Form.

Hierbei wurden zunéchst je nach Ansatz die Transfektionslésungen vorbereitet.

Ansatz LOosung A LOosung B

1x10° | 4 ul ExGen, 150 mM NaCl ad 1,5 pg DNA, 150 mM NaCl ad
50 pl 50 pl
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Ansatz LOosung A LOosung B
2x10’ 80 pl ExGen + 920 pl 10 pg DNA,
150 mM NacCl 150 mM NaCl ad 1000pl.

Losung A wurde vorsichtig zu Lésung B pipettiert und danach sofort fiir 10 sec
gemischt. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 10 min. Danach
wurde die DNA-ExGen-L6sung tropfenweise zu den 50-70 % konfluenten Zellen
gegeben und diese anschlieRend bei 400 g zentrifugiert. Die Zellen wurden fir
2 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Transfektionsmedium
vorsichtig abgesaugt und durch das den Zellen entsprechende Vollmedium
ersetzt. Die Zellen wurden Uber Nacht weiter im Brutschrank inkubiert. Am
Folgetag wurde entweder die Proteinexpression mittels Nachweis von
B-Galaktosidase (2.2.4.6) analysiert, oder die Zellen zur Gewinnung (2.2.2.4)
und Untersuchung der Kernproteine mittels Immunoblotting (2.2.2.2) weiter

verwendet.

2.2.4.6 Darstellung der Proteinexpression durch Nac  hweis von
B-Galaktosidase

Eukaryonte Zellen, die nach Infektion mit Yersinia-Bakterien oder nach
Transfektion rekombinante Proteine exprimieren, wurden mittels des
Nachweises von [3-Galaktosidase optisch dargestellt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfiir das [3-Galaktosidase Staining Kit von
Active Motif nach Angaben des Herstellers verwendet. Bei diesem Verfahren
wird ausgenutzt, dass das lacZ Genprodukt B-Galaktosidase den Farbstoff
x-Gal hydrolysiert und das Hydrolyseprodukt mit Kaliumhexacyanoferrat einen
blauen Komplex bildet.

Am Tag zuvor waren HelLa-Zellen bzw. Fibroblasten mit Yersinien-Bakterien
infiziert, bzw. tranfiziert worden. Am Folgetag wurde das Medium der Zellen aus
jeder Vertiefung vorsichtig abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1 ml PBS
(37 ) gewaschen. Dem Waschschritt folgte das Fixieren der Zellen. Hierfir
wurde pro Vertiefung 1 ml der zum Kit gehérenden Fixing-Solution gegeben.
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Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurde die Fixing-
Solution abgesaugt und die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Der
Waschschritt wurde dreimal durchgefuhrt. Danach wurde pro Vertiefung 1 ml
der Farbelbésung zugegeben und die Zellen damit fur mindestens 1 h bei 37 C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbelésung abgesaugt und die Zellen mit
1 ml 70 % Glyzerin in PBS eingedeckt. Die gefarbten Zellen konnten so gleich,
oder zu einem spateren Zeitpunkt, fotografiert werden. Die Lagerung erfolgte
bei bei 4 C.

2.2.4.7 Quantifizierung 3-Galaktosidase positiver Z  ellen durch
Auszéahlen

Die Quantifizierung der Infektions- oder Transfektionsversuche erfolgte
entweder durch FACS- Analyse oder mittels Auszahlen nachdem die Zellen mit

dem R-Galaktosidase Nachweis gefarbt wurden.

Die Methode des Auszahlens wurde durch Martin Koberle etabliert (132). Es
wurden pro Experiment 5 - 6 Gesichtsfelder des gefarbten Zellrasens fotografiert

und die Fotos mit einem Gitter aus 5 x 6 Quadraten Uberlegt.

Der prozentuale Anteil positiver Zellen wurde i.d.R. aus dem Durchschnitt der
Gesamtzellzahl pro Quadrat aus 6 Quadraten und dem Durchschnitt der Zahl

blauer Zellen pro Quadrat aus allen 30 Quadraten gebildet.

War die Zellverteilung innerhalb des fotografierten Bereichs inhomogen, wurde

auch die Gesamtzellzahl aus allen Quadraten des Gitters bestimmt.

War die Zahl der positiven Zellen sehr gering (< 1 %) wurde die Gesamtzellzahl nur

aus drei Quadraten je Gesichtsfeld bestimmt (132).

2.25 DurchfluRzytometrische —Analyse (FACS)

Die FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) ist ein Verfahren zur

guantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen
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Proteinen. Grundlage ist eine Antigen-Antikbrper-Reaktion, die mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikdrpern durchgefuhrt wird. Die Zellen einer
gefarbten Einzelzellsuspension werden durch hydrodynamische Fokussierung
an einem geblndelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Das
dabei erzeugte Streulicht 90°zum Laser (SSC) und d as Fluoreszenzlicht (FSC)
werden separat detektiert. Das Fluoreszenzlicht (FSC) ist ein Mal3 fur die
ZellgroRe. Es lassen sich gleichzeitig verschiedene Fluoreszenzen
unterschiedlicher Wellenlange verursacht durch die angewendeten
Fluoreszenzfarbstoffe oder durch exogene Farbungen (Propidiumiodid,
Fluoreszenz gekoppelte Antikérper) messen.

2.2.5.1 Intrazellulare 3-Galaktosidase Farbung

24 Stunden nach Transfektion oder Infektion der CV1-5B Fibroblasten wurden
5 x 10° Zellen in den Vertiefungen einmal mit 37 °warmen PBS gewaschen und
anschlieBend mit 300 pl Trypsin-EDTA abgel6st. Durch Zugabe von 1000 pl
Vollmedium wurde das Trypsin inaktiviert. Es folgte dreimaliges Waschen mit
jeweils 1000 pl PBS (Zentrifugation 400 g, 5 min, RT).

Zum Fixieren wurden die Zellen mit 2 ml Aceton / PBS (66:34) Uber 20 Minuten
bei 4 C inkubiert. Nach 2 Waschschritten mit 2 ml 4 T kaltem PBS
(Zentrifugation 400 g, 5 min, RT) wurde das Zellpellet in 30 pl des primaren
anti-R-Galaktosidase Antikorpers 1:50 in PBSF aufgenommen und eine
96-Vertiefungen V- Platte tberfuhrt und 45 min bei 37T geschiittelt. Danach
wurde zweimal mit 1 ml PBS (37 ) gewaschen (Zentr ifugation 400 g, 5 min,
RT). Das Pellet wurde in 30 ul des sekundaren Ratte anti-Maus IgG2a+b PE
Antikdrpers 1 : 3 in PBSF 30 min bei 37 T geschitt elt. Nach 2 Waschschritten
mit 1000 ul PBS (Zentrifugation 400 g, 5 min, RT) wurde das Zellpellet in 300 pl
kaltem PBS aufgenommen und bis zur FACS Analyse auf Eis gelagert (nach

Vanderplasschen et al, 1994, abgewandelt).
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierungen

3.1.1 Transiente Expression und Rekombination der C  re
Rekombinase

Um Yop Translokation in vitro nachweisen zu koénnen, sollte ein
Genexpressionsvektor, der ein Fusionsprotein bestehend aus einem
YopE-Fragment und Cre-Rekombinase exprimiert, generiert werden. Dieser
Genexpressionsvektor sollte dann in Yersinien transformiert werden, um zu
Uberprufen, ob mit Hilfe eines solchen Systems Yop Translokation in Zellkultur
nachweisbar wéare. Als ein Grundbaustein zum Aufbau eines solchen Systems
stand zunéachst der Expressionsvektor pBKEFNLSCre zur Verfigung.

Der Expressionsvektor pPBKEFNLSCre enthalt den offenen Leserahmen der
Cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1 sowie ein Kernlokalisationssignal
(NLS). Nach Transfektion von Zellen wird Cre-Rekombinase exprimiert. Das
NLS bewirkt durch Interaktion mit Kernporenproteinen eine Verbesserung des
Kernimportes der Cre-Rekombinase. Der Expressionsvektor pEFlacZneoflox
tragt das aus E.coli stammende [-Galaktosidase Gen (lacZ). Ein
Neomycin-Gen (neo), welches durch zwei loxP Elemente flankiert wird, liegt
zwischen Promotor und dem offenen Leserahmen (ORF) des lacZ-Gens und
verhindert somit die Expression von [-Galaktosidase. Bei gleichzeitiger
Expression von pBKEFNLSCre und pEFlacZneoflox kommt es zur
intramolekularen Rekombination. Die Cre-Rekombinase deletiert das gefloxte
Neomycin-Gen, so dass [R-Galaktosidase exprimiert wird (siehe Abb. 4,
Einleitung).

Um die Funktionalitéat der beiden Expressionsvektoren zu Uberprifen, wurden
HeLa Zellen mit pBKEFNLSCre und pEFlacZneoflox gleichzeitig transfiziert. Als
Negativkontrolle  wurden  Transfektionen mit pBKEFNLSCre sowie

pEFlacZneoflox einzeln durchgefiihrt. Anschlie3end wurde die 3-Galaktosidase
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Expression durch Farbung mittels x-Gal (Bromo-chloro-indolyl-
galactopyranosid) detektiert. Wie in Abbildung 6 dargestellt kommt es nur nach
gleichzeitiger Transfektion von pBKEFNLSCre und pEFlacZneoflox zur
Blaufarbung einiger Zellen, jedoch nicht nach Transfektion mit einem der beiden
Expressionsvektoren allein. Hiermit wurde gezeigt, dass die Vektoren
pBKEFNLSCre und pEFlacZneoflox funktionell sind und die kodierende Cre-
Rekombinase zur Konstruktion eines YopE-Cre Fusionsproteins prinzipiell zur

Etablierung eines Reportersystems geeignet ware.
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Abb. 6: Nachweis der Funktionalitat des Vektors pPBKEFNLSCre. Hela Zellen wurden (A) nicht
transfiziert, (B) transfiziert mit pEFlacZneoflox und pBKEFNLScre, (C) transfiziert mit
pBKEFNLScre, oder (D) transfiziert mit pEFlacZneoflox. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen mit x-Gal gefarbt. In den Zellen, die eine Blaufarbung aufweisen fand durch
Cre-Rekombinaseaktivitat eine Rekombination im Vektor pEFlacZneoflox statt.

3.1.2 Herstellung der Fusionsproteine YopE  133-Cre und
YopEs,-Cre

Frihere Untersuchungen zeigten, dal3 die Translokationseffizienz einen
limitierenden Faktor bei der Detektion von Reporterproteinen darstellt. Jacobi et
al (68) verwendeten als Reporterprotein GFP, welches an die ersten 138

Aminosauren von YopE fusioniert war. Hierbei zeigte sich, dass die Detektion
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des Reporterproteins in der Zielzelle aufgrund der geringen translozierten
Menge problematisch war. Um die Sensitivitat zu erhéhen wurde YopE nicht an
das Reporterprotein selbst, sondern an die Cre-Rekombinase fusioniert. Diese

aktiviert nach Translokation in die Zielzelle das Reportergen.

Zur Herstellung eines Genfragmentes, welches fur die Fusions-
proteineYopE;3s-Cre oder YopEs,-Cre kodiert, wurde als Ausgangsplasmid der
Vektor pNHANS verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Derivat des
Plasmides pCJYE138-G3, das von N. Hitziger modifiziert wurde. Der Vektor
pNHANS enthalt das YopE-Chaperon sycE, den Promotor und den offenen
Leserahmen, der fur die ersten 138 Aminosauren von YopE kodiert.

Unter Beibehaltung des Leserasters schliel3t daran das virD,-Gen an, welches
von den Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall
flankiert wird. Abbildung 7 zeigt eine schematische Darstellung des Plasmides
PNHANS.

i

Chloramphenical

Sall

amHl

Abb.7: Karte des Plasmids pNHANS. Neben einer Chloramphenicolresistenz tragt das Plasmid
das sycE-Gen mit Promotor, den Promotor des yopE-Gens (pYE), den ORF fiir die ersten 138
Aminosauren des YopE-Proteins von Y. enterocolitica. Uber die Restriktionsendonukleasen
BamHI und Sall wurde das NLScre-Gen in dieses Plasmid kloniert, so dass ein Fusionsprotein
aus YopE und NLScre exprimiert wird.



56 Ergebnisse

Mit den Endonukleasen BamHI und Sall wurde der Vektor pNHANS linearisiert,
wobei zwei DNA-Fragmente, der Vektorrickgrat pACYC und das virD2-
Genfragment entstehen. Das NLScre Gen wurde unter Verwendung der Primer
creBglll (fwd) und creSall (rev) aus dem Plasmid pBKEFNLScre amplifiziert und
danach mit den Endonukleasen Bglll und Sall geschnitten. Anschliel3end wurde
das PCR-Amplifikat der NLScre-Sequenz (Insert) und der Restriktionsverdau
von pNHANS mittels Gelektrophorese aufgetrennt. Das NLScre DNA-Fragment
und der pACYC Vektorrickgrat wurden manuell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und im nachfolgendem Schritt ligiert, wobei die Schnittstellen flr
die Endonuklease BamHI und Bglll zerstért wurden. Abbildung 8 zeigt das
Agarosegel mit den beschriebenen DNA-Fragmenten. Der so konstruierte
Vektor wurde als pACYC184yopE;sscre bezeichnet.

In Abbildung 9 sind die einzelnen Klonierungsschritte schematisch dargestellit.

bp 1 2
9000— pa—
7000—

5000—
-
3000—

Abb. 8: Agarosegel der DNA Fragmente fur die Klonierung von pACYC184yopE sscre. (1) PCR
Amplifikat der NLScre Sequenz (Insert) mit einer GréBe von 4000 bp. (2) Der
Restriktionsverdau von pNHANS ergibt 2 DNA Fragmente: den Vektorrickgrat mit einer Grof3e
von 8000 bp und das virD2-Genfragment mit einer Grof3e von 4500 bp. Der Vektorriickgrat von
pPACYC und das NLScre Insert wurden manuell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und nach
Extraktion aus dem Gel ligiert.
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NLScre

pBKEF-NLScre \

PACYC184yopE138cre
(5759 bp)

NLScre

Abb. 9: Klonierungsschema zur Herstellung von pACYC184yopE;sscre aus pBKEFNLScre. Das
NLScre DNA Fragment (Insert) wurde aus pBKEFNLScre amplifiziert und mit den
Endonukireasen Bglll und Sall geschnitten. pNHANS wurde mit den Endonukleasen BamHI und
Sall linearisiert, wobei virD,-Gen entfernt wurde und der Vektorriickgrat von pACYC entsteht.
AnschlieRend wurde das NLScre Fragement in den Vektorriickgrat ligiert.

E. coli DH5a wurden mit pACYC184yopEisscre transformiert. Aus 20 der
erhaltenen Klone wurde DNA isoliert und durch Restriktionsverdau mit Hindlll
Uberpruft. Die Endonuklease Hindlll linearisiert pACYC184yopE;sscre. 11 der
20 Klone lieRen sich durch Hindlll Restriktionsverdau linearisieren. Mehrere
dieser positiven Klone wurden sequenziert, wobei die Richtigkeit der Sequenz
des inserierten PCR-Fragmentes bestatigt wurde. Einer der positiven Klone

wurde fir die Transformation von Yersinien Stammen verwendet.

Bei Untersuchungen mit YopE Fragmenten fusioniert an DHFR wurde gezeigt,
dass die Sekretion von YopE Fusionsproteinen davon abhangt, ob das Protein
linearisiert oder gefaltet vorliegt (46). Die Bindung des SycE Chaperon an das
DHFR schitzt das Fusionsprotein vor Faltung und bewirkt somit die effiziente
Sekretion. Die ersten 15 Codons von YopE kodieren fir das Sekretionssignal,
die Region zwischen den Aminosduren 16 und 50 von YopE vermittelt die
Bindung des Chaperons, sie wird als minimale SycE-Bindungsdomane
bezeichnet (128). Feldmann et al untersuchten die Sekretion von YopE-DHFR
Hybriden, die 16 (YopEie), 52 (YopEsz) und 138 (YopEjszg) Aminosauren von
YopE enthielten sowie YopE in voller Lange. Hierbei wurde gezeigt, dass das
YopEs,-DHFR  Fusionsprotein im  Vergleich zu YopEizs-DHFR effizienter
sekretiert wird (46).
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Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde mittels Deletionsmutagenese zusatzlich
der Vektor pACYC184yopEs,cre generiert. Die PCR mit den Primern
YopES52 rev und CreATG fwd fuhrten zur Amplifikation des gesamten Vektors
mit Ausnahme der letzten 86 Basenpaare des YopE Genfragmentes. Somit
enthalt der Vektor pACYC184yopEs,cre die ersten 52 Aminosduren von YopE.
Anschliessend wurde die DNA Dpnl verdaut um die methylierte, zur PCR-
Amplifikation verwendete DNA zu verdauen. Die amplifizierte DNA wurde mit T4
Ligase enzymatisch ligiert und in E. coli DH5a transformiert. In Abbildung 10
sind die einzelnen  Klonierungsschritte der  Deletionsmutagenese
wiedergegeben.

Nach der Transformation wurden verschiedene Bakterienklone geerntet, die
DNA davon prapariert und diese im Restriktionsverdau mit EcoRI und Pstl
Uberpruft.

Durch in vitro Versuche sollte im weiteren Schritt die Funktionalitat der auf den
hergestellten Expressionvektoren kodierten Fusionsproteine YopEiszs-Cre und

YopEs,-Cre sowie deren Sekretion und Translokation untersucht werden.
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CreATG fwd
YopES52 rev

Sall
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BamHI VOPE 52.138 BamHlI

Abb. 10: Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zur Generierung des Vektors
pACYC184yopEs,cre. Die PCR mit den Primern YopE52rev und CreATG fwd fuhrte zur
Amplifikation des gesamten Vektors mit Ausnahme der Aminoséauren 53 bis 138 von YopE. Der
somit linearisierte Vektor wurde anschlie@end mit Dpnl verdaut und ligiert.

3.1.3 Herstellung von pCDNA3yopE 13scre und pCDNA3yopE s.cre

Es war unklar, ob die YopE-Fragmente YopEiss bzw. YopEs; fusioniert an die
Cre-Rekombinase eine negative Auswirkung auf die Cre-Rekombinaseaktivitét
haben. Daher sollte der Einfluss der YopE3s und YopEs, Sekretionsdomanen
auf die enzymatische Aktivitat der Cre Rekombinase in Transfektionsversuchen
untersucht werden.

Hierfir wurden zunachst die Sequenzen der beiden Fusionsproteine in den
eukaryotischen Vektor pCDNAS3 kloniert. Fur die Amplifikation der yopEjsscre
und yopEs,cre Genfragmente aus pPACYC184yopE;3scre und
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pACYC184yopEs,cre wurden jeweils die gleichen Primer verwendet, da sich
beide Fusionsproteine in ihren Sequenzen lediglich in der L&nge des
yopE-Gens unterschieden. Die verwendeten Primer enthielten eine Sall bzw.
EcoRI Schnittstelle. Der Vektor pCDNA3 wurde mit den Endonukleasen Xhol
und EcoRI geschnitten und mit dem yopEisscre PCR-Produkt, sowie yopEs,cre
PCR-Produkt ligiert. Die neu generierten Plasmide wurden als
pPpCDNA3yopEisscre und pCDNA3yopEs,cre bezeichnet. In Abbildung 11 sind

die einzelnen Klonierungsschritte fir pPCDNA3yopE13scre abgebildet.
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PACYC184yopE 13scre

pCDNA3

coRI
PCM
Xhol
cresall (rev) yOpEECORI (fwd)
MNea
PCR mit den Primern
creSall rev und
Verdau mit yopEEcoRI fwd
EcoRI und

Xhol

Ligation Sall EcoRI

PCDNAS3yopE 13sCre

Abb.  11: Klonierungsschema  zur  Herstellung von  pCDNA3yopE;3sCre  aus
pACYC184yopE,sscre. Das Genfragment yopE138cre wurde mit den Primern creSall und
yopEECcoRI unter Verwendung der Vektor-DNA pACYC184yopE;sscre amplifiziert. Die Primer
wurden so gewahlt, dass die Schnittstellen fir Sall und EcoRI entstehen. Der
Expressionsvektor pPCDNA3 wurde im Restriktionsverdau mit EcoRI und Xhol linearisiert. Die
Schnittstellen Xhol und Sall sind kompatibel. Im Anschluf® folgte die Ligation des YopEjsscre
Genfragmentes mit dem linearisierten Vektor pPCDNA3 mit T4 Ligase.
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3.2 Uberpriifung der Expression und Funkionalitat de r
Fusionsproteine YopE-Cre

Zur Untersuchung der Expression der YopE-Cre Fusionsproteine wurden HelLa
Zellen mit den Expressionsvektoren pCDNA3yopE;3scre und pCDNA3yopEs,cre
transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellproteine der HelLa
Zellen gewonnen und diese mittels Immunoblot Analyse untersucht. Als
Kontrolle diente die Transfektion mit dem Vektor pBKEFNLScre. Die Zellen
wurden in  Ladmmli Puffer lysiert und die Zellproteine mittels SDS
Gelelektrophorese aufgetrennt. In der darauffolgenden Westernblotanalyse
konnten die YopE-Cre Fusionsproteine sowie die Cre Rekombinase mittels

eines Cre spezifischen Antikorpers detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Zur Uberprufung der Rekombinationsfahigkeit der Fusionsproteine wurden
Farbungen transfizierter HelLa Zellen durchgefihrt. Die Vektoren
PCDNA3yopE;sscre, pCDNA3yopEs,cre und als Kontrolle pBKEFNLScre
wurden jeweils mit pEFlacZneoflox in HeLa Zellen kotransfiziert. Als weitere
Kontrollen wurden ebenso Transfektionen der einzelnen Vektoren durchgefuhrt.
Durch x-Gal Farbung konnte bei den doppelt transfizierten Zellen durch
Blaufarbung Galaktosidaseaktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 12). Nach
Transfektion der einzelnen Vektoren hingegen konnte keine
Galaktosidaseaktivitat der Zellen nachgewiesen werden.

Damit wurde gezeigt, dass die Funktionalitdt der Cre-Rekombinase durch die

Fusion mit dem YopE Protein prinzipiell nicht beeintrachtigt wird.
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Abb. 12: X-Gal Farbung transfizierter HelLa Zellen. Doppeltransfektion — mit
(A) pCDNAyopE;3scre und pEFlacZneoflox, (B) pCDNAyopE52cre und pEFlacZneoflox,
(C) pBKEFNLScre und pEFlaczZneoflox.

3.3 Untersuchungen zur Sekretion des YopE-Cre
Fusionsproteins

Nachdem die Funktionalitat der YopE-Cre Fusionsproteine gesichert war, sollte
nun untersucht werden ob diese auch von Y. enterocolitica Stdmmen sekretiert
werden konnen. Verschiedene Yersinia-Stamme wurden mit den Plasmiden
pPpACYC184yopE sscre  und  pACYC184yopEs,cre  per  Elektroporation
transformiert. Neben dem Wildtypstamm WA-P wurden der sekretionsdefiziente
Stamm WA-C(pYV-515) sowie der Stamm WA-C(pTTSS) verwendet. Bei dem
Stamm WA-C(pTTSS) handelt es sich um eine Mutante, die das Original-
pathogenitatsplasmid nicht mehr besitzt. Die fur den Aufbau des
Typ llI-Sekretionssystem notwendigen Gene wurden bei WA-C(pTTSS) auf
einem anderen Plasmid eingefuhrt (123), so dass das Translokationssystem
funktionsfahig ist, die zytotoxischen Effektor-Yops jedoch fehlen. Die
transformierten Stdmme wurden WA-P(yopEisscre), WA-C(pTTSS yopEisscre),
WA-C(pTTSS yopEs,cre) und WA-C(pYV-515 yopE;3scre) benannt.

Sowohl transformierte Stamme wie auch untransformierte Ausgangsstdmme
wurden unter Bedingungen angezichtet, die zur Expression des
Typ Ill-Sekretionssystems  filhren (37 °C, Ca®*-Mangel). Die sekretierten
Proteine wurden durch TCA-Fallung aus dem Uberstand gewonnen und durch
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschlieend wurden dann

Coomassie-Blau Farbungen (nicht abgebildet) und Immunoblot-Analysen
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durchgefuhrt. Die Immundetektion erfolgte mit einem Cre spezifischen
Antikérper sowie einem YopE spezifischen Antiserum (Abb. 13). Es konnten
Fusionsproteine in den Uberstanden der transformierten Stamme WA-P und
WA-C(pTTSS) nachgewiesen werden, jedoch nicht in den Uberstanden des
transformierten WA-C(pYV-515) Stammes. Die Position der detektierten
Proteine entspricht in etwa den errechneten Molekulargewichten der
Fusionsproteine von 45 kDa fur YopEs,-Cre und 54 kDa fir YopEjiss-Cre.
YopEi3s-Cre ist bei 60 kDa zu detektieren, was fir ein verdndertes
Laufverhalten des Proteins im Gel spricht.

Von den transfizierten Yersinia Stammen wurden Gefrierkulturen angelegt, die

dann fur die folgenden Versuche verwendet wurden.

A B
kba 1 2 3 4 5 6 7 kDal
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Abb. 13: Westernblot Analyse der Sekretion von Y.enterocolitica-Stimmen, die mit dem
pACYC184yopE sscre  oder  pACYC184yopEs,cre  Plasmid  transformiert  wurden.
Immundetektion mit Anti-Cre (A) und anti-YopE (B). 1. WA-C(pYV-515), 2: WA-C(pTTSS),
3: WA-P, 4: WA-C(pYV-515y0pE 3gcre), 5: WA-C(pTTSSyopEs,cre),
6: WA-C(pTTSSyopE;sscre), 7: WA-P(yopE sscre). Detektion von YopE: 1. Kaninchen anti GST-
YopE 1:10 000, 2. Schwein anti Kaninchen IgG 1:1000 konjugiert mit Meerrettichperoxydase.
Detektion von Cre: 1. Kaninchen anti Cre 1:10 000, 2. Schwein anti Kaninchen IgG 1:1000
konjugiert mit Meerrettichperoxydase.  Die Pfeile geben die Banden der erwarteten
Fusionsproteine an *: YOpE sgcre, **: YopEs,cre.

3.4 Untersuchungen zur Translokation

Zum Nachweis der Translokation von YopE-Cre Fusionsproteinen wurden
Immunoblot Analysen von Zellkernextrakten von Zellen, die zuvor mit Yersinia-
Stammen infiziert wurden, durchgefuhrt. Die Cre Rekombinase des YopE-Cre
Fusionsproteins enthalt eine Kernlokalisationsdomane (NLS) Sequenz, wodurch

sie nach Translokation in die Zelle in den Zellkern gelangt. Fir den
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Translokationsversuch wurden verschiedene Zelllinien (HelLa Zellen, die
Fibroblastenlinie CV1-5B) verwendet. Die Isolierung der nuklearen Proteine
erfolgte dabei nach dem Protokoll von Schreiber et al (103).

Die Zellen wurden mit Yersinia-Stdmmen infiziert, nach 4 Stunden Inkubation
lysiert und die nukledren Proteine extrahiert. Die Proteinkonzentration der
Uberstande wurde bestimmt und fiir die SDS-PAGE gleiche Proteinmengen der
Proben auf das Gel aufgetragen. Von den Pellets, die durch Zentrifugation
nach der Extraktion erhalten wurden, wurden gleiche Volumina auf das Gel
aufgetragen. Die Pellets enthalten Zellbestandteile sowie Bakterien von der
Infektion. In Abbildung 14 ist die Westernblot Analyse der Kernproteine und der
Pellets von HelLa Zellen dargestellt. Die HelLa Zellen wurden mit Yersinia-
Stammen (WA-P, WA-C(pTTSS), WA-C(pYV-515), die mit dem Vektor
PACYC184yopEisscre transformiert wurden, und als Kontrolle mit den
untransformierten Ausgangsstammen infiziert. Die Immundetektion erfolgte mit
einem Cre spezifischen Antikérper. In der Fraktion der analysierten
Kernproteine wurde das Fusionsprotein YopEi3sCre bei den Zellen, die mit
WA-C(pTTSSyopEisscre) und WA-P(yopEi3scre) infiziert wurden,
nachgewiesen. Bei den mit WA-C(pYV-515yopE;3sCre) infizierten Zellen konnte
in den Kernproteinen YopE;3sCre nicht detektiert werden. In der Fraktion der
Pellets wurden bei allen Zellen, die mit den transformierten Yersinia-Stammen
infiziert wurden, das YopE;3sCre Fusionsprotein detektiert, jedoch nicht bei den
Zellen, die mit den Ausgangsstdmmen infiziert wurden. Somit kann auf eine
Translokation des Fusionsproteins in die Zielzellen Uber das
Typ llI-Sekretionssystem geschlossen werden. Betrachtet man in Abbildung 14
die Proteinmenge, die von den Stdmmen WA-P(yopEisscre) und
WA-C(pTTSSyopE;sscre) transloziert wurde, so ist ein quantitativer Unterschied

erkennbar.
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Abb. 14: Westernblot Analyse der Translokation des YopEjsscre Fusionsproteins. Aus
infizierten HeLa Zellen wurden Kernproteine extrahiert. Die benutzen Stdmme entsprechen den
Nummern:1: WA-C(pYV-515yopE;sgscre), 2: WA-C(pTTSSyopEisscre), 3: WA-P(yopE;jsscre), 4:
WA-C(pYV-515), 5: WA-C(pTTSS), 6: WA-P. Zur Detektion wurde ein polyklonaler Anti-Cre
Antikdrper verwendet.

3.5 Vergleichende Untersuchungen der Translokation und
Transfektion

In den vorangegangenen Untersuchungen zur Translokation war ein
quantitativer Unterschied in der translozierten Proteinmenge aufgefallen. Es
wird mehr YopEs,Cre Protein von den Yersinien transloziert als YopE;3sCre.

Im folgenden Experiment wurden die translozierten Fusionsproteine quantitativ
mit den Fusionsproteinen, die von den Zellen nach Transfektion exprimiert
wurden, verglichen.

Hierfur wurden CV1-5B Fibroblasten mit den Stdmmen
WA-C(pTTSSyopEisscre), WA-C(pTTSSyopEs,cre), WA-C(pYV-515yopE;33Cre)
und WA-C(pTTSS) infiziert, sowie mit den Expressionsvektoren
PCDNAS3yopEs,cre und pCDNA3yopE;3scre transfiziert. Nach 4 sowie nach 24
Stunden wurden die Zellkernproteine der CV1-5B Fibroblasten gewonnen und
mittels Westernblot Analyse untersucht. Die Immundetektion erfolgte mit einem
Cre spezifischen Antikorper.

In Abbildung 15 ist die Immunoblot Analyse der Kernextrakte dargestellt. In der
Fraktion der Zellkernextrakte, die nach 4 Stunden gewonnen wurde, wurden die
von WA-C(pTTSSyopEisscre) und WA-C(pTTSSyopEsycre) translozierten
Fusionsproteine  YopEs;Cre und YopEj3sCre nachgewiesen. In den
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Zellkernextrakten der transfizierten Fibroblasten konnten keine Fusionsproteine
detektiert werden.

In der Fraktion der Zellkernextrakte, die nach 24 Stunden gewonnen wurde,
wurden ebenfalls die von WA-C(pTTSSyopE;3scre) und
WA-C(pTTSSyopEs,cre) translozierten Fusionsproteine detektiert. Bei den
Zellkernextrakten der mit pPCDNA3yopEs,cre transfizierten Fibroblasten konnte
das Fusionsprotein YopEs,Cre ebenfalls nachgewiesen werden, nicht jedoch
bei den Zellen, die mit pPCDNA3yopEi3scre transfiziert wurden.

Zu beiden Zeitpunkten konnten in den Zellkernextrakten der Fibroblasten, die
mit WA-C(pYV-515yo0pE;33Cre) und WA-C(pTTSS) infiziert worden waren,

keine Fusionsproteine nachgewiesen werden.

4 h nach Infektion / Transfektion 24 h nach Infektion / Transfektion
kDa 1 2 3 4 5 6 kDa 1 2 3 4 5 6
180 — 180 —

160 — 160 —
120 — 120 —
100 — 100 =—

9 90 —

80 =— — e 80 —

70 — o 70 —

60 — ==

60 — ! * YOPE,54Cre — e —

50 — ¢ ) 50 -
** YopE,,Cre
—2= _—

©- - “ =
30 — 30 —

20 — 20 —

Abb. 15: Westernblot Analyse der Zellkernextrakte aus CV1-5B Fibroblasten 4 und 24 Stunden
nach Infektion und Transfektion. Zur Infektion wurden die Stdmme: WA-C(pYV-515) (1),
WA-C(pTTSSyopEs,cre) (2), WA-C(pTTSSyopE;zgcre) (3), WA-C(pTTSS) (4) verwendet. Zur
Transfektion wurden pCDNA3yopEs,cre (5) und pCDNA3yopE;sscre (6) benutzt. Die
aufgetragene Proteinmenge der einzelnen Proben betragt 21,5 pg. Zur Detektion wurde ein
polyklonaler Anti-Cre Antikorper verwendet. Die Pfeile geben die Banden der erwarteten
Fusionsproteine an (* YopE138cre, ** YopE52cre).

Bei allen Proben wurde die gleiche Proteinmenge aufgetragen. Vergleicht man
nun die Banden der detektierten Fusionsproteine, so wird zum Zeitpunkt 4

Stunden nach Infektion/Transfektion deutlich, dass wesentlich mehr YopEs,Cre

transloziert wird als YopEissCre. Auch beim Zeitpunkt 24 Stunden nach
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Infektion/Transfektion ist die Bande des YopEs,Cre um ein mehrfaches starker
als die Bande des YopEi3sCre. In der Fraktion der Zellkernextrakte der
transfizierten Fibroblasten konnte lediglich beim Zeitpunkt 24 Stunden das
Fusionsprotein YopEs,Cre detektiert werden. Dessen Bande ist eher schwach
ausgepragt, entsprechend der Bande des translozierten YopE;3sCre
Fusionproteins.

Aufgrund der Ergebnisse ist folgendes anzunehmen:

» das Fusionsprotein YopEs,Cre wird mengenmalfiig besser transloziert als
YopEi3sCre.

* 4 Stunden nach der Infektion befindet sich mehr Fusionsprotein im
Zellkern als 24 Stunden nach der Infektion. Demzufolge hat die
Degradation des Fusionsproteins zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
Infektion begonnen.

4 Stunden nach der Transfektion wird sehr wenig oder noch kein
Fusionsprotein von den Zellen exprimiert.

e 24 Stunden nach der Transfektion exprimieren die Zellen das
Fusionsprotein, jedoch wenig.

3.6 In vitro Infektionen und Transfektionen

3.6.1 Etablierung der Nachweismethode

3.6.1.1 Infektion transient transfizierter HeLa Zel len

Um zu Uberprifen, ob mit diesem System Yop Translokation in vitro
nachweisbar ist, wurden Infektionsversuche mit allen neu generierten Yersinia-
Stammen durchgefihrt. Hierfir wurden HelLa Zellen vor Beginn der
Infektionsversuche mit dem Vektor pEFlacZneoflox transfiziert. Dadurch befand
sich das Reportergen lacZneoflox in den Zellen. Bei den Zellen, in die das

Fusionsprotein YopE-Cre von den Yersinien transloziert wurde, kam es zur Cre
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vermittelten Rekombination des Reportergens. Dadurch konnte das lacZ Gen
exprimiert werden, was durch R-Galaktosidaseaktivitat in der histologischen

Farbung durch Blaufarbung der Zellen nachgewiesen werden konnte.

Die transfizierten HeLa  Zellen wurden mit  WA-P(yopEjsscre),
WA-C(pTTSSyopEisscre), WA-C(pTTSyopEs.cre), WA-C(pYV-515y0pEisscre)
Stammen, sowie den korrespondierenden Ausgangsstdmmen WA-P,
WA-C(pTTSS) und WA-C(pYV-115) inkubiert. Die Infektion wurde nach 4
Stunden Inkubationszeit durch Waschen und Gentamycingabe beendet. Die
Zellen wurden weiterhin flr 24 Stunden kultiviert, damit die 3-Galaktosidase
exprimiert werden konnte.

Abbildung 16 zeigt, dass bei Hela Zellen, die transient mit dem Vektor
pEFlacZneoflox transfiziert wurden und mit den Stammen WA-P(yopEisscre),
WA-C(pTTSSyopEisscre), WA-C(pTTSSyopEs,cre) infiziert wurden, im
3-Galaktosidase Nachweis einige Zellen blau angefarbt werden konnten. Bei
den uninfizierten Zellen sowie den Zellen, die mit den nicht transformierten
Stammen und WA-C(pYVyopEisscre) infiziert wurden, konnten dagegen keine
Zellen gefarbt werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich Cre
Rekombinaseaktivitdt nach Yersinien-Infektion mit YopE-Cre exprimierenden

Stammen spezifisch als Blaufarbung nachweisen lasst.



70 Ergebnisse

Infektion transfizierter HeLa Zellen (pEFlacZneoflox)

WA-C(pTTSSYOpE 5,cre)  WA-C(pYV-515y0pE ,54Cre)

e A O SR
WA-C(pYV-515) WA-P

Abb. 16. Hela Zellen nach x-Gal Farbung. Die Zellen wurden vor der Infektion mit den
angegebenen Yersinien-Stammen mit dem Vektor pEFlacZneoflox transient transfiziert (2 h).
AnschlieRend wurden die Zellen nicht infiziert oder mit den gekennzeichneten Stammen fiir 4 h

infiziert. Dann wurde zu den Zellen Gentamycin gegeben und nach weiteren 20 Stunden
wurden die Zellen mit x-Gal gefarbt.

In den einzelnen Infektionsversuchen fielen bezlglich der Translokations-
effizienz des Vektors pEFlacZneoflox wie auch der Rekombinationseffizienz der
YopE-Cre Fusionsproteine betreffend quantitative Unterschiede auf. Auch der
Vergleich der unterschiedlich transformierten Yersinien-Stamme zeigte
guantitative Unterschiede in der Rekombinationseffizienz. So wurde bei den
Infektionsversuchen mit dem Stamm WAP(yopEisscre) lediglich in einem
Versuch eine blaue Zelle beobachtet. Hierbei fiel auf, dass der Grof3teil der
HeLa Zellen abgerundet war und sich bereits abgelost hatte. In den
Infektionsversuchen mit den Stdmmen WAC(pTTSSyopEisscre) und
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WAC(pTTSSyopEs.cre) wurden stets blaue Zellen beobachtet. Bei allen

durchgefuihrten  Versuchen fiel auf, dass bei der Infektion mit
WAC(pTTSSyopEs,cre) mehr blaue Zellen zu finden waren, als bei der Infektion
mit  WAC(pTTSSyopEisscre).

beobachteten blauen Zellen sehr. Bei allen durchgefihrten Infektionsversuchen

Allerdings schwankte die Menge der
wurde auch die Transfektionseffizienz kontrolliert. Hierbei wurden die HelLa
Zellen mit pEFlacZneoflox und pBKEFNLSCre kotransfiziert. Auffallend war,
dass es deutliche quantitative Unterschiede in der Transfektionseffizienz
zwischen den einzelnen Versuchen gab. Die schwankenden Mengen an
beobachteten blauen Zellen sind somit am ehesten mit der inkonstanten
Transfektionseffizienz zu begrinden.

Zur quantitativen Einschatzung der Rekombinationseffizienz der Fusions-
proteine YopEi3sCre und YopEs,Cre wurden trotz dieses systemischen Fehlers
in einem der Infektionsversuche die blauen Zellen gezahlt.

Hierfir wurde der gefarbte Zellrasen fotografiert und auf die Fotos ein Gitter
gelegt. Durch Bestimmung der durchschnittlichen Zellzahl pro Gitterquadrat
(reprasentativ bestimmt aus 6 Zahlquadraten) und der durchschnittlichen Zahl
positiver (blauer) Zellen pro Gitterquadrat wurde der prozentuale Anteil positiver
Zellen bestimmt. Als Rekombinationseffizienz eines Versuchs wurde der
Durchschnitt aus den Auszahlungen von 4 bzw. 5 Ausschnitten angegeben.
Diese Quantifizierungsmethode wurde von M. Kéberle etabliert (132).

In Tabelle 17 sind die Auszahlungsergebnisse eines Infektionsversuches
dargestellt. Das Fusionsprotein YopEs,cre hat eine 8,5 fache hoéhere

Rekombinationseffizienz als YopEjsscre.

Stamm Gezahlte Zellzahl | Gesamt- Anteil
positive gezahlt | zellzahl positiver
Zellen errechnet Zellen

WA-C(pTTSSyopEisscre) 14 853 4265 0,33%

WA-C(pTTSSyopEs,cre) 50 357 1785 2,80%

Tab. 17: Auszahlungsergebnisse der Infektionen von transient transfizierten HeLa Zellen mit
WA-C(pTTSSyopE;sscre) und WA-C(pTTSSyopEs,cre) nach dem [ -Galaktosidase Nachweis.
Es wurde ein Experiment durchgefuhrt. 4 bzw. 5 Ausschnitte wurden abfotografiert und aus
diesen jeweils 6 von 30 Quadranten gezahlt. Aus der insgesamt gezéhlten Zellzahl wurde die
Gesamtzellzahl hochgerechnet, die in den ausgewerteten Ausschnitten enthalten war.
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3.6.1.2 Entwicklung einer stabilen Zelllinie

Es sollte eine Zelllinie entwickelt werden, die das Reportergen lacZneoflox
stabil in ihrem Genom integriert hat. Kommt es zur Translokation des YopE-Cre
Fusionsproteins mit nachfolgender Rekombination des Reportergens, so kann
die Cre Rekombinaseaktivitat in den Zellen durch Nachweis der
3-Galaktosidase-Expression mittels x-Gal Farbung detektiert werden.

Der Vektor pEFlacZneoflox wurde hierfir zuerst mit der Restriktions-
endonuklease Notl linearisiert und dann in HeLa Zellen transfiziert. Die weitere
Kultivierung der Zellen erfolgte unter dem Selektionsdruck des Antibiotikums
G418. Hierbei handelt es sich um ein Aminoglykosid-Antibiotikum, das in seiner
Struktur den Antibiotika Gentamycin, Neomycin und Kanamycin gleicht. Da der
Vektor pEFlacZneoflox die Resistenz fur Neomycin tragt, konnen in
Anwesenheit von G418 nur die Zellen auf Dauer Gberleben, die das Plasmid in
ihrem Genom enthalten. Die transfizierten Zellen wurden mit G418 kultiviert,
einzelne Zellpopulationen wurden isoliert und weiter subkultiviert. Um
sicherzustellen, dass das Reportergen lacZneoflox in das Genom der Zellen
integriert worden war, wurde bei allen Zellklonen die genomische DNA isoliert
und diese mittels PCR Analyse auf das Reportergen untersucht. Hierbei wurden
zwei unterschiedliche Sequenzabschnitte des lacZneoflox Gens amplifiziert um
auszuschlieR3en, dass nur ein Teil des Gens ins Genom eingebaut wurde. Die
Primerpaare wurden dabei so gewahlt, dass die vor und hinter der
Neomycinkassette liegenden  Sequenzen  amplifiziert  wurden. Als
Positivkontrolle wurde der Vektor pEFlacZneoflox verwendet. Hierbei konnte bei
lediglich zwei Klonen das Reportergen vollstdndig nachgewiesen werden
(Abb. 17).
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Abb. 17: Gelelektrophorese der PCR Amplifikate der Zellklone 9 und 10. In A wurden die
Primer lac Z1205-1530fwd und lacZ 1530-1205 rev verwendet. Das Amplifikat hat eine GroRe
von 325 bp. In B wurde das Primerpaar lacZ 2002-2504fwd und lacZ 2504-2002rev verwendet,
die GréRe des Amplifikates betragt 502 bp. Als Positivkontrolle (+) wurden PCRs mit denselben
Primerpaaren aus dem Vektor pEFlacZneolox durchgefuhrt. Die Banden der Amplifikate sind
mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die Funktionalitat der beiden Zellklone wurde im Transfektionsversuch mit dem
Vektor pBKEFNLScre uUberprift. Hierbei konnte bei keinem der Klone

3-Galaktosidaseaktivitdit nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Beide

Zellklone waren somit nicht funktionell.

3.6.1.3 Infektion von CV1-5B Zellen

Fir die weiteren Versuche wurde die Fibroblasten-Zelllinie CV1-5B verwendet,
die freundlicherweise von Werner Miuller (Helmholtzzentrum  far
Infektionsforschung, Braunschweig) zur Verfigung gestellt wurde. Bei diesen

Zellen handelt es sich um Fibroblasten, die als Reportergen ein NLS lacZ
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Konstrukt enthalten. Das aus E.coli stammende R-Galaktosidase-Gen lacZ ist
durch die Insertion einer gefloxten Neomycinresistenz Kassette vom Promotor
getrennt. Durch Cre-vermittelte Rekombination wird die Neomycinresistenz
Kassette entfernt. Das NLS-lacZ Konstrukt gelangt dadurch unter die Kontrolle

seines Promotors, so dass 3-Galaktosidase exprimiert wird (71).

Die Infektionsversuche wurden mit den Stammen WA-C(pTTSSyopEisscre),
WA-C(pTTSSyopEs.cre), WA-P(yopEisscre), WA-C(pYV-515y0pE;3scre) sowie
den korrespondierenden Ausgangsstdmmen durchgefiihrt. Dazu wurden am
Vortag CV1-5B Fibroblasten mit einer MOI von 50 fir 4 Stunden mit den
jeweiligen Yersinien-Stammen infiziert. Die Infektion wurde durch Waschen und
Gentamycingabe gestoppt. Die Zellen wurden fir weitere 24 Stunden kultiviert,
damit die R-Galaktosidase exprimiert werden konnte. Danach folgte die
Auswertung anhand des 3-Galaktosidasenachweises.

Abbildung 18 zeigt, dass bei CV1-5B Zellen, die mit den Stammen
WA-C(pTTSSyopEisscre) und WA-C(pTTSSyopEs,cre) infiziert wurden, nach
der B-Galaktosidase Farbung blaue Zellen nachgewiesen werden konnten. Bei
den uninfizierten Zellen und den Zellen, die mit WA-P(yopEisscre) und
WA-C(pYV-515yo0pEisscre) (Abb. 18 A, E und F) sowie den Ausgangsstammen

infiziert wurden, wurden dagegen keine blauen Zellen beobachtet.
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Abb.18: CV1-5B Fibroblasten nach x-Gal Farbung. A und B: zehnfache Objektiv-
VergroRerung. C-F: vierzigfache Objektiv-VergroBerung. A: uninfiziert, B: nach
WA-C(pTTSSyopEs,cre) Infektion, C: ebenfalls nach WA-C(pTTSSyopEs,cre) Infektion,
vierzigfache VergroRerung, D: WA-C(pTTSSyopEisscre), E: nach WA-P(yopE;jsscre) Infektion.
F: nach WA-C(pYV-515yopE138cre) Infektion.

3.6.2 Quantifizierung der Rekombinationseffizienzd  er
Fusionsproteine

3.6.2.1 Quantifizierung durch Auszahlen

Die Rekombinationseffizienz der Infektionsversuche von CV1-5B Fibroblasten
wurde durch Auszahlen nach der Methode von M. Kéberle bestimmt (132)
(siehe Material und Methoden, 2.2.4.7).

Am Folgetag der Infektion wurde zun&chst der [3-Galaktosidase Nachweis
durchgefiihrt. Der so gefarbte Zellrasen wurde abfotografiert und auf die Fotos
ein Gitter gelegt. Es wurde die durchschnittliche Zellzahl und die
druchschnittiche Zahl blauer Zellen pro Gitterquadrat bestimmt. Als
Rekombinationseffizienz eines Versuches wurde der Durchschnitt aus den
Auszahlungen von 3, bzw. 4 Ausschnitten gegeben.

Es wurden jeweils zwei unabhangige Experimente druchgefuhrt. Da kein
Hintergrund auftrat mussten die Negativkontrollen (uninfizierte CV1-5B
Kulturen; Infektion mit den nicht transformierten Yersinia- Ausgangsstammen)
nicht ausgezahlt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 dargestellt.
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Zellzahl (blaue Zellen) Durch- Standard-
Stamm Zellzahl . . . :
insgesamt Anteil schnitt abweichung
1265 32 2,53%
WA-C(pTTSSyopEs,cre) 277 10 3,61% o o
(Versuch 1) 531 15 2,82% 3,46% 1,05%
389 19 4,88%
2035 170 8,35%
WA"C(pzSSUSC{]OZEwcre) 1655 187 11,30% | 9,46% 1,61%
Vv ) 1985 173 8,72%
107 1 0,93%
WA"C(p\;T SSy: plElf*‘cre) 178 0 0,00% 0,31% 0,54%
(Versuch 1) 540 0 0,00%
4520 2 0,04%
WA-C(pTTSS E ’
(P ersué’ﬁpz 138C1€) | 1950 0 0,00% 0,01% 0,03%
v ) 1015 0 0,00%

Tab. 18: Auszahlungsergebnisse der Infektionen von CV1-5B Zellen mit
WA-C(pTTSSyopE;sscre) und WA-C(pTTSSyopEs,cre) nach dem B-Galaktosidase Nachweis.
Es wurden jeweils zwei unabhéngige Experimente durchgefiihrt. 3 bzw. 4 Ausschnitte des
Zellrasens wurden jeweils abfotografiert und gezahlt. Die daraus errechnete Zellzahl der
betrachteten Ausschnitte ist angegeben. Die Anzahl der in den Ausschnitten gezahlten blauen
Zellen ist insgesamt und prozentual auf die Zellzahl bezogen angegeben. Der Durchschnitt und
die Standardabweichung beziehen sich auf die angegeben Anteile an blauen Zellen.

3.6.2.2 Quantifizierung von Yop Translokation durch
durchflusszytometrische Analyse

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die CV1-5B Fibroblasten 24
Stunden nach der Infektion und Transfektion aus der Zellkulturschale abgeldst,
gewaschen und mit Aceton / PBS (66:34) fixiert. Die intrazellulare Farbung
erfolgte mit dem priméren Antikérper Maus anti-3-Galaktosidase (1:50) und

dem sekundarem Antikorper Ratte anti-Maus 19G,,_,, (PE 1:3). Die Konzentration

der beiden Antikérper wurde in mehreren Schritten austitriert.

Die CV1-5B Fibroblasten wurden am Vortag mit den Stamm
WA-C(pTTSSyopEsp,cre) und als Negativkontrolle mit dem  Stamm
WAC(pTTSS) infiziert, sowie mit dem Vektor pCDNA3yopEs,cre und pCDNAS3
transfiziert. Zur Beurteilung des Hintergrundes der intrazellularen Farbung
wurden uninfizierte und untransfizierte CV1-5B Fibroblasten verwendet. Bei den
mit WA-C(pTTSSyopEs,cre) infizierten Fibroblasten kam es durchschnittlich bei
4,12 % der Zellen und in der Fraktion der mit pCDNA3yopEs,cre transfizieten
Zellen bei 2,59% zur Cre vermittelten Rekombination. Von den als
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Negativkontrolle mit WAC(pTTSS) infizierten und mit pCDNA3 transformierten
Zellen waren im Durchschnitt 0,37 % der infizierten und 0,09 % der
transfizierten Zellen falsch positive Zellen nachweisbar.

In der Fraktion der untransfizierten und uninfizierten Fibroblasten wurden
durchschnittlich 0,04 % der Zellen falsch positiv gemessen. Somit trat bei den
durchfluBzytometrischen Analysen im Gegensatz zum [-Galaktosidase
Nachweis mittels x-Gal Farbung ein leichter Hintergrund auf. In Abbildung 19 ist
die Fax-Analyse eines der oben beschriebenen Versuche dargestellt. Die
einzelnen Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst, zu
den Versuchen wurden jeweils 2 bzw. 3 Experimente durchgefuhrt.

FACS Analyse nicht infizierter CV1-5B Fibroblasten
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FACS Analyse von CV1-5B Fibroblasten nach Infektion mit
WA-C(pTTSSyopE52cre)
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Abbildung 19: FACS Analyse von CV1-5B Fibroblasten nach Infektion mit Yersinia Stammen
und Transfektion (die verwendeten Stamme / Vektoren sind angegeben).



Ergebnisse

Stamm / Vektor

Positive Zellen

\usgewertete Zellen

o 0,00% 215
nicht infiziert
. 0,04% @ 0,04% 9495
(3 Experimente)
0,08% 5253
WA-C(pTTSS) 0,10% 9314
_ @ 0,37%
(2 Experimente) 0,54% 1299
4,51% 2266
WA-C(pTTSSyopEs,cre)
. 1,12% D 4,12% 9816
(3 Experimente)
6,74% 4901
pCDNA3 0,00% 305
, @ 0,09%
(2 Experimente) 0,18% 9050
CDNA3yopEs,cre 4,43% 820
P YOpEs2 3 2.50%
(2 Experimente) 0,75% 799

Tab. 19: Quantifizierung der (-Galaktosidaseaktividt der CV1-5B Fibroblasten mittels FACS
Analyse. Die Fibroblasten wurden mit den angegeben Stammen infiziert, bzw. mit den
angegebenen Vektoren transfiziert. Der Anteil der Ereignisse im rechten oberen Quadranten

wird als Anteil an positiven Zellen angegeben.
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4 Diskussion

Yersinien verfigen Uber eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, die ihre Invasion
und Ausbreitung im Wirtsorganismus ermoglichen. Auf Makrophagen und

neutrophile Granulozyten haben Yersinien vielfaltige Wirkungen. Sie inhibieren
Phagozytose, oxidativen burst sowie die Freisetzung von TNFO und

Interleukin-8 und induzieren Apoptose (36). In bisherigen Studien konnte
gezeigt werden, dass viele dieser Wirkungen von den Effektor-Yops abhangig
sind, die tUber den Typ llI-Sekretions/Translokationsapparat in das Zytoplasma
von Abwehrzellen transloziert werden. So wird nach Kontakt von Yersinien mit
Wirtszellen ein Sekretionsapparat aufgebaut. Uber diesen Sekretionsapparat
werden zunachst die Proteine YopB und YopD in die Wirtszellmembranen und
Uber die, in der Wirtszellmembran gebildete Poren werden dann die
sogenannten Effektor Yops, YopE, YopH, YopM, YopT, YopO und YopP in die
Wirtszellen, die verschiedene Zellfunktionen ausser Kraft setzen, injiziert. Uber
die molekularbiologische Funktionsweise der meisten dieser Yops ist vieles
bekannt (108).

Zum besseren Verstandnis der TTSS von Yersinia wurden Reportersysteme
entwickelt, um Fragen addressieren zu kdnnen, wie im Detail die Translokation
von Effektor-Yops funktioniert und in welche Zellen in vivo Yops transloziert
werden.

So entwickelten Jacobi et al (68) ein Reportersystem, welches auf YopE-GFP
und YopE-Luziferase Fusionsproteinen basiert. Hiermit konnten Yersinien, die
das Fusionsprotein exprimieren, in Zellkulturen und in Maus-Infektionen mittels
Fluoreszenz detektiert werden. Die direkte Yop Injektion konnte mit diesem
System jedoch nicht eindeutig nachgewiesen oder quantifiziert werden. Nachteil
dieses Reportersystems ist, dass Yersinien, die das Fusionsprotein
exprimieren, die gleiche Fluoreszenz aufweisen wie die infizierten Zellen. Bei in
vivo Versuchen war mit diesem System nicht mdglich zu unterscheiden, ob die
Fluoreszenz von infizierten Zellen oder von Yersinien ausgeht, die das

Fusionsprotein exprimieren.
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Sory et al (116) entwickelten einen Expressionsvektor bestehend aus
YopE-Cya (Adenylatcyclase). Durch quantitative Analyse der Umsetzung von
ATP zu cAMP konnte in vitro gezeigt werden, dass das YopE-CyA
Fusionsprotein in das Zytosol infizierter Makrophagen Uber den
Typ llI-Sekretions/Translokationsapparat transloziert wird. Zudem war es mit
diesem System moglich die Funktion von YopB und YopD fir die Translokation
von Yops mittels Messung von cAMP infizierter Zellen zu demonstrieren.
Allerdings waren diese Systeme nicht dafiir geeignet um in vivo zu zeigen, in
welche Zellen Yops injiziert werden. Somit blieb unklar, auf welche Zellen die

Yersinien in vivo wirken.

Ziel der vorliegenden Arbeit war ein Reportersystem, basierend auf einem
Cre-YopE Fusionsprotein und lox P flankiertem Reportergenkonstrukt zu
entwickeln, um durch Infektion von in vitro Modellen diejenigen Zellen zu
erkennen, in welche das Yop-Virulon transloziert wird.

Dieses Cre-lox P Reportersystem sollte als Grundbaustein fiir nachfolgende in
vivo Untersuchungen des Infektions- und Ausbreitungsweges von Yersinia

enterocolitica dienen.

4.1 YopE 135Cre / YopE 5,Cre

Untersuchungen zur Sekretion von YopE-DHFR Hybriden Uber das TTSS
hatten gezeigt, dass die Sekretionseffizienz von YopE Fusionsproteinen davon
abhangig ist, ob das Protein linearisiert oder gefaltet vorliegt (46). Feldmann et
al zeigten, dass das YopEs,-DHFR Fusionsprotein im Vergleich zu
YopEi3s-DHFR effizienter sekretiert wird.

Anlehnend an diese Untersuchungen wurden in dieser Arbeit
Expressionsvektoren, bestehend aus N-terminalen YopE Fragmenten und einer
C-terminalen NLSCre Domane, konstruiert. Die offenen Leserahmen der
yopE3sCre- und yopEs,Cre- Konstrukte wurden jeweils zusammen mit denen
von sycE (dem YopE Sekretionschaperon) in den enterobakteriellen Vektor
PACYC184 kloniert.
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Zur Uberpriufung der Funktionalitait der Cre Rekombinase wurden die
yopE13sCre- und yopEs,Cre Konstrukte in den eukaryoten Vektor pCDNAS3, der
zur Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen geeignet ist, kloniert. Es
konnte gezeigt werden, dass die Fusion der Cre Rekombinase an einen
N-terminalen Teil von YopE keinen Effekt auf die enzymatische Aktivitat von
Cre ausubt (siehe Ergebnisse 3.2, Abbildung 12).

4.2 Sekretion und Translokation von YopE  133Cre /
YopEs,Cre

Aufgrund der Vorbefunde, dass das YopE keinen Einfluss auf die Cre
Enzymaktivitat hatte, konnte nun im néchsten Schritt untersucht werden, ob
solche Fusionsproteine als Reporter zum Nachweis der Yop Translokation
geeignet waren.

Die Yersinia enterocolitica Stamme WA-P und WA-C(pTTSS) wurden jeweils
mit den Kkonstruierten Expressionsvektoren pACYC184yopE;sscre und
PACYC184yopEs,cre transformiert. Der Stamm WA-C(pTTSS) besitzt nicht das
Originalpathogenitatsplasmid. Die fir den Aufbau des Typ IllI-Sekretionssystem
notwendigen Gene wurden auf einem anderen Plasmid eingeftihrt (123), so
dass das Translokationssystem funktionsfahig ist, die zytotoxischen Effektor-
Yops jedoch fehlen. Es konnte gezeigt werden, dass die Fusionsproteine
YopEi3sCre und YopEs,Cre in BHI Medium sekretiert werden (siehe Ergebnisse
3.3, Abbildung 13).

Untersuchungen zur Translokation der Fusionsproteine ergaben Unterschiede
in der Tanslokationseffizienz der beiden Yersinia-Stamme WA-P(yopEi3scre)
und WA-C(pTTSS yopEisscre). Mittels Westernblot Analysen von Kernextrakten
infizierter CV1-5B Fibroblasten (Ergebnisse 3.4, Abb. 14) konnte gezeigt
werden, dass WA-C(pTTSS yopEisscre) mehr YopE3sCre Protein transloziert
als WA-P(yopEisscre). Dies entspricht den Ergebnissen der Infektionsversuche
mit HeLa Zellen, die zuvor transient mit dem Reportergenkonstrukt transfiziert
worden waren (siehe Ergebnisse 3.6.1.1). 24 Stunden nach Infektion mit

WA-P(yopEi3scre) waren die HeLa Zellen zum Grof3teil abgerundet und es
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konnten kaum (-Galaktosidase positive Zellen beobachtet werden. In der
Fraktion der HeLa Zellen, die mit WA-C(pTTSS yopEisscre) infiziert wurden,
waren keine ausgepragten Veradnderungen der Zellstruktur erkennbar sowie
vereinzelt B-Galaktosidase positive Zellen nachweisbar.

Die geringere Translokationseffizienz von WA-P(yopEsscre) kdnnte damit zu
erklaren sein, dass zusatzlich zu YopE;3sCre weitere Effektor-Yops sekretiert
und transloziert werden. Diese Uben zudem eine zytotoxische Wirkung auf die

Zielzelle aus, so dass es zum Abrunden und Absterben der Zellen kommt.

Anhand der Westernblot-Analysen von Zellkernextrakten infizierter CV1-5B
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein YopEs;Cre im
Vergleich zu YopE;sscre quantitativ besser transloziert wird. Die Fibroblasten
wurden mit den Stammen WA-C(pTTSS yopEi3scre) und
WA-C(pTTSS yopEs,cre) infiziert, die Zellkernextrakte nach 4 und 24 Stunden
gewonnen (siehe Ergebnisse 3.5). In Abbildung 15 ist zu sehen, dass die
Proteinbande von YopEs,Cre um ein mehrfaches starker ist als die Bande von
YopEi3sCre, und dass sich 4 Stunden nach Infektion mehr Fusionsprotein im
Zellkern befindet als 24 Stunden nach Infektion.

Entsprechend den Untersuchungen der Translokation von YopE-DHFR
Hybriden von Feldman et al (46) kdnnte es beim YopE-Cre Fusionsprotein auch
sein, dass das YopE13sCre Protein partiell in gefalteter Form vorliegt, sodass es
zwar den Sekretionskanal nicht blockiert, aber im Vergleich zu YopEs,Cre
weniger effizient sekretiert wird.

Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Infektion wurde in den Zellkernen der
Fibroblasten weniger Fusionsprotein nachgewiesen als zum Zeitpunkt 4
Stunden nach Infektion. Dies kodnnte damit zu erklaren sein, dass die
Degradation des Fusionsproteins im Verlauf der ersten 24 Stunden nach

Translokation in der Zielzelle beginnen kénnte.
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4.3 In vitro Infektionen und Nachweismethoden

Zunachst wurden Infektionsversuche mit HelLa Zellen, die zuvor mit dem
Reportergen pEFlacZneoflox transient transfiziert worden waren, durchgefihrt.
Die Zellen wurden mit den Yersinia Stammen mit einer MOl von 50, und
Infektionsdauer von 4 Stunden infiziert. 24 Stunden nach Infektion wurde die
3-Galaktosidase Expression der Zellen mittels x-Gal Farbung der Zellen
nachgewiesen. Ausschlie3lich bei den Zellen, die mit pEFlacZneoflox
transfiziert wurden und bei denen die Translokation von YopE-Cre
stattgefunden hat, kam es zu einem Cre vermittelten Rekombinationsereignis
und damit auch zur Expression von 3-Galaktosidase. Bei allen durchgefihrten
Versuchen fiel auf, dass bei der Infektion mit WAC(pTTSSyopEs,cre) mehr
blaue Zellen zu finden waren, als bei der Infektion mit WAC(pTTSSyopE3scre).
Allerdings schwankte die Menge der beobachteten blauen Zellen sehr. Auch in
den zur Kontrolle der Tansfektion durchgefuhrten Kotransfektionen mit den
Expressionsvektoren pEFlacZneoflox und pBKEFNLSCre fielen erhebliche
Schwankungen in der Menge der Rekombinationsereignisse auf.

Die schwankenden Anzahl der beobachteten blauen Zellen in den
Infektionsversuchen ist wahrscheinlich mit der inkonstanten
Transfektionseffizienz zu begrinden. Zellen, bei denen es zwar zur
Translokation von YopE-Cre, jedoch nicht zur Transfektion mit dem
Reportergen gekommen war, wurden in der x-Gal Farbung nicht erfasst.

Dieses System eignet sich somit nicht zum quantitativen Nachweis der
Rekombinationseffizienz der Fusionsproteine. Die nachfolgenden in vitro
Infektionsversuche wurden im CV1-5B Fibroblastenmodell, das sich fur die
Detektion von Cre-Aktivitat bewahrt hat, durchgefuhrt (71, 129).

Es wurden zwei Quantifizierungsmethoden zur  Auswertung der
Infektionsversuche angewandt. Ausgewertet wurde mittels Auszahlung und
durch FACS-Analyse. Die Quantifizierungsmethode durch FACS-Analyse wurde
in dieser Arbeit etabliert. Die Versuche wurden im CV1-5B Fibroblastenmodell

durchgefiuhrt. Bei beiden verwendeten Auswertungsmethoden konnte bei den
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Infektionen mit WAC(pTTSSyopEs,cre) mehr Fibroblastenzellen  mit
3-Galaktosidase-Expression detektiert werden als bei Infektionen mit
WAC(pTTSSyopEj3sscre).

Die Quantifizierung durch FACS-Analyse hatte gegentber dem Auszahlen den
Vorteil des deutlich geringeren Zeitaufwandes. Vorteil des Auszdhlens war,
dass kein Hintergrund auftrat und damit die Sensitivitat hoher war.

4.4 Cre-lox P als Reportersystem zum Nachweis der
Translokation von Yop's

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das YopE-Cre System zur
Untersuchung der Translokation von Yops prinzipiell geeignet ist. Es wurden
damit Grundlagen fur in der Zwischenzeit durchgefihrte Arbeiten zur
Quantifizierung und Optimierung des Systems gelegt. In den nachfolgenden
Arbeiten von M. Kdberle (132) zeigte die Verwendung des Yersinien-Stammes
E40 (Serotyp O:9) eine hohere Rekombinationseffizienz. Infektionsversuche im
Maus-Modell jedoch zeigten, dass das System in vivo nicht geeignet ist. Ein
grol3er Nachteil des Systems ist, dass die Rekombinaseaktivitat erst nach 24
Stunden detektierbar ist.

Briones et al (28) entwickelten ein SopE-Cre Reportersystem zur Untersuchung
von Proteintransfer tGber das Typ llI-Sekretionssystem von Salmonella enterica
(serovar Thyphimurium). Auch diese Untersuchungen ergaben, dass das
Cre-System als Reportersystem zum Nachweis von Proteintranslokation fir in

vivo Modelle nicht geeignet ist.

Zwischenzeitlich  wurde in  unterschiedlichen  Arbeiten ein  neues
Reportersystem, basierend auf TEM-1-R-Lactamase entwickelt, das die
Injektion von Typ llI-Effektoren in Wirtszellen durch E. coli (30), Samonella
enterica (51) sowie Yersinia pestis (79) darstellt.

Das System besteht aus TTSS-Effektoren fusioniert an TEM-13-Lactamase von
E.coli. Die infizierten Zellen werden mit CCF2-AM, die veresterte Form von

CCF2 gefarbt. Dieses wird nach Aufnahme in die Zelle von der endogenen
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Esterase zu CCF2 gespalten. Die Injektion von Effektor-TEM-1R-Lactamase
Fusionsproteinen kann Uber die Umsetzung des fluoreszenten (-Lactamase-
Substrats CCF2 analysiert werden. CCF2 fluoresziert im grinen
Spektralbereich. TEM-B-Lactamase spaltet CCF2 und fuhrt zur Fluoreszenz des
gespaltenen CCF2 im blauen Spektralbereich. Dieses Reportersystem
ermoglicht den spezifischen Nachweis des injizierten Effektor-TEM-
Fusionsproteins bei in vitro und in vivo Untersuchungen.

Marketon et al (79) verwendeten fur Infektionsversuche im Maus Modell mit
Yersinia pestis einen Expressionsvektor, der das Fusionsprotein
YopM-R3-Lactamase (YopM-bla) exprimierte. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass Yops vorwiegend in Granulozyten, dendritische Zellen und Makrophagen
injiziert werden, wahrend die Injektion in T- und B-Lymphozyten eher selten
vorkommt. Das Untersuchungszeitfenster nach Infektion der Mause mit Yersinia
pestis lag bei 24 bis 48 Stunden nach Infektion. Bei Untersuchungen zur
Sekretion der YopM-bla Fusionsproteine konnte erst nach 24 Stunden und bis
zu 48 Stunden nach Infektion der Mause die Sekretion von YopM-bla detektiert
werden. Bei Untersuchungen zu Zeitpunkten, die langer als 48 Stunden post
Infektion lagen, waren die meisten der Mause verstorben, oder die Milzzellen
waren stark nekrotisch oder apoptotisch.

Geddes et al (51) verwendete TEM-R-Laktamase (bla) fusioniert an 6
unterschiedliche Effektoren der zwei Typ llI-Sekretionsapparate von Salmonella
enterica, SPI-1 und SPI-2 TTSS (salmonella pathogenicity iland 1 und 2) fir in
vitro und in vivo Infektionsuntersuchungen. Hierbei zeigten Geddes et al, dass
nach Infektion in Mause Salmonella die Effektor-bla Fusionsproteine tUber das

SPI-1 TTSS vorwiegend in Granulozyten der Milz injiziert.

Aufbauend auf den in der vorliegenden Arbeit konstruierten
Expressionsvektoren und den nachfolgenden Arbeiten von M. Kéberle wurde
auch fur Yersinia enterocolitica ein auf TEM-1--Lactamase basierendes
Reportersystem etabliert (133), mit dem unter anderem gezeigt werden konnte,
dass nach Y. enterocolitica Infektion Yop Translokation primar in Granulozyten
und B-Zellen stattfindet.
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Nachteil des TEM-1-B-Lactamase Systems ist, dass kein Nachweis der
injizierten Effektoren-Fusionsproteine in situ moglich ist.
Ein Ausblick fur weitere Arbeiten ware daher die Entwicklung neuer Farbstoffe,

die sich auch fir in situ Untersuchungen eignen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass basierend auf diesen ersten, hier
durchgefiihrten Arbeiten die Pionierarbeiten fir die Entwicklung eines
geeigneten Reportersystems zum Nachweis der Yersinia enterocolitica Yop

Translokation gelegt wurden.
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5 Zusammenfassung

Humanpathogene Yersinien unterlaufen die primaren Abwehrmechanismen des
Wirtes, indem sie eine Gruppe von Virulenzfaktoren, die sogenannten Yersinia
outer proteins (Yop) E, T, H, M, O und P mittels eines Typ llI-Sekretions-
systems (TTSS) direkt in Wirtszellen translozieren. Diese Yops inhibieren
Wirtszellfunktionen und nehmen so negativen Einfluss auf die Immunabwehr.

In diversen Studien wurden zum besseren Verstandnis, wie die Yop
Translokation durch das TTSS von Yersinien funktioniert, verschiedene
Reportersysteme entwickelt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es ein
Reportersystem, basierend auf einem Cre-YopE Fusionsprotein und lox P
flankiertem Reportergenkonstrukt zu entwickeln, um in Infektionsexperimenten
zunachst von kultivierten Zellen diejenigen Zellen zu erkennen, in die die Yops
transloziert werden. Langfristig sollte dieses System dazu dienen, Yop
Translokation im Mausinfektionsmodell nachzuweisen.

Das Prinzip des Systems ist es, einen Yersinien-Stamm zu generieren, der
nach Kontakt mit Zellen ein YopE-Cre Fusionsprotein in die Zelle injiziert. Die
translozierte Cre Rekombinase deletiert dann ein Genfragment, so dass ein
konstitutiv aktiver Promotorbereich in die Nahe eines fir (-Galaktosidase
kodierenden  Genabschnitts gebracht wird. Nach Expression von
B-Galaktosidase kann diese durch Farbung mit x-Gal, wobei eine Blauféarbung

entsteht, nachgewiesen werden kann.

Es wurden Expressionsvektoren bestehend aus N-terminalen YopE
Fragmenten (YopEiss, YOpEsz) und einer C-terminalen NLSCre Doméne
konstruiert. Durch transiente Transfektion von Zellen mit diesen Vektoren
konnte gezeigt werden, dass die Funktionalitat der Cre-Rekombinase durch die
Fusion an die YopE Fragmente nicht beeintrachtigt wird.

Die  Yersinien-Stamme  WA-P  und WA-CpTTSS (Serotyp 0:8,
Typ llI-Sekretionssystem, aber keine Effektor-Yops) wurden mit den
konstruierten Expressionsvektoren pACYC184yopEs,Cre und

pPACYC184yopE3sCre transformiert und anschlielend die Sekretion und
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Translokation der YopE-Cre Hybride beider Reporterstdmme untersucht. Die
Sekretion und Translokation der Fusionsproteine konnte fur beide
Reporterstamme nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich, dass der
Reporterstamm WA-C(pTTSS) eine hohere Sekretions- und
Translokationseffizienz aufweist als der Reporterstamm WA-P, der zusatzlich
zum YopE-Cre Fusionsprotein weitere zytotoxische Effektor-Yops sekretiert.

In vergleichenden Untersuchungen der Translokation der YopE-Cre Hybride
konnte gezeigt werden, dass YopEs;Cre besser transloziert wird als
YopE;33Cre. Dies entspricht den Untersuchungen von Feldmann et al mit
YopE-DHFR Hybriden (46).

Zur quantitativen Auswertung der Translokation von YopE-Cre in Zellen nach
Yersinien-Infektion wurde weiterhin eine auf Druchflusszytometrie basierende
Methode etabliert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit ein
Reportersystem etabliert werden konnte, das zur Untersuchung der
Translokation von Yops prinzipiell geeignet ist. Allerdings ist der Anteil an
Zellen, in denen Yop Translokation mit Hilfe des YopE-Cre Systems nach
Infektion nachweisbar ist, mit weniger als 10 % relativ gering. In den
nachfolgenden Arbeiten von Martin Koberle (132) konnte das System weiter
optimiert werden, erwies sich aber fur in vivo Untersuchungen als
unzureichend.

Auch Untersuchungen von Briones et al (28) zum Proteintransfer Uber das
TTSS von Salmonella enterica basierend auf einem SopE-Cre Reportersystem
bestétigten retrospektiv, dass das Cre-System als Reportersystem zum
Nachweis von Proteintranslokation durch TTSS-Systeme fir in vivo Modelle

wenig geeignet ist.



90 Abkirzungen

6 Abklrzungen

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

A Adenin

a. bidest. agua bidestillata

a. dest. agua destillata

AK Antikdrper

Amp~ Ampicillin-Resistenz

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosauren

ATP Adenosin-5"-Triphosphat

BA Bisacrylamid

BCA bicinchoninic acid

BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
BHI brain heart infusion

C Cytosin

Ca Calcium

CacCl Calciumchlorid

CAMP cyklisches Adenosin-Monophosphat
Cl Chlor

CmR Chloramphenicol-Resistenz

Cre causes recombination (Enzymaktivitat)
DAB Diaminobenzidin

DAPI 4'-6-Diamidino-2-Phenylindol

DHFR Dihydrofolatreduktase

DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxy nucleic acid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol, Threo 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol

E. coli Escherichia coli
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ECL

EDTA
EGFP
EGTA

et al.
FACS
FCS
FSC
FITC

enhanced chemo luminescence
Ethylendiamintetraacetat
enhanced green fluorescent protein
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N-N,N’-
Tetraacetat

et alii

fluorescence activated cell sorter
fetal calf serum

forward scatter
Fluoresceinisothiocyanat
Erdbeschleunigung

Guanin

GTPase Aktivierendes Protein
green fluorescent protein
Glutathion-S-Transferase

hydrogen (Wasserstoff)

Salzsaure
4-(2-HydroxyEthyl)-Piperazin-1-Ethan-Sulfonsaure
human leucocyte antigen

Wasser

high pathogenicity island
horse-radish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Immunglobulin

Interferon

Interleukin

Kanamycin-Resistenz
Kaliumchlorid

3-Galaktosidase

Luria Bertani (Medium)

low Calcium response

mucosa associated lymphoid tissue

modified Eagles medium
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Mg Magnesium

MHC major histocompatibility complex

MOl multiplicity of infection

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonatMinute

M-Zelle microfold-Zelle oder microfold-Zelle

N Stickstoff

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

Nal® Nalidixin-Resistenz

NaOH Natriumhydroxid

Neo"® Neomycin-Resistenz

NLS nuclear localisation signal

0] Oxygen (Sauerstoff)

oD optical density (Optische Dichte)

ORF open reading frame

ori origin of replication

Ova Ovalbumin

PAGE polyacrylamid gel electrophoresis

PB PBS-BSA

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte
Salzlésung)

PBT PBS-BSA-Tergitol

PCR polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

PMN polymorphonucleare Neutrophile

PNPP p-Nitrophenyl-Phosphat Dinatrium

PP Peyer'sche Plaques

PVDF Polyvinyldifluorid

pYV plasmid Yersinia virulence

RAGE receptor for advanced glycated end products

Rho Ras-Homolog
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RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur

S. siehe

S.0. siehe oben

SDS sodium-dodecylsulfate

SSC sideward scatter

sodA Superoxid-Dismutase A

Spec® Spectinomycin-Resistenz

SPI-1 salmonella pathogenicity iland 1
SPI-2 salmonella pathogenicity iland 2
Syc specific yop chaperone

T Thymin

Tab. Tabelle

T4 T4 Bacteriophage

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TCA Tri-Chlorine acidic Acid

TcR Tetracyclin-Resistenz

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethyldiamin
Tk Thymidinkinase

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TTSS type three secretion system

Tyr Tyrosin

uv UltraViolet

v/v Volumen pro Volumen

Vis visible

WT Wildtyp

wiv Gewicht pro Volumen

w/w Gewicht pro Gewicht

x-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-beta-D-Galactopyranosid
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Y.
Yop

Yersinia

Yersinia outer protein

Einheiten und Gréf3enordnungen

A
bp

(@]

kb
kDa
kV

mA

oL

min

nm

rpm

sec

Angstrom
Basenpaare

Grad Celsius
Gramm

Stunden
Basenpaare x 1000
Kilodalton

Kilovolt

Liter

milli

Milliampere

mikro

Farad (S| Einheit fur elektrische Kapazitat)
Mol/I-1, molar
Minuten

nanometer

Ohm

rounds per minute
Sekunden

units (Einheit)
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