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Zusammenfassung

Yersinia enterocolitica und Yersinia pseudotuberculosis sind zwei humanpathogene Yersinia-
Arten, welche hauptsachlich durch orale Aufnahme Infektionen des Darmtrakts beim
Menschen und Nagern verursachen. Ein entscheidender Pathogenitatsfaktor fir die orale
Infektion von Y. enterocolitica im Mausmodell ist das Yersinia Adhesin A (YadA). YadA ist
ein multifunktionelles Protein, das neben Serumresistenz und Autoagglutination auch fir die
Bindung an Extrazellulare-Matrix-Proteine (ECM-Proteine) und Zellen verantwortlich ist. Die
Bindung von ECM-Proteinen im Kontext bakterieller Pathogenitat ist seit vielen Jahren
bereits Bestanteil der mikrobiologischen Forschung, da vor allem pathogene Bakterien haufig
mit ECM-Proteinen interagieren. Auch die Bindung von Kollagen, Fibronektin und Laminin
durch YadA wurde in dieser Hinsicht bereits untersucht. Dabei konnte die Kopfdoméne von
YadA als entscheidend fur die Interaktion mit diesen ECM-Proteinen festgestellt werden.
Jedoch konnten bisher weder ein genaues Aminosauresequenzmotiv fur die ECM-Bindung
identifiziert noch der Zusammenhang zwischen ECM-Bindung und Virulenz gezeigt werden.
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Bindestellen fir und das Bindeverhalten von ECM-
Proteinen (Kollagen, Fibronektin und Laminin) bei YadA im Bereich der N-terminalen Tip-
Domane (NTTD) von Y. enterocolitica WA314 (YadA®) und Y. pseudotuberculosis YPIII
(YadAP) naher zu charakterisieren und einen Zusammenhang zur Virulenz im Mausmodell zu

untersuchen.

Um diese Zielsetzung zu erreichen, wurden verschieden groRe Deletionen im NTTD
Kopfbereich von YadA® und YadAP durchgefiihrt und tiber homologe Rekombination in den
WA314 AyadA (WA(pYV08-x)) Hintergrundstamm eingefiihrt. Die Produktion und korrekte
Lokalisation der YadA-Varianten wurde in allen Stdammen tberprift. Der Einfluss, der YadA-
Varianten auf die Autoagglutination und die Oberflachenhydrophilie in den WA(pYVO8-x)
Stammen, wurde mittels Verteilung der Bakteriensuspension im PEG-Dextran-
Biphasensystem untersucht und die unterschiedlichen Stdmme ndaher charakterisiert.
AnschlieBend wurden mit immobilisiertem Kollagen Typ I, Kollagen Typ IV, Laminin,
Fibronektin und definierten Fibronektinfragmenten die unterschiedlichen YadA-Varianten-
Stamme auf ihre Bindungsfahigkeit hin untersucht. N-terminale Deletionen im Bereich der
NTTD Kopfdoméne fiihrten bei YadA® und YadAP zu einem veranderten Bindungsverhalten

fur ECM-Proteine. Um die Bindungskapazitat fir Kollagen Typ | und das synthetische
X1
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Kollagen-Mimetikum (POG)ip zu untersuchen, wurden die YadA-Varianten-Stamme in
Suspension mit fluoreszenzmarkierten ECM-Proteinen inkubiert und die gemittelten
Fluoreszenzintensitaten der Einzelbakterien mit Hilfe eines Durchflusszytometers bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass Deletionen im Bereich der NTTD die Bindungskapazitét
beeinflussen. Um die Bindestellen fir Kollagen im Kopfbereich von YadA néher zu
bestimmen, wurden zudem Inhibierungsversuche mit (POG)ip und fluoreszenzmarkiertem
Kollagen Typ | im Durchflusszytometer durchgefiihrt. Aus den Versuchen zur
Bindungsfahigkeit und den Versuchen zur Bindungskapazitit konnten die Bindestellen fur
Kollagen Typ I, (POG)1o, Laminin und Fibronektin im Kopfbereich von YadA® und YadAP
naher charakterisiert und bestimmte N-terminale Regionen fiir diese Bindestellen identifiziert

werden.

In Mausvirulenzversuchen konnte nachgewiesen werden, dass eine Verkurzung der NTTD bei
YadA°® zu einer sukzessiven Attenuierung der Mausvirulenz fiihrt. Bei YadAP flihrten kurze
Deletionen im Bereich der NTTD ebenfalls zu einer Attenuierung, wéhrend groRere

Deletionen der NTTD zu einer zum Wildtyp vergleichbaren Virulenz fuhrten.

Eine Korrelation zwischen der Bindungsféhigkeit und -kapazitadt von Kollagen Typ | bzw.
Fibronektin und dem Virulenzgrad der YadA-Varianten ist nicht feststellbar. Im Vergleich
dazu korreliert die Lamininbindungsfahigkeit bei Deletionen der NTTD Region von YadA®
mit dem Mausvirulenzpotential: Verlust der Lamininbindung fiihrt zur Attenuierung. Bei
YadAP oder YadA°®-HY gilt dies nicht.
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Summary

Summary

Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis are two pathogenic species of the
Yersinia family which are able to infect the gastrointestinal tract of humans and rodents. The
normal route of infection is via ingestion of contaminated food. One particularly important
virulence factor for oral infections in mice is the protein known as Yersinia Adhesin A
(YadA). YadA is a multifunctional protein responsible for serum resistance, autoaggregation
and binding of the bacterium to extracellular-matrix-proteins (ECM-proteins) and cells. The
connection between ECM-protein binding and bacterial pathogenicity has remained an
important field of microbiological research for many years, due to the fact that a number of
pathogenic bacteria interact with ECM-proteins. To expand upon these observations also the
interaction of YadA with different ECM-proteins such as collagen, fibronectin and laminin
was examined, and. it was found that the head domain of YadA is responsible for binding of
ECM-proteins. However the exact aminoacid-motif for this interaction is still unknown, and
the connection between ECM-binding and virulence remains unclear. The aim of this work
was therefore to identify the binding sites for collagen, fibronectin and laminin in the N-
terminal tip-domain (NTTD) of the YadA head of Y. enterocolitica WA314 (YadA®) and Y.
pseudotuberculosis YPIII (YadAP) and to clarify the connection between ECM-binding and

virulence with the help of a mouse infection model.

To achieve this aim different deletion mutants of YadA® and YadAP were generated and
integrated into a WA314 AyadA background via homologous recombination. The production
and correct localization of the YadA-variants was verified and the influence of the YadA-
variants on autoaggregation and surface hydrophycity was investigated in a PEG-Dextran
two-phase system. The characterization of the YadA-variant strains’ ability to bind to
immobilized collagen, fibronectin and laminin indicated that deletions in the NTTD and head
domain caused significantly weaker binding in the YadA®-variants to immobilized ECM-
proteins, in contrast to the improved binding found in the YadAP-variants. To expand upon
this, the binding capacity of soluble collagen and the collagen mimetic (POG),, was
examined. The fluorescence intensity of individual bacteria treated with fluorescently labelled
ECM-proteins was determined in this experiment, and indicated that deletions in the NTTD

have an impact on the binding capacity of collagen and (POG)1. Further binding experiments
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with immobilized and soluble ECM-proteins were performed and allowed the identification of

the YadA head domain binding sites for collagen, fibronectin, laminin and (POG)1,.

Mouse infection experiments were performed and showed that shortening of the YadA®
NTTD led to a gradual attenuation of mouse virulence. While deletion of the first part of the
YadAP NTTD also led to strong virulence attenuation, further deletions of the YadA? NTTD

restored virulence to the level of wild-type YadAP.

No direct link between the binding of collagen type | or fibronectin and the yadA-variants
virulence in a mouse model of infection could be shown. In contrast a potential link between
YadA® laminin binding and virulence was observed: loss of laminin binding causes

attenuation. However, this does not apply for YadAP or YadA°®-HY.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Yersinia

Yersinien sind fakultativ anaerobe, stdbchenférmige, Gram-negative Bakterien mit einem
Durchmesser von 0,5-0,8 um und einer Lange von 1-3 pm. Aufer Y. pestis sind alle
Yersinienarten bei 22-30°C beweglich, nicht jedoch bei 37°C. Die Gattung Yersinia umfasst
derzeit 18 Arten (Hurst et al, 2011; Murray PR, 1999; Murros-Kontiainen et al, 2011a;
Murros-Kontiainen et al, 2011b; Savin et al, 2014; Sedgwick & Tilton, 1971). Von diesen
sind Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis und Y. pestis humanpathogen (Wren, 2003).
Schleifstein und Coleman isolierten und charakterisierten 1938 zum ersten Mal Y.
enterocolitica. Y. pseudotuberculosis wurde bereits 1883 beschrieben, 1889 isoliert und die
ersten humanen Infektionen durch Y. pseudotuberculosis 1910 von Albrecht beschrieben
(Brandis H., 1994). Die Einteilung der Yersinia Arten erfolgte zundchst auf biochemischer
und spater auf molekularbiologischer Grundlage (r-RNS-Sequenz Phylogenie) (Bottone,
1997). Daruber hinaus wurde durch Genomsequenzierung die genetische Verwandtschaft
verglichen (Duan et al, 2014). Enteropathogene Yersinien sind im Temperaturbereich
zwischen 4°C und 42°C vermehrungsfahig (Konkel & Tilly, 2000; Yehualaeshet et al, 2013).

Wahrend Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis fast ausschlieBlich Infektionen des
Darms nach oraler Aufnahme von kontaminierten Lebensmittel verursachen (Gastroenteritis),
wird Y. pestis meist durch Flohbisse Ubertragen und verursacht schwere, systemische
Infektionen. Diese kdnnen sich in Form einer Beulenpest oder der Lungenpest manifestieren.
Dabei dient der Floh jedoch nur als Ubertragungsvektor von Nagetieren, die das eigentliche
Reservoir flr Y. pestis darstellen (Bhunia, 2008; Perry & Fetherston, 1997; Wren, 2003). Im
starken Gegensatz zur Kklinischen Manifestation steht die enge genetische Verwandtschaft
zwischen Y. pseudotuberculosis und Y. pestis, nicht jedoch Y. enterocolitica. Die
phylogenetische Aufzweigung von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis geschah
wahrscheinlich bereits vor mehr als 40 Millionen Jahren, wéhrend Y. pestis sich erst vor ca.
40 000 Jahren aus Y. pseudotuberculosis entwickelte (Achtman et al, 1999; Schubert et al,
2004). Y. pestis entwickelte sich dabei aus dem Y. pseudotuberculosis Serotyp O:1B. Die
Gene flr die Glykosyltransferasen zur Biosynthese des O-Antigens sind bei Y. pestis defekt,

so dass Y. pestis nur ,,Rauh-LPS* (Lipid plus Kernpolysaccharid) produzieren kann (Skurnik



Einleitung

et al, 2000). Typisch fur pathogene Yersinien ist ihre extrazelluldare Vermehrung und

Persistenz im infizierten Gewebe.

Die Gattung Yersinia bildet einen kohérenten Cluster in der Gamma-Unterabteilung der
Proteobacteria und spaltet sich in funf Sublinien auf. Die erste Sublinie, gebildet von Y.
enterocolitica, trennt sich dabei noch einmal in zwei Untergruppen auf (Y. enterocolitica
subsp. enterocolitica und Y. enterocolitica subsp. palearctica). Y. pseudotuberculosis bildet
mit Y. pestis und Y. frederiksenii die zweite Sublinie. Die Ubrigen Sublinien werden von nicht
humanpathogenen Yersinien gebildet (Duan et al, 2014; lbrahim et al, 1993). Die
humanpathogenen Arten haben sich nicht aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt,
sondern nach ihrer Trennung gleiche oder &hnliche Virulenzfaktoren parallel aufgenommen.
Dies zeigt sich auch darin, dass alle humanpathogenen Yersinien die chromosomalen Gene
fir Ail und Inv sowie extrachromosomal das pYV-Plasmid erworben haben (Reuter et al,
2014).

1.2 Enteropathogene Yersinien

Unter dem Begriff ,enteropathogene Yersinien® werden Y. enterocolitica und Y.
pseudotuberculosis zusammengefasst, da beide Arten in der Lage sind Uber die Infektion des
Darms Gastroenteritis, lleitis und/oder mesenteriale Lymphadenitis zu verursachen. Diese
Krankheitsbilder werden als Yersiniose bezeichnet. Enterale Yersiniosen kdnnen sich in
intestinaler und/oder extraintestinaler Form manifestieren: (1) Gastroenteritis, terminale lleitis
oder mesenteriale Lymphadenitis mit moglichen Symptomen einer Pseudoappendizitis oder
(2) Septikamie mit lokalen Abszessen in Leber und Milz. Haufig wéssrige und selten blutige
Stiihle kdnnen bei Y. enterocolitica beobachtet werden. Bei Y. pseudotuberculosis kommt dies
nur selten vor. Die Inkubationszeit bei enteropathogenen Yersinien betrédgt zwischen drei und
sieben Tagen. Die Dauer der Symptome betrdgt im Durchschnitt zehn Tage. Neben dem
akuten Krankheitsbild kdnnen auch postinfektiés Manifestationen wie eine reaktive Arthritis
oder eine Erythema nodosum auftreten. Das Krankheitsbild der Yersinien-induzierten
Arthritis kommt geh&duft bei Patienten mit der HLA-B27-Genvariante vor (80%) (Bhunia,
2008; Bockemiihl & Roggentin, 2004; Bottone, 1997; Bottone, 1999; Rosner et al, 2013;
Tsubokura et al, 1989; Wren, 2003).

Yersiniosen gehoren in Deutschland zu den meldepflichtigen Erkrankungen und alle Félle
missen dem Robert-Koch-Institut Gbermittelt werden. Die Zahl der gemeldeten Félle in den
2
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letzten Jahren ist mit Ausnahme des Jahres 2011 stetig ricklaufig. 2013 wurden gemalR
Referenzdefinition insgesamt 2590 Erkrankungen Ubermittelt. Bei der geografischen
Verteilung sind vor allem Thiringen, Sachsen und Sachsen-Anhalt hervorzuheben. 55% der
Betroffenen sind mannlich. Es ist eine starke altersspezifische Inzidenz bei Kleinkindern im
Alter von ein bis drei Jahren festzustellen. Mit zunehmendem Alter geht die Inzidenz zuriick
und bleibt im Erwachsenenalter auf einem niedrigen Niveau. Die hochste Infektionsrate

weisen mannliche Kleinkinder mit einem Lebensalter von einem Jahr auf (RKI, 2014).

Kontaminierte Lebensmittel und Wasser bildet dabei die héufigste Ansteckungsquelle.
Vereinzelt kann es auch zu Ubertragungen durch Bluttransfusionen kommen. So konnte Y.
enterocolitica bereits in Blutspenden nachgewiesen werden und fiihrte Gber diesen Weg auch
zu Infektionen, welche fatal verliefen. In seltenen Fallen kommt es auch zu Infektionen von
Mensch zu Mensch (Bockemiihl & Roggentin, 2004; Bottone, 1999; Leclercq et al, 2005;
Stenhouse & Milner, 1982; Strobel et al, 2000). Enteropathogene Yersinien besitzen einen
biphasischen Lebenszyklus und exprimieren unterschiedliche Virulenzfaktoren bei
unterschiedlichen Temperaturen (37°C/>30°C). Sie sind hdufiger in der Umwelt zu finden
und konnen auch Infektionen bei unterschiedlichen Tierarten (z.B. Nagetiere oder Végel)
auslosen (Bockemuhl & Roggentin, 2004; Straley & Perry, 1995; Wren, 2003). Entscheidend
fur die Pathogenitét ist das Vorhandensein des Yersinien-Virulenzplasmids pYV, das fur ein
Typ-I11-Sekretionssystem (T-111-SS, Injektosom) sowie zahlreiche T-111-SS-injizierbaren
Effektorproteine kodiert (siehe 1.3).

1.2.1 Yersinia enterocolitica

Die klassische Einteilung der enteropathogenen Yersinien erfolgt durch Sero- und
Biotypisierung. Einen hohen Differenzierungsgrad hat die Serotypisierung der hitzestabilen
O-Antigene (im wesentlichen Lipopolysaccharid oder LPS), veraltet ist dagegen die
Serotypisierung der hitzelabilen H-Antigene (im wesentlichen Flagellenantigen). Neben der
Einteilung in Uber 57 verschiedene Serotypen wird Y. enterocolitica auch in sechs Biovare
aufgeteilt. Dabei gibt es nichtpathogene Y. enterocolitica der Biovarietdt 1A, die maRig
mauspathogenen Biovare 2, 3, 4 und 5 und die fur Mé&use hochpathogenen Yersinien der
Biovarietat 1B. Fiir die Mausvirulenz verantwortlich ist die ,,High Pathogenicity-Island*
(HPI), die fur Biosynthese und Transport des Siderophors Yersiniabactin kodiert (Heesemann

et al, 1993). Die wichtigste Determinate fur die Pathogenitét ist das pYV-Plasmid (siehe
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Tabelle 1.1). Die Differenzierung nach biochemischen Eigenschaften geben auch einen
Hinweis auf die Pathogenitat. Bakterien des Biovars 1A sind in der Lage Salicin und Askulin
umzusetzen, Yersinien der Biovare 1B und 2-5 kénnen dies hingegen nicht. (Bottone, 1999;
Bottone & Mollaret, 1977). 2000 wurde Y. enterocolitica zudem in zwei Subspezies (ssp) Y.
enterocolitica ssp enterocolitica und Y. enterocolitica ssp palearctica aufgeteilt (Ibrahim et al,
1993; Neubauer et al, 2000).

Tabelle 1.1: Einteilung von Y. enterocolitica in Subspezies und Biovare

Y. enterocolitica Biovar Pathogenitat fiir Sdugetiere Virulenzfaktoren
Subspezies
palearctica Biovar 1A nicht pathogen pYV-negativ,

Yersiniabactin-negativ

Biovar 2, 3, 4 und | maRig pathogen pYV-positiv,
5 Yersiniabactin-negativ

enterocolitica Biovar 1B maRig-stark pathogen, letal @ pYV-positiv,
flr Mause Yersiniabactin-positiv

Waihrend die meisten Infektionen in den USA von Bakterien des Serotyps O:8 (Biovar 1B)
verursacht werden, wird in Europa, Kanada und Japan der Grofteil (80-90%) aller Y.
enterocolitica Infektionen durch den Serotyp O:3 (Biovar 4) verursacht. Im Jahr 2003 konnte
aber auch erstmals in Deutschland eine Infektion mit dem Serotyp O:8 bei einem Patienten
mit Leberabszess nachgewiesen werden (Schubert et al, 2003). Die zweithdufigsten V.
enterocolitica Isolate gehdren den Serotypen O:9 und O:5,27 an. Die Infektionen, die durch
Serotyp O:8 ausgel6st werden, zeigen in der Regel etwas schwerere Verlaufe als die
Infektionen, welche durch Yersinien der Biovare 2-5 verursacht werden (Bottone, 1997;
Bottone, 1999; Doyle et al, 1981; Schubert et al, 2003). Die Hauptinfektionsquelle ist
kontaminiertes Schweinefleisch (z.B. Thiuringer Mett). Y. enterocolitica konnte jedoch auch
in Schafen, Kuihen, Vdgeln und Y. enterocolitica Serotyp O:3 auch in Hunden nachgewiesen
werden. Auch Wasser und Milch oder zum Beispiel Sandkésten kdnnen Infektionsquellen fir
Y. enterocolitica sein (Bottone, 1997; Fabrega & Vila, 2012; Fredriksson-Ahomaa et al, 2006;
Lee et al, 1990; McNally et al, 2004).
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Die Ubliche Infektionsroute von Y. enterocolitica verlduft gewohnlich nach oraler Aufnahme
Uber den Darm und anschlieBend in die Peyerschen Plaques (PP) (Bottone, 1997). Die
Invasion der M-Zellen (,,micro-fold cells*), spezielle Darmepithelzellen der PP, beginnt im
peroralen Mausinfektionsmodell bereits wenige Stunden nach der Aufnahme der Yersinien
und wird hauptsachlich durch den chromosomal-kodierten Virulenzfaktor Invasin vermittelt
(Hanski et al, 1989a; Schulte et al, 2000). Nach wenigen Tagen ist das Gewebe der PP auf
Grund der schnellen Bakterienvermehrung stark geschadigt (Autenrieth & Firsching, 1996;
Hanski et al, 1989b). Auch pYV-negative Y. enterocolitica gelangen in die PP, werden aber
anschlieBend schnell eliminiert, so dass es zu keiner signifikanten Vermehrung kommt
(Griitzkau et al, 1993; Hanski et al, 1989a; Lian et al, 1987).

1.2.2 Yersinia pseudotuberculosis

Die Differenzierung von Y. pseudotuberculosis ist ebenfalls anhand des O-Antigens mdoglich
(Serotypisierung). Insgesamt werden hier 21 Serotypen unterschieden. Bei 26°C wird jedoch
nur ein kurzes O-Antigen gebildet und bei 37°C gehen sie in Rauhstdmme Uber (Brubaker,
1991; Wren, 2003). Die phylogenetische Unterscheidung von Y. pseudotuberculosis und Y.
pestis auf der Basis der r-RNS-Sequenzen ist nicht moglich, da Y. pseudotuberculosis und Y.
pestis fast identische r-RNS-Sequenzen haben. Jedoch kann Y. pseudotuberculosis
biochemisch von Y. pestis unterschieden werden. Ebenso kann Y. enterocolitica von Y.
pseudotuberculosis Uber die unterschiedlichen biochemischen Leistungen (Bunte Reihe)
differenziert werden (Brubaker, 1991; Sedgwick & Tilton, 1971). Histologische
Untersuchungen zeigen, dass Infektionen wvon Y. pseudotuberculosis seltener eine
Enterocolitis oder terminale lleitis verursachen hingegen héaufiger eine mesenteriale
Lymphadenitis (Donadini & Fields, 2007). Dabei wird, wie auch bei Y. enterocolitica, bei Y.
pseudotuberculosis eine Invasin vermittelte Aufnahme (ber die M-Zellen der PP und eine
anschlieBende Verbreitung in die mesenterialen Lymphknoten beobachtet. Die systemische
Verbreitung ist davon jedoch nicht abh&ngig. Zudem gibt es bei Y. pseudotuberculosis und Y.
enterocolitica noch zwei weitere Adhasine (Ail und pH6/Myf), welche die Bindung an
Epithelzellen vermitteln und eine Rolle in der oralen Infektionsroute spielen sollen (Barnes et
al, 2006; Marra & Isberg, 1996; Marra & Isberg, 1997).
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1.3 Virulenzfaktoren enteropathogener Yersinien

Enteropathogene Yersinien besitzen ein breites Arsenal an Virulenzfaktoren, um die
angeborene Immunantwort des menschlichen Koérpers zu umgehen oder direkt auszuschalten.
Die Gene fir diese Virulenzfaktoren sind chromosomal und extrachromosomal
(Virulenzplasmid pYV) lokalisiert. Neben den enteropathogenen Yersinien trdagt auch Y.
pestis dieses 70 kb groRe Virulenzplasmid, welches in Y. pestis auch als pCD1 bezeichnet
wird (Heesemann & Laufs, 1983; Mikula et al, 2012; Reuter et al, 2014). Aufgrund der
Vielzahl von Virulenzfaktoren werden im Weiteren nur die wichtigsten kurz angesprochen.
Dagegen wird auf das pYV-kodierte Yersinia Adhasin YadA detaillierter eingegangen, da

dieser Virulenzfaktor im Mittelpunkt dieser Doktorarbeit steht.

1.3.1 Attachment Invasion Locus (Ail)

Ein chromosomal kodiertes, nicht-fimbrielles Adhasin, welches alle enteropathogenen
Yersinien besitzen, ist Ail (Gen: ail). Das 17 kDa groRe AulRenmembranprotein zeigt jedoch
eine hohere Zellspezifitat (Rezeptor unbekannt) als Invasin (siehe 1.3.4.1) und wird fir
systemische Infektionen im Mausmodell nicht benétigt (Miller et al, 1990; Miller & Falkow,
1988; Miller et al, 1989; Wachtel & Miller, 1995). Ail kann (ber die Bindung des
Komplement-Faktors H (FH) und dem C4-Bindeprotein (C4bP) Serumresistenz vermitteln
(Inhibierung der Komplementaktivierung). Daflr darf Ail jedoch nicht von langkettigem
Lipopolysaccharid (LPS, O-Antigen) verdeckt sein, was in Y. enterocolitica jedoch auf Grund
der geringen GrofRe der extrazellularen Doménen von Ail die Regel ist. Die fir die
Serumresistenz und Invasion bendtigten Bereiche von Ail liegen in den gleichen exponierten
,,Jloops*, umfassen jedoch grofitenteils unterschiedliche Aminosauresequenzen (Biedzka-Sarek
et al, 2008a; Biedzka-Sarek et al, 2005; Bliska & Falkow, 1992; Kirjavainen et al, 2008;
Miller et al, 2001). Obwohl Ail in Y. enterocolitica und Y. pestis nur eine partielle Homologie
aufweist, vermittelt Ail in beiden dieselben Funktionen und ist in den entscheidenden
Bereichen (exponierte ,,loops®) stark konserviert. Ail dirfte in Y. pestis jedoch aufgrund des
rauhen LPS und der inaktivierten Gene fir Invasin und YadA (keine Maskierung von Ail)
weitaus wichtiger sein. Zudem vermittelt Ail in Y. pestis auch Bindung an Laminin und
Fibronektin (Kolodziejek et al, 2012; Yamashita et al, 2011). In der logarithmischen
Wachstumsphase wird ail optimal bei 30°C exprimiert. Dies dndert sich beim Eintritt in die
stationdre Phase, in der die ail-Expression ein Maximum bei 37°C erreicht (Pierson &
Falkow, 1993).
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1.3.2 Die ,High Pathogenicity Island“ (HPI) und Yersiniabactin (Ybt)

Bei der HPI handelt es sich um eine Ubertragbare, genomische Insel, die Gene fur die
Regulierung, Synthese und zum Transport des heterozyklischen Siderophors Ybt (MW: 482
Da) tragt. Die HPI, welche in Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica O:8
vorkommt, ist notwendig fir Mausvirulenz und systemische Infektionen beim Menschen.
Auch in anderen Enterobakterien wurde eine HPI nachgewiesen (Bach et al, 2000; Carniel,
2001; Carniel et al, 1992; Haag et al, 1993; Olsson et al, 2003; Schubert et al, 1998). Die
GroRe der HPI ist variabel. Diese umfasst bei Y. enterocolitica 38-43 kb, bei Y. pestis/Y.
pseudotuberculosis hingegen mehr als 100 kb. Hier scheint jedoch nur ein ca. 35 kb grol3es
Teilstuck fir die Eisenaufnahme verantwortlich zu sein. Diese Kernregion der HPI ist bei
allen drei Arten hochkonserviert (Bach et al, 2000; Buchrieser et al, 1998; Carniel, 2001;
Carniel et al, 1996; Perry et al, 1999; Rakin et al, 1999). Die Gene irpl bis irp5 und irp9,
welche fur die Synthese von Ybt zustandig sind und durch Fur reguliert werden, befinden sich
ebenso in dieser Kernregion wie das Gen fir den Oberflachenrezeptor FyuA (zusténdig fir
die Aufnahme von Ybt in die Zelle, TonB-abhdngig) und irp6 und irp7 (Zustandig fur den
Export von Ybt) (Heesemann et al, 1993; Pelludat et al, 1998; Rakin et al, 1994).

1.3.3 Yersinia Typ-3-Sekretionssystem (Ysc-T-III-SS)

Viele pflanzen- und tierpathogene Bakterien besitzen ein T-I1I-SS zur Injektion von
Effektorproteinen in die Zellen des Wirts (Bliska et al, 2013). Mehr als zw6lf unterschiedliche
Proteine sind am Aufbau dieses Ysc-Injektionsapparats in Yersinien beteiligt (siehe
Abbildung 1.1). In humanpathogenen Yersinien werden Uber das Ysc-T-I11-SS
unterschiedliche ,,Yersinia outer protein“ (Yop) Effektoren (siehe 1.3.3.1) in vitro sezerniert
(Heesemann et al, 1984; Heesemann et al, 1986a) und in vivo in die Wirtszelle injiziert, was
zu einer Umprogrammierung der Zelle zu Gunsten des Erregers fihrt (Cornelis, 2002a;
Cornelis, 2002b; Cornelis, 2006; Forsberg et al, 1994; Galan & Wolf-Watz, 2006; Rosgvist et
al, 1991). Die ,,Injektionsnadel* des Ysc-T-11I-SS besteht aus einer ,,Proteinnadel” und dem
Translokatorkomplex (YopB/YopD), der die Nadel mit der Zytoplasmamembran der
Wirtszelle verbindet. Der Kontakt mit der Wirtszelle 16st die Injektion der Yop-Effektoren in
die Wirtszelle aus (Dewoody et al, 2013a; Dewoody et al, 2013b; Galan & Wolf-Watz, 2006;
Hakansson et al, 1993; Heesemann et al, 1986a; Mueller et al, 2005; Pettersson et al, 1999;
Pettersson et al, 1996; Rosqvist et al, 1994). Die ,,Proteinnadel* wird aus 200-300 Einheiten
des Proteins YscF gebildet, ist ca. 60 nm lang und hat einen duf3eren Durchmesser von 6-7
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nm. Der innere Durchmesser der Nadel, welche vom Basalkorper bis ins extrazellulare Milieu
reicht, betragt etwa 2 nm (Diepold et al, 2012; Hoiczyk & Blobel, 2001).

- (YYYYYYY YY)
Translokator- :
komplex J
= \AAAAAAN)
Nadel <
- (’N‘” .
NN HUHNY
(Nbu \A\/ \AAANAAAAN
Basal-
kérper YscD YscD
x YYY)
- AN ANAN

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau des Ysc-T-111-SS. Aufbau des Ysc-T-111-SS aus Basalkorper,
Proteinnadel und Translokatorkomplex. Dabei reicht das Ysc-T-I11-SS von der inneren Membran des Bakteriums
durch die duRere Membran (Basalkorper) durch den extrazellularen Raum (Nadel) bis zur Membran der
Wirtszelle (Translokatorkomplex). Durch den Injektionsapparat kénnen die Yop-Effektoren in die Wirtszelle
injiziert werden.

1.3.3.1 Yersinia Outer Protein (Yop) Effektoren

Wie bereits erwahnt, werden die Yop-Effektoren tber das Ysc-T-111-SS in die Wirtszelle
injiziert und stéren auf unterschiedlichste Art die Erregerabwehr des Korpers (Cornelis,
2002b). Im nachfolgenden werden kurz die Grundfunktionen der sieben Yop-Effektoren
beschrieben.

YopE ist ein 23 kDa grofles, GTPase-aktivierendes Protein (GAP) flir Rho-GTP-bindende
Proteine und besitzt eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu eukaryotischen GAPs. Es hat einen
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,JArginin-Finger, welcher essentiell fur die GAP-Aktivitat ist. In vitro konnte eine
Aktivierung der GTPasen RhoA, RhoG, Racl und Cdc42 nachgewiesen werden (Andor et al,
2001; Black & Bliska, 2000; Evdokimov et al, 2002; Roppenser et al, 2009; Scheffzek et al,
1998; Von Pawel-Rammingen et al, 2000). YopE trégt zur Inhibition der Phagozytose von
Yersinien durch Makrophagen, Neutrophile und Epithelzellen bei (Grosdent et al, 2002;
Ruckdeschel et al, 1996). Wenn YopE an der Innenseite der bakteriellen Zellmembran
lokalisiert ist, soll YopE auch an der Regulation der Translokation von Yops beteiligt sein
(Aili et al, 2008; Krall et al, 2004). YopH ist eine hochaktive Phosphotyrosine-Phosphatase
mit einer GroRe von 50 kDa (Juris et al, 2002). Durch die Dephosphorylierung
unterschiedlicher Proteine in verschiedenen Zelltypen wird die Interaktion von ECM-
bindenden Integrinen mit dem Aktinzytoskelett gestort (Aepfelbacher et al, 2007). Dariber
hinaus unterbindet YopH die Induktion der NADPH-abhingige Produktion von ,reaktiven
Sauerstoffverbindungen™ (ROS, ,oxidativer burst®) Makrophagen und Neutrophilen und
verhindert die Expression von MCP-1, eines Makrophagen-Chemokins (Sauvonnet et al,
2002; Viboud & Bliska, 2005). Das Molekulargewicht von YopM variiert je nach Stamm und
liegt im Bereich von 47-67 kDa (Heesemann et al, 1986b). YopM interagiert im Nucleus mit
RSK1 (,ribosomal s6 kinase®) und verhindert die Dephosphorylierung von RSK1, was zu
einer dauerhaften Aktivierung von RSK1 fiihrt (Hentschke et al, 2010). YopO (YpkA, fir
Yersinia protein kinase A, in Y. pseudotuberculosis und Y. pestis, 80 kDa) gehort zu den
Serin-/Threonin-Kinasen (Galyov et al, 1993). Es besitzt eine Racl-bindende Doméne,
welche strukturell und funktionell den von GDIs (Proteine, die die Dissoziierung von GDP
von GTP-bindenden Proteinen inhibieren) von Rho-GTPasen gleicht. Diese Doméne
verhindert den Austausch von Nucleotiden (GDP zu GTP) in RhoA und Racl (Prehna et al,
2006). Die Aktivierung von YopO erfolgt durch die Bindung von monomerem G-Aktin, nicht
jedoch durch fibrillares F-Aktin (Trasak et al, 2007). Unabh&ngig von der F&higkeit der
Aktin-Depolymerisierung induziert YpkA Apoptose in Epithel- und Immunzellen (Park et al,
2007). Das 32,5 kDa grolRe YopP (Y. enterocolitica) bzw. YopJ (Y. pseudotuberculosis/Y
.pestis) hat eine anti-inflammatorische Wirkung und férdert die Apoptose in Makrophagen
(Orth, 2002). YopJ wirkt als Acetyltransferase, wobei bevorzugt Ser/Thr-Reste in MAPKKSs
und IKKs acetyliert werden, was zur Blockierung der Ser/Thr-Phosphorylierung fuhrt (Mittal
et al, 2006; Mukherjee et al, 2006). YopK (in Y. pestis/Y. pseudotuberculosis bzw. YopQ in
Y. enterocolitica) reguliert die Translokalisation der Yops in die Wirtszelle und hat eine
praventive Wirkung auf die Aktivierung des Inflammasoms (Brodsky et al, 2010; Dewoody et
al, 2013b; Holmstrom et al, 1997). YopT (MW: 36 kDa) ist eine Cystein-Protease, die von
9
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membransténdigen, prenylierten RhoGTPasen das C-terminale prenylierte Cystein abspaltet.
Dadurch wird der Aufbau des Aktinzytoskeletts gestort (Iriarte & Cornelis, 1998). Die Rho-
GTPasen verlieren dadurch ihre Membranstandigkeit (Shao & Dixon, 2003; Shao et al, 2002).
Wahrscheinlich wirkt Y. enterocolitica YopT bevorzugt auf RhoA (Aepfelbacher et al, 2003).

1.3.4 Autotransporter-Adhasine

Eine Subgruppe der nicht-fimbriellen Adhésine bei Gram-negativen Bakterien bilden
Monomere oder Trimere, die in der dulReren Membran tber einen Porin-&hnlichen Anker
inseriert sind. Dieser Anker ist auch flr die Translokation und Oberflachenexposition der
Adhésindomane verantwortlich. Aufgrund dieses speziellen ,,Autotransports“ wurde der
Begriff Typ 5 Sekretionssystem (T-V-SS) eingefihrt. Inzwischen wurden monomere und
trimere Autotransporter beschrieben, die entweder tUber den C-Terminus oder den N-Terminus
in der auReren Membran verankert sind (siehe Abbildung 1.2). Deshalb wurden die T-V-SS in
die Untergruppen von T-Va-SS bis T-Ve-SS eingeteilt. T-Va-SS bildet die Subgruppe der
klassischen, monoméren Autotransporter, welche einen C-terminalen Membrananker haben.
Typ VeSS sind ebenfalls monomere Autotransporter, die jedoch N-Terminal in der Membran
verankert sind (z.B. Invasin). Die Zwei-Partner-Sekretionssysteme und die fusionierten Zwei-
Partner-Sekretionssysteme bilden die Subgruppe T-Vb-SS bzw. T-Vd-SS. Der Subgruppe T-
Vc-SS werden die Trimeren-Autotransporter-Proteine (TAAS) zugeordnet (siehe 1.3.4.2)
(Linke et al, 2006).
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Typ Va Typ Vb Typ Vc Typ Vd Typ Ve

Abbildung 1.2: Typ V Autotransporter. Einteilung und schematischer Aufbau der Typ V Autotransporter (T-
Vc-SS: YadA; T-Ve-SS: Invasin). Die Membranankerdomane ist in braun dargestellt, die Linkerregion in hellem
grun, die extrazelluldren Doménen in dunklem griin und die intrazellularen Doménen in orange.

1.3.4.1 Invasin (InvA)

Invasin ist ein chromosomal kodiertes Adhésin, welches an B1- jedoch nicht an B2- oder B3-
Integrine bindet. Die Bindestelle liegt im C-terminalen Bereich, welcher sich durch Trypsin
leicht von der Oberflache abspalten lasst (Isberg & Leong, 1990; Isberg et al, 1987; Leo et al,
2012; Leong et al, 1990; Young et al, 1990). Die Sequenzen des Invasins von Y.
pseudotuberculosis und Y. enterocolitica sind zu 77% identisch. Wéhrend das Invasin von Y.
pseudotuberculosis (103 kDa) fiinf globuldre Doméanen exponiert, exponiert das Invasin von
Y. enterocolitica (92 kDa) nur vier. Die zusétzliche Doméne D2 bei Y. pseudotuberculosis
fordert die Homodimerisierung von Invasin und fihrt dadurch zu einer starkeren Adhdsion
und Invasion von Epithelzellen. Die durch Invasin vermittelte Bindung flhrt zu einer
Dimerisierung der Integrine auf der Zelloberflache und I6st dadurch eine Signalkaskade aus,
die eine Neuordnung des Aktinzytoskeletts bewirkt (Dersch & Isberg, 1999; Dersch & Isberg,
2000; Hamburger et al, 1999; Pepe & Miller, 1990). Reguliert wird die Transkription des

invA-Gens durch das ,,Histone-like nucleotide structuring“-Protein (H-NS), welches als
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Repressor fungiert und den Derepressor RovA. Zwischen Y. pseudotuberculosis und Y.
enterocolitica bestehen hierbei kaum Unterschiede. Die Expression des invA-Gens ist dabei
hauptséchlich von der im Bakterium vorhandenen Menge an RovA abhédngig, welches
kompetitiv zu H-NS in der Promotorregion bindet (Ellison et al, 2004; Ellison & Miller, 2006;
Nagel et al, 2001). Da rovA in vitro starker bei 25°C exprimiert wird, ist auch die Expression
von invA bei dieser Temperatur hoher. Neben der Temperatur haben auch der pH-Wert und
der Serotyp einen starken Einfluss auf die rovA-Expression (Pepe et al, 1994). In Y.
enterocolitica O:3 kommt es durch eine zusatzliche Bindestelle in der Promotorregion von
invA und einen Aminoséureaustauch in RovA zu einer konstitutiven Expression von Invasin,
welche auch bei 37°C stabil bleibt (Uliczka et al, 2011). Wahrend eine Deletion von invA
zwar einen starken Einfluss auf die Besiedlung der PP zeigte, konnte fur die Letale Dosis
(LDsp) flr Mause kein Unterschied zwischen Wildtyp und Deletionsmutante gezeigt werden
(Pepe & Miller, 1993). Bei einer Deletion von RovA zeigt sich jedoch ein deutlicher Anstieg
in der LDso-Dosis in M&usen (Revell & Miller, 2000).

1.3.4.2 Yersinia Adhesin A (YadA)

Da YadA zentral fir die vorliegende Doktorarbeit ist, wird dieser Virulenzfaktor im
folgenden Abschnitt ausfiihrlicher beschrieben. Das Adhé&sin kann in den enteropathogenen
Yersinia-Arten Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis gefunden werden. In Y. pestis wird
YadA auf Grund einer ,,frame shift“-Mutation (Deletion einer Base) nicht produziert (Skurnik
& Wolf-Watz, 1989). YadA (fruher Yopl bzw. P1) vermittelt neben der Adhédrenz an
extrazellulare Matrix-Proteine noch Autoagglutination und Serumresistenz. Des Weiteren
stellt YadA den Kontakt zu Wirtszellen her, so dass eine Injektion der Yops Uber das Ysc-T-
I11-SS erfolgen kann. YadA ist der Prototyp der Typ Vc Sekretionssysteme (Heesemann et al,
1987; Hoiczyk et al, 2000; Mikula et al, 2012).

Typ Vc Sekretionssysteme

Typ Vc Sekretionssysteme (siehe 1.3.4), welche auch ,,Trimeric Autotransporter Adhesins*
(TAAs) genannt werden und stets Homotrimere bilden, sind in Gram-negativen, pathogenen
Bakterien weit verbreitet. Neben YadA gehdren dieser Subgruppe zum Beispiel auch BadA

von Bartonella henselae, Hia und Hsf von Haemophilus influenzae und UspAl und UspA2
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von Moraxella catharralis an. TAAs sind haufig Adhésine und kdnnen Autoagglutination
vermitteln, besitzen jedoch nie enzymatische Funktion. (Cotter et al, 2005; Hoiczyk et al,
2000; Leo et al, 2012; Linke et al, 2006; Riess et al, 2004; St. Geme & Cultter, 2000).

Der Aufbau von TAAs ist stets gleich: C-terminal befindet sich ein Membrananker bestehend
aus je vier B-Faltblattern der drei Monomere, welcher in einen ,,Stiel* aus drei a-Helices
(,,coiled-coil““-Struktur) und N-terminal in einen Konnektor ibergeht und abschlieBend in der
Kopfstruktur endet, welche Adhé&sion und Autoagglutination vermittelt. Die L&nge der
unterschiedlichen TAAs kann dabei je nach Anzahl und GroRRe der Stiel- und Kopfelemente
stark variieren. Stiel- und Kopfregion bleiben auch nach der Translokation Uber die &duRere
Membran in das extrazelluldre Milieu stets kovalent an den Membrananker gebunden. Die C-
terminale Membrananker-Domane charakterisiert die TAAS, da sie auch bei unterschiedlichen
Bakteriengattungen hochkonserviert sind. Im Gegensatz dazu zeigen sich starke Unterschiede
in den Aminosauresequenzen (AS-Sequenzen) der unterschiedlichen TAAs im N-terminalen
Kopfbereich (Biedzka-Sarek et al, 2008b; Hoiczyk et al, 2000; Leo & Skurnik, 2011; Linke et
al, 2006; Szczesny & Lupas, 2008).

Der zurzeit diskutierte Mechanismus zum Transport zur und Einbau in die duBere Membran
der TAAs umfasst drei Schritte (siehe Abbildung 1.3): (1.) Zundchst wird das nicht gefaltete
Protein mittels des Sec-Systems aus dem Zytosol tber die innere Membran in das Periplasma
transportiert. Dafur besitzen alle TAAs eine Sec-abhdngige N-terminale Signalsequenz,
welche nach dem Transport abgespalten wird. (11.) Im Periplasma werden die Proteine mit
Hilfe von Chaperonen (SurA, Skp, DegP) in einem ungefalteten Zustand gehalten bis das C-
terminale Ende des Monomers mit dem sich in der &uReren Membran befindenden Bam-
Komplex interagiert, wobei die POTRA-Dominen eine ,,Pilotfunktion“ haben. Auch
bestimmte Strukturen im Stiel helfen dabei die Proteine in einem l6slichen, Transport-
kompetenten Stadium zu halten. Der Bam-Komplex, bestehend aus BamA-E, l6st
anschlieBend die Trimerisierung aus und hilft dabei die f-,Faltblattpore in der
AuBenmembran herzustellen. (I11.) Im letzten Schritt wird dann der ungefaltete N-terminale
Teil des Homotrimers durch die Pore transportiert und nimmt abschlieBend im extrazelluldren
Raum seine natlrliche Quartarstruktur an (Hartmann et al, 2009; Lehr et al, 2010; Leo et al,
2012).
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Abbildung 1.3: Diskutierter Transportmechanismus von YadA Uber die innere und &ufere Membran in
den extrazellularen Raum. Dargestellt sind die einzelnen Schritte des YadA-Transports (ber die innere
Membran mit Hilfe des Sec-Apparats, die Trimerisierung und posttranslationale Modifikationen im Periplasma.
Die Verankerung in der duBeren Membran und der Transport in den extrazelluldren Raum stellen die
abschlieRenden Schritte dar. P: POTRA-Doméne

Struktur von YadA

YadA variiert in seiner Grof3e Serotyp- und Speziesabhangig zwischen 422 und 455 AS. Die
N-terminale Signalsequenz, welche bei allen Yersinien identisch ist und 25 AS umfasst, wird
nach dem Transport Uber die innere Membran proteolytisch abgespalten (Signalpeptidasen).
Es ergibt sich somit eine ungefahre GroRe von 45 kDa (SDS-PAGE) fir das YadA-Monomer
(El Tahir & Skurnik, 2001). Das Trimer von YadA ist nach SDS-PAGE ohne vorherige Hitze-
Denaturierung der solubilisierten Proben je nach Konzentration des Gels als Bande in einem
Bereich von 150 bis 240 kDa anféarbbar. Das Trimer besitzt eine sehr hohe Stabilitat. So ist es
selbst nach kochen oder einer Behandlung mit gesattigter Harnstofflésung der solubilisierten
Proben nur partiell dissoziiert (Trimere, Dimere, Monomere). Eine Anderung des pH-Wertes
zwischen 5 und 10 hat keinen Einfluss auf die Stabilitat des Trimers (Mack et al, 1994; Mack
et al, 1991; Skurnik et al, 1984). Die Spaltung von YadA durch Proteasen ist von Serotyp zu
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Serotyp unterschiedlich. Wahrend YadA von Serotyp O:8 z.B. sensitiv gegenlber Proteinase
K ist, scheinen YadA von O:3 und O:9 stabil zu sein. Mit der S. aureus Protease V8 lassen

sich jedoch alle YadA-Serotypen proteolytisch spalten (Emoédy et al, 1989).

YadA bildet eine homotrimere ,,Lollipop-&hnliche* Struktur mit einer Gesamtlange von
ungefahr 23 nm (siehe Abbildung 1.4). Der 5 nm lange ,,Kopf* besteht pro Monomer aus
einer linksgéngigen, neunfach gewundenen, parallelen B-Faltblattstruktur (,,p-roll*) und ist am
N-terminalen Ende (N-terminale Tip-Domé&ne oder NTTD) teilweise ungeordnet. C-terminal
vom Kopf befindet sich eine ,,Halsstruktur, welche in den Stiel Gibergeht. Der Stiel, welcher
aus einer rechtsgangigen, trimeren ,,coiled-coil“-Struktur besteht, hat zusammen mit dem
Halsabschnitt eine Lange von 18 nm. Er wird aus ,,15mer repeats* gebildet, die sich je nach
Serotyp zwischen sechs- und neunmal wiederholen (Hoiczyk et al, 2000; Nummelin et al,
2004). C-terminal knupft sich an den Stiel die sogenannte Linkerregion (a-Helix) an. Diese a-
Helix verknlpft den Stiel mit der Membranankerdoméne und verschlief3t die Pore, die durch
die insgesamt 12 B-Faltblatter der Membranankerdoméane des Trimers in der dufReren
Membran entsteht. Die Membranankerdomane ist hochkonserviert. Sie ist stark hydrophob
und zeigt eine auflergewohnlich hohe Stabilitdt gegentiber denaturierenden Bedingungen
(Tamm et al, 1993; Wollmann et al, 2006). Eine Deletion dieser Region flihrt zum Verlust der
Fahigkeit zur Trimerisierung und somit auch zum Einbau in die AulRenmembran der
Bakterien. Es konnte gezeigt werden, dass die Membranankerdomane unterschiedlicher TAAs
untereinander ausgetauscht werden konnen, ohne deren Transporteigenschaften zu
beeintrachtigen (Ackermann et al, 2008; Tamm et al, 1993; Wollmann et al, 2006).
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Abbildung 1.4: Struktur, Aufbau und Struktur-Funktionsbeziehung von YadA A) Modell des YadA-
Trimers nach Einbau in die d&uRere Membran; B) Struktur des Kopfes, der Halsdoméne und des N-terminalen
Teils der Stieldoméne; C) Struktur der C-terminalen Membranankerdoméane und der durch die Pore fihrenden
Linkerregion; D) Typischer struktureller Aufbau eines YadA-Monomers (Koretke et al, 2006; Nummelin et al,
2004).

Regulation des yadA-Gens

Das yadA-Gen, welches sich auf dem 70 kb groRen pYV-Plasmid befindet, wird durch
Temperatur reguliert. Die m-RNA des Regulationsfaktors VirF fungiert als Thermosensor.
VirF selbst ist der Regulationsfaktor der yadA-Genexpression. So kann bereits wenige
Minuten nach Erh6hung der Temperatur von 25°C auf 37°C eine deutliche Expression von
yadA nachgewiesen werden. Anders als die yop-Gene, welche sich auch auf dem pYV-
Plasmid befinden und teilweise durch VirF reguliert werden, ist bei YadA keine Ca®'
konzentrationsabh&ngige Expression nachweisbar (Bolin et al, 1982; de Rouvroit et al, 1992;
El Tahir & Skurnik, 2001; Skurnik & Toivanen, 1992; Zaleska et al, 1985).

Vor dem yadA-Gen befindet sich ein o'°-Promotor, welcher in allen drei humanpathogenen
Yersinienarten identisch und aktiv ist. Die Termination findet rho-unabhéngig statt (Rosqvist

et al, 1988; Skurnik & Wolf-Watz, 1989).
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Funktionen von YadA

YadA ist ein multifunktionelles Protein (siehe Abbildung 1.4). Neben der fur Adhdsine
tblichen Funktion, an Zellen binden zu konnen, vermittelt YadA auch Serumresistenz,
Autoagglutination und Bindung an extrazellulare Matrix (ECM)-Proteine (Skurnik et al, 1984;
Tamm et al, 1993; Zaleska et al, 1985).

Neben der Autoagglutination (AA) wird auch die Bindung an Kollagen vom Kopfbereich von
YadA vermittelt. Deletionen in diesem Bereich fiihren zu einem Verlust beider Funktionen
(Tamm et al, 1993). Zunachst wurde vermutet, dass die Kollagenbindung tber eine
spezifische AS-Sequenz im Kollagen, welche nicht durch Kollagenase beeintréchtigt wird,
zustande kommt (Schulze-Koops et al, 1995). Dies wurde jedoch in einer spateren Studie
wieder in Frage gestellt. Hier wurde gezeigt, dass die Trimer-Helix Struktur des Kollagens
ausreichend ist, um an YadA zu binden (Leo et al, 2008). Essentiell fur die Bindung von
Kollagen an YadA scheint jedoch das NSVAIGXXS-Sequenzmotiv in der Kopfdoméane des
YadA zu sein, welche sich achtmal wiederholt (Emddy et al, 1989; Leo et al, 2008; Schulze-
Koops et al, 1995; Schulze-Koops et al, 1992; Tahir et al, 2000). Zudem konnte gezeigt
werden, dass die Kopfdomédne mit der Konnektordomane eine Funktionseinheit fur die
Kollagenbindung bildet (Roggenkamp et al, 2003). In einer weiteren Studie konnte zudem
durch den Austausch zweier Histidinreste gegen Tyrosin im Kopfbereich (H156Y/H159Y)
des YadA von Y. enterocolitica O:8 ein Verlust der Kollagenbindung hervorgerufen werden
(Roggenkamp et al, 1995).

Die Kopfdoméne bindet neben verschiedenen Kollagen-Typen auch Laminin 1/2 und
Fibronektin (Fligel et al, 1994; Heise & Dersch, 2006; Tamm et al, 1993). Auffallig bei der
Bindung an Fibronektin ist, dass in Losung zwar zelluldres Fibronektin (cFn) von YadA
gebunden wird, nicht jedoch Plasmafibronektin (pFn). Bei pFn konnte stets nur die Bindung
an immobilisiertes pFn, jedoch nie an pFn in Lésung nachgewiesen werden (Schulze-Koops
et al, 1993; Tertti et al, 1992). YadA von Y. enterocolitica zeigt eine schwéchere Bindung an
immobilisiertes pFn als YadA von Y. pseudotuberculosis. Dieser Unterschied wird durch eine
32 AS lange Sequenz verursacht, welche im N-terminalen Bereich des YadA von Y.
pseudotuberculosis, nicht jedoch im YadA von Y. enterocolitica vorhanden ist (siehe
Abbildung 4.1) (Heise & Dersch, 2006).

Die wahrscheinlich wichtigste Funktion von YadA ist die Zell-Adhdsion. Durch den YadA-
vermittelten Kontakt kénnen Uber das Ysc-T-111-SS Yops in die Zellen injiziert werden und
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die Yersinien somit ihre volle Virulenz entfalten (Chatterjee et al, 2013; Mota et al, 2005).
Die am besten untersuchte Bindung ist jene an die epitheliale Hep2-Zelllinie (Bukholm et al,
1990; Heesemann & Griter, 1987). Wahrend man von einer direkten Bindung an
Memebranrezeptoren von Hep2-Zellen ausgeht, gibt es jedoch auch Hinweise, dass die YadA-
Bindung Uber Zell-assoziierte ECM-Proteine (Kollagen, Fibronektin) vermittelt wird (Bliska
et al, 1993; Eitel & Dersch, 2002; Roggenkamp et al, 1995). Fur die Bindung an
polymorphonukleédre Leukozyten (PMNSs, Neutrophile), welche eine wichtige Rolle in der
bakteriellen Infektabwehr (angeborenes Immunsystem) spielen, ist der N-Terminus des
YadA-Kopfes essentiell. Es konnte eine Y. enterocolitica O:8-Varinate mit einem um 81 AS
N-terminal verkirzten YadA hergestellt werden, die eine stark verminderte Bindung an PMNs
zeigt. Dies flihrt zu einer starken Attenuierung in der Mausvirulenz im Vergleich zum
Wildtyp-YadA Stamm (Roggenkamp et al, 1996).

Eine weitere YadA-vermittelte Funktion ist die Serumresistenz (Balligand et al, 1985).
Mehrere unterschiedliche Bereiche in der Stiel- und der Membranankerdomane sind fur die
Serumresistenz verantwortlich. So fuhrten Deletionen groRer Teile des Stiels oder der
Austausch des C-terminalen Bereichs des YadA zum Verlust der Serumresistenz und einer
Abschwachung der Mausvirulenz von Y. enterocolitica Serotyp 0O:8. Deletionen im
Kopfbereich hingegen hatten keinen Einfluss auf die Serumresistenz der Bakterien
(Ackermann et al, 2008; Roggenkamp et al, 2003; Tamm et al, 1993). Durch die Bindung der
Komplementinhibitoren FH und C4bP wird die Aktivierung des Komplementsystem (sowohl
der klassische als auch der alternative Weg) inhibiert. Dies schiutzt die Bakterien vor
Komplementlyse (Biedzka-Sarek et al, 2008a; Biedzka-Sarek et al, 2008b; Kirjavainen et al,
2008).

YadA ist somit ein multifunktionales nicht-fimbrielles Adhésin und essentiell fir die
Mausvirulenz bei Y. enterocolitica. Anders ist dies jedoch bei Y. pseudotuberculosis. Hier
flhrte eine Deletion des vollstandigen yadA-Gens zu keinem signifikanten Unterschied in der
Mausvirulenz (Bottone, 1997; Han & Miller, 1997; Pepe et al, 1995; Rosqvist et al, 1988).

1.4 Extrazellulire Matrix-Proteine

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist aus unterschiedlichen Verbundstrukturen

zusammengesetzt, die die fiir jedes Organ spezifische histologische Struktur bestimmen.

Zudem dienen ECM-Proteine als mechanische Stitze und Gerdst fir Adhdsion und Migration.
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Die pleiotrope Wirkung der ECM beruht auf ihrer dynamischen Anderungen der molekularen
Zusammensetzung und der Eigenschaft der Remodellierung, um effektiv biologische
Vorgange beeinflussen zu konnen. Kollagen, Fibronektin und Laminin sind die drei
wichtigsten Komponenten verschiedenster ECM-Strukturen (Kostourou & Papalazarou,
2014). Die zellspezifische Expression von ECM-Genen bestimmt die normale Entwicklung
des Korpers. Deshalb ist es auch nicht verwunderlich, dass Mutationen in den Genen von
ECM-Molekiilen zu schwerwiegenden Komplikationen in der embryonalen Entwicklung und
nach der Geburt zu fatalen Erkrankungen fuhren kénnen (Bateman et al, 2009). ECM-
Proteine bestehen zumeist aus unterschiedlichen Doménen, welche glykosyliert sind und
héaufig auch Glykosaminoglykanketten enthalten. Diese Ketten sind haufig mit Sulfatresten
versehen, welche eine negative Ladung des Proteins und somit der ECM zur Folge haben
(Sorokin, 2010). Eine hochspezialisierte und wichtige ECM-Struktur ist die Basalmembran,
welche als unterstitzendes fibrillidres Netz fir das Wachstum von Endothel- und
Epithelzellen dient und Muskel- und Fettzellen umgibt. Die Basalmembran setzt sich aus der
Basallamina und der Laminia fibroreticularis zusammen. Die Basallamina besteht
hauptséchlich aus Kollagen Typ IV, Lamininen, Nidogen und Perlecan (siehe Abbildung 1.5).
Neben diesen vier Hauptproteinen finden sich jedoch noch Uber 50 weitere Glykoproteine in
Basalmembranen, je nach Funktion und Ort der Basalmembran. So hat die Zusammensetzung
unter anderem Einfluss auf die Einwanderung von T-Zellen, Monozyten und Neutrophilen in
entzlindetes Gewebe. (Paulsson, 1992; Sorokin, 2010).
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Abbildung 1.5: Aufbau der Basallamina. Die Basallamina besteht hauptséchlich aus Kollagen Typ IV,
Perlecan, Nidogen und unterschiedlichen Lamininen. Beim Aufbau der Basallamina vernetzten sich die
unterschiedlichen ECM-Proteine und bilden somit ein dichtes Netzwerk, mit einer durchschnittlichen Dicke von
50-100 nm (Sorokin, 2010).

141 Kollagen

Mit knapp 30 % ist Kollagen das am hé&ufigsten vorkommende Protein im menschlichen
Korper. Es gibt fibrillidres, lineares Kollagen und netzférmiges Kollagen (z.B. Typ 1V). Bis
heute sind 46 unterschiedliche a-Ketten bekannt und die Bildung von Homo- als auch
Heterotrimere sind mdglich. Die Kombination der a-Ketten bestimmt den Kollagentyp. Die
sezernierten und prozessierten Tripelhelices werden als Tropokollagen bezeichnet. 28
unterschiedliche Tropokollagene sind bekannt, die nach ihrem Entdeckungsdatum mit
fortlaufenden, romischen Nummer versehen wurden. Aus einzelnen Tropokollagenen formen
sich Fibrillen, welche im Gewebe, Knochen oder Gelenkknorpeln Netzwerke bilden (siehe
Abbildung 1.6). Kollagene kénnen sich jedoch auch in anderen Strukturen wie Netzwerken
formieren. Sie dienen als Strukturproteine und konnen dariber hinaus noch das
Zellwachstum, die Zellremodellierung und -form beeinflussen. Zudem haben sie starken
Einfluss auf die Gewebedifferenzierung (Jain et al, 2014; Shoulders & Raines, 2009). Das
bestuntersuchte Kollagen ist Kollagen Typ I. Die Fasern von Kollagen Typ | sind bis zu
einem Zentimeter lang und ca. 500 nm dick. Eine einzelne Tripel-Helix misst weniger als
zwei Nanometer im Durchmesser und ist ca. 300 nm lang (Craig et al, 1989). Ein sich haufig
wiederholendes Motiv im Kollagen ist Gly-X-Y. Am héufigsten finden sich Prolin (Pro) an
der X-Position und Hydroxyprolin (Hyp) an der Y-Position. Das Gly-Pro-Hyp-Motiv erhoht
die thermische Stabilitdt von Kollagenfibrillen und ist nicht homogen Uber die Fibrillen

verteilt (Brazel et al, 1987; Brinckmann, 2005; Ramshaw et al, 1998). 1955 wurde ein
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Strukturmodell von Kollagen veroffentlicht, das bis heute Bestand hat. Dieses Modell wurde
durch hochauflésende Aufnahmen von einer Kollagen-dhnlichen Tripel-Helix-Struktur 1994
bestétigt (Bella et al, 1994; Cowan et al, 1955; Rich & Crick, 1955). Die Tripelhelices falten
sich im Endoplasmatischen Retikulum und Golgiapparat vom C-Terminus hin zum N-
terminalen Ende. Die jeweiligen Enden dienen dabei als Erkennungsstellen fur andere a-
Ketten (Khoshnoodi et al, 2006). Die a-Ketten variieren in ihrer Lange zwischen 662 und
3152 AS. Durch alternatives Splicing wird die Anzahl der Ketten zudem erhoht. Des Weiteren
haben auch unterschiedliche Promotoren und die proteolytische Spaltung durch Kollagenasen,
die die Exposition unterschiedlicher Motive in verschiedenen Situationen erkennen, Einfluss
auf die Bildung und Funktion unterschiedlicher Kollagene (Ricard-Blum, 2011).
Kollagenasen sind Matrix-Metalloproteasen (MMP) und gehéren zu den Zn**-Proteasen. Sie
besitzen ein hochkonserviertes aktives Zentrum. Zu den Kollagenasen gehéren MMP-1, -2, -
8, -9 und -13. Durch die unterschiedliche Zusammensetzung aus verschiedenen a-Ketten
erkennen einzelne Kollagenasen auch nur bestimmte Kollagen-Typen (Han et al, 2010; Klein
& Bischoff, 2011). Kollagene binden an viele unterschiedliche Zellrezeptoren wie Integrine,
,,Leukocyte-associated lg-like“-Rezeptoren 1 und 2 (LAIR-1/LAIR-2) oder ,Discoidin
domain“-Rezeptoren 1 und 2 (DDR1/DDR2). Die Bindung kann Rezeptorfamilien (oligo-
spezifisch) oder ein bestimmtes Rezeptormitglied (mono-spezifisch) einbeziehen, je nachdem
welches Motiv vom jeweiligen Rezeptor erkannt wird. Entsprechend unterschiedlich sind
auch die Wirkungen, die durch die Bindung ausgeltst werden. Sie reichen von Angiogenese
uber Matrixremodellierung und Inflammation bis zur Proliferation mesenterialer Zellen.
Kollagene spielen auch eine wichtige Rolle bei einigen Autoimmunerkrankungen als
Autoantigene (Flynn et al, 2010; Heino, 2007; Ricard-Blum, 2011).
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Abbildung 1.6: Kollagensekretion und Entstehung der Kollagenfibrillen. Prokollagen wird von Fibroblasten
sekretiert und extrazellular modifiziert. AnschlieBend erfolgt der Aufbau der Kollagenfibrillen durch
Polymerisation der Tropokollagenmolekile.

1.4.2 Fibronektin

Fibronektin, welches nur in Vertebraten vorkommt, wird in zwei Formen von Zellen
sekretiert: Plasmafibronektin (pFn, produziert von Hepatozyten) und zelluldres Fibronektin
(cFn, produziert z.B. von Fibroblasten). Fibronektin wird stets als Dimer sekretiert, wobei
jedes Monomer 220-250 kDa grol} ist (siehe Abbildung 1.7). Die Monomere werden durch
zwei Disulfidbriicken am C-terminalen Ende zusammengehalten und liegen anti-parallel
zueinander (Hynes, 1990; Hynes & Zhao, 2000; Mosher, 1989; Potts & Campbell, 1994,
Whittaker et al, 2006). Fibronektin besitzt eine multimoduldre Struktur, welche sich
hauptsachlich aus drei sich wiederholenden Doménen (FN-I, FN-1I und FN-III)
zusammensetzt. Dabei stellen die 15 Wiederholungen von FN-III den groRten Teil des
Proteins. Obwohl FN-I11-Module untereinander zwar nur eine 20-40%ige Sequenzhomologie
aufweisen, sind sie strukturell sehr homolog. Da die Fibronektin-mRNA nur von einem Gen
transkribiert wird, welches aus 47 Exons besteht und Gber 90 kb groR ist, entstehen die
unterschiedlichen Isoformen von Fibronektin durch alternatives Splicing (Hynes, 1990; Potts

& Campbell, 1994; White et al, 2008). cFn unterscheidet sich von pFn durch das Vorkommen
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des EDA- und EDB-Moduls. Fibronektin, welches EDA und EDB enthalt, spielt eine wichtige
Rolle wahrend der kardiovaskularen Entwicklung im embryonal Stadium (Astrof et al, 2007).
Zudem besitzt Fibronektin ein weiteres durch alternatives Splicing verursachtes 111CS-Modul
(,,type-11I connectin segment™). Es kann in einer von funf verschiedenen Varianten (VO, V64,
V89, V59 oder V120) in das Protein eingebaut werden. Die unterschiedlichen Varianten
konnen durch verschiedene Bindestellen Aufgaben in unterschiedlichen Bereichen
wahrnehmen. So haben die beiden Varianten V89 und V120 z.B. eine Bindestelle fir a4p1-
Intergin, wodurch sie eine wichtige Funktion in der Hamatopoese einnehmen (Freire-de-
Lima, 2014; Schofield & Humphries, 1999). Wahrend cFn als gestreckte Fibrillen in der ECM
vorkommt, ist pFn ein losliches Dimer in der Blutzirkulation und wird von Hepatozyten
sekretiert. Unter physiologischen Bedingungen nimmt pFn eine kompakte, asymmetrische
Konformation an, die bei extremen pH-Bedingungen oder hohen lonenkonzentrationen
instabil wird. Diese Struktur wird durch hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb des
Proteins zusammengehalten (Hynes, 1990; Lai et al, 1993; Mosher, 1989; Tamkun & Hynes,
1983). Fibronektin bindet an mindestens zwolf verschiedene Integrine. Dabei binden
unterschiedliche Motive in Fibronektin an die zellularen Oberflachenrezeptoren. Das wohl am
besten untersuchte Motiv ist die RGD-Bindedomane, welches nicht nur in Fibronektin
sondern in mehr als 100 weiteren Proteinen, wie dem von-Willebrand-Faktor oder Fibrinogen,
vorkommt (D'Souza et al, 1991). Zudem bindet Fibronektin an weitere Molekile wie Heparin,
Kollagen/Gelatine oder Fibrin. Durch diese Bindungen spielt Fibronektin eine wichtige Rolle
in der Wundheilung. Jedoch hat Fibronektin nicht nur unter physiologischen Bedingungen,
sondern auch unter pathologischen Bedingungen eine essentielle Rolle in der Zelladharenz
und -migration (z.B. kardiovaskulare Erkrankungen) (Franz et al, 2010; Pankov & Yamada,
2002; White et al, 2008).
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Abbildung 1.7: Schematischer Aufbau von Fibronektin. Neben den einzelnen Modulen sind auch die
wichtigsten Bindestellen fur ECM-Proteine, Bakterien und humane Zellen gekennzeichnet. Die fur die
Interaktion mit Integrin-Oberflachenrezeptoren wichtige RGD-Bindestelle findet sich im FN-I11110-Modul. Beide
FN-Strdnge sind Uber Disulfidbriicken am C-Terminus miteinander verknipft und liegen (ungleich der
vereinfachten Darstellung) antiparallel zu einander.

1.4.3 Laminin

Laminine sind T- bzw. Kreuz-formige Heterotrimere, die aus drei Ketten aufgebaut sind:
einer a-Kette, einer B-Kette und einer y-Kette (siehe Abbildung 1.8). Bisher sind fiinf a-
Ketten und je drei B- und y-Ketten in Wirbeltieren bekannt. VVon den rein theoretisch
moglichen 45 Lamininkombinationen wurden jedoch bis heute nur 18 gefunden und
beschrieben. Die einzelnen Ketten werden durch Disulfidbriicken zusammengehalten und
bilden diskontinuierliche ,,coiled-coil“-Strukturen. Laminine haben eine Grélke von 400 bis
900 kDa (Durbeej, 2010; Kostourou & Papalazarou, 2014; Tzu & Marinkovich, 2008).
Kommerziell wird vor allem das aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Zelllinien gewonnene
Laminin verwendet. Dieser ,,Lamininmix‘ besteht zum Grof3teil aus der Isoform Laminin-111
(Hayashi et al, 2004). Laminine sind in der Regel glykosyliert und kénnen nach Sekretion
extrazellulér proteolytisch modifiziert werden, bevor sie ihre endgultige Form annehmen. Die
Glykosylierung tragt stark zu ihrer Stabilisierung bei und schitzt sie vor Degradation. Dabeli
hdngt das Ausmal der Glykosylierungen stark von der Anzahl der N-terminalen

Glykosylierungsstellen ab (Champliaud et al, 2000; Durbeej, 2010; Morita et al, 1985).
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Laminine besitzen mehrere Bindedoméanen, welche unterschiedliche Funktionen erfillen. Je
nach verbauter Kette fallen die Doménen unterschiedlich aus. Die N-terminal gelegenen LN-
Doménen sind dabei fur die Verknupfungen der Laminine untereinander verantwortlich,
daruber hinaus konnen die LN-Doménen auch noch andere Funktionen ibernehmen. Die funf
Module der LG-Doméne, welche stets aus dem C-terminalen Ende der o-Kette gebildet
werden, sind flr die Bindung an andere ECM-Proteine essentiell. Aber auch die Bindung an
unterschiedliche Zellrezeptoren, wie z.B. Integrine, wird Uber diese Domane vermittelt.
Neben Integrinen gibt es drei Gruppen von Nicht-Integrin-Zellrezeptoren, an die Laminin
binden kann: Dystroglycan, Syndecane und B-CAMs (Durbeej, 2010; Miner, 2008; Timpl et
al, 2000). Zwar werden Laminine von einer Vielzahl von Zellen gebildet, jedoch ist die
Expression und Synthese der a-Kette sehr zell- und gewebespezifisch, wodurch bestimmte
Laminine nur in bestimmten Korperregionen produziert werden. Dabei kdnnen Deletionen in
Laminin-Genen oder fehlerhafte Expression zu schweren Erkrankungen fihren. Nur bei der
Deletion des Gens der y3-Kette konnte kein Phanotyp in M&usen gezeigt werden. Laminin
spielt eine wichtige Rolle bei der Zusammensetzung und Architektur der Basalmembran. Die
Lamina densa, ein Teil der Basalmembran, besteht hauptsachlich aus Laminin und Kollagen.
Des Weiteren haben Laminine Einfluss auf die zelluldre Differenzierung, Adhdsion und
Migration von Zellen in Wirbeltieren (Denes et al, 2007; Kostourou & Papalazarou, 2014;
Patarroyo et al, 2002; Tzu & Marinkovich, 2008).
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Abbildung 1.8: Schematischer Aufbau von Laminin. Ein Laminin-Molekdl baut sich aus einer a-Kette, einer
B-Kette und einer y-Kette auf, die im mittleren Teil des Proteins eine ,,coiled-coil“-Struktur bilden. Die
Seitenarme der jeweiligen Ketten konnen unterschiedliche L&nge annehmen und haben je nach
Kettenzusammensetzung unterschiedliche Funktionen.

14.4 ECM und bakterielle Infektionen

Die Bindung von diversen Gram-positiven und Gram-negativen pathogenen und apathogenen
Bakterien an ECM-Proteinen wird seit einigen Dekaden erforscht, ohne dass im Detail die
ECM-Bindung im Kontext der Pathogenitat klargestellt wurde. Im nachfolgenden wird
ausschlieBlich auf Gram-negative Bakterien und deren ECM-Bindungsfahigkeit eingegangen

werden.

Neben enteropathogenen Yersinien gibt es noch weitere humanpathogene, Gram-negative
Bakterien, deren Proteine eine Bindung an ECM-Proteine wie Laminin, Fibronektin oder
Kollagen herstellen kénnen. Zu diesen zéhlen auch die enteropathogenen E. coli (EPEC) und
enterohdmoragischen E. coli (EHEC). Beide gehoren zu den sechs traditionellen Pathotypen
der humanpathogenen E. coli. In Entwicklungslandern gehéren EPEC zu den h&ufigsten
Ausldsern von Durchfallerkrankungen bei Neugeborenen, welche unbehandelt einen fatalen
Verlauf nehmen kénnen. EHEC kdnnen neben blutigen Durchféllen auch das hamolytisch-
urdmische Syndrom (HUS) ausldsen, welches zu akutem Nierenversagen und Tod fiihren

kann (Clements et al, 2012; Nataro & Kaper, 1998; Razzaq, 2006). Bei EPEC konnte fir das
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H6-Flagellum Bindung fur ECM-Proteine nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden,
dass das H6-Flagellum sowohl an Kollagen als auch Laminin und Fibronektin binden kann.
Dem H7-Flagellum aus EHEC fehlt diese Eigenschaft (Erdem et al, 2007). In EHEC wurden
jedoch eine Reihe anderer Auflenmembranproteine identifiziert, wie z.B. das ,,Long polar
fimbriae-1“-Protein (Lpf-1), die an ECM-Molekile binden konnen. So konnte gezeigt
werden, dass Lpfl Kollagen, Laminin und Fibronektin bindet (Farfan et al, 2011). Auch zwei
Trimere-Autotransporter, welche in EHEC produziert werden, kénnen an ECM-Proteine
binden. Wéhrend EhaB nur mit Laminin und Kollagen interagiert, bindet EhaG sowohl
Kollagen, Laminin als auch Fibronektin (Totsika et al, 2012; Wells et al, 2009).

Helicobacter pylori ist ein weiteres Beispiel eines humanpathogenen Bakteriums, welches an
ECM-Proteine binden kann (Ubersicht: Singh et al, 2012). H. pylori besiedelt die Mucosa des
Magens und kann Gastritis beim Menschen verursachen. Zudem ist H. pylori mit
Magenkarzinomen assoziiert (Noto et al, 2013; Singh et al, 2012). Unter anderem produziert
H. pylori ein 25-kDa grof3es AuRenmembranprotein, fir welches eine Bindung an Laminin
gezeigt wurde (Moran et al, 2005). AlpA und AlpB vermitteln ebenfalls Lamininbindung in
H. pylori (Senkovich et al, 2011).
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Interaktion von Bakterien mit verschiedenen Proteinen der extrazelluldren Matrix ist
bereits seit Jahrzehnten Bestandteil der infektionshiologischen Forschung. Dabei zeigte sich,
dass vor allem pathogene Erreger mit Kollagen, Fibronektin und/oder Laminin interagieren
konnen (Henderson et al, 2011; Singh et al, 2012). Auch fur die enteropathogenen
Yersinienarten wurde bereits vor mehr als 20 Jahren eine Bindung an diese ECM-Proteine
gezeigt. Eine wichtige Rolle spielt dabei das Trimere-Autotransporteradhasin YadA. Jedoch
konnten bis heute keine exakten Bindestellen fir diese ECM-Proteine in der YadA-
Kopfdoméne definiert werden. Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung von YadA an Kollagen,
Fibronektin und Laminin sowohl in vitro als auch in vivo n&her zu charakterisieren und
maogliche Bindestellen zu identifizieren. Darlber hinaus sollte der Beitrag der ECM-
Bindungsfahigkeit fir die Mausvirulenz néher untersucht werden. Folgende Strategien

wurden angewendet, um diese Fragen zu beantworten:

1.) Im Fokus dieser Arbeit stand die N-terminale Tip Doméne (NTTD) von YadA (AS 25 bis
57 bei Y. enterocolitica und AS 25 bis 95 bei Y. pseudotuberculosis). Bei den NTTD von Y.
enterocolitica O:8 (YadA®) und Y. pseudotuberculosis Serotyplll (YadAP) wurden
schrittweise Kodondeletionen im yadA-Gen durchgefiihrt. Diese Deletionsvarianten wurden
anschlieRend in einen YadA-negativen Y. enterocolitica O:8 Stamm (WA(pYVO8-YadA°®-0))
kloniert, so dass alle Versuche im selben Yersinien-Stammhintergrund durchgefihrt werden
konnten. In den Versuchen wurden auch die YadA-Wildtyp-Varianten WA(pYVO8-YadA®)
und WA(pYVOS8-YadAP), die YadA-Deletionsmutante WA(pYVO8-YadA°®-0) und eine Y.
enterocolitica O:8 YadA-Mutante, bei der zwei Histidine gegen Tyrosine ausgetauscht sind
(WA(pYVO8-YadA®-HY) und welche die Bindungsfahigkeit an Kollagen verloren hat
(Roggenkamp et al, 1995), verwendet.

2.) Mit den verschiedenen Y. enterocolitica YadA-Deletionsvarianten WA(pYVO8-YadA®) (i
= 38, 47, 57, 81 und 188 deletierte AS) und den Y. pseudotuberculosis YadA-Varianten
WA(PpYVO8-YadAP) (i = 44, 85 und 95 deletierte AS) wurden vergleichende in vitro ECM-
Bindungsexperimente (ECM-Bindungsfahigkeit/ECM-Bindungskapazitat) durchgefihrt. Bei
den in vitro Experimenten kamen unterschiedlichste Methoden wie ELISA,
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie zum Einsatz, um sowohl die Fragestellung
der Bindungsféhigkeit an immobilisierte ECM-Proteine als auch die Bindungskapazitat von

ECM-Proteinen von Yersinien-Suspensionen bearbeiten zu kdnnen.

28
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3.) AbschlieBend wurden in zwei Mausinfektionsmodellen (in vivo Experimente) die
Virulenzverédnderung der YadA-Varinaten bestimmt. Dabei wurde die Virulenz sowohl nach

oraler als auch intraperitonealer Infektion untersucht.
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2 Material

2.1 Verwendete Stamme

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli Stamme

Stamm (E. coli)

Beschreibung

Referenz

DH5a E. coli endA1 supE44 hsdR17 (rym") thi-1 | Hanahan (1983)
recAl gyrA96 relAl A(lacZYA-argF) U169
(p80/laczAM15)

SM10Apir thi-1 thr leu tonA lacy supE recA::RP4-2- | Miller and Mekalanos
TC::Mu-Kan(Apir), Km" (1988)

K12 ER2925 Ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1l tsx78 ginvV44 | New England Biolabs
galk2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 | (Ipswich, USA)
R(zgb210::Tn10)TetS endAl rpsL136
dam13::Tn9 xyl-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

Tabelle 2.2: In dieser Arbeit verwendete Yersinia Stamme

Stamm (Yersinia) Beschreibung Referenz

Y. enterocolitica Klinisches Isolat des Serotyps O:8; Biovar 1B; | Heesemann and Laufs

WA314 tragt  das  Virulenzplasmids pYVOS8, | (1983)
WA(pYVOS8)

Y. enterocolitica WA-c | Y. enterocolitica WA-314 ohne pYV 0:8- | Heesemann and Laufs
Plasmid (1983)

Y. pseudotuberculosis

YP 11l (pIB1)

Serotyp Ill; Trager des Virulenzplasmids pIB1
(pYVOIIl)

30

Bolin et al (1982)



Material und Methoden

2.2 Verwendete Plasmide

Tabelle 2.3: In dieser Arbeit erstellte und verwendete Stamme

Plasmid Beschreibung Referenz

pGPS:SS pGP704 mit WA314 YadA Signalsequenz bis | Nagele (2010)
bp 87 und WA314 YadA Terminatorsequenz;
Spectinomycinresistenzkassette aus dem
Plasmid R100.1 (Prentki & Krisch, 1984)

pYVO8 Virulenzplasmid von Y. enterocolitica | Heesemann and Laufs
WA 314; yadA® codiert fiir YadA® (1983)

pYVOIIl (pIB1) Virulenzplasmid von Y. pseudotuberculosis | Bolin et al (1982)

pGPS-YadA®;g

pG PS-Ya dAe47

pGPS-YadA®s,

pG PS-Ya dAp44

pGPS-YadAPgs

pGPS-YadAPys

pYVO8-YadA®-0

pYVOS8-YadA®

YPII (pIB1); yadA® codiert fiir YadA?

pGPS:SS mit yadA® mit Deletion der
Kodons 31-38 von yadA®; kodiert fiir YadA®sg

pGPS:SS mit yadA® mit Deletion der
Kodons 31-47 von yadA°®; kodiert fiir YadA®,,

pGPS:SS mit yadA® mit Deletion der
Kodons 31-57 von yadA°®; kodiert fiir YadA®s;

pGPS:SS mit yadA® mit Deletion der
Kodons 31-44 von yadA®; kodiert fiir YadAP,,

pGPS:SS mit yadA” mit Deletion der
Kodons 31-85 von yadA?; kodiert fiir YadAPgs

pGPS:SS mit yadA” mit Deletion der
Kodons 31-95 von yadA?; kodiert fiir YadAPss

pYVOS,

AyadA®, Kanamycin-Kassette

inseriert in die Pstl Schnittstelle des yadA®
durch homologe Rekombination

pYVOS8-YadA®-0 mit integriertem yadAS,
Komplementationsmutante von  Wildtyp

yadA?®; kodiert fuir YadA®
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pYVO8-YadA®-HY

pYVO8—YadAe3g

pYVO8—YadAe47

pYVOS-YadAe57

pYVOS'YadAegl

pYVOS'YadAelgg

pYVOS8-YadAP

pYVO8-YadAP,,

pYVO8-YadAPg;

pYVOS8-YadAPss

pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA®-2;
kodiert fir YadA®2; Austausch zweier
Histidine gegen Tyrosin an Position 156 und
159

pYVOS8-YadA®-0 mit integriertem yadA®sg;
kodiert fir YadA®sg (YadA®as1.38)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA®s;
kodiert fir YadA®s; (YadA®a31.47)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA%s;;
kodiert fir YadA®s; (YadA®as1.57)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA%;
kodiert fir YadA®s; (YadA®as1.1)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA®iss;
kodiert fir YadA® gs (YadA®p31.1538),
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA®,
Komplementationsmutante von  Wildtyp
yadAP; kodiert fiir YadAP

pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA®u;
kodiert fur YadA®, (YadAPa31.44)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA’ss;
kodiert fir YadAPgs (YadA®p31.55)
pYVO8-YadA®-0 mit integriertem yadA’ss;
kodiert fir YadAPqs (YadA®p31.05)
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2.3 Bakteriophile Nahrmedien

LB-Medium: 10 g Natriumchlorid
59 Hefeextrakt
10 g Trypton, pH 7,4-7,5
ad 1000 ml H20gest

Medium wurde bei 121°C und 2 bar fur 20 min autoklaviert.

LB-Agar: 159 Agar
ad 1000 ml LB-Medium

Medium wurde bei 121°C und 2 bar fur 20 min autoklaviert.

Einfriermedium: 30 ml Glycerin (sterilfiltriert)
70 mi LB-Medium (steril)
SOB-Medium: 20g Trypton, pH 7,4-7,5
590 Hefeextrakt
05¢9 Natriumchlorid

250 mM Kaliumchlorid
ad 1000 ml HoOgest

Medium wurde bei 121°C und 2 bar fir 20 min autoklaviert.
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SOC-Medium: 20 mM
ad 1000 ml
BHI-Medium: 379
ad 1000 ml
RPMI 1640

2.4 Verwendete Antibiotika

Glucose (sterilfiltriert)

SOB-Medium (steril)

Brain-Heart-Infusion (BHI)

Hzodest

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stamml6sung Endkonzentration Losungsmittel
Ampicilin 10 mg/ml 100 pg/ml H504gest
Chloramphenicol 2 mg/ml 20 pg/mi 70 % Ethanol
Kanamycin 5 mg/ml 50 pg/ml H504gest
Nalidixinsdure 6 mg/ml 60 ug/mi 0,5 m NaOH
Spectinomycin 5 mg/ml 50 pg/ml H504gest
Tetrazyclin 2 mg/ml 20 pg/ml 70 % Ethanol
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2.5 Gerite

Tabelle 2.5: In dieser Arbeit verwendete Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage
Blotdokumentationsgerat
Brutschrank
Durchflusszytometer
Elektrophoresekammer
Elektroporationsgerat

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationsgerat
Kihlzentrifuge
Nano-Drop

Neubauer-Zahlkammer

PCR-Cycler
pH-Meter

Photometer

Plattenphotometer
Schittelinkubator
Schwingmihle

Semi-Dry Blot-Apparatur
Stromquelle
Thermomixer
Tischzentrifuge

Ultraschall-Applikator

Ultrazentrifuge

Sartorius 1801
GelDoc XR+ System
Typ B-20

BD FACS Canto
Mini-PROTEAN 3
MicroPulser

440-35N

BX61
GelDoc EQ
3K30

ND-1000 Spectrophotometer

Neubauer improved 0,1 mm

Mastercycler gradient
DIGITAL pH-Meter
Ultrospec 3000

SUNRISE

Certomat BS-1
MM2000

Trans Blot SD

Power Pac 200
Thermomixer comfort
Centrifuge 5415 R
Sonifier 250

Optima TL Ultracentrifuge
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DWS (Elk Grove, USA)

Bio-Rad (Miinchen)

Hereaus (Hanau)

BD Bioscience (Heidelberg)
Bio-Rad (Minchen)

Bio-Rad (Minchen)

Kern & Sohn (Balingen-
Frommern)

Olympus (Tokyo, Japan)
Bio-Rad (Minchen)

Sigma (Osterode)

PEQLAB (Erlangen)

Marienfeld (Lauda-
Koénigshofen)
Eppendorf (Hamburg)
Bachofer (Reutlingen)
Pharmacia (Uppsala,
Schweden)

TECAN (Mé&nnderdorf, Schweiz)
B. Braun Biotech international
Retsch (Haan)

Bio-Rad (Minchen)

Bio-Rad (Minchen)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Branson (Danbury, USA)

Beckman Coulter (Pesadena,

USA)
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2.6 Chemikalien

Tabelle 2.6: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien

Chemikalie

Quelle/Firma

1 kb Plus DNS-Leiter

1,2-Phenylenediamin Dihydrochlorid (OPD, 2

HCl) Tabletten

Aceton

Acrylamid-N, N-Methylen-Bisacrylamid

Agar

Agarose

Alexa488 Succinimidyl Ester
Ammonium-Persulfat
Ampicillin

BD FACS Clean

BD FACS Flow

BD FACS Shutdown solution
Blutagarplatten
Bromphenolblau

BSA

Chloramphenicol
Coomassie Brilliant BlueTM R250
DAPI

Dextran (Leuconostoc spp.)
M, 450,000-650,000

ECL Western Blotting Reagenz
EDTA

Ethidiumbromid

FCS

Folin-Ciocalteu’s Reagenz
Gentamicin

Glycerin

Hefe-Extrakt

Invitrogen (Karlsruhe)

Dako (Glostrup)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

BD Bioscience (Heidelberg)
Peqlab (Erlangen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
Oxoid (Hampshire, UK)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

GE Healthcare (Freiburg)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Fluka (Neu-Ulm)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

MP Biomedical (Ohio, USA)
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Immersionsol Zeis (Jena)

Isopropanol Merck (Darmstadt)
Kanamycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Methanol Merck (Darmstadt)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific (Waltham, USA)
Polyethylenglykol PEG 6000 Serva (Heidelberg)

SDS Serva (Heidelberg)
Spectinomycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
TEMED BIOMOL (Hamburg)
Tetracyclin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Tween 20 Serva (Heidelberg)

VectaShield (DAPI-Mounting Medium)

2.7 Enzyme

Tabelle 2.7: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Enzym Verwendung

Vector laboratories (Burlingame, USA)

Quelle/Firma

alkalische Phosphatase aus | Dephosphorylierung von DNA
Kalberdarm (CIAP)

DreamTaq DNA Polymerase Amplifizierung von DNA
Phusion Flash Il DNA | Amplifizierung von DNA
Polymerase

Sacl-Restriktionsenzym Restriktionsverdau von DNA-

Fragmenten mit einer Sacl-
Schnittstelle

T4-Ligase Ligation von DNA-Fragmenten
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2.8 Proteine und Peptide

Tabelle 2.8: In dieser Arbeit verwendete Proteine und Peptide

Protein

Quelle/Firma

Kollagen Typ |
Kollagen Typ IV

Laminin aus Basalmembran von Engelbreth-

Holm-Swarm murinen Sarkom

Fibronektin aus humanem Plasma (pFn)

zelluldres Fibronektin von humanen Vorhaut-

Fibroblasten (cFn)

bovines Kollagen Typ | (Purecol)

bovines Alexa488-konjugiertes Kollagen Typ |

(Alexa488-konjugiertes Kollagen Typ I)
(Pro-Hyp-Gly)so, (POG)10

Dy647-konjugiertes (POG),, (Dy647-(POG)4)

Fibronektinfragment FN-I1-5
Fibronektinfragment FN-11-9
Fibronektinfragment FN-I117-10
Fibronektinfragment FN-I117-10RGE
Fibronektinfragment FN-I117-10ARGD

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Calbiochem, Merk Millipore (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Advanced Biomatrix (San Diego, USA)

diese Arbeit

Genaxxon bioscience (Ulm)
Peptides&elephants (Potsdam)
Ohashi and Erickson (2005)
Ohashi and Erickson (2005)
Takahashi et al (2007)
Takahashi et al (2007)
Takahashi et al (2007)
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2.9 Antikoérper

Tabelle 2.9: In dieser Arbeit verwendete Antikorper

Antikorper eingesetzte Verdiinnung Quelle/Firma
Anti-YadA-Antikorper 8D1 | WB (1:10000), ELISA (1:10000), | Roggenkamp et al (2003)
(monoklonal, Maus) IFM (1:500)

Anti-FN-Antikorper F3648 | IFM (1:200) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

(Kaninchen)

Anti-Laminin-Antikdrper Z0097 | IFM (1:40) Dako (Glostrup, Danemark)
(Kaninchen)

Anti-Kollagen-Typl-Antikdrper IFM (1:40) Merck Millipore (Billerica, USA)
234167 (Kaninchen)

Alexa488-anti-Kaninchen- IFM (1:400) Merck Millipore (Billerica, USA)
Antikorper (Ziege)

Peroxidase-anti-Maus-1gG- WB (1:5000), ELISA (1:10000) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Antikorper A8924 (Kaninchen)

Alexa488-anti-Maus-Antikérper | IFM (1:300) Life Technologies (Darmstadt)

(Ziege)
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2.10 Primer

Tabelle 2.10: In dieser Arbeit erstellte und verwendete Primer (Sacl-Schnittstelle ist unterstrichen)

Bezeichnung 5°> 3’Sequenz Tw | Verwendungszweck
[°cl
A-1296-Sacl-r GGT GAG CTC TTA CCA CTC GAT ATT | 68 Herstellung der YadA-Varianten,
AAA TG Einflhrung einer Sacl-Schnittstelle
am Ende der yadA-Sequenz
A-WA314-39-f- | GGT GAG CTC CCA AAT TCT GAT CCT | 72 Herstellung des Konstrukts WA
Sacl GAT TCG D1, Einfihrung einer Sacl-
Schnittstelle
A-WA314-48-f- | GGT GAG CTC ATG ATA TTT CAACCA | 71 Herstellung des Konstrukts WA
Sacl GAA GTA CG D2, Einfihrung einer Sacl-
Schnittstelle
A-WA314-58-f- | GGT GAG CTC GGC GGG ACC AAT GCT | 77 | Herstellung des Konstrukts WA
Sacl CTCG D3, Einfihrung einer Sacl-
Schnittstelle
A-YPII1-45-f-Sacl | GGT GAG CTC CCA AAT GTT GAT CCT | 71 Herstellung des Konstrukts YP D1,
AAATTG G Einflihrung einer Sacl-Schnittstelle
A-YPI1-86-f-Sacl | GGT GAG CTC GAA GCA ATA CAA CCA | 72 Herstellung des Konstrukts YP D2,
CAAGTAC Einflihrung einer Sacl-Schnittstelle
A-YPI1-96-f-Sacl | GGT GAG CTC GGC GGG CTC AAT GCT | 74 Herstellung des Konstrukts YP D3,
C Einflihrung einer Sacl-Schnittstelle
A-Seq-2-f GTT GCCATT GGA CACTC 52 | Sequenzierung der YadA-
Varianten
A-Seq-2-r CGC TAACCATGTAGT TCC 54 | Sequenzierung der YadA-
Varianten
A-Seq-r GTCTTT AGT GCC AGC CGC 58 | Sequenzierung der YadA-
Varianten
A-Cla-f TTT TAA GAT CGA TTAGT GCT GT 60 | Sequenzierung der YadA-
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2.11 Molekularbiologische , Kits“

Tabelle 2.11: In dieser Arbeit verwendete molekularbiologische Kits

Protein Firma

QIAGEN Miniprep Kit QIAGEN (Hilden)
Plasmid DNA Purification Nucleo Bond PC 100 Machery-Nagel (Diiren)
PCR clean up, Gel-Extraction Kit Nucleo Spin | Machery-Nagel (Diiren)

Extract Il

2.12 Puffer und Losungen

Gelelektrophorese

TAE-Puffer 40 mM Tris, 40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA

Ethidiumbromid-Farbebad 1 pg Ethidiumbromid pro ml HyOgest

Herstellung Ca®*-kompetenter E. coli

TFB1-Puffer 30 mM K-Acetat, pH 5,8, 50 mM MnCl,,

100 mM RbCI, 10 mM CacCl,, 15 % Glycerin

TFB2-Puffer 10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure-

Natriumsalz (Mops-Natriumsalz), pH 7,0, 75
mM

CaCl;, 10 mM RDCI, 15 % Glycerin
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SDS-PAGE

SDS-Probepuffer

10 x SDS-Laufpuffer

Coomassie-Férbung

Coomassie-blau-Losung

1 M MgCl,

10 % SDS
Glycerin
R-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

1 M Tris, pH 8,8

HZOdest

Tris
Glycin
SDS

HZOdest

Methanol

Essigsaure

Coomassie Brilliant Blau R250

Hzodest
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5mil
20 ml
5ml
2,5 ml
25 mg
4,9 ml

ad 50 ml

30,39
14419
109

ad 1000 ml

500 ml
100 ml
0,15 %

ad 1000 ml
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Entfarberlosung

Westernblot

10 x PBS

PBS-T

Blockierlosung

Methanol
Essigséaure

Hzodest

Na;HPO, * 2 H,0

NaH,PO, * H,0O

NaCl

HZOdest

10 x PBS

Tween 20

HZOdest

Milchpulver

10 x PBS

Hzodest
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500 ml
75 ml

ad 1000 ml

103,2 g
2359
40,09

ad 1000 ml

1000 ml

1ml

ad 1000 ml

59
10 mi

ad 100 ml
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Proteinbestimmung nach Lowry

Reagenz A Na,CO3 2%
NaOH 0,4 %
K/Na-Tartrat 0,16 %
SDS 1%
Reagenz B CuSQO4 * 5 H,0 4%
Reagenz C Reagenz A 100 ml
Reagenz B 1mi
Folin-Ldsung Folin-Ciocalteu’s Reagenz 50 ml
H2Ogest ad 100 ml
ELISA
PBS,pH 7,4 Na,HPO, * 2 H,0 10,32 ¢
NaH,PO, * H,O 2,359
NaCl 4,009
H2Ogest ad 1000 ml
PBS-T Tween 20 1ml
PBS ad 1000 ml
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OPD-Lésung

Stopp-Losung

1,2-Phenylenediamin Dihydrochlorid

(OPD, 2HCI) 3,5mg/Tablette 4 Tabletten
H,0, 30% 5ul
Hzodest a.d 12 mI
H2SO4 96% 2,8 ml
H2O0est 90 mi
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Bakterien

Soweit nicht anders angegeben wurden E. coli Stdamme (Tabelle 2.1) bei 37°C und Yersinia
Stdmme (Tabelle 2.2) bei 27°C in LB mit Selektivantibiotika in einem Schittelinkubator (180
U/min) unter aeroben Bedingungen angezogen. Fur Versuche, bei denen eine maximale yadA-

Expression bei 37°C bendtigt wurde, wurde das Medium RPMI 1640 verwendet.

3.1.2 Stammhaltung

Alle E. coli Stamme und Yersinia Stamme wurden bei -80°C in speziellem Einfriermedium
asserviert. Dafiir wurde eine UNK bei 6000 RZB und 4°C fir 10 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment anschliefend in Einfriermedium resuspendiert. Die
Kulturen wurden anschlieBend in Trockeneis eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.1.3 Plasmidisolierung

Fur die Isolierung von Plasmiden wurden 100 ml UNK des jeweiligen Stammes in LB
angesetzt. Die Kultur wurde anschlieRend bei 6000 RZB und 4°C 10 min zentrifugiert und in
entsprechendem Puffer resuspendiert. Die Isolierung von Plasmiden erfolgte je nach
bendtigter Menge und Anzahl an Kopien im Bakterium mit dem von Macherey-Nagel
(Diiren) hergestellten ,,NucleoBond PC 100“-Kit oder dem ,,Miniprep Kit“ von Qiagen
(Tabelle 2.11) nach Angaben des Herstellers.

3.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNS im Labor.
Dabei werden spezielle Enzyme eingesetzt, die einen spezifischen DNS-Abschnitt mit Hilfe
von kleinen DNS-Fragmenten, den sogenannten Primern, kopieren (Saiki et al, 1988). Dabel
kommen je nach Lange des zu replizierenden Fragments und gewiinschter Fehlerhdufigkeit
unterschiedliche Polymerasen zum Einsatz. So wurden je nach Anforderung entweder
,DreamTaq PCR MasterMix* (Tabelle 2.7/Tabelle 3.1) oder ,,Phusion Flash High-Fidelity

MasterMix“ (Tabelle 2.7/Tabelle 3.2) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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Tabelle 3.1: PCR-Reaktionsprogramm fir die DreamTaqg-Polymerase

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 300 1
Denaturierung 95 30 30-35
Hybridisierung Tut2 30

Elongation 72 60/1kb

Finale Elongation 72 600 1

Tabelle 3.2: PCR Reaktionsprogramm fr die Phusion Flash High Fidelity Polymerase

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklen
Initiale Denaturierung 98 10 1
Denaturierung 98 1 30-35
Hybridisierung NIV 5

Elongation 72 15/1kb

Finale Elongation 72 60 1

Als DNS-Matrize wurden dabei Plasmid-DNS, amplifizierte und aufgereinigte DNS oder 1 pul
eines Ganzzelllysats, welches 1:10 in H,Ogest. Verdunnt und anschlieBend bei 95°C fiir 5 min
aufgekocht wurde, eingesetzt. Die Konzentration der verwendeten Primer richtete sich nach
der eingesetzten Polymerase und betrug 0,1 uM (DreamTaq) bzw. 0,5 uM (Phusion Flash
High-Fidelity). Alle Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) hergestellt. Fir die
Erstellung der Primer wurden die Programme CLC DNA Workbench 6 (CLC bio, Aarhus,
Dénemark) und DNASTAR Lasergene 8 Primer Select (DNASTAR Inc, Madison, USA)
verwendet. Die Schmelztemperatur (Ty) wurde durch das Programm DNASTAR Lasergene 8
Primer Select ermittelt.

3.1.5 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNS-Fragmente nach ihrer Grél3e aufgetrennt. Mit
Hilfe der angelegten elektrischen Spannung wandert die DNS, welche negativ geladen ist,
zum positiven Pol (Anode) der Spannungsquelle. Dabei ist neben der Grolle der DNS
entscheidend, ob die DNS linear, zirkuldr oder verdrillt (,,super-coiled*) vorliegt. Flr die
Auftrennung wurden Agarosegele von 1,0-2,0% (w/v) in TAE-Puffer benutzt. Die DNS
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wurde mit 5-fach DNS-Laufpuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Flir PCR-
Produkte, welche mit dem ,,DreamTaq PCR MasterMix“ (Thermo Scientific, Waltham, USA)
erstellt wurden, war dies nicht erforderlich. Diese Proben konnten direkt auf das Gel
aufgetragen werden. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Zur Bestimmung der
GroBe wurde die ,,GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder” (Thermo Scientific, Waltham, USA)
eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte in einer Gelkammer der Firma BioRad (BioRad
Laboratories Inc, Hercules, USA) bei 80V fur 45-60 min. Die Gele wurden anschliefend in
einem Ethidiumbromid-Férbebad gefarbt und die Banden in einem UV-Transilluminator bei

254 nm dokumentiert.

3.1.6 Aufreinigung von DNS

Fur die Isolierung von DNS aus Kulturen, nach einer Polymerasekettenreaktion oder aus
Agarosegelen wurde das ,,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up*“-Kit von Macherey-Nagel
(Dduren, Deutschland) (Tabelle 2.11) geméaR Herstellerangaben verwendet.

3.1.7 Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Konzentration der DNS wurde photometrisch mit dem NanoDrop ND 1000 bestimmt
(Clark & Swika, 1977). Dabei wird neben der Absorption bei 260 nm, welche typisch fur
DNS oder RNS ist, auch die Absorption bei 230 nm (Verunreinigungen verschiedener
organischer Verbindungen) und 280 nm (Proteine) gemessen. Das Verhaltnis von 260/280 nm
gibt den Reinheitsgrad der DNS an. Dabei wird allgemein angenommen, dass ein Verhaltnis
von 1,9 oder hoher ,,reine* DNS anzeigt (Marmur & Grossman, 1961). Ebenso wichtig ist das
Verhéltnis von 260/230 nm. Viele Verunreinigungen der Probe, wie z.B. EDTA oder Phenol,
absorbieren bei 230 nm. Hier sollte das Verhéltnis mindestens 2,0-2,2 betragen. Ist eines der

beiden Verhéltnisse schlechter, so sollte die Probe erneut aufgereinigt werden.

3.1.8 DNS-Verdau mit Restriktionsenzymen

Fur den Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Plasmiden wurden Enzyme

verschiedener Firmen verwendet (Tabelle 2.7). Dabei wurde stets nach Angaben des

jeweiligen Herstellers verfahren. Die Proben wurden in einem Thermoblock der Firma

Eppendorf bei entsprechender Temperatur und 300 rpm fir die angegebene Zeit inkubiert.
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AnschlieRend wurden die Proben zur weiteren Verwendung aufgereinigt (siehe 3.1.6). Die
Proben wurden bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt. Wurde ein Plasmid nur mit einem
Restriktionsenzym geschnitten, so wurde vor der Lagerung noch eine Inkubation mit einer
alkalischen Phosphatase (Thermo Scientific, Waltham, USA) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt und anschlieRend ebenfalls aufgereinigt.

3.1.9 Ligation von DNS-Fragmenten

Fur die Ligation wurden geschnittene Plasmide (100 ng) und PCR-Fragmente in einem
Verhaltnis von 1:3 miteinander vermischt und bei 16°C Uber Nacht mit einer T4-Ligase
(Thermo Scientific, Waltham, USA) und entsprechendem Puffer inkubiert. 1 pl

Ligationsprodukt wurde anschlieBend direkt fur eine Transformation verwendet.

3.1.10 DNS-Sequenzanalyse
Alle in dieser Arbeit verwendeten DNS-Abschnitte fir Klonierungen und erstellten Plasmide

wurden durch die Firma LGC genomics (Berlin, Deutschland) sequenziert.

3.1.11 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fur die Herstellung elektrokompetenter E. coli und Y. enterocolitica Stimme wurden die
entsprechenden UNK in 100 ml LB-Medium mit Selektivantibiotika 1:50 verdiinnt und bis
zur logarithmischen Wachstumsphase (ODgoo = 0,5) bei 37°C (E. coli) bzw. 27°C (Y.
enterocolitica) unter Schitteln inkubiert. Die Kulturen wurden anschlieRend fiir 15 Minuten
bei 4°C gekihlt und in einem 50 ml ReaktionsgefaR abzentrifugiert (4°C, 10 min, 4000 RZB).
Es folgten drei Waschschritte mit 50 ml, 25 ml bzw. 10 ml H,Ogest. AnschlieRend wurden die
Zellen in 5 ml 10% Glycerin H,Ogest aufgenommen, gewaschen und erneut zentrifugiert. Im
letzten Schritt wurden die Bakterien dann in 200 pl 10% Glycerin HyOgest resuspendiert und
in Aliquots zu je 40 pl bei  -80°C eingefroren.

3.1.12 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Bei der Elektrotransformation wird mit Hilfe eines elektrischen Feldes DNS in eine

vorbereitete Zelle eingebracht. Dafiir werden die Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
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Ligationsansatz oder 5 ng Plasmid-DNS gemischt und in eine Elektroporationskivette (2 mm
Spaltbreite) pipettiert. Die anschlieBende Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV mit dem
MicroPulser Elektroporationsgerat von Bio-Rad. Die Bakterien wurden in 1 ml SOC-Medium
aufgenommen und fir eine Stunde bei 27°C (Y. enterocolitica) oder 37°C (E. coli) bei 300
rpm geschdittelt. 80 pl und 200 pl wurden auf LB-Agarplatten mit Antibiotika ausplattiert und
die Platten bei 27°C (Y. enterocolitica) bzw. 37°C (E. coli) im Brutschrank fiir 24-48 Stunden
bebritet.

3.1.13 Herstellung Ca2+-kompetenter Bakterien

Fiir die Herstellung von Ca**-kompetenten E. coli Stammen wurde ein modifiziertes Protokoll
nach Hanahan (Hanahan, 1983) verwendet. LB-UNK wurden mit entsprechenden Antibiotika
1:100 in LB-Medium verdinnt und bei 27°C (Y. enterocolitica) bzw. 37°C (E. coli) und 180
rpm bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODggo = 0,5) inkubiert. Die Zellen wurden fr
5 min auf Eis gekuhlt und anschlieRend fir 15 min zentrifugiert (4000 RZB, 4°C). Bevor eine
weitere Zentrifugation (15 min, 4°C, 4000 RZB) folgte, wurden die Bakterien in TFB1-Puffer
resuspendiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 4 ml TFB2-Puffer pro 100 ml
Bakterienkultur aufgenommen. Zur weiteren Verwendung wurden 100 ul Aliquots bei -80°C

eingefroren.

3.1.14 Transformation Ca2+-kompetenter Bakterien

Die auf Eis aufgetauten E. coli wurden mit 10 ul Ligationsansatz oder 5 ng Plasmid-DNA
vermischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. In einem Thermoblock wurden die Zellen
anschlief3end fiir 90 sec auf 42°C erwéarmt und sofort fiir 60 sec auf Eis abgekuhlt. Daraufhin
erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium und eine Inkubation fir 60 minn bei 37°C (E.
coli). Im Anschluss wurden 100 pl und 200 pl je Ansatz auf LB-Agarplatten mit
Selektivantibiotika ausplattiert und bei 37°C fur 24-48 h im Brutschrank inkubiert.

3.1.15 Konjugation

Als Konjugation wird der Transfer von DNS von einem Donor- zu einem Rezipienten-Stamm

bezeichnet, welche in engen Kontakt treten mussen. Wahrend des Vorgangs wird ein

einzelstrangiger DNS-Strang nach dem ,,rolling-circle® Prinzip auf den Empfanger-Stamm
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ubertragen. Die Donor- und Empfénger-Stamm Plasmide werden wieder von einzelstranigen
zu doppelstrangigen Plasmiden vervollstandigt. Der Rezipient-Stamm wird in der Folge als
Transkonjugant bezeichnet. Die Konjugation ist auch bei hoher Restriktion effizient, da die
Ubertragene DNS simultan modifiziert wird. Entdeckt wurde dieser Vorgang 1947 von Joshua
Lederberg und Edward Tatum (Snyder & Champness, 1997).

Fur die Konjugation wurde das Suizidplasmid pGP704 verwendet. Das Plasmid kann sich im
Rezipient-Stamm nicht vervielfalltigen und wird somit bei der Teilung der Bakterien nicht
weitergegeben (Replikation ist von z-Protein (Pir) abhéngig). Deshalb muss das Zielgen in
das Chromosom oder ein anderes Plasmid iiber homologe Rekombination ,,gerettet™ werden,
um im Rezipientenstamm zu verbleiben. Uber entsprechende Selektivantibiotika und mit
Hilfe einer PCR kann dies tberpruft werden. Als Donor-Stamm wurde E. coli SM10Apir
verwendet. Dieser Stamm besitzt das pir-Gen (kodiert n-Protein), welches zur Aktivierung
des OriV fihrt und somit die Replikation von pGP704 ermdglicht. Der Rezipient war Y.
enterocolitica WA(pYVO8-YadA®-0). Fir die Konjugation wurden beide Stamme auf
Blutagarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und bei 37°C bzw. 27°C fur
24°C bebritet. Beide Stdmme wurden in 500 pl PBS in einem Verhaltnis von 1:3
(Rezipient:Donor) vermengt und 200 ul dieser Suspension wurden auf eine frische
Blutagarplatte pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine sechsstiindige Inkubation im Brutschrank
bei 37°C. Teile der Bakterienmischkultur wurden in 1 ml PBS resuspendiert. Je
Konjugationsansatz wurden 100 pl und 200 pl auf LB-Agarplatten mit entsprechenden
Antibiotika ausplattiert und fur 36 h bei 27°C inkubiert.

3.1.16 Konstruktion von pGS-Plasmiden

Fur die Herstellung der diversen pGPS-Plasmide (siehe Tabelle 2.2) wurde das Plasmid
pGPS:SS (Né&gele, 2010) verwendet. Dieses wurde mit Sacl verdaut (nach Angaben des
Herstellers) und anschliefend aufgereinigt. Es folgte eine Inkubation mit alkalischer
Phosphatase (Thermo Scientific, Waltham, USA) wie vom Hersteller empfohlen und eine
erneute Aufreinigung. Die zu inserierenden yadA-Genfragmente wurden mit den
entsprechenden Primern (A-x-f-Sacl/A-1269-Sacl-r) aus den Plasmiden pYVO8 bzw.
pYVOIIl amplifiziert und nach einer Aufreinigung mit dem Restriktionsenzym Sacl
geschnitten. Die Fragmente wurden dann wie unter 3.1.9 beschrieben in pGPS:SS ligiert und

mittels Transformation in einen Ca®*-kompetenten E. coli SM10ipir eingeschleust. Diese
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Stamme wurden anschlieBend zur Konjugation mit WA(pYVO8-YadA®-0) und in vivo

Rekombination verwendet.

3.1.17 Herstellung der diversen Y. enterocolitica Stimme mit modifiziertem pYV
Um die unterschiedlichen YadA-Varianten in einen nattrlichen Expressionshintergrund zu
integrieren, wurden die wie oben beschriebenen Suizidplasmide (siehe 3.1.16) durch
Konjugation in den Y. enterocolitica Stamm mit dem Plasmid pYVO8-YadA®-0 transferiert.
Dadurch entstehen durch doppelte homologe Rekombination die Stamme mit den Plasmiden
pYVO8-YadA®s, pYVO8-YadA®7, pYVO8-YadA®;, pYVO8-YadAP,, pYVO8- YadAPy,
pYVO8-YadAPys erstellt (siehe Tabelle 2.2).

3.1.18 Bestimmung der Oberflachenhydrophilie von Y. enterocolitica Varianten

Die Untersuchung der Hydrophilie/Oberflachenladung der AufRenmembran  bei
unterschiedlichen Y. enterocolitica Varianten erfolgte wie bei Schiemann (Schiemann et al,
1987) beschrieben. Hierfur wurde zunéchst eine hydrophile 20% Dextran-Losung (M
450000-650000, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und eine hydrophobe 20% PEG-
Losung (PEG 6000, Serva, Heidelberg) mit 0,1 M Tris-Puffer (pH 7,0) hergestellt.
AnschlieBend wurden 11 g der PEG-L6sung und 15,5 g der Dextran-Lésung mit 23,5 g 0,03
M Tris-Puffer (pH 7,0) gemischt und bei 4°C Uber Nacht aufbewahrt. Die aufgetrennten
Phasen wurden vorsichtig entnommen und in zwei 50 ml Reaktionsgefalien getrennt bei 4°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fiir den Versuch wurden 100 pl je Ubernachtkultur in
5 ml RPMI 1640 verdiinnt und bei 37°C fur 4 h bei 180 rpm geschiittelt. Die Kulturen wurden
abzentrifugiert (10000 RZB, 2 min) und auf eine ODgg von 5 eingestellt. 2 ml PEG-L6sung,
2ml Dextran-Losung und 100 pl Bakteriensuspension wurden je Stamm in einem
Reagenzglas gemischt (Vortex, Stufe 3). Nach 45 min bei RT wurden 1 ml der oberen Phase
und 1 ml der unteren Phase vorsichtig entnommen und der verbliebene Rest erneut sanft
gemischt (Vortex, Stufe 3). Dieser Rest bildete die mittlere Phase. Alle Proben wurden 1:10 in

0,9 M NaCl-Losung verdinnt und die ODggo gemessen.
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3.1.19 Autoagglutination nach Laird & Cavanaugh

Fur die Bestimmung der Autoagglutination der WA(pYVO8-x)-Stdamme wurde ein
modifizierter Test nach Laird & Cavanaugh durchgefuhrt (Laird & Cavanaugh, 1980).
Reagenzrérchen wurden mit 5 ml RPMI 1640 befullt und mit je funf Kolonien pro
Reagenzglas der jeweiligen WA(pYVO8-x)-Stamme inokuliert. Die Reagenzglaser wurden
statisch oder bei 180 rpm fir 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Reagenzglaser optisch ausgewertet. Dabei wurden vier unterschiedliche Einteilungen
getroffen: @ bedeutet keine Sedimentbildung und sehr starke Tribung des Mediums, +
bedeutet sehr schwache Sedimentbildung und starke Tribung des Mediums, ++ bedeutet
starke Sedimenttbildung und sehr schwache Triibung des Mediums, +++ bedeutet sehr starke
Sedimentbildung und keine Trubung des Mediums (siehe Abbildung 3.1)

(%) + ++ +++

Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der Auswertung der Autoagglutination nach Laird & Cavanaugh.

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Praparation von Auflenmembranproteinen
Um Proteine der Aullenmembran zu isolieren und zu gleich ,,Verunreinigungen“ durch
Zytoplasmamembranproteine  zu  verhindern, erwies sich eine Isolierung der

Aufllenmembranroteine mit Hilfe von N-Lauryl-Sarkosinat als praktikabel (Filip et al, 1973).

Fur die Praparation von AuRenmembranproteinen wurde eine Ubernachtkultur mit Antibiotika
1:100 in RPMI verdiinnt und fir 6 h bei 37°C unter schitteln inkubiert. AnschlieRend wurden
die Bakterien fir 10 min bei 4°C und 6000 RZB zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und die Bakterien in 10 mM HEPES (pH 7,4) resuspendiert. Diese Suspension
wurde in vier 30 Sekunden Intervallen mit jeweils 30 Sekunden Pause zwischen den
Intervallen unter Kihlung mit Hilfe von Ultraschall aufgeschlossen. Die groben
Zellbruchsticke wurden durch Zentrifugation entfernt (6000 RZB, 10 min, 4°C) und der
Membran-angereicherte Uberstand anschlieRend ultrazentrifugiert (100.000 RZB, 60 min,
4°C). Nach der Ultrazentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 mM
HEPES Puffer mit 1 % N-Lauryl-Sarkosinat (Sarkosyl, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
aufgenommen und fir 30 min bei RT kraftig geschittelt. Es folgte eine erneute
Ultrazentrifugation (100.000 RZB, 60 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgezogen und das
Pellet Gber Nacht bei 4°C in 50 pl HyOgest inkubiert, um eine vollstandige Ldsung des
Proteinpellets zu gewahrleisten. Die Proteinkonzentration wurde dann nach Lowry (siehe
3.2.2) bestimmt.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Proteinbestimmung wurde mit der von Lowry beschriebenen und spater durch Markwell
modifizierten Methode durchgefiihrt (Lowry et al, 1951; Markwell et al, 1978). Dabei wird
zundchst ein blauer Komplex durch die Bindung von Peptiden an Kuper-(11)-lonen gebildet.
In einem weiteren Schritt wird dann Cu(ll) zu Cu(l) reduziert und das gelbliche Folin-
Ciocalteu zu Molybdanblau umgewandelt. Die Absorption dieser Blaufarbung kann
anschlieBend bei einer Wellenlange von 750 nm gemessen werden. Mit Hilfe einer
Standardkurve, bei der definierte Proteinkonzentrationen gemessen werden, kann die

Proteinkonzentration der Proben errechnet werden.

Fir die Erstellung der Eichgeraden wurden verschiedene Konzentrationen an BSA (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) verwendet. Je durchgefuhrte Messung wurden 5 pl der Proteinprobe
mit 995 pl H,Ogest Verdinnt. AnschlielRend erfolgte die Zugabe von 3 ml Reagenz C und eine
Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurden zu jeder Probe 300
pl Folin-Lésung zugegeben, vorsichtig gemischt (Vortex, Stufe 1) und im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Probenkonzentration wurde nach 45 min bei einer

Wellenlédnge von 750 nm in einem Photometer bestimmit.
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3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht ist die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Dabei werden die Proteine zundchst in
einem 4%-Sammelgel elektrophoretisch konzentriert und anschlieBend in einem
hoherprozentigen Gel aufgetrennt. In der Regel wurde dabei ein 11%-Polyacrylamidgel
eingesetzt (siehe Tabelle 3.3). Vor dem Beladen der Gele wurden die Proteinproben mit SDS-
Probepuffer zur Solubilisierung versetzt und je nach Probe auf 37°C (60 min) oder zur
Denaturierung auf 100°C (5-10 min) erhitzt. Die durch SDS-Solubilisierung negativ
geladenen Proteine wandern entsprechend ihrer GroRe im Gel zur Anode. Es wurden
ausschlieBlich 0,75 mm dicke Gele (8 x 7 cm) verwendet. Fir die Herstellung der SDS-Gele
wurde Acrylamid/Bis Ldsung 29:1 eingesetzt. Die SDS-PAGE wurden zundchst fiir 20 min
bei 80 V und anschlielend bei 180 V betrieben, bis die gewinschte Auftrennung erfolgt war
(Farbestoffverlauffront). Die Gele wurden anschlieBend entweder in Coomassie-Ldsung

gefarbt (siehe 3.2.4) oder fiir eine Westernblot-Analyse (siehe 3.2.5) verwendet.

Tabelle 3.3: Verwendete Puffer und Losungen flr die Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen

11% Trenngel (10 ml) 4% Sammelgel (2,5ml)
1 M Tris/HCL, pH 8,0 3,75 ml -
0,25 M Tris/HCl pH 6,8 - 1,25 ml
H,0 gest 2,2 ml 0,85 ml
30% Acrylamid-Losung 3,7 ml 350 ul
(29:1 Acrylamid/Bis)
10% SDS 200 pl 50 ul
10% Ammoniumpersulfat 40 pl 15 pl
TEMED 20 ul 15 pl

3.24 Coomassie-blau-Firbung

Proteine, welche mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 3.2.3) aufgetrennt
wurden, kénnen mit Hilfe der Coomassie-Farbung sichtbar gemacht werden. Hierfiir werden
die Gele in einer Coomassie-L6ésung bei Raumtemperatur fir ungefahr 30 min und unter
leichtem schwenken gefarbt und fixiert. Anschliefend wird die Coomassie-Lésung entfernt

und eine Entfarber-Lésung aufgegeben und eventuell mehrmals gewechselt, bis ein Klares,
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blaues Bandenmuster sichtbar wird. Die Gele konnen anschlielend in H,O beli
Raumtemperatur aufbewahrt, fotografiert und getrocknet werden.

3.2.5 Westernblot (Immunoblot)

Bei einem Westernblot werden die Proteine, welche zuvor mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (siehe 3.2.3) aufgetrennt wurden, in einem elektrischen Feld auf eine
Membran (in diesem Fall eine PVDF-Membran) transferiert. Nach dem ,,bloten* (Transfer der
Proteine) kann mit einem spezifischen Antikérper das zu untersuchende Protein auf der
Membran nachgewiesen werden. Der Proteintransfer wurde in dieser Arbeit mit dem
sogenannten Semi-Dry-Verfahren (Elektroblot) durchgefihrt. Hierfir wurden zundchst sechs
Lagen Whatman-Papier in Kathoden-Losung | getrankt und auf die Blotflache aufgelegt.
Dabei sollte die Flache des Filterpapers in etwa der des Gels entsprechen, ebenso die Grole
der PVDF-Membran. AnschlieBend folgten drei Lagen in Kathoden-Losung 1l getrénkten
Whatman-Papiers. Die Membran, welche zun&chst in Methanol aktiviert werden muss, wird
ebenfalls kurz in Kathoden-Lésung Il gewaschen und dann auf das Filterpapier gelegt. Im
néchsten Schritt wurde das Gel in Anoden-L6ésung und dann prazise auf die Membran gelegt.
Dabei sollte darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen zwischen Membran und Gel
liegen. Abschliefend wurden noch neun Lagen in Anoden-L6sung getrankte Whatmanfilter
auf das Gel gelegt und die Apparatur geschlossen. Nun wurde ein elektrisches Feld mit einer
konstanten Stromstarke (200 mA) fiir 60 min eingestellt. Dabei kann die Stromstarke und die
Zeit je nach GroRe der zu transferierenden Proteine angepasst werden. Nach Abschluss des
Blotvorgangs wurde die Membran in PBS-L6sung mit 5% Milchpulver (iber Nacht bei 4°C
oder fr zwei Stunden bei 37°C geblockt, um eventuell vorhandene freie Proteinbindestellen
zu maskieren. Vor der Inkubation mit dem proteinspezifischen Antikorper (Verdinnung je
nach verwendetem Antikorper, siehe Tabelle 2.9) wurde die Membran zweimal kurz mit PBS
gewaschen. Inkubationszeit und -temperatur kdnnen je nach verwendetem Antikorper stark
variieren. AnschlieRend erfolgten drei Waschschritte mit PBS-Tween (1%) fir jeweils 10
Minuten bei Raumtemperatur. Im ndchsten Schritt wurde die Membran dann mit einem
Zweitantikorper (siehe Tabelle 2.9) fir 45 min bei RT inkubiert. Nach erneuten drei
Waschschritten mit PBS-Tween fir je 10 min bei RT erfolgte die Entwicklung des Blots
anschliefend mit dem ,,ECL Western Blotting Reagenz* (siche Tabelle 2.6)
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3.2.6 Markierung von Kollagen Typ I mit Alexa488

Fur die ECM-Proteinbindungsuntersuchungen im Durchflusszytometer wurde Kollagen Typ |
direkt mit Alexa Fluor 488 NHS Ester (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) konjugiert
(Han et al, 2008). Hierfur wurden 200 ul Kollagen (3mg/ml) in 2 mM HCI mit 800 ul Puffer 1
(2,5 M NacCl, 0,5 M NaCOg3, pH 9,3) und 1 ul Alexa Fluor 488-Succinimidylester (gelést nach
Herstellerangaben, 10 pug/ml) gemischt und fir 4 Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert. Die
sehr zdhe Losung wurde anschliefend mit 1 ml Puffer 11 (0,5 M Essigsaure, 0,9 M NaCl)
gefallt. Nach einer Inkubation im Dunkeln bei RT tber Nacht wurde die Losung zentrifugiert
(13000 RZB, 15 min, RT) und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 1 ml 2 mM
HCI aufgenommen. Abschlielend wurde das geldste Kollagen tber Nacht in 2 | einer 2 mM
HCI-Losung dialysiert, um ungebundenes Alexa Fluor 488 zu entfernen (Gramlich, 2014).
Zur Uberpriifung der Konzentration und der Qualitit wurde eine SDS-PAGE mit einer

definierten Menge unkonjugiertem Kollagen Typ I als Kontrolle durchgefthrt.

3.3 Mikroskopie

3.3.1 Nachweis von YadA mit Fluoreszenzmikroskopie

Die Yersinia-Stamme wurden zunichst in einer UNK (siehe 3.1.1) angezogen und am
nachsten Morgen in RPMI 1640 1:50 verdinnt. Die Hauptkultur wurde fiir sechs Stunden bei
37°C inkubiert und anschlieBend eine OD-Messung bei 600 nm durchgefuhrt. Die Kulturen
wurden auf eine ODggo von 0,1 in PBS eingestellt und jeweils 20 pl pro Vertiefung auf einen
Objekttréger pipettiert. Nach dem Trocknen iber Nacht wurden die Objekttrager in eiskaltem
Aceton fixiert (10 min) und anschlieBend erneut iber Nacht getrocknet. Am darauffolgenden
Morgen wurden je Vertiefung 15 pl 1. Antikdrper (8D1, 1:500 in PBS) aufgetragen und fur
30 min in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS fur jeweils 5 min. Die Objekttrdger wurden getrocknet bevor 20 pl pro
Vertiefung des 2. Antikorper (FITC-konjugierter Anti-Maus-Antikérper, 1:300 in PBS) auf
die Objekttrager gegeben wurden. Nach 30 min Inkubation bei 37°C in einer feuchten
Kammer im Dunkeln wurden die Objekttrdger zweimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Die
Objekttrager wurden wieder getrocknet. In einem abschlieBenden Schritt wurden die
Bakterien mit DAPI (1:1000 in PBS, 20 pl je Vertiefung) fur 1 min bei RT gefarbt und wieder
zweimal fur je 5 min gewaschen. Die getrockneten Objekttrager wurden mit VectaShield

(Vector laboratories, Burlingame, USA) beschichtet und mit einem Deckglas verschlossen.
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Nach einer Trockenphase bei 4°C im Dunkeln tber Nacht wurden die Deckglaser noch mit
Nagellack fixiert, um ein Verrutschen wahrend des Mikroskopierens zu verhindern. Die
Objekttrager wurden bei 4°C im Dunkeln bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fir die
Mikroskopie wurde ein Olympus BX61 Fluoreszenzmikroskop verwendet. Die Auswertung

erfolgte mit der Software cell*P 3.1 von Olympus (Hamburg, Deutschland).

3.3.2 Nachweis der Bindung an Fibronektin mit Fluoreszenzmikroskopie

Fur den Nachweis der Bindung an Plasmafibronektin (pFn) bzw. zelluléres Fibronektin (cFn)
in Suspension wurde eine Ubernachtkultur (siehe 3.1.1) am nachsten Morgen 1:50 in RPMI
1640 verdinnt und fur 4,5 h bei 180 rpm und 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden
abzentrifugiert und in PBS mit 50 pg/ml pFn bzw. cFn (siehe Tabelle 2.8) aufgenommen
(ODgoo = 0,1). Um mdogliche Bakterien/Fibronektin-Aggregate zu dispergieren wurden die
Bakterien mit Fibronektin noch durch eine Kanile (27G) gedriickt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 Minuten bei 300 rpm und 37°C wurden die Bakterien zentrifugiert
(10.000 RZB, 23°C, 2 min) und dreimal in PBS gewaschen und anschliefend erneut mit einer
Injektionsspritze durch eine Kanile (27G) gedriickt. Danach wurden die Bakterien auf einen
Objekttrager gegeben und getrocknet. Nach der Fixierung in eiskaltem Aceton (10 min)
wurden die Bakterien getrocknet und mit einem Kaninchen-anti-Fibronektin-Antikorper
(polyklonal, 1:200) fir 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte in PBS fur jeweils 5 min. Als zweiter Antikorper wurde ein Alexa488-anti-
Kaninchen-Antikorper (1:400) verwendet. Die Proben wurden fiir 30 min in einer feuchten
Kammer im Dunkeln mit dem Zweitantikdrper inkubiert und anschlieBend zweimal fir
jeweils 5 min mit PBS gewaschen. AbschlieRend erfolgte eine Farbung mit DAPI (1:1000) fur
eine Minute und erneut zwei Waschschritte mit PBS. Nach dem Trocknen wurden die Proben
mit VectaShield eingebettet und mit einem Deckglas eingeschlossen. Die Auswertung erfolgte
mit einem Fluoreszenzmikroskop und der Software cell®P 3.1 (beides Fa. Olympus,
Hamburg, Deutschland).
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3.4 Enzyme-Linked Immunosorbend Assay (ELISA)

3.4.1 Nachweis der Bindung von YadA-positiven Yersinien an immobilisierte
ECM-Proteine mittels ELISA

Fur den ELISA-basierten Bindungstest wurden Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno Maxi-Sorp,
Nalgene Nunc International, Penfield, USA) mit verschiedenen ECM-Proteinen (Kollagen
Typ | und Typ IV, Laminin und unterschiedlichen Fibronektinfragmenten) sowie dem
synthetischen Oligopeptid (POG),o (Kollagen-Mimetikum) in Konzentrationen von 0,1-10
pg/ml beschichtet (siehe Tabelle 2.8). Dabei wurde die gewiinschte Konzentration der ECM-
Proteine in PBS verdinnt und je Vertiefung 50 pl der ECM-L6sung in die
Mikrotiterplattennapfe pipettiert. Die Platten wurden anschlieBend lber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am darauf folgenden Morgen wurden die UNK (LB-Medium mit Antibiotika,
27°C, 180 rpm) der jeweiligen Stamme 1:50 in RPMI 1640 verdunnt und fur 4 Stunden bei
37°C und 180 rpm in einem Schiittler inkubiert. Der Uberstand der Platten wurde verworfen
und die Platten mit 0,5% BSA-PBS-Losung fir 2 h bei 37°C blockiert. Nach 2 h
Inkubationszeit wurden die Platten dreimal mit je 200 ul 0,1% PBS-Tween pro Vertiefung
gewaschen und in jede Vertiefung wurden entweder 100 pl Bakteriensuspension (ODggo =
0,5) oder PBS pipettiert. Die Platten wurden anschliel3end fiir 1 h bei 37°C inkubiert und dann
erneut dreimal mit 0,1% PBS-Tween gewaschen. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit
dem Erstantikérper (8D1, 1:10000, 100 pl je Vertiefung) bei 37°C. Vor und nach der
einstindigen Inkubation bei 37°C mit dem Zweitantikdrper (Meerrettich-Peroxidase
konjugierter Anti-Maus-Antikdrper, 1:10.000) wurde erneut dreimal mit 0,1% PBS-Tween
gewaschen. Fur die Entwicklung wurden OPD-Tabletten (Dako, Hamburg) nach
Herstellerangaben gelést und 100 pl in jede Vertiefung pipettiert. Nach 30 min
Inkubationszeit bei RT unter Lichtschutz wurde die Entwicklung durch Zugabe von 100 pl
0,5 M H,SO, gestoppt. Die Messung erfolgte in einem Plattenphotometer bei 491 nm
(Referenzwellenlédnge 620 nm).

Mit dieser Methode wird die ECM-bindungsfahigkeit der YadA-Varinaten bestimmt. Die
ECM-Bindungsfahigkeit gibt an, wie viele Yersininen an eine definierte Menge

immobilisiertem ECM-Proteine binden.
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3.4.2 Analyse der kompetitiven (POG)10-/ECM-Proteinbindung an Yersinia
mittels ELISA

Fur die Hemmung der Bindung von YadA-positiven Yersinien an ECM-Proteine durch
(POG)10 wurden die Kulturen und Platten zundchst wie unter 3.4.1 beschrieben behandelt. Die
Bakterienhauptkulturen wurden auf eine ODgoo = 0,25 eingestellt. Diese Kulturen wurden
dann zunéchst fir 15 min mit ECM-Proteinen (0,04 pg/ml, 0,2 p/ml, 1,0 pg/ml bzw. 5,0
pg/ml Kollagen Typ I, (POG)1o oder FN-11-5) bei 37°C und 300 rpm in einem Thermomixer
prainkubiert, dann zentrifugiert (10000 RZB, 2 min, RT), der Uberstand abgenommen, das
Sediment wurde in PBS resuspendiert und anschlie}end jeweils 100 pl pro Vertiefung auf die
vorher mit BSA ,,geblockte* Mikrotiterplatte pipettiert. Der weitere Ablauf erfolgte dann wie

unter 3.4.1 beschrieben.

3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Nachweis der Autoagglutination von YadA-positiven Bakterien im
Durchflusszytometer

Fur die Autoagglutination wurden die verwendeten Stimme aus einer Ubernachtkultur in

RPMI 1640 1:50 verdiinnt und fir 5 Stunden bei entweder 27°C oder 37°C inkubiert.

Teilweise wurden die Kulturen dabei mit 180 rpm geschiittelt. Die Kulturen wurden

anschlieBend 1:10 in FACS-Puffer verdiinnt und direkt im Durchflusszytometer gemessen.

Die Auswertung erfolgte anschliefend mit der FlowJo-Software (Version 7.6.1).

3.5.2 Bindung von Kollagen Typ I und (POG)10an YadA

Um die Bindung von Kollagen Typ I und (POG)o in Bakteriensuspension zu untersuchen,
wurden die Bakterien zundchst bei 27°C mit Antibiotika Uber Nacht angezogen und am
néchsten Tag 1:100 in RPMI 1640 verdiinnt. Die Hauptkultur wurde nach 4,5 h bei 37°C auf
eine ODggo = 0,5 eingestellt. 500 pl wurden abzentrifugiert (10.000 RZB, 2 min, 23°C) und in
PBS mit 10 pg/ml Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ | oder 10 pg/ml Alexa645-
konjugiertem (POG);o resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 37°C wurden
die Bakterien bei 10.000 RZB fir 2 min bei 23°C abzentrifugiert und dreimal mit je 500 pl
PBS gewaschen. Die Bakterien wurden in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen, mit einer

Injektionsspritze zur Dispergierung von Aggregaten durch eine Kanile (27G) gedrlckt und
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anschlielend im Durchflusszytometer die Fluoreszenzintensitat der Bakterien bestimmt. Die

Auswertung erfolgte dann mittels der FlowJo-Softare (Version 7.6.1).

Mit dieser Methode wird die Bindungskapazitdt der YadA-Varinaten bestimmt. Die

Bindungskapazitat gibt an, wieviel ECM-Protein pro Yersinienzelle gebunden wird.

3.5.3 Messung der kompetitiven Hemmung der Yersinia-ECM-Proteinbindung im
Durchflusszytometer

Um quantitativ zu bestimmen, inwieweit die Bindung von Kollagen Typ | an YadA durch
(POG)yo blockiert werden kann, wurde eine Ubernachtkultur in RPMI 1640 1:100 verdiinnt
und 4,5 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. 500 pl Bakterien wurden auf eine ODgoo von 0,5
eingestellt, abzentrifugiert (10.000 RZB, 23°C, 2 min) und in 500 ul PBS ohne (POG)o oder
mit unterschiedlichen Konzentrationen an (POG);o (1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml) fur 15 min
bei 37°C und 300 rpm in einem Thermoblock inkubiert. Die Bakterien wurden zentrifugiert
(10.000g RZB, 2 min, 23°C) und in 500 pl PBS mit 10 pg/ml Alexa488-konjugiertem
Kollagen Typ | resuspendiert. Nach 15 min bei 37°C wurden die Proben bei 10.000g fir 2
min und 23°C zentrifugiert und anschlieBend dreimal mit 500 pul PBS gewaschen. Die
Bakterien wurden in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen, mit einer Injektionsspritze zum
dispergieren von Aggregaten durch eine Kanile (27G) gedriickt und anschlieBend im
Durchflusszytometer die Fluoreszenzintensitat bestimmt. Die Auswertung erfolgte dann
mittels der FlowJo-Software (Version 7.6.1).

3.6 Mausinfektionsversuche
Alle Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern im Tierversuchsantrag AZ
55.2-1-54-2531-153/07 genehmigt.

3.6.1 Mauspassage

Fur die Infektion von Mausen wurden die entsprechenden Yersinia-Stamme zundchst in einer
Maus intraperitoneal passagiert, um homogen virulente Yersinien zu selektionieren. Hierftr
wurde 1 ml UNK (LB-Medium mit Antibiotika, 27°C) zentrifugiert (10.000 RZB, 2 min, RT),
der Uberstand verworfen und die Bakterien in 1 ml sterilem PBS aufgenommen. Je nach
vermuteter Virulenz der Stimme wurden 20 pl (sehr virulent) bzw. 50 ul (stark attenuiert)
PBS-Bakteriensuspension in den Bauchraum einer C57BL/6-Maus injiziert (intraperitoneal,
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ip) und die Maus nach 24 h get6tet. Der Bauchraum wurde dann mit 5 ml sterilem PBS
gespult, um die wberlebenden Keime aus dem Intraperitonealraum zu gewinnen. Die
Bakteriensuspension wurde auf Eis gekihlt und ausplattiert (LB-Agar mit Antibiotikum).
Nach einer 48 h Inkubation bei 27°C wurden 120 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) mit 1-
3 Kolonien beimpft und Gber Nacht bei 27°C geschdttelt. Am néchsten Morgen wurde die
UNK bei 4000 RZB fur 10 min bei 4°C zentrifugiert und in Einfriermedium sehr gut
resuspendiert und zu je 50 pl aliquotiert. Die Proben wurden bei -80°C eingefroren und
gelagert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden friihestens 48 h danach einzelne Proben
aufgetaut und in verschiedenen Verdinnungsstufen ausplattiert (LB-Agar). Dieser Vorgang

wurde anschlieBend noch zweimal wiederholt, um eine genaue Keimzahl zu erhalten.

3.6.2 Perorale Mausinfektionen

Die bei -80°C gelagerten Stdmme der Mauspassage wurden aufgetaut und auf eine Zellzahl
von 5 x 10° Bakterien in 60 pl PBS eingestellt. Jede BALB/c-Maus (6-8 Wochen alt,
weiblich) wurde mit 12 pl dieser Bakteriensuspension oral gefittert (1 x 10° Bakterien/Maus).
Die LDsq fur BALB/c-Mause nach oraler Infektion mit Y. enterocolitica O:8 liegt bei rund 5 x
10° Bakterien pro Maus (Handley et al, 2004). Nach 5 Tagen wurden die Tiere mit CO,-Gas
getotet und die Milz, der Dunndarm und die Peyerschen Plaques (PP) entnommen. Zundchst
erfolgte die Spllung des Dinndarminhaltes mit 5 ml sterilem PBS. AnschlieRend wurden die
PP (vier je Maus) exzidiert und in 750 ul PBS gegeben. Die Milz wurde in 1 ml sterilem PBS
aufbewahrt. Alle Proben wurden direkt nach der Entnahme auf Eis geklhlt. Nach der
Gewichtsbestimmung der Organe wurden PP und Milz in einer Schwingmuhle (Fa. Retsch,
Haan, Deutschland) homogenisiert und von allen drei Proben Verdinnungsreihen angefertigt,
welche auf LB-Agar mit Antibiotikum ausplattiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 48
h bei 27°C wurden die Keimzahlen (CFU) pro Platte bestimmt.

3.6.3 Intraperitoneale (ip) Mausinfektionen

Fur die ip Infektionsversuche wurden weibliche BALB/c-Mé&use im Alter von 6-8 Wochen

verwendet. Die bei -80°C gelagerten mauspassagierten Yersinien wurden aufgetaut und auf

2,5 x 10° Bakterien pro ml PBS (steril) eingestellt. Pro Maus wurden 200 ul dieser

Bakteriensuspension in den Bauchraum injiziert (5 x 10* Bakterien/Maus). Die LDsq fiir

BALB/c-Mause bei intravendser Infektion mit Y. enterocolitica O:8 liegt bei rund 5 x 10°
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Bakterien/Maus (Hancock et al, 1986). Das Gewicht der M&use wurde vor der Injektion und
an jedem Tag danach gemessen. Am dritten Tag der Infektion wurden die Mé&use getotet und
Leber und Milz entnommen. Die Milz wurde in 1ml sterilem PBS, die Leber in 5 ml
aufgenommen und alle Proben auf Eis gelagert. Wahrend die Milz mit einer Schwingmihle
(Fa. Retsch, Haan, Deutschland) homogenisiert wurde, wurde fur die Leber ein
Homogenisator aus Glas verwendet. Anschliefend wurde je Probe eine Verdlnnungsreihe
angefertigt und diese ausplattiert (LB-Agar mit Antibiotika). Nach einer 48 h Inkubation bei
27°C wurden die CFU bestimmt.

3.7 Auswertung

3.7.1 Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten

Je Probe wurden 50.000 Ereignisse im Durchflusszytometer BD Canto Il detektiert und
dokumentiert. Die anschliefende Auswertung der Daten fand mit der Software FlowJo 7.6.1
(Tree Star Inc, San Carlos, USA) statt. Um nur Ereignisse von einzelnen Bakterien zu
bewerten, wurde der Streuwert fir die Groe der Yersinienzellen anhand des
Autoagglutination-YadA-negativen Stammes WA(pYVO8-YadA®-0) iiber den ,forward
scatter (FSC) festgelegt (,,gating™). Ebenso wurden die unteren Grenzwerte fir die
Fluoreszenzintensivitat (FITC, APC) mit dieser Negativkontrolle festgelegt. Fir die
qualitative Bestimmung der Durchschnittswerte wurde die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI1) jeder Probe bestimmt und ein Durchschnittswert aus drei unabhangigen Proben

errechnet. Dieser wurde dann in Relation zum Vergleichsstamm YadA® gesetzt.

3.7.2 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders beschrieben wurden alle Versuche mindestens dreimal in unabh&ngigen
Versuchsdurchfuhrungen erfasst und aus diesen Werten anschlieBend ein Mittelwert
berechnet. Flr die graphische und statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, USA) verwendet. Neben der Ermittlung des
Standartfehlers wurde auch eine Bestimmung von signifikanten Unterschieden der
Messergebnisse untereinander durchgefuhrt. Fir diesen Zweck wurde ein 1-way ANOVA
(,,one-way analysis of variance®) Test durchgefiihrt. Eine statistische Signifikanz wurde

angenommen, wenn der (p)-Wert < 0,05 war. Dabei fand des Weiteren eine Unterscheidung
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in signifikant ((p) < 0,05, *), hoch signifikant ((p) < 0,01, **) und hdchstsignifikant ((p) <
0,005, ***) statt. Alle Werte, die eine statistische Signifikanz zu einem anderen Wert hatten,
wurden in den Grafiken entsprechend gekennzeichnet. Werte die sich statistisch nicht

signifikant von einander unterschieden ((p) > 0,05) wurden nicht gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Verwendete Yersinia-Stimme

Fir die Untersuchungen zur Funktion der NTTD (YadA® AS26-57, YadAP AS26-95) von
YadA wurden YadA des Y. enterocolitica (YadA®) Stammes WA 314 (Serotyp O:8, Biotyp
1B) und des Y. pseudotuberculosis (YadAP) Stammes YP Il (Serotyp IIl) verwendet. Es
wurden N-terminal-verkirzte YadA-Varianten hergestellt oder bereits vorhandene YadA-
Varianten verwendet (Roggenkamp et al, 1995; Roggenkamp et al, 1996; Untiet, 2013). Die
Aminosauresequenzidentitat von YadA® und YadAP betragt 74,35%. Obwohl YadA°® und
YadAP gleich groR sind (YadA®: 422 AS/41,5 kDa; YadAP: 434 AS/42,4 kDa), zeigt die
Aminoséauresequenz der NTTD-Regionen groRe Unterschiede. Y. pseudotuberculosis YadAP
hat zusétzlich eine 32 AS grofle Region in der NTTD im Vergleich zu YadAs von Y.
enterocolitica der Serotypen O:3, 0:8, O:9 und 0:5,27. Der zweite grof3e Unterschied ist die
Anzahl der Wiederholungen in der Stieldomane: Y. enterocolitica YadA® von Serotyp O:9 hat
neun repetitive Regionen, Y. enterocolitica YadA® von Serotyp O:8 sieben und YadAP von Y.
pseudotuberculosis nur sechs (siehe Abbildung 4.1). Die Primérsequenz von YadA besteht
aus der N-terminalen Signalsequenz (AS1-25, identisch fur alle YadA), einem nachfolgenden
Kopfbereich (NTTD, ,,B-roll*“-Kollagenbindedomane und Halsdoméne), dem Stiel (Stalk) mit
Linkerregion und C-terminalen Ankerdoméne (je vier p-Faltblatter). Die N-terminalen
Domaénen konnen zwischen den Yersinia-Arten und -Serotypen hohe Sequenzunterschiede

aufweisen. Der C-terminale Bereich hingegen ist bei allen YadAs stark konserviert.
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Abbildung 4.1: Aminosauresequenzvergleich von WA 314 YadA (YadA®) und YPIII YadA (YadAP). Die
rot umrandeten Bereiche definieren die Unterschiede im Kopf- und Stielbereich zwischen WA 314 YadA® und
YPIII YadAP. Farblich unterlegt sind die vier groRen Teilbereiche. gelb: Signalsequenz, rot: Kopfregion, blau:
Stiel- und Linkerregion, braun: Membrananker. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Aminosaurereste
an Schnittstellen des Signalpeptids (schwarz) sowie der verkirzten YadA-Varianten (YadA® orange, YadAP
violett).

4.2 Herstellung von yadA-Genvarianten

Zur Herstellung der YadA-Varianten des pYVO8-Plasmids von WA 314 und des pYVOIII-
Plasmids von YPIIl wurden die gewinschten DNS-Fragmente isoliert und mit den
entsprechenden Primern amplifiziert. Daftr wurden als ,,Forward-Primer* die in Tabelle 2.10
angegeben Primer verwendet. Als ,,Reverse-Primer® kam stets A-1296-Sacl-r zum Einsatz.
Das so entstandene Fragment wurde mit dem Restriktionsenzym Sacl verdaut, ebenso das
Plasmid pGPS:SS. Der Vektor tragt die Signalsequenz und die ersten funf Aminosduren der
N-terminalen Tip-Doméane von Y. enterocolitica WA 314 (YadA?®). Jedoch ergibt sich durch
die Integration der Sacl-Schnittstelle eine Aminosauresubstitution von Valin zu Leucin an
Stelle 30. Beide DNS-Fragmente wurden in einem Verhéltnis 1:3 (Vektor:kloniertes Gen)
miteinander ligiert und in Ca®*-kompetente E. coli SM10Apir Zellen transformiert. Uber einen
Konjugationsschritt wurde das Suizidplasmid pGPS:SS mit der jeweiligen verkirzten YadA-
Gensequenz in WA(pYVO8-YadA°®-0) eingeflihrt und tber homologe Rekombination in das
Plasmid pYVO8-YadA®-0 integriert und fiir ,,double cross-over* selektioniert. Die korrekte
Insertion wurde mittels einer PCR (Primer: A-Cla-f und A-1296-Sacl-r) Uberprift. Neben den
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in dieser Arbeit produzierten Stdammen wurden darliber hinaus noch bereits vorhandene
Stamme (siehe Tabelle 2.3 bzw. Abbildung 4.2) verwendet. Alle verwendeten YadA-
Varianten wurden sequenziert und mittels CLC DNA Workbench 6 auf die korrekte Sequenz

hin untersucht (Daten nicht gezeigt).

In ersten Versuchen wurden YadA-Varianten hergestellt, die direkt nach der Signalsequenz
deletiert worden waren. Jedoch konnte keine ausreichende und zu Stamm YadA®
vergleichbare Produktion und Exposition der YadA-Varianten in WA(pYVO8-x) (x: YadA®
bzw. YadAP;) gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Dies hangt vermutlich mit der negativen
Ladung der Aminosauren AS28 (Asparaginsaure) und AS29 (Glutaminséure) zusammen. Der
Transport Uber die innere Membran mittels des Sec-Systems kann durch negative Ladung
bzw. die Verdnderung dieser bereits vorhandenen Ladung an bestimmten Stellen im zu
transportierenden Protein beeintrachtigt werden (Kajava et al, 2000). Deshalb weisen alle in
dieser Arbeit verwendeten YadA-Varianten nach der Signalsequenz noch fiinf weitere
Aminosauren (AS26-30: NNDEL) auf. Computeranalysen mit dem Programm SignalP 4.1
(Center for Biologycal Sequence Analysis, Technical University of Denmark DTU) der
Signalsequenz anderer TAAs, welche Uber das Sec-System durch die innere Membran
transportiert werden, zeigen die Aminosauren Asparaginsaure (D) und Glutaminséure (E) im
unmittelbaren Anschluss an die Schnittstellen der Signalsequenzen. Die Vorhersage fr
YadA® (GenBank: CAA32086.1) aus Y. enterocolitica zeigte wie zu erwarten bei AS25 eine
Schnittstelle an. Das Protein hat an den Positionen AS26, AS27 und AS29 jeweils
Asparaginsaure. Bei NadA (ACMA47292.1) aus Neisseria meningitidis wurde die Schnittstelle
an Position AS23 angezeigt. An Position AS27-29 dieses Proteins befindet sich dreimal die
Aminosdure Asparaginsaure. Beim TAA Hsf (AAC44560.2) aus Haemophilus influenzae
wird die Signalsequenz bis AS51 angegeben. Die AS53-57 sind auch hier negativgeladene
Aminosduren. Die Signalsequenz des TAA BadA (AAT69970.2) aus Bartonella henselae
umfasst die Aminosduren AS1-48. Bei BadA ist jedoch keine negativgeladene Aminoséure

unmittelbar nach der Signalsequenz zu finden.
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YadA¢e Signalsequenz IS OL PRL KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker

H156T TISQY

YadAs-HY Signalsequenz IS OL PRL KBD Hals Stieldoméane Linker Membrananker
YadAe?’8 Signalsequenz ~ ------ OL PRL KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAe47 Signalsequenz =~ ---------- PRL KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAe57 Signalsequenz =~ --------------- KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAegl Signalsequenz =~ ------------------ KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAelgs Signalsequenz = —-------mmmmmmmm o mm oo Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAP Signalsequenz IS oL PRL KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAF’44 Signalsequenz ~ ------ oL PRL KBD Hals Stieldomane Linker Membrananker
YadAPSS Signalsequenz  f------------= PRL KBD Hals Stieldomine Linker Membrananker
YadAP, Signalsequenz | -==----=---------- KBD Hals Stieldoméne Linker Membrananker

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der hergestellten und untersuchten YadA-Varianten.
Schematisch-modularer Aufobau der YadA®- und YadAP-Varianten, die von Y. enterocolitica WA(pYVO8-x)
generiert wurden (x: YadA® (i = 38, 47, 57, 81, 188), YadA®-HY (Substitution der Histidinreste gegen
Tyrosinreste an den Positionen 156 und 159, H156Y/H159Y, (Roggenkamp et al, 1995)) und YadAP; (i = 44, 85,
95), dabei gibt i den deletierten Bereich von AS31 bis zur angegebene Zahl an). OL, IS und PRL bilden
zusammen die NTTD (OL = AuRerer Loop, IS = Innerer Strang, PRL = Prolin-reicher Loop, KBD = postulierte
Kollagenbindedoméne).

Die Stammbezeichnung WA(pYVO8-x) mit x = YadA®% bzw. YadAP; (i: Anazhl der N-
terminal deletierten AS) wird im folgenden Text als Kurzform YadA®, YadA® (i = 38, 47, 57,
81 und 188), YadA°-HY (Substitution der Histidinreste gegen Tyrosinreste an den Positionen
156 und 159, H156Y/H159Y), YadAP, YadAP; (i = 44, 85 und 95) verwendet.
WA(pYVAYadA®) wird als YadA®-0 und WA-314 ohne pYV-Plasmid wird als WAc

bezeichnet.
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4.3 Herstellung und Charakterisierung von Yersinia WA(pYVO08-x)-
Stammen mit YadA-Varianten
Um die Produktion und korrekte Lokalisation der YadA-Varianten in Y. enterocolitica
WA(pYVO8-x)  nachzuweisen, wurden von allen  Stdmmen  Isolate  von
AuRenmembranproteinen (OMP) (siehe 3.2.1) angefertigt und diese mittels SDS-PAGE (siehe
3.2.3) und mittels Westernblot-Analyse (siehe 3.2.5) Gberprift. Da trimere YadAs auch unter
stark denaturierenden Bedingungen (5 min bei 100°C) sehr stabil sind, waren sowohl in der
Coomassie-gefarbten SDS-PAGE als auch im Westernblot neben den Monomeren auch stets
noch Oligomere nachweisbar (siehe Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4). Das
Molekulargewicht der Monomere wurde mit dem Computerprogramm ProtParam (ExPASy,

Bioinformatics Resource Portal) berechnet und kann der Tabelle 4.1 entnommen werden.

Tabelle 4.1: Errechnetes Molekulargewicht der YadA-Varianten. Die untersuchten Stamme sind in
Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Stamm Molekulargewicht [kDa]
YadA® 41,5
YadA®-HY 41,6
YadA®;g 40,6
YadA®; 39,7
YadA®,, 38,5
YadA®s; 36,3
YadA® g 25,9
YadA® 42,4
YadA®,, 41,0
YadAPss 36,5
YadAPys 35,5
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SDS-PAGE YadAé®-Varianten SDS-PAGE YadAP-Varianten
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Abbildung 4.3: SDS-PAGE zum Nachweis der Lokalisation der YadA®- und YadAP-Varianten in den
WA(pY X08-x)-Stammen in AuBenmembranproteinpraparationen. Die Proben wurden vorher auf 100°C
fur 5 min erhitzt. Je Probe wurden 10 pg Protein aufgetragen. Farbung der SDS-PAGE erfolgte mittels
Coomassie-Farbung. 1/9: YadA°®-0, 2/10: YadA®, 3: YadA®-HY, 4: YadA®s, 5: YadA®y;, 6: YadA®s;, 7: YadA’y,
8: YadA®igs; 11: YadAP, 12: YadAP,, 13: YadAPgs, 14: YadAPgs; Die untersuchten Stamme sind in Kurzform
YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Im Immunoblot der OMP-Préparationen (siehe Abbildung 4.4) ist sehr gut sichtbar, dass alle
YadA-Varianten in der &uBeren Membran lokalisiert sind. Es wurden je Spur 10 pg Protein
aufgetragen. Ebenso diente eine Coomassie-Farbung (siehe 3.2.4) der SDS-PAGE zur
Uberpriifung der korrekt aufgetragenen Menge an Proteinen (siehe Abbildung 4.3). Im
Immunoblot zeigt sich, dass die Menge an YadA bei allen YadA-Varianten mit dem
Referenzstamm YadA® vergleichbar ist. Da alle Proben fir 5 min bei 100°C vorbehandelt
wurden, sind neben der trimeren Form von YadA auch die YadA-Monomere gut erkennbar.
Die errechneten Molekulargewichte der Monomere stimmen sehr gut mit denen in den

Immunoblots sichtbaren Banden der Monomere tberein (siehe Abbildung 4.4).
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Immunoblot YadAs-Varianten Immunoblot YadAP-Varianten
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Abbildung 4.4: Immunoblot zum Nachweis der Lokalisation der YadA®- und YadAP-Varianten in den
WA(pY X08-x)-Stammen in AuRenmembranproteinpraparationen. Die Proben wurden vorher auf 100°C
fur 5 min erhitzt. Je Probe wurden 10 pg Protein aufgetragen und nach SDS-PAGE mittels Elektroblot auf eine
PVDF-Membran (bertragen. Als Antikdrper im Immunoblot wurde der monoklonale Maus-anti-YadA-
Antikorper 8D1 (1:10000) und als Sekundérantikorper ein Peroxidase-anti-Maus-1gG-Antikdrper (1:5000)
verwendet. 1/9: YadA®-0, 2/10: YadA®, 3: YadA®-HY, 4: YadA®s, 5: YadA®s;, 6: YadA%;, 7: YadA%,, 8:
YadA®gs 11: YadAP, 12: YadAP,, 13: YadAPg, 14: YadAPg; Die untersuchten Stamme sind in Kurzform
YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

AnschlieRend wurde die Produktion und Oberflachenexposition von YadA aller YadA-
Varianten mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung fluoreszenzmikroskopisch tberprift.
Hierfur wurden alle Stamme nach einer Fixierung mit Aceton mit einem monoklonalen Anti-
YadA-Maus-Antikorper (8D1, 1:500) und in einem zweiten Schritt mit einem Alexa488-anti-
Maus-Antikorper (1:300) markiert. Ebenso wurde die DNS der einzelnen Bakterien mit DAPI
gefarbt. Die Bakterien wurden bei einer VergrofRerung von 1:1000 mikroskopiert. In
Abbildung 4.5 ist gut erkennbar, dass sowohl der Stamm YadA°®-0 als auch der Stamm YadA®
ohne den Zweitantikdrper kein Fluoreszenzsignal emittieren. Diese Proben dienen als
Negativ-Kontrolle bzw. belegen die Spezifitdt des Erst- und Zweitantikorpers. Bei allen
anderen Stdmmen ist das griine Fluoreszenzsignal, welches den Nachweis der Expression von
YadA zeigt, gut sichtbar. Zudem ist erkennbar, dass nahezu alle Bakterien, welche eine
DAPI-Farbung (Magenta, DNA) aufweisen, auch ein Signal fir YadA zeigen (siehe
Abbildung 4.5). Somit lasst sich bestatigen, dass alle Stdamme ihre YadA-Varianten

produzieren.
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YadA=-0 YadA¢ ohne 2. Antikorper YadAs YadAs-HY YadAs,,

YadAs,, YadAs., YadAsg, YadA®, g YadAP

Abbildung 4.5: Immunofluoreszenzfarbung zum Nachweis von YadA der WA(pYVO8-x)-Stamme. Fir die Farbung wurden die Bakterien auf einem Objekttrdger mit
Aceton fixiert und anschlieBend mit einem monoklonalen Anti-YadA-Maus-Antikdrper (8D1, 1:500) und einem Alexa488-anti-Maus-Antikdrper (1:300) markiert. Zudem
erfolgte eine Férbung der DNS mit DAPI. Grin zeigt die Antikdrper-Markierung des YadAs, wéhrend die DNS-Férbung in magenta zu sehen ist. Die GroRenbalken entsprechen
10 um. Die WA(pYVO08-x)-Stamme sind durch YadA®% bzw. YadAP; gekennzeichnet. YadA®-0: Negativ-Kontrolle, YadA® bzw. YadAP: Positiv-Kontrollen. Die untersuchten
Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.
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4.4 Verteilung yadA-exprimierender Stimme in einem Dextran-PEG-
Biphasensystem

Fur die Bestimmung der Oberflachenhydrophilie/Oberflachenhydrophobizitdt der YadA-
positiven Yersinien, welche die unterschiedlichen YadA-Varianten produzieren, wurde die
Verteilung der Bakterien in einem biphasischen Dextran-PEG-Gemisch bei einem pH-Wert
von 7,0 untersucht (siehe Abbildung 4.6). Wéahrend die untere Dextran-reiche Phase stark
hydrophil ist, ist die obere PEG-reiche Phase hydrophob. Da eine klare Trennung der
Bakteriensuspension an der Phasengrenze sich nicht einstellte, ergab sich durch den
Versuchsaufbau noch eine dritte Phase, die Interphase. Die meisten yadA-exprimierenden
Stamme reicherten sich nach kurzer Zeit in der Interphase an (siehe Tabelle 4.2): 83% der
Bakterien des Stammes YadA® bzw. 86% der Bakterien des Stammes YadA°®-HY konnten in
der Interphase gefunden werden. Die YadA-negativen Stamme (YadA®-0 und WAc) hingegen
reicherten sich stark in der hydrophoben PEG-reichen Phase an (siehe Abbildung 4.7). Hier
befanden sich 47% bzw. 55% der Bakterien in der hydrophoben Phase. Dieses
Verteilungsmuster konnte ebenso bei WA(pYVO8-YadAP,,) beobachtet werden (45%).

Hydrophobe Phase
/ (PEG-reiche Phase)

<— Interphase

=\ Hydrophile Phase
(Dextran-reiche Phase)

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der drei Phasen des biphasischen PEG-Dextran-Gemisches.
Durch die Entmischung der hydrophoben Phase (PEG-reiche Phase) und der hydrophilen Phase (Dextran-reiche
Phase) ergibt sich an der Phasengrenze eine diinne Interphase, in der eine Durchmischung beider Phasen
stattfindet.
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Tabelle 4.2: Relative Verteilung der untersuchten Stdmme in einem biphasischen PEG-Dextran-System
und errechneter pl-Wert und Gravy-Index. Die untersuchten Stamme sind in Kurzform YadA® bzw.
YadAP; gekennzeichnet. Die Werte fiir pl-Wert und GRAVY-Index wurden bei den YadA®%-Stammen bis
AS333 und bei YadAP; bis AS343 bestimmt.

Stamm Hydrophile Interphase Hydrophobe pl-Wert pl-Wert Gravy-
Phase [%] [%] Phase [%] der NTTD | Index

WAC 6,1 38,7 55,1 - - -

YadA®-0 6,8 46,4 46,8 - - -

YadA® 8,3 83,3 8,4 6,19 4,42 -0,493
YadA®-HY | 6,7 86,3 7,0 6,07 4,42 -0,476
YadA®sg 6,3 74,4 19,3 6,13 4,10 -0,524
YadA®,; 6,8 75,3 17,9 6,39 4,14 -0,491
YadA®s; 7,6 77,2 15,1 6,39 3,67 -0,510
YadA%; 9,0 73,2 17,8 6,33 3,67 -0,552
YadA®gs 8,4 77,8 13,8 5,97 3,67 -0,984
YadAP 8,2 68,2 23,7 6,23 8,43 -0,454
YadAPy, 8,0 46,9 45,2 6,60 9,69 -0,457
YadAPgs 8,5 65,7 25,8 5,66 3,57 -0,369
YadAPys 10,3 70,2 19,5 5,78 3,67 -0,398

Die WA(pYVOS8-YadA®%) Stamme zeigen eine geringfiigig hohere Affinitat fir die
hydrophobe Phase, als die Stamme YadA® oder YadA°-HY. Im Anschluss an die
Signalsequenz befindet sich ein hydrophiler Bereich (siehe Abbildung 4.8). Eine Deletion
dieses Bereiches konnte zu einer erhéhten Hydrophobizitét fihren. Die WA(pYVO8-YadAP;)
Stamme und im Besonderen der Stamm YadAP44 zeigen ebenso eine héhere Hydrophobie im
Vergleich zu Stamm YadA®. Der Hydrophilie-Plot von YadAP zeigt direkt nach der
Signalsequenz ebenfalls eine stark hydrophile Region. Dies erklart die starke Zunahme von
YadAP,, in der hydrophoben Phase (siehe Abbildung 4.8). In der hydrophilen Phase konnte
bei allen Stdammen die geringste Anzahl an Bakterien gemessen werden. Der relative Anteil
der Bakterien liegt hier nur zwischen 6,1% und 10,3%. Im Vergleich der YadA-
produzierenden Stamme zu den YadA-negativen Stammen WAc und YadA®-0 zeigt sich, dass
YadA die Oberflache hydrophiler macht.
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Abbildung 4.7: Relative Verteilung yadA-produzierender WA(pYVO8-x) Stdmme in einem biphasischen
PEG-Dextran System. Alle Stdmme wurden bei 37°C kultiviert, auf eine ODgqo von 5 eingestellt und mit dem
Dextran-PEG-Gemisch vermischt. Nach 45 min Ruhezeit wurden die obere Phase, eine Interphase und die
hydrophile Phase abgenommen, 1:10 in 0,9% NaCl-Ldsung verdinnt und die ODgqo bestimmt. Die Balken geben
einen Durchschnittswert der relativen Verteilung aus drei unabh&ngigen Versuchen wieder. Die Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Mit dem Bioinformatikprogramm ProtParam (ExPASy, Bioinformatics Resource Portal)
wurde der pl-Wert der jeweiligen YadA-Varianten bestimmt (siehe Tabelle 4.2). Fir die
Berechnungen wurden die Bereiche bis zum Membrananker (YadA® AS25-333, YadAP AS25-
345) verwendet, um die hydrophoben Bereiche, welche mit der Membran in diesem Bereich
interagieren, auszuschlieBen. Ebenfalls ist in Tabelle 4.2 der errechnete pl-Wert der NTTD
(YadA® AS26-57, YadAP AS26-95) angegeben. Bei den YadA-Varianten YadA®s;, YadA®,
YadA®igs und YadAPgs bezieht sich dieser Wert jedoch nur noch auf die AS26-30, da die
restlichen Abschnitte der NTTD deletiert wurden. Auffallend sind hier vor allem die pl-Werte
der NTTD von YadAP (pl 8,43) und YadA® 4, (pl 9,69). Wahrend der Wert von YadAP jedoch
nur einen geringfugigen Einfluss auf die Verteilung im biphasischen PEG-Dextran-Gemischt
(pH 7,0) hat, ist der Unterschied der relativen Verteilung bei YadA’s, deutlich ausgepragter.
Alle anderen YadA-Varianten haben einen anndhrend vergleichbaren pl-Wert gegentiber dem

Referenzstamm YadA®.
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Abbildung 4.8: Hydropathie-Plots nach Kyte & Doolittle fiir YadA® AS25-333 (A) und YadAP AS25-345
(B). Die Hydropathie-Plots wurden anhand der Skala nach Kyle & Doolittle erstellt. Negative Werte zeigen
hydrophile Bereiche, wéhrend positive Werte hydrophobe Bereiche anzeigen.
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Zudem wurde Uber das Programm der GRAVY -Index (grand average of hydropathicity index)
bestimmt. Dieser gibt die Loslichkeit des Proteins wieder. Ein negativer Wert gibt dabei an,
dass eine Loslichkeit in hydrophilen Flissigkeiten besteht. Ein positiver Wert hingegen zeigt
eine Loslichkeit in hydrophoben Flussigkeiten an (Kyte & Doolittle, 1982). Auch hier wurden
nur die Bereiche bis zum Membrananker berechnet. Alle YadA-Varianten zeigen einen
negativen GRAVY-Index. Dies zeigt eine Loslichkeit in hydrophilen Flissigkeiten an. Dabei
ist der GRAVY-Index fir alle YadA®-Varianten durchgéangig negativer als fir die YadAP;-
Varianten. Bei allen YadAP;-Stammen ist der Anteil in der hydrophoben Phase héher als der
Anteil bei den YadA®-Stammen. Der durchgangig negative GRAVY-Index aller YadA-
Varianten wird nicht von den experimentellen Resultaten der Zweiphasenverteilung
widergespiegelt (siehe Tabelle 4.2 und Abbildung 4.7). Es wird nur eine sehr geringe
Anreicherung in der hydrophilen Phase festgestellt. In Abbildung 4.8 sind die AS-Regionen
nach ihrer Hydrophilie/Hydrophobie aufgetragen (ExPasy, ProtScale Kyte&Doolitle). Fr
YadA® und YadAP errechnet sich ein &hnliches Muster, jedoch mit einem niedrigeren
Durchschnittswert fir YadA® gegentiber YadAP. Die Ergebnisse konnten einen Hinweis auf

die Ausrichtung von YadA ergeben.

4.5 Quantifizierung der Yersinia-Bindung an immobilisierte ECM-Proteine

mittels ELISA

45.1 Yersinia-Bindung an immobilisiertes Kollagen Typ I und IV

Der Einfluss der Deletionen im Bereich der NTTD von YadA auf die Bindung an
immobilisiertes Kollagen wurde mittels ELISA quantifiziert. Dafir wurde eine
Mikrotiterplatte mit Kollagen beschichtet und anschliefend mit den Bakterien inkubiert. Der
an immobilisierte ECM-Proteine gebundene Yersinienanteil wurde mittels dem YadA-
spezifischem, murinen, monoklonalen Antikérper 8D1 und einem Peroxidase-konjugiertem
Zweitantikorper und anschlieBender chemischer Umsetzung von OPD-Substrat photometrisch
quantifiziert. Sowohl fiir Kollagen Typ I als auch Kollagen Typ IV wurden 0,1 pg/ml Protein
fir die Beschichtung der Platten eingesetzt. Die eingesetzte Proteinmenge wurde dabei in

Vorversuchen optimiert.

Da in diesem Test die Bindungsfahigkeit von Bakterien und nicht von YadA-Proteinen in
Losung vergleichend bestimmt wird, kdnnen keine Bindungsassoziationskonstanten fir YadA

ermittelt werden. Auch muss davon ausgegangen werden, dass nicht alle Yersinien einer
7
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Population eine gleichmalige YadA-Oberflachendichte haben und dass die Yersinien-
Suspensionen der verschiedenen Stdmme nicht den gleichen Dispersionsgrad aufgrund von
Aggregatbildung haben. Es werden deshalb die Bindungsfahigkeiten an immobilisiertes
ECM-Protein im ELISA als Extinktionswerte des umgesetzten Substrats (Esg1-Werte)
vergleichend dargestellt.

Fur Kollagen Typ | und Kollagen Typ IV ergibt sich fur die jeweiligen Stdmme mit den
YadA-Varianten eine sehr &hnliche Bindungsfahigkeit, wobei die Bindung an Kollagen Typ
IV hohere E49;-Werte ergibt, als bei Kollagen Typ I. Durch die jedoch héheren Standartfehler
bei Kollagen Typ IV ergeben sich hier jedoch weniger signifikante Unterschiede zwischen

den einzelnen YadA-Varianten-Stammen als bei Kollagen Typ | (siehe Abbildung 4.9).

Die hochste Bindungsfahigkeit, sowohl an Kollagen Typ | als auch Typ 1V, zeigt der Stamm
YadA® im Vergleich zu den Ubrigen YadA-Varianten-Stammen. Aufféllig bei YadAS%-
Stammen ist der starke Abfall der Bindungsfahigkeit bzw. der E491-Werte von ~0.6 auf ~0.4
bei Kollagen Typ | bzw. von ~0.9 auf ~0.65 bei Kollagen Typ IV zwischen Stamm YadA®
und Stamm YadA°®ss. Hier scheinen die AS30-38 in der NTTD entscheidend zu sein, denn
weitere Verkirzungen (z.B. von YadA®%;; bis YadA®;) fiihren zu keinem weiteren Abfall der
Bindungsfahigkeit. Erst wenn der gesamte ,Kopf<, in welcher sich auch die
Kollagenbindedomane befindet, entfernt wird (YadA®gg), wird die Yersinia-Bindung an
Kollagen nicht mehr nachweisbar. Der Stamm YadA® gg diente bei den ELISA-Experimenten

stets als Negativ-Kontrolle (siehe Abbildung 4.9).

Innerhalb der YadAP-Reihe zeigt der Stamm YadAP uberraschenderweise die geringste
Bindungsfahigkeit an immobilisiertes Kollagen im Vergleich zu den Stimmen YadAs,
YadA’gs bzw. YadA’gs (siehe Abbildung 4.9). Noch deutlicher wird die Zunahme der
Bindungsfahigkeit von YadAP-Stammen mit dem Verkirzungsgrad des YadAP fir
immobilisiertes Kollagen Typ IV: Die Bindungsfahigkeit bzw. der E49;-Wert steigt um das
dreifache fiir den Stamm YadAPgs bezogen auf den Stamm YadAP.

Zusammenfassend flihren zunehmende Deletionen der NTTD bei YadA®-Stammen zur
Abnahme der Kollagenbindungsfahigkeit und bei YadAP-Stimmen zur Zunahme der
Kollagenbindungsfahigkeit an immobilisiertes Kollagen Typ I und Typ IV. Wahrscheinlich ist
die zusatzliche Region AS57-88 der NTTD bei YadAP fiir die Unterschiede zwischen YadA®

und YadAP; dafiir verantwortlich.
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Abbildung 4.9: Bindungsfahigkeit von Yersinien an immobilisiertes Kollagen Typ | (A) und Kollagen Typ
1V (B). Bestimmung der Bindungsfahigkeit von WA(pYV0O8-x) an (A) immobilisiertes Kollagen Typ I (0,1
pg/ml) und (B) immobilisiertes Kollagen Typ IV (0,1 pg/ml) mittels ELISA und photometrischer
Quantifizierung (Extinktionswerte des umgesetzten Substrats, Esq-Wert). Die Yersinien-Stdimme sind in
Kurzform YadA°® bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 =*, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

45.2 Yersinia-Bindung an immobilisiertes Laminin

Fir die Untersuchungen der Yersinia-Bindungsféhigkeit an immobilisiertes Laminin wurden
die Mikrotiterplatten mit 1,0 pg/ml Laminin beschichtet. Die Menge an immobilisiertem
Laminin wurde durch Vorversuche optimiert.
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Fur die Bindung der verschiedenen Yersinia-Stamme WA(pYVO8-x) an Laminin ergibt sich
ein anderes Bindungsverhalten als fir die Bindung an Kollagen (siehe Abbildung 4.9 und
Abbildung 4.10). Zwar zeigt auch hier der Stamm YadA® die héhere Bindungsfahigkeit (Eso1-
Wert), jedoch nimmt die Bindungsfahigkeit der YadA®-Stimme mit dem NTTD-
Verkirzungsgrad von YadA® kontinuierlich ab. Der ,kopflose* YadA® gs-Stamm zeigt auch
hier keine nachweisliche Bindung, was darauf hinweist, dass die Bindung an Laminin
ebenfalls durch die Kopfregion vermittelt wird. Die Bindungsfahigkeit der YadAP;-Stamme an
immobilisiertes Laminin ist fir den YadAP-Stamm geringer als fiir die Stamme mit YadAP-
Varianten. Auffallig ist, dass der Stamm YadA’, gegeniiber den anderen beiden YadAP-
Varianten eine deutlich h6here Bindungsféahigkeit an Laminin hat.

Immobilisiertes Laminin
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Abbildung 4.10: Bindungsféhigkeit von Yersinien an immobilisiertes Laminin. Bestimmung der
Bindungsfahigkeit von WA(pYVO8-x) an immobilisiertes Laminin (1,0 pg/ml) mittels ELISA und
photometrischer Quantifizierung (Extinktionswerte des umgesetzten Substrats, Esq-Wert). Die Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 =

*k*%

45.3 Yersinia-Bindung an immobilisiertes Fibronektin und immobilisierte
Fibronektin-Fragmente

Fir Experimente zur Yersinia-Bindungsféhigkeit an Fibronektin wurden die Mikrotiterplatten

mit 10 pg/ml pFn oder Fibronektin-Fragmenten (siehe Abbildung 4.11) beschichtet. Die

Menge an Fibronektin zur Beschichtung der Platten wurde durch Vorversuche optimiert.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der modularen Strukturen von Plasmafibronektin (pFn) und
pFn-Fragmenten. Oben: Modulare Struktur des dimeren pFn (es ist nur ein vollstandiges Monomer dargestellt).
Es folgen die untersuchten pFn-Fragmente (Monomere): Wahrend FN-11-9 noch eine Kollagenbindedoméne
aufweist, fehlt diese bei FN-11-5. Zudem wurden die FN-I117-10-Fragmente FN-1117-10RGD, FN-1117-10ARGD
und FN-1117-10RGE verwendet, welche sich nur im RGD-Motiv unterscheiden. Dieses Motiv vermittelt die
Bindung an Integrine.

Die Stamme YadA°® und YadAP zeigen unter den angegebenen experimentellen Bedingungen
eine dhnliche Bindungsfahigkeit an Fibronektin. Auffallig ist aber, dass auch der ,,kopflose*
YadA®igg-Stamm noch eine relativ hohe pFn-Bindungsfahigkeit hat (E49;-Wert ca. 50% von
Stamm YadA®). Die Stamme YadA°® und YadAP zeigen jedoch signifikant bessere Bindung an
immobilisiertes pFn (siehe Abbildung 4.12 A) als der Stamm YadA®gs. Die Bindung von
Stamm YadA® g3 wird dabei durch das Fibronektinfragment FN-1117-10 vermittelt. Dabei ist
die Bindung nicht abh&ngig von der RGD-Sequenz, welche fir die Bindung an Integrine
verantwortlich ist (siehe Abbildung 4.12 B). Zudem ist die Bindung an FN-I117-10 nicht von
der Kopfregion von YadA® abhingig, da kein signifikanter Unterschied in der
Bindungsfahigkeit zwischen den Stammen YadA® und YadA®gs gemessen werden kann.
Auch der Stamm YadA°®-HY zeigt eine dhnliche Bindungsfahigkeit an FN-1117-10 wie die
Stamme YadA® und YadA®gs. Jedoch zeigt die Bindung an die Fragmente FN-1117-10 bei

Stamm YadA?® einen niedrigeren E4o:-Wert als bei immobilisiertem pFn.
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Abbildung 4.12: Bindungsfahigkeit von Yersinien an immobilisiertes pFn (A) und immobilisierte FN-1117-
10-Fragmente (B). Bestimmung der Bindungsféhigkeit von WA(pYVO8-x) an (A) immobilisiertes pFn (10
pg/ml) und (B) immobilisierte FN-I1117-10 (10 pg/ml) mittels ELISA und photometrischer Quantifizierung
(Extinktionswerte des umgesetzten Substrats, E,q-Wert). Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw.
YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

Bisher wurden keine Bindestellen fir TAAs an Fibronektin lokalisiert. Jedoch konnte fiir
verschiedene bakterielle Adhé&sine eine Interaktion mit den Fragmenten FN-11-5 bzw. FN-11-9
gezeigt werden (Henderson et al, 2011). Deshalb wurde die Bindungsfahigkeit der Stamme
YadA® und YadAP an immobilisierte pFn-Fragmente untersucht. Eine hohe Bindungsfahigkeit
fur die immobilisierten Fragmente FN-11-5 und FN-11-9 wurde fir die Stimme YadA®,
YadAP und YadA®,, nachgewiesen (siehe Abbildung 4.13). Die iibrigen YadA-Varianten
zeigen nur schwache Bindungsféhigkeiten. Wie fur die Bindungsfahigkeit an immobilisiertes
Kollagen und Laminin zeigte der Stamm YadAPs4 auch fir die immobilisierten pFn-

Fragmente eine hohere Bindungsfahigkeit im Vergleich zu Stamm YadAP.
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Immobilisiertes FN-11-9

B) Immobilisiertes FN-11-5

0.8

Abbildung 4.13: Bindungsféhigkeit von Yersinien an immobilisierte FN-11-9- (A) und FN-11-5-Fragmente
(B). Bestimmung der Bindungsfahigkeit von WA(pYVO8-x) an (A) immobilisierte FN-11-9-Fragmente (10
pg/ml) und (B) immobilisierte FN-I11-5-Fragmente (10 pg/ml) mittels ELISA und photometrischer
Quantifizierung (Extinktionswerte des umgesetzten Substrats, Es-Wert). Die Yersinien-Stdimme sind in
Kurzform YadA°® bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 =*, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

4.5.4 Versuche zur Inhibierung der Yersinia-Bindung an immobilisierte ECM-
Proteine durch (POG)10

Da sowohl Kollagen als auch Fibronektin (zumindest teilweise) in der YadA-Kopfregion

binden, wurde Uberprift, ob an YadA gebundene ECM-Molekile die Bindungsféhigkeit an

immobilisiertes Kollagen oder (POG)ip bzw. FN-11-5 beeinflusst. Daftr wurde neben
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Kollagen Typ | auch das synthetische Peptid (POG)1o fiir Bindungsversuche verwendet, da
(POG)yo als Kollagen-Mimetikum die Yersinia-Bindung an immobilisiertes Kollagen Typ |
inhibieren kann (siehe Gramlich, 2014). (POG)i besteht aus zehn Wiederholungen des
Tripeptids Prolin-Hydroxyprolin-Glycin, welches ein haufig vorkommendes Motiv in
Kollagen ist und spontan helikale Trimere (((POG)i)s) bildet. Fir die
Inhibierungsexperimente wurde das FN-11-5-Fragment gewéhlt, da dies nicht Uber die
Kollagenbindedoméane verfigt und somit auch nicht an Kollagen binden sollte. Die
Mikrotiterplatten wurden zunéchst mit 0,1 pg/ml Kollagen Typ | oder 0,1 pg/ml (POG)1o
(siehe Abbildung 4.14) bzw. 10 pg/ml FN-11-5 (siehe Abbildung 4.15) beschichtet. Die
Bakterien wurden mit steigenden Konzentrationen von FN-11-5, (POG)1o oder Kollagen Typ |
vorinkubiert (siehe Methodenteil 3.4.2). Da allerdings nur die Stamme YadA°®, YadAP und

YadAP,, Bindungsfahigkeit an FN-11-5 zeigten, wurden nur diese drei Stimme getestet.

A) 150- Immobilisiertes Kollagen Typ | B) 150- Immobilisiertes (POG),,
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Abbildung 4.14: Inhibierung der Bindungsfahigkeit von Yersinien an immobilisiertes Kollagen Typ | (A)
bzw. (POG),, (B) nach Vorinkubation der Yersinien mit ansteigender Konzentration von FN-I1-5.
Bestimmung der Bindungsfahigkeit von WA(pYV08-x) an (A) immobilisiertes Kollagen Typ I (0,1 pg/ml) und
(B) immobilisiertes (POG)yp (0,1 pg/ml) mittels ELISA und photometrischer Quantifizierung (Extinktionswerte
des umgesetzten Substrats, E-Wert). Die Yersinien-Stdimme wurden zuvor mit unterschiedlichen
Konzentrationen an FN-11-5 (0 pg/ml, 0,04 pg/ml, 0,2 pug/ml, 1,0 pg/ml und 5,0 pg/ml) fur 15 min bei 37°C
vorinkubiert. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform als YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Nach diesem Protokoll ist FN-11-5 nicht in der Lage die Bindung von Yersinien an Kollagen
Typ | oder (POG);o zu beeinflussen (siehe Abbildung 4.14).

In der umgekehrten Versuchsanordnung mit immobilisiertem FN-11-5 und mit Kollagen- bzw.
(POG)10-vorbeschichteten Yersinien konnte eine konzentrationsabhdngige Inhibierung

festgestellt werden (siehe Abbildung 4.15). Bei allen drei Stdammen zeigt sich eine stetig
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abnehmende Bindungsfahigkeit an das immobilisierte Fibronektinfragment mit zunehmender
Konzentration von Kollagen Typ I als Inhibitor (siehe Abbildung 4.15 A) Eine Reduktion der
Yersinia-Bindungsfahigkeit an immobilisiertes FN-11-5 zeigt sich auch fiir die Stamme
YadAP und YadA®,, bei (POG);o-Vorinkubation. Auch hier nimmt die Bindungsfahigkeit an
immobilisiertes FN-11-5 mit steigender Konzentration an (POG);g stetig ab (siehe Abbildung
4.15 B). Im Vergleich dazu nimmt aber die Bindungsfahigkeit des (POG)1o-vorbeschichteten
Stammes YadA® mit steigender Konzentration (bis 1 pg/ml) von (POG)y an immobilisiertes
FN-11-5 zu. Offensichtlich wird durch die Bindung von (POG)y, an YadA® die Bindung des
YadA®-Stammes an immobilisiertes FN-11-5 aktiviert bzw. die Bindesregion fir FN-11-5

,,demaskiert.
A) 150- Immobilisiertes FN-11-5 B) 400- Immobilisiertes FN-11-5
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Abbildung 4.15: Inhibierung der Bindungsfahigkeit von Yersinien an immobilisiertes FN-11-5 nach
Vorinkubation der Yersinien mit ansteigender Konzentration von Kollagen Typ | (A)bzw. (POG) (B).
Bestimmung der Bindungsfahigkeit von WA(pYV0O8-x) an immobilisiertes FN-11-5 (10 pg/ml) mittels ELISA
und photometrischer Quantifizierung (Extinktionswerte des umgesetzten Substrats, Eg;-Wert). Die Yersinien-
Stamme wurden zuvor mit unterschiedlichen Konzentrationen an (A) Kollagen Typ | bzw. (B) (POG)y, (0 pg/ml,
0,04 pg/ml, 0,2 pg/ml, 1,0 pg/ml und 5,0 pg/ml) fir 15 min bei 37°C vorinkubiert. Die Yersinien-Stdamme sind
als Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.
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4.6 Durchflusszytometrie

4.6.1 Autoagglutinationsverhalten von WA(pYVO08-x)-Staimmen

YadA ist ein multifunktionelles Protein. Eine dieser Funktionen ist die Vermittlung von
Autoagglutination/Aggregation, wodurch sich Bakterienaggregate bilden (Phanotyp: Agg®).
Durch die Veranderung der Kopfregion kann diese Funktion beeinflusst werden. Deshalb
wurde der Einfluss der Deletion von Teilen der NTTD auf die bakterielle Aggregation auch

fur die YadA-Varianten untersucht.

Hierfur wurde zunéchst ein modifizierter Test nach (Laird & Cavanaugh, 1980) durchgefuhrt
(siehe 3.1.19). Alle pYV-Plasmid positiven Stammen, also auch Stamm YadA®-0, zeigten in
diesem Versuch eine Aggregation der Bakterien (deutliches Sediment am Boden des
Reagenzglases und klares Medium darlber). Der pYV-Plasmid-negative Stamm WACc
hingegen zeigte eine homogene Tribung des Mediums und keine Bildung von Agglutination
am Boden des Reagenzglases (Agg’). Da jedoch der Unterschied der Deletionen im Bereich
der NTTD des YadA untersucht werden sollte, wurden die experimentellen Bedingungen
leicht gedndert. Die Bakterien wurden nicht statisch, sondern bei 180 U/min tber Nacht (16
h/37°C) inkubiert. Hier konnten nun deutliche Aggregationsunterschiede bei den YadA-
Varianten festgestellt werden. So zeigte der Stamm YadA®-0 eine homogene Trilbung des
Mediums und keine Sedimentbildung, wie zuvor WACc bei den statischen Kulturbedingungen
(Agg). Ebenso zeigten die Stamme YadA®s, YadAPgs und YadAPgs einen ahnlichen Agg -
Phénotyp (siehe Tabelle 4.3). Bei allen tUbrigen Stdimmen war eine deutliche Sedimentbildung
und klares Medium im Uberstand nach der Inkubationszeit feststellbar. Eine Besonderheit bei
diesen Stammen stellt jedoch Stamm YadA°®-HY dar. Dieser Stamm zeigt eine extrem starke
Aggregation. Nach leichtem schutteln der Reagenzgléser verteilte sich das Sediment bei allen
Stammen mit Sedimentbildung auBer bei Stamm YadA®-HY gleichmaRig unter leichter

Flockung im Medium. Der Stamm YadA°®-HY zeigte dagegen eine deutliche Flockenbildung.
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Tabelle 4.3: Modifizierter Aggregationstest nach Laird & Cavanaugh (1980) der WA(pYVO8-x)-Stamme
und Stamm WAc. Die untersuchten Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.
Legende: @ keine Aggregation, + schwache Aggregation. ++ starke Aggregation, +++ sehr starke Aggregation
nach visueller Auswertung

Stamm Aggregation bei 37°C
16h bei 180 U/min

WACc @
YadA®-0 ]

YadA® ++
YadA®-HY e+
YadA®sg +
YadA®,, ++
YadA®s; ++
YadA®; ++
YadA® s ++
YadA® ++
YadAP,, ++
YadAPgs ]
YadAPss +

Um den Einfluss der Deletionen der NTTD der Kopfregion des YadA auf die Aggregation in
Suspension néher zu untersuchen, wurde die GrofRe der Bakterienagglomerate mittels
Durchflusszytometer bestimmt. Hierfiir wurde die Lichtstreuung des ,,Forward-scatters*
verwendet. Diese Streuwerte geben die mittlere GroRe der lichtstreuenden Partikel
(,,Durchmesser eines Kugelmodells) an. In der Auswertung der Durchflusszytometriedaten
werden diese Werte gemittelt und als FSC-Mittelwert angegeben und im nachfolgenden auch
als solche verwendet (Davey & Kell, 1996; Fulwyler, 1965; Scheper et al, 1984). Aus dem
,,Durchmesser« (Kugelmodell) wiederum kann abgeleitet werden, ob es sich um ein einzelnes
Bakterium oder ein Bakterienaggregat handelt. Je hoher also der FSC-Mittelwert ist, desto
groliere Bakterienaggregate befinden sich in der Suspension. Aufgrund der Stdbchenform der
Bakterien und des veranderten VVolumens wéhrend des Wachstums ergeben sich zunehmend
groRere Aggregate (heterogene Aggregation). Die Streuwertkurven zeigen die Bildung von

Bakterienaggregaten durch ,,Schulterbildung® (sieche Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Histogramme der Autoagglutinate der WA(pYVO8-x)-Stdmme. Die Histogramme zeigen
die Anzahl der gemessenen Ereignisse in Abhdngigkeit des FSC-Wertes. Fir jeden Stamm wurde dafir
exemplarisch ein reprasentatives Histogramm aus einem von flinf unabhéngigen Versuchen gewdhlt. Die
Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Die Veranderung der Autoagglutination hinsichtlich Anzahl und Grolke der
Bakterienaggregate zeigt sich in den Histogrammen (siehe Abbildung 4.16). Hier zeigen die
Stamme WACc, YadA®-0, YadAPgs und YadAPgs eine typisch fast symmetrische Glockenkurve.
Diese Verteilung zeigt die Streuwertverteilung von stabchenférmigen Einzelbakterien. Bei

Stamm YadA®sg zeigen sich bereits erste Aggregate durch die Schulter in Richtung hoherer
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Streuwerte. Die Stamme YadA® YadA®y, YadA’s;, YadAP und YadAPy zeigen alle sehr
ahnliche Histogramme. Zusammen mit der statistischen Auswertung des FSC-Mittelwertes
zeigt dies, dass hier keine Veranderung in den Autoagglutinationseigenschaft der jeweiligen
YadA-Varianten vorhanden ist. Der Stamm YadA°®-HY hingegen hat ein stark verandertes
Histogramm im Vergleich zu Stamm YadA?®. Hier ist ersichtlich, dass eine hohere Anzahl an

Bakterienaggregaten und weniger Einzelbakterien gemessen wurde.
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Abbildung 4.17: FSC-Mittelwert der WA(pYVO8-x)-Stdmme. Fir die Ermittlung der durchschnittlichen
AggregatgroBe der Yersinien wurde die GroRe der Aggregate mittels einer Messung im Durchflusszytometer
bestimmt. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA®% bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) <
0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

Fur die Ermittlung der durchschnittlichen GrolRe der Bakterienaggregate wurde der FSC-
Mittelwert aus funf unabhangigen Versuchen gebildet. Da Stamm YadA® autoagglutiniert,
wurden alle YadA-Varianten mit diesem Wert verglichen. Interessant ist, dass es nicht nur
Verénderungen in der Autoagglutination gibt, die zu weniger Aggregation flihren, sondern
auch zu hoheren FSC-Mittelwerten. So zeigt der Stamm YadA°-HY einen signifikanten
Anstieg des FSC-Mittelwerts und eine langauslaufende Schulter gegeniiber dem Stamm
YadA?® (sieche Abbildung 4.16 und Abbildung 4.17). Dies lasst auf eine gesteigerte Anzahl an
Bakterienaggregaten und/oder gréRere Bakterienaggregate schlielen, was sich mit vorherigen
Beobachtungen sehr gut deckt (siehe oben). Wie bereits gezeigt, kénnen sowohl der Stamm
WAC als auch der Stamm YadA°®-0 als nicht autoagglutinierende Stamme (Agg)eingestuft
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werden. Dies spiegelt sich auch im FSC-Mittelwert und einer symmetrischen Glockenkurve
wider. Beide haben einen signifikant niedrigeren Wert als der Stamm YadA®° Einen
signifikant niedrigeren FSC-Mittelwert weisen auch YadAPgs und YadAPgs auf. Der Wert
dieser beiden YadAP-Stamme ist mit den Werten der Stamme WAc und YadA®-0
vergleichbar. Somit kann auch bei diesen Stdmmen von abgeschwachter Autoagglutination
ausgegangen werden. Interessant ist auch der FSC-Mittelwert von YadA®sg. Dieser zeigt einen

ebenfalls deutlich niedrigeren FSC-Mittelwert. Auch hier ist die Autoagglutination reduziert.

4.6.2 Kollagenbindungskapazitit von YadA-Varianten in Yersinia WA(pYVO08-x)-
Stiammen in Suspension

Da die Immobilisierung (Adsorption an feste Substrate) von Proteinen h&ufig zu einer
Veranderung der Tertidrstruktur fuhrt, sollte neben der Bindungsfahigkeit an immobilisiertes
Kollagen auch die Kollagenbindungskapazitat der YadA-Varianten in Suspension ermittelt
werden. Wahrend durch die Bindungsfahigkeit bei immobilisiertem ECM-Protein die Anzahl
an bindenden Bakterien gemessen wurde, wird bei der Bindungskapazitdt die Menge an
gebundenem Protein pro Bakterium gemessen. Die Bindung von l6slichen Kollagenfibrillen
an Yersinien wurde mit Bakteriensuspensionen und Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ |
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierfr wurden die Kulturen auf eine ODggo 0.5
eingestellt und mit 10 pg/ml Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ | fir 15 min bei 37°C
inkubiert. Die Messung der Bindungskapazitdt erfolgte im Durchflusszytometer. Die
Auswertung der Daten wurde mit der Software FlowJo 7.6.1 durchgefihrt. Im
Durchflusszytometer kann die Fluoreszenz von Einzelbakterien und Bakterienaggregaten
erfasst und durch Eingrenzung der Ereignisse konnen in der Auswertung auch ausschlief3lich
Einzelbakterien gemessen werden (sogenanntes ,,gating™). Die Einzelbakterien werden nach
Lichtstreuwerten (FSC-Wert, siehe 4.6.1) registriert. Bei den kleinsten Streuwerten sollte es
sich um Einzelbakterien handeln, die flr die Auswertung verwendet wurden. Da der Stamm
YadA®-0 keine Autoagglutination und niedrige Lichtstreuwerte zeigte, wurde dieser Stamm

als Referenz zur Beurteilung der Streuwerte fiir Einzelbakterien verwendet.

Fir die n&here Erklarung der Ermittlung der Kollagenbindungskapazitat der Einzelbakterien
wird im nachfolgenden beispielhaft an den Stammen YadA®-0, YadA® und YadA°®-HY das
,»gating® und die einzelnen Populationen gezeigt (Siehe Abbildung 4.18). Das ,,gating™ erfolgt

in zwei Schritten: 1.) Zundchst werden die Bakterienaggregate eingegrenzt, so dass nur noch
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Einzelbakterien erfasst werden. Dieser Schritt richtet sich nicht nach der Starke des
Floureszenzsignals der Bakterien, sondern nur nach deren FSC-Wert. Dadurch wird die GroRe
der Ereignisse bestimmt und eingegrenzt. I11.) AnschlieBend werden die Einzelbakterien nach
der Stérke ihres Fluoreszenzsignals unterschieden. Der untere Grenzwert fiir positive Signale
(Kollagenbindung vorhanden) wird durch die Hochstwerte der Signale bei Stamm YadA®-0
vorgegeben. Dieser Grenzwert dient zum Ausschluss der Autofluoreszenz. Nach diesen
beiden Schritten kénnen somit die kollagenbindenden Einzelbakterien der jeweiligen Stimme
bestimmt werden und ebenso die durchschnittliche Intensitat des Fluoreszenzsignals. Dieses
gibt an, wieviel Alexa488-konjugiertes Kollagen Typ | pro Einzelbakterium gebunden wurde
und lasst somit auf die Kollagenbindungskapazitét der jeweiligen YadA-Varianten schlief3en
(siehe Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.18: Diagramm des ,gatings“ der Einzelbakterien und der kollagenbindenden
Einzelbakterien Anhand der Stamme YadA®0, YadA® und YadA°’-HY. Der Rahmen bei den
Bakterienaggregaten stellt die erste Stufe des ,,gatings™ dar und zeigt, wie die Einzelbakterien erfasst werden.
Der Rahmen bei den Einzelbakterien stellt die zweite Stufe des ,gatings* dar und zeigt wie die
kollagenbindenden Einzelbakterien erfasst werden. Die Yersinien-Stimme sind in Kurzform YadA® bzw.
YadAP; gekennzeichnet. (Alexa488-Kollagen Typ | + Fluoreszenzintensitat, y-Achse; Forward-Scatter/FSC, x-
Achse)

Die Kollagenbindungsergebnisse in Suspension unterschieden sich von denen mit
immobilisiertem Kollagen (ELISA, siehe 4.5.1). So zeigen die Stamme YadA°®, YadA®;; und
YadA®’s; praktisch gleiche Bindungskapazitaten fiir I6sliches Kollagen bezogen auf
Einzelbakterien. Die verringerte Bindungskapazitat von Stamm YadA®g ist nur gering
(~10%) und nicht signifikant und koénnte mit der stark verringerten Autoagglutination
zusammenhangen. Im Vergleich dazu zeigt der Stamm YadA®%; eine deutlich schwachere
Bindungskapazitat von Kollagen als der Stamm YadA?® (siehe Abbildung 4.19). Die Stamme,

die fur immobilisiertes Kollagen geringe Bindungsféhigkeit zeigten (siehe 4.5.1), zeigen auch
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hier nur eine geringe Bindungskapazitit von Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ I. Bei den
Stammen YadA®-0, YadA’jgs und YadA°®-HY st nur eine &uRerst schwache
Bindungskapazitat (maximal 0,56%) nachweisbar (siehe Abbildung 4.19 und Abbildung
4.20).

Ein Vergleich der Kollagenbindungskapazitat der YadAP;-Stamme in Suspension ergibt, dass
die jeweilige Subpopulation der Stamme YadAP und YadAPgs, welche Kollagen binden,
prozentual geringer ist als bei den anderen kollagenbindenden Stammen (YadAP 43,9% bzw.
YadAPgs 38,2%, siehe Abbildung 4.19). Fir den errechneten Mittelwert fiir YadAP ergibt sich
so ein dhnlicher Unterschied zu YadA® wie in der Bindungsfahigkeit an immobilisiertes
Kollagen im ELISA.
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Abbildung 4.19: Reprasentative durchflusszytometrische Diagramme von WA(pYV0O8-x) der Alexa488-konjugten Kollagen Typ-1 Bindung. Représentative Darstellung
der zytoflourometrischen Quantifizierung der Bindung von Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ I-Bindung (Alexa488-Kollagen Typ | + Fluoreszenzintensitét, y-Achse) in
Bezug auf die Streuwerte der gemessenen Bakterienaggregate und Einzelbakterien (Forward-Scatter/FSC, x-Achse). Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadAS® bzw.
YadAP; gekennzeichnet.
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Abbildung 4.20: Prozentuelle Angabe aller kollagenbindenden Einzelbakterien der WA(pYVO8-x)-
Stamme. Durchflusszytometrische Messung aller Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ | bindenden Yersinien
in Bezug auf alle erfassten Einzelbakterien. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadAS® bzw. YadAP,
gekennzeichnet. (p) < 0,05 =%*, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

Berlcksichtigt man jedoch nur die Mittelwerte der MFI der kollagenbindenden
Einzelereignisse (siehe Abbildung 4.21 B) hinsichtlich des Fluoreszenzsignals, ist die
Bindungskapazitat der YadAP;-Stamme hoher als die der YadA®-Stamme. Herausragend bei
den YadAP-Stammen sind die Stamme YadAP4 und YadAPgs, welche im Vergleich zum
Stamm YadAP nur eine kollagenbindende Population aufweisen. Diese binden mehr Kollagen
pro Bakterium im Vergleich zu YadA® (siehe Abbildung 4.19 und Abbildung 4.21). Die
Stamme YadAPs und YadAPgs haben sowohl mehr positive Einzelbakterien als auch eine

hohere MFI pro Bakterienzelle im Vergleich zum Stamm YadA®,
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Abbildung 4.21: MFI der Einzelbakterien (A) bzw. der kollagenbindenden Einzelbakterien (B). Der MFI
gibt indirekt die Kollagenbindungskapazitat wieder. Diese bezieht sich in (A) auf alle erfassten Einzelbakterien
und in (B) auf alle kollagenbindenden Einzelbakterien. Die MFI wird stets vergleichend (alle WA(pYVO08-x)-
Stamme) auf den Stamm YadA® bezogen. Die Yersinien-Stimme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP;
gekennzeichnet. (p) < 0,05 =*, (p) < 0,01 =** und (p) < 0,005 = ***

Berlcksichtigt man nur die MFI aller kollagenbindenden Einzelbakterien, so zeigen die
beiden YadAP-Stamme (YadAPs4 und YadAPgs) einen mehr als 1,7fach héheren Wert pro
Bakterium fir die Kollagenbindungskapazitat im Vergleich zum Stamm YadA°® (siehe
Abbildung 4.21 B). Diese Ergebnisse entsprechen nicht denen, die durch Bindung von
Yersinien an immobilisiertes Kollagen erhalten wurden (siehe 4.5.1). An immobilisiertes
Kollagen zeigen die beiden Stamme YadAP44 und YadAPgs eine geringere Bindungsfahigkeit
als der Stamm YadA°®. Diese Experimente zeigen somit, dass die Bindungskapazitat von
Yersinien in Suspension nicht zwangslaufig der Bindungsfahigkeit an immobilisiertem
Kollagen entspricht. Zudem muss hier darauf hingewiesen werden, dass nur die
Kollagenbindungskapazitdt von Einzelbakterien bestimmt wurde und nicht von
Bakterienaggregaten. Da jedoch YadA auch Autoagglutinationseigenschaften (siehe 4.6.1)
besitzt, die wahrscheinlich von der Oberflachendichte von YadA und Deletionen im
Kopfbereich bestimmt werden, ist die Vergleichbarkeit der Bindungsfahigkeit an
immobilisiertes Kollagen der YadA-Varianten mit der Kollagenbindungskapazitat in

Suspension Kritisch.
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Tabelle 4.4: Prozentuelle Angabe aller Einzelbakterien bei der Messung der Alexa488-Kollagenbindung
von Yersinien im Durchflusszytometer. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP
gekennzeichnet.

Stamm Einzelbakterien in Kollagen-bindende Kollagenbindende
Abhangigkeit der Einzelbakterien in Einzelbakterien in
Bakterienaggregate [%] | Abhdngigkeit der Abhangigkeit aller

Bakterienaggregate [%] Einzelbakterien [%]

YadA®-0 90,1+1,3 0,0+£0,0 0,0+0,0

YadA® 66,5%2,2 48,5+1,8 73,0+£2,0

YadA®-HY 76,5+0,7 0,4+0,0 0,6+0,1

YadA®sg 71,9+2)9 44,7 +1.,8 62,5%+4,5

YadA®,; 67,2+3,1 51,1+5,2 759+t4,4

YadASs, 61,6 +1,1 46,1+1,1 74,9422

YadA®s; 74,8+ 1,1 32,1+3,0 42,9+43

YadA®gs 753+1,2 0,0£0,0 0,1+0,0

YadA® 76,3+1,4 33,5+2,5 439+2,9

YadAPy, 75,0+ 0,3 62,8+0,3 83,8+0,1

YadAPgs 83,8+1,4 745422 89,0 + 4,0

YadAPgs 78,8+3,0 29,7+£4,5 382+7,4

4.6.3 (POG)10 Bindungskapazitat von YadA-Varianten in Yersinia WA(pYVO08-x)-
Stiammen in Suspension

Fur die Bestimmung der Bindungskapazitit von (POG)1o an Yersinien in Suspension wurden
die Versuche im Wesentlichen wie bei der Bestimmung der Bindungskapazitat von Kollagen
durchgefihrt. Als Kollagenmimetikum wurde das fluoreszierende, synthetische Dy647-
konjugierte (POG)10-Peptid (0,1 pg/ml und 10 pg/ml) verwendet. Die Bindung von Dy647-
(POG)10 an YadA-positive Yersinien flhrte zu einer Reduktion von Bakterienaggregaten
(Inhibierung der Autoagglutination, (Gramlich, 2014)). Dies hat Einfluss auf die Messung der
Fluoreszenzwerte der Einzelbakterien (siehe 4.6.1) im kompetitiven Bindungstest mittels
Durchflusszytometer. POG ist das am héufigsten in Kollagen vorkommende
Aminosauretripletmotiv mit 10,5% (Ramshaw et al, 1998). Die Masse von Kollagen Typ |
liegt bei rund 400 kDa (zweimal al1[l] 139 kDa, a2[1] 129 kDa). (POG)1o hat eine Masse von
3,2 kDa.
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Die Stamme YadA°®-0, YadA°®-HY und YadA®jgs zeigen fir Dy647-(POG)yo keine Bindung.
Zwischen den Stammen YadA°®, YadA®ss, YadA®;; und YadA®s; zeigt sich kein Unterschied
fur die Bindungskapazitdt von Dy647-(POG)y. Der Stamm YadA®s zeigt bei 10 pg/ml
Dy647-(POG)yo bereits signifikant weniger Dy647-(POG)yo-bindende Einzelbakterien. Bei
0,1 pug/ml Dy647-(POG)y ist der Unterschied an Dy647-(POG)y0-bindenden Einzelbakterien
gegeniber dem Stamm YadA® noch groRer. Bei Stamm YadA®; binden bei einer
Konzentration von 0,1 pg/ml Dy647-(POG)10 weniger als die Hélfte aller Einzelbakterien
Dy647-(POG)1p (siehe Abbildung 4.24). Berilcksichtigt man jedoch die MFI der
Einzelbakterien so ergibt sich folgendes: bei 10 pg/ml zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen Stamm YadA® und den YadA®%-Varianten. Die MFI der Stamme YadA®ss, YadA®s;
und YadA®s; erreicht nur ca. 50% des MFI-Wertes von Stamm YadA°®. Diese Unterschiede
sind jedoch bei 0,1 pg/ml (POG);o nicht nachweisbar. Somit konnte bei den YadA®; -Stammen
eine Sattigung der Bindungskapazitét bei einer Dy647-(POG)10-Konzentration zwischen 0,1
pg/ml und 10 pg/ml vorliegen, wogegen der Stamm YadA® eine hohere Bindungskapazitat fir
Dy647-(POG); hat.

Eine interessante Beobachtung ist, dass sich anders als bei Kollagen, keine unterschiedlichen
Populationen bei den Stammen YadAP und YadAPgs hinsichtlich der Dy647-(POG)io-
Bindungskapazitat zeigt. Ebenso ist nachweisbar, dass Dy647-(POG)i, eine Anti-
Autoagglutinationswirkung hat. Wahrend die Bindung an Kollagen zu groReren
Bakterienaggregaten (hohere FSC-Werte) flhrt, steigt der Anteil von Einzelbakterien bei der
Zugabe von Dy647-(POG)1 an (siehe Abbildung 4.22 und Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.22: Darstellung der Dy647-(POG)o-Bindung (0,1 pg/ml) im Durchflusszytometer und des
»gatings“. Représentative Darstellung der zytoflourometrischen Quantifizierung der Bindung der Dy647-
(POG)yo-Fluoreszenzintesitat (Dy647-(POG)otFluoreszenzintesitat, y-Achse) in Bezug auf die GroRe der
gemessenen Ereignisse (Forward-Scatter/FSC, x-Achse). Sowohl eine Messung der Bakterienaggregate als auch
die Messung der Einzelbakterien ist gezeigt. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP;
gekennzeichnet.
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Abbildung 4.23: Darstellung der Dy647-(POG);-Bindung (10 pg/ml) im Durchflusszytometer und des
»gatings“. Représentative Darstellung der zytoflourometrischen Quantifizierung der Bindung der Dy647-
(POG)yo-Fluoreszenzintesitat (Dy647-(POG)otFluoreszenzintesitat, y-Achse) in Bezug auf die GroRe der
gemessenen Ereignisse (Forward-Scatter/FSC, x-Achse). Sowohl eine Messung der Bakterienaggregate als auch
die Messung der Einzelbakterien ist gezeigt. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP;
gekennzeichnet.
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Abbildung 4.24: Prozentuelle Angabe aller Dy647-(POG)j-bindenden Einzelbakterien im
Durchflusszytometer. Histogramme aller Dy647-(POG);o-bindenen Einzelbakterien nach der Inkubation mit
(A) 0,1 pg/ml bzw. (B) 10 pg/ml. Erfasst wurde der prozentuale Anteil aller als positiv eingestuften
Einzelbakterien der jeweiligen WA(pYV08-x)-Stamme. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw.
YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 =*, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

Die Bindungskapazitat fur Dy647-(POG)yo aller YadAP;-Stamme ist ebenfalls geringer als die
von Stamm YadA®. Zwar zeigen nur die Stamme YadAP und YadAP4, signifikant weniger
Dy647-(POG)1o-bindende Einzelbakterien (Stamm YadAP,, nur bei einer Konzentration von
10 pg/ml Dy647-(POG)0), jedoch ist die MFI bei 10 pg/ml Dy647-(POG).o hdchstens auf
einem dhnlichen Niveau wie die der YadA®-Stamme und somit signifikant niedriger als fur
Stamm YadA°® (sieche Abbildung 4.25 und Abbildung 4.26). Auch hier scheint sich eine
Sattigung der Bindungskapazitat zwischen den Konzentrationen von 0,1 pg/ml und 10 pg/ml
Dy647-(POG)qp einzustellen. Bei dieser Konzentration sind die MFI-Werte noch auf gleichem
Niveau (Stimme YadAP und YadAP,4) wie bzw. sogar héher (Stamme YadAPgs und YadAPgs)

als von Stamm YadA°®.
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Abbildung 4.25: Prozentuale MFI-Werte der Einzelbakterien fir die Bindung von Dy647-(POG)y.
Histogramme des MFI-Werts aller Einzelbakterien nach der Inkubation mit (A) 0,1 pg/ml bzw. (B) 10 pg/ml.
Erfasst wurde der MFI-Wert aller Einzelbakterien der jeweiligen WA(pYV08-x)-Stamme. Alle Angaben
beziehen sich auf den Durchschnittswert von Stamm YadA®. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA®
bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 = ***

Beim Vergleich der MFI-Werte innerhalb der YadAP-Stimme ergeben sich ebenfalls
interessante Schlussfolgerungen. Die MFI bei den Stammen YadAPgs und YadAPgs liegt bei
0,1pug/ml bzw. 10 pg/ml Dy647-(POG);, signifikant tiber dem Wert von Stamm YadAP. Der
Vergleich der MFI zwischen den Stammen YadAP und YadAP,, zeigt Gberraschenderweise
bei 10 pg/ml Dy647-(POG)yo einen signifikant niedrigeren Wert von Stamm YadAP
gegeniiber Stamm YadAP,,. Jedoch sind bei 0,1 pg/ml Dy647-(POG)yo die MFI-Werte von
Stamm YadAP signifikant hoher als die von Stamm YadAP,4. Im Vergleich beider MFI-Werte
von Stamm YadAP,4 zeigt sich ein Riickgang der Bindung bei Erhéhung der Konzentration an
Dy647-(POG)1 (siehe Abbildung 4.26), wahrend sich bei allen anderen YadA-Varianten ein
leichter Anstieg der MFI zeigt. Bei den Stammen YadA® und YadA®; ist sogar ein deutlicher
Anstieg des MFI-Wertes ersichtlich.

Diese vergleichenden Ergebnisse erlauben den Hinweis, dass die (POG)y0-Bindungsstelle mit
einer Kollagenbindungsstelle konkurriert, wobei es fiir Kollagen wahrscheinlich noch eine
weitere YadA-Bindungsstelle gibt (siehe auch (Gramlich, 2014)).
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Abbildung 4.26: Vergleich der MFI der Einzelbakterien bei der Bindung von Dy647-(POG)4,. Histogramm
des Vergleichs zwischen den MFI-Werten aller Einzelbakterien nach der Inkubation mit 0,1 pg/ml und 10 pg/ml.
Erfasst wurde der MFI-Wert aller Einzelbakterien der jeweiligen WA(pYV08-x)-Stamme. Alle Angaben
beziehen sich auf den Durchschnittswert von Stamm YadA® nach der Inkubation mit 10 pg/ml Dy647-(POG)1,.
Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

4.6.4 Inhibierung der Kollagenbindung von YadA-Varianten in Yersinia
WA(pYVO08-x)-Stimmen durch (POG)10

Da sowohl Kollagen Typ | als auch (POG)y, an YadA binden, wurde der Frage
nachgegangen, ob (POG),, die Bindung von Kollagen kompetitiv inhibieren kann. Dafir
wurden die Yersinien zunédchst mit unterschiedlichen Konzentrationen von unmarkiertem
(POG)10 (0 pg/ml, 1 pg/ml, 10 w/ml und 50 pg/ml) fur 15 min bei 37°C und anschliefend mit
10 pg/ml Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ | inkubiert. Die Bindung von Alexa488-
konjugiertem Kollagen Typ | wurde anschlieBend mittels Durchflusszytometrie bestimmt
(siehe auch (Gramlich, 2014)).

Es ist nachweisbar, dass die Anzahl der kollagenbindenden Einzelbakterien bei allen YadA®%-
Stammen auch bei einer Erhdhung der Konzentration von (POG)y, bis auf 50 pg/ml
geringflgig aber signifikant abféllt (siehe Abbildung 4.27 und Tabelle 4.5). Die Stérkste
Reduktion der Kollagenbindungskapazitat wurde fur die Stamme YadA®; bzw. YadAP,
festgestellt.
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Abbildung 4.27: Prozentuelle Angabe aller kollagenbindenden Einzelbakterien im Durchflusszytometer.
Histogramm aller Alexa488-Kollagen-bindenen Einzelbakterien nach der Inkubation mit zunéchst
unterschiedlichen Konzentration von (POG)yo und anschlieBend 10 pg/ml Alexa488-Kollagen. Erfasst wurde der
prozentuale Anteil aller als positiv eingestuften Einzelbakterien der jeweiligen WA(pYV08-x)-Stdmme. Die
Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Bei den YadAP-Stammen konnten deutliche Unterschiede in der (POG)o-bedingten
Hemmung der Kollagenbindung nachgewiesen werden. Die Stamme YadAP und YadAPgs
zeigten ab 1 pg/ml (POG);o zundchst eine Steigerung der Kollagenbindung durch Zugabe von
(POG)y0, wahrend bei den Stammen YadAP, und YadAPgs die Kollagenbindung durch
(POG)1p schon bei 1 pg/ml (POG)10 gehemmt wurde (siehe Tabelle 4.5). Die Steigerung der
Alexa488-Kollagen-bindenen Einzelbakterien bei den Stammen YadAP und YadAPgs konnte
durch die Beeinflussung der Autoagglutination durch (POG)io und die somit verringerte
Anzahl an Bakterienaggregaten erklart werden. Bei einer Prdinkubation mit hoheren

Konzentraion an (POG);, féllt der Anteil an kollagenbindenen Einzelbakterien wieder ab.
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Tabelle 4.5: Alexa488-Kollagen-bindende Einzelbakterien und MFI-Werte der Alexa488-Kollagen-
bindenden Einzelbakterien bezogen auf den MFI-Wert von Stamm YadA®. Die Yersinien-Stamme sind in
Kurzform YadA?® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Stamm kollagenbindende kollagenbindende kollagenbindende kollagenbindende
Einzelbakterien Einzelbakterien Einzelbakterien Einzelbakterien
0 pug/ml (POG),o 1 pg/ml (POG)y, 10 pg/ml (POG)o 50 pg/ml (POG)yo
[%] MFI [%]) [%] (MFI [%]) [%] MFI [%]) [%] MFI [%]
YadA®-0 0,1+0,0 - 0,1+0,0 - 0,0+0,0 - 0,0+£0,0 -
YadA® 80,2+19 | 100t6,4 906+18 | 756+3,7 | 830+20 |61,5+19 | 82,0+3,4 | 58,7127
YadA®-HY 1,0+0,1 - 1,1+0,1 - 1,5+0,3 - 1,1+0,1 -
YadA®s, 68,5+44 | 846+45 | 690+80 |616+11 | 683+33 |456+0,5 |60,7+5,4 | 43,8+0,8
YadAe47 82,0+3,6 |924+6,5 | 765%+29 | 568+3,4 |663+21 |450+1,1 |58,6+24 |443+15
YadA‘°'57 81,0+19 |971+24 |796+21 679%+4,2 |725+3,5 |469+13 |648+46 | 459+272
YadAegl 49,2+4,1 |528+3,6 |534+5,2 | 49,7+1,7 |390+26 |40,8+1,1 |33,1+46 | 37,8+1,1
YadA®;zs | 0,1£0,0 |- 0605 | - 0201 | - 02+0,0 |-
YadAP 58,5+2,8 | 152+6,9 75,7+18 |891+46 |71,8+10 |603+19 |67,7+3,4 |53,4+0,9
YadAp44 89,3+0,3 | 172+8,1 82,2+3,2 | 61,739 | 701+14 | 456+0,2 | 550+5,3 | 39,0+1,6
YadAp85 93,8+2,3 | 194142 85,1+46 |769+3,7 | 81,1+14 |526+03 | 753+15 | 47,1+1,7
YadAp95 443 +8,0 | 134+38 785+14 |82,1+6,2 | 845+0,1 | 524+0,7 | 749+1,8 | 453+1,1

Bei zunehmender Konzentration von (POG);, konnte die Kollagenbindungskapazitit der

Einzelbakterien bei allen Stdmmen reduziert werden (Veringerung der MFI-Werte bei

steigender (POG)0-Konzentration). Bei den Einzelbakterien féllt vor allem der Abfall der
MFI-Werte bei den StammenYadAP4 und YadAPgs auf. Die MFI-Werte nehmen bei einer
Prainkubation mit 1 pg/ml (POG) um das 2,7-fache bei Stamm YadAP4, bzw. um das 2,8-

fache bei Stamm YadAPgs gegeniiber einer Prainkubation ohne (POG);, ab. Ebenso zeigen die

beiden anderen YadAP-Stimme YadAP und YadAPys bereits bei einer Konzentration von 1

pg/ml (POG)yo eine stark verringerte Kollagenbindungskapazitit, obwohl diese beiden

Stamme zun&chst mehr kollagen-bindende Einzelbakterien zeigen.

105



Ergebnisse

0 pg/ml (POG)10 1 pg/ml (POG)10 10 pg/ml (POG)10 50 pg/ml (POG)10 0 pg/ml (POG)10 1 pg/ml (POG)10 10 pg/ml (POG)10 50 pg/ml (POG)10
A L y o T
YadA®-0 . ] ; ] , YadAcg; 1 g @ : g
ot | *1 | o | | ‘ { g

YadA® ¥ @ 3 g » : g : g YadAelaa I N | ) - | : B

YadAs-HY | Y o p YadArP ; {
e |l e | @]l e |
e ] | T "1 “1 ' ’ 1

S SRR A Loy e e e NN ——— e e e e ey

Alexa488-Kollagen Typ I+

\ 4

FSC

Abbildung 4.28: Représentative Diagramme der MFI-Werte mittels Durchflusszytometer in Bezug auf die Alexa488-Kollagenbindungskapazitat bei zunehmender
(POG)o-Konzentration. Représentative Darstellung der zytoflourometrischen Quantifizierung der Bindung aller Alexa488-Kollagenbindenden Einzelbakterien (Alexa488-
Kollagen Typ I+ Fluoreszenzintensitdt, Y-Achse) gegeniliber der Grofle (Forward-Scatter/FSC, x-Achse) fir die verschiedenen (POG),o-Konzentrationen. Die Yersinien-Stdmme
sind in Kurzform YadA?® bzw. YadAP; gekennzeichnet.
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Interessant sind die MFI-Werte der kollagenbindenen Einzelbakterien auch in anderer
Hinsicht. Die MFI-Werte fallen bei steigender Konzentration an (POG)i, bei der
Préainkubation bei allen Stammen stetig (siehe Abbildung 4.29 und Tabelle 4.5). Bei einer
Konzetration von 10 pg/ml und 50 pg/ml (POG)y liegen jedoch alle YadA®%-Stamme
zwischen 38% bzw. 47% des MFI-Wertes von Stamm YadA® ohne (POG);o Prainkubation.
Auch der MFI-Wert von Stamm YadA?® ist bei diesen Konzentrationen nur geringfigig hoher
(~60%). Die MFI-Werte der YadAP-Stamme liegen bei 10 pg/ml und 50 pg/ml (POG)y
Prainkubation zwischen 39% bzw. 60% des MFI-Wertes von Stamm YadA® ohne (POG);o.
Die MFI-Werte fur 10 pg/ml und 50 pg/ml (POG)1, der einzelnen Stdmme unterschieden sich
ebenfalls kaum (wahrscheinlich (POG)1o Bindungsséttigung, siehe auch Abschnitt 4.6.3).
Diese Bindungsdaten weisen auf zwei Kollagenbindestellen hin, von denen eine nicht durch
(POG)yo blockiert werden kann. Ahnliche Befunde wurden in der Dissertation von K.

Gramlich 2014 erstellt.

200+
150 Il 0ug/ml(POG)y
Bl 1 pg/ml (POG)4g
<
— 100 [ 10 ug/ml (POG)4q
('
= [ 50 g/l (POG)o
2 op e\ e 4 o Q> Q of

~\'b ,k’b A? A? _\’b A? A?

Abbildung 4.29: MFI-Werte aller Alexa488-Kollagen-bindenden Einzelbakterien bei der Inhibierung der
Kollagenbindungskapazitdt durch (POG),,. Histogramm der MFI-Werte Alexa488-Kollagen-bindenen
Einzelbakterien nach der Inkubation mit zunéchst unterschiedlichen Konzentration von (POG)y, und
anschlieBend 10 pg/ml Alexa488-Kollagen. Erfasst wurde der MFI-Wert aller als positiv eingestuften
Einzelbakterien der jeweiligen WA(pYV08-x)-Stamme. Alle Angaben sind in Prozent und beziehen sich auf den
durchschnittlichen MFI-Wert von Stamm YadA?® bei einer Konzentration von 0 pg/ml (POG),,. Die Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.
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4.7 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Fibronektinbindung
an Yersinien
Das Dimer des Plasmafibronektins (pFn) wird von Hepatozyten gebildet und sezerniert und
gelangt so in das Blutplasma. In Ldsung befindet sich pFn in einer bindungsinerten
Konformation fur Integrine (Mouw et al, 2014). Auf der Zelloberflache gebunden liegt es
jedoch in ,,gestrecktem™ Zustand vor, wodurch Bindestellen im N-terminalen Bereich
zuganglich werden. Die Immobilisierung des pFn auf Kunststoffflichen fiihrt vermutlich
ebenfalls zur Streckung des Dimers. Zellulares Fibronektin (cFn) wird von vielen Zelltypen
wie z.B. Fibroblasten sekretiert, und besitzt durch unterschiedliche ,,splicing®-Varianten
unterschiedliche Bindungsstellen. Es befindet sich nur in sehr geringen Mengen im
Blutkreislauf (To & Midwood, 2011). Um die Bindungsfahigkeiten von pFn unter ,,in vivo
dhnlicheren* Bedingungen zu untersuchen, wurde die Bindung von Yersinien in Suspension
an nicht-immobilisiertem pFn und cFn mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die
Bakterien wurden bei 37°C fur 15 min mit pFn oder cFn (50 pg/ml) inkubiert und
anschlieBend mit PBS gewaschen und auf Glasobjektivtragern aufgetragen. Nach Trocknung
wurden die Proben mit Aceton fixiert. Die Bindung von Fibronektin an YadA wurde indirekt
uber einen monoklonalen anti-Fibronektin-Maus-Antikorper und einen  Alexa488-
konjugierten anti-Maus-Antikdérper nachgewiesen. Zum Nachweis der Bakterien wurden diese
zusétzlich mit DAPI sichtbar gemacht. Die Auswertung erfolgte an einem

Fluoreszenzmikroskop (siehe Abbildung 4.30).

Weder der YadA-negative Stamm YadA®-0 noch der Stamm YadA® gg (kopfloses YadA) sind
in der Lage pFn oder cFn in Suspension zu binden. Fir den Stamm YadA®;gg ist dies ein etwas
unerwartetes Ergebnis, da dieser Stamm an immobilisiertes pFn (ELISA) Bindung zeigte. Fir
die Stamme YadA® und YadA°®-HY konnte zwar eine Bindung an cFn, jedoch nicht pFn,
nachgewiesen werden. Auch dieses Ergebnis steht nicht in Einklang mit den Ergebnissen der
Bindung an immobilisiertes pFn. Wahrend die Stamme YadA®-HY wie auch YadA®gs
Bindung an FN-1117-10 zeigten, konnte fiir den YadA°®-Stamm zusatzlich eine kopfspezifische
Bindung an FN-11-5 nachgewiesen werden. Die Bindung an cFn scheint zudem relativ
schwach (schwache IF-Intensitat), wobei der Stamm YadA® etwas stirkere Bindung als der
Stamm YadA°-HY zeigt. Auffallig ist die bevorzugte Bindung von cFn an bakterielle
Aggregate. Mdglicherweise besteht zwischen aggregierendem YadA und cFn-Bindung eine

kooperative Bindungsverteilung.

108



Ergebnisse

pFn cFn pFn cFn

YadAe-0 YadA® e

YadA¢ohne 1. Antikorper YadAP

YadAP,,

YadAe-HY

Abbildung 4.30: Darstellung der Bindung von pFn und cFn an unterschiedliche WA(pYVO8-x)-Stamme
in Suspension im Fluoreszenzmikroskop. Verschiedene WA(pYVO8-X)-Stdmme wurden mit pFn und cFn in
Losung inkubiert. Nach der Fixierung auf einem Objekttrdger mit Aceton erfolgte eine Férbung mit einem
polyklonalen Kaninchen-anti-FN-Antikdrper und einem Alexa488-anti-Kaninchen-Antikorper (griin). Die
Bakterien wurden zusétzlich mit DAPI (magenta) angefarbt. Der GroRenbalken entspricht einer L&nge von 10
um. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Die Stamme YadAP und YadAP, hingegen zeigen sowohl fiir pFn als auch fir cFn ein
Bindungssignal. Hier ist auch die Bindung an einzelne, nichtaggregierte Bakterien deutlich
sichtbar. Jedoch scheint auch hier die Bindungsféhigkeit fiir cFn etwas besser zu sein, als die
fir pFn. Im Vergleich zu den YadA®-Stammen binden die YadAP-Stamme sowohl cFn als
auch pFn. Bei allen Stdmmen, die Bindungsfahigkeit fir pFn oder cFn zeigten, waren jedoch

in der Bakterienpopulation auch vereinzelte Bakterien sichtbar, bei denen keine Bindung an
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Fibronektin nachweisbar war. Ob die schwach fluoreszierenden Bakterien auferhalb der

Fokusebene liegen, konnte nicht gepruft werden.

4.8 Rolle der YadA-NTTD-Verkiirzung fiir die Yersinia-Mausvirulenz

4.8.1 Orale Mausinfektionsversuche

Um den Beitrag der YadA-NTTD fiur die Mausvirulenz zu ermitteln, wurde zun&chst die
Virulenz im peroralen Mausinfektionsmodell (natirlicher Infektionsweg) getestet. Hierflr
wurden BALB/c-Mausen 10° Bakterien in 12 pl peroral appliziert. BALB/c-Mause zeigen
eine hohere Infektionsempfanglichkeit fur Yersinien als C57BL/6-Mause (Hancock et al,
1988). Je Stamm wurden funf Tiere infiziert. Aufgrund der bereits bekannten starken
Attenuierung des Stammes YadA®igs (Roggenkamp et al, 1996) wurden nur drei Tiere als
Kontrolle in den Versuch mit aufgenommen. Nach vier Tagen wurden die Mé&use mit CO,
getotet. Nach einer Darmspulung wurden je vier PP und die Milz jeder Maus enthommen und
gewogen. PP und Milz wurden im Gewebehomogenisator zerkleinert und eine
Verdunnungsreihe der Organsuspension angelegt. Ebenso wurde eine Verdinnungsreihe der
Darmspulflissigkeit angelegt. Die Verdiunnungen wurden auf LB-Agarplatten mit
entsprechenden Antibiotika (Unterdriickung der Normalflora) ausplattiert und fir 48h bei 27°
bebritet. AnschlieBend wurden die Keimzahl (CFU) bestimmt. Bei der Milz wurden die CFU
pro Gramm Organgewebe angegeben. Da bereits in vorangegangenen Versuchen die Stimme
YadA® und YadAP hinsichtlich ihrer Pathogenitat im oralen Mausinfektionsmodell mit einem
identischen  Versuchsaufbau  verglichen — wurden  (Untiet, 2013), wurde aus
tierschutzrechtlichen Griinden auf eine erneute Infektion von Versuchstieren mit YadA

verzichtet. YadA® diente in allen Mausvirulenzuntersuchungen als Positivkontrolle.

Kurz vor Beendigung des Versuchs verstarben zwei Versuchstiere, welche mit dem Stamm
YadAP,, infiziert worden waren, weshalb hier nur eine Auswertung fir drei Mause moglich
war (siehe Abbildung 4.31). Wahrend im Dunndarm und den PP die CFU-Bestimmung der
einzelnen Versuchstiere fir die jeweiligen Stdmme geringe Streuwerte zeigen, ist die
Streuung in der Milz groRer (siehe Abbildung 4.31).
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Tabelle 4.6: Median der CFU von funf Versuchstieren von Dinndarminhalt, PP und Milz vier Tage nach
oraler Infektion mit 10° Bakterien. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA% bzw. YadAP
gekennzeichnet. (* nur drei Versuchstiere in Versuchsgruppe/** zwei Versuchstiere vor Versuchsende
verstorben)

Stamm Diinndarm [CFU]/ml PP [CFU] n=4/Maus Milz [CFU/g]

YadA® 6,11 7,78 6,77
YadA®, 6,00 8,08 7,74
YadA®,, 6,18 7,85 6,89
YadA®,, 5,70 6,34 3,48
YadA®%, 5,30 5,85 2,15
YadA® ge* 4,22 2,34 2,62
YadAP,,** 5,78 7,18 2,28
YadAPgs 5,30 7,23 2,37
YadAPss 5,40 7,70 2,20

Bei den YadA®-Stammen zeichnet sich eine abnehmende CFU mit zunehmender Deletion der
NTTD ab. Wahrend dieser CFU-Abfall in Dinndarm und PP deutlich ist, ist fir den CFU/g-
Durchschnittswert der Milz aufgrund der hohen Streuung nur eine abnehmende Tendenz
erkennbar. Fir den Stamm YadA® zeigt sich eine hohe Bakterienzahl, sowohl im Darmtrakt
als auch in der Milz. Der Stamm YadA®ss zeigt nahezu keinen Unterschied zu Stamm YadA?®,
auch hier sind Darm, PP und Milz deutlich mit Bakterien kolonisiert. Auch bei Stamm
YadA®;7 ist nur ein geringfiigiger Unterschied in der CFU in der Milz im Vergleich zu Stamm
YadA® nachweisbar. Der Stamm YadA°®s; hingegen zeigt bereits einen deutlichen Abfall der
CFU in PP und Milz, jedoch nicht im Darm. Stamm YadA®; zeigt einen Abfall auf ungefahr
10% der Bakterienlast von Stamm YadA® in Dinndarm und PP, welcher in den PP sogar
signifikant ist. Noch deutlicher zeichnet sich der Unterschied bei der CFU/g in der Milz ab,
jedoch aufgrund der groRen Streuung ergibt sich hier keine Signifikanz. Hier liegt die CFU
des Stammes YadA®; auf dem gleichen Niveau wie die des stark attenuierten Stammes
YadA®gs. Dieser zeigt jedoch bereits im Darm einen sehr starken Abfall auf ca. ein
Hundertstel der CFU von Stamm YadA°®. Sowohl in Dunndarm als auch in den PP ist der

Unterschied zu Stamm YadA® signifikant.

Die YadAP;-Stamme unterschieden sich von den YadA®-Stammen hinsichtlich der CFU-Last.
Wihrend die YadA®-Stamme durchgangig sehr hohe CFU-Werte in Dinndarm und PP

aufweisen, welche denen der mit Stamm YadA®-infizierten Mausen ahneln, zeigen sich groRe
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Unterschiede in der Milz. Tiere, mit hoher CFU/g-Belastung in der Milz, hatten einen stark
mit Gas aufgebldhten Darm, welcher moglicherweise auf einen Darmverschluss
zurlickzufuhren war. Dies konnte zu einer Verletzung des Darmepithels und einem direkten
Ubergang der Bakterien vom Darm in den Blutstrom der Tiere gefilhrt haben. Die anderen
Tiere, welche mit den YadAP;-Stammen infiziert waren und nur eine geringe Bakterienlast in
der Milz aufwiesen, zeigten weniger Beschwerden (keine makroskopischen Verénderungen
des Darms gegeniiber gesunden Tieren zu erkennen) und erweckten einen insgesamt
wesentlich gestinderen Eindruck. Diese Befunde decken sich nicht mit denen aus einer
vorangegangenen Arbeit (Untiet, 2013). Hier zeigte sich zwar eine signifikant geringere CFU
in Dunndarm und PP der mit Stamm YadAP infizierten Méuse gegeniiber denen mit Stamm
YadA°® infizierten Mausen. Jedoch konnte in der Milz kein signifikanter Unterschied mehr
nachgewiesen werden. Hier ergab sich eine &hnlich hohe CFU-Last in der Milz wie bei
Stamm YadA®.

Zusammenfassend korrelieren hohe Keimzahlen im Darmlumen und PP mit hohen

Keimzahlen in der Milz.
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Abbildung 4.31: CFU ausgewéhlter Organe vier Tage nach oraler Infektion von Balb/C-Mausen. Jedes
Versuchstier wurde mit 10° Bakterien infiziert und nach vier Tagen getdtet. AnschlieRend wurde der Diinndarm
(A) lavagiert und PP (B) und Milz (C) enthommen. Die CFU wurde nach ausplattieren bestimmt. Vier PP pro
Maus wurden entnommen. Bei Milz sind die CFU/g angegeben. Jedes Symbol entspricht einem Versuchstier.
Die Striche zeigen den jeweiligen Median an. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP;
gekennzeichnet. Stamm YadAP wurde von Untiet (2013) mit in die Grafik aufgenommen.

4.8.2 Intraperitoneale (ip) Mausinfektionen

Aufgrund der unterschiedlichen Darmflora und der schwer kontrollierbaren peroralen
applizierten Dosen (Schluckeffizienzen), die die Reproduzierbarkeit des peroralen
Mausinfektionsmodells beeintrachtigen, wurde die Virulenz anhand von ip Infektion
untersucht. Hierfur wurden BALB/c-Mause (weiblich, 6-8 Wochen alt) wie bei der peroralen
Infektion verwendet. Jeder Maus wurde eine Dosis von 5 x 10* Bakterien (200 pl)
intraperitoneal appliziert. Das Gewicht jedes Tieres wurde vor der Infektion sowie an jedem
Tag nach der Infektion dokumentiert. Da sowohl die Mé&use der Positiv-Kontrollgruppe
(Stamm YadA®) als auch einige der mit Stammen der YadA-Varianten infizierten Mause nach
drei Tagen nach Infektion einen Gewichtsverlust von 15% oder mehr aufwiesen, wurde der
Versuch am vierten Tag durch die Tétung der Tiere mit CO, beendet. Allen Tieren wurden

anschlieend die Milz und die gesamte Leber entnommen. VVon beiden Organen wurde das
113



Ergebnisse

jeweilige Gewicht bestimmt und durch Homogenisierung (Morser) eine Organsuspension
hergestellt. Die Suspensionen wurden verdinnt und auf Agarplatten mit Antibiotika
ausplattiert. Nach 48h bei 27°C wurden die CFU bestimmt und die CFU/g berechnet. In zwei
unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen wurden je YadA-Variante vier Mduse infiziert, so
dass eine Gesamtzahl von acht Tieren pro YadA-Variante bewertet werden konnte (siehe
Tabelle 4.7 und Abbildung 4.32).

Tabelle 4.7: CFU/g in Leber und Milz 72 Stunden nach ip Infektion mit 5 x 10* Bakterien. Die -Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA?® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Stamm CFU/g in der Leber CFU/g in der CFU/g in der Milz CFU/g in der

(Durchschnittswert) Leber (Median) (Durchschnittswert) Milz (Median)
YadA®-0 2,62+0,17 2,48 3,46+0,14 3,56
YadA® 6,83+0,18 6,87 8,29 +£0,32 8,74
YadA®sg 5,36 £0,77 6,22 5,98 +0,87 6,80
YadA®,; 5,13+0,78 5,67 5,11+0,83 5,95
YadA®s; 3,86 £ 0,77 4,29 3,41 +£0,39 3,02
YadA®s, 3,28+0,33 3,18 3,33+0,12 3,38
YadAP? 6,93 +0,12 6,99 7,95 0,37 8,26
YadAP®,, 3,85+0,44 4,16 3,75+0,63 3,21
YadAPss 5,98 £ 0,89 7,04 6,57 +1,11 7,55
YadAPqgs 6,38 £0,35 6,31 7,47 £0,52 7,77

Wie im peroralen Infektionsmodell zeigt sich im ip-Infektionsmodell ein deutlicher Abfall der
CFU in Leber und Milz bzw. der Mausvirulenz bei zunehmender Deletion der NTTD bei
YadA°®. Als Negativ-Kontrolle diente bei diesem Versuch der Stamm YadA°®-0. Diese Mutante
ist stark attenuiert im Vergleich zu Stamm YadA®, was sich durch eine geringe Bakterienlast
(4-5 log-Stufen) in Leber und Milz manifestiert. Die Stdamme mit den YadA-Varianten
YadA®ss und YadA®s; zeigen einen 10-fach Abfall des CFU-Wertes fiir die Leber bzw. einen
mehr als 100-fachen Abfall fir die Milz gegeniiber der CFU fiir den Stamm YadA°®. Einen
1000-facher Abfall der CFU in der Leber und 100.000-facher Abfall der CFU in der Milz
zeigen die Stamme YadA®; und YadA®;. Die Milz CFU-Werte dieser beiden Stamme ahneln
denen des YadA-negativen Stammes YadA®-0.

114



Ergebnisse

Milz Leber
A) 10- B) 10
J * B v y -
T —
A a & b v # o
o v 2 oA v
2 6 A - v © > 6 ° ¥
] o & ] A Iy %
o R4 * ®»
= v v ¢ ;_ v ~ QP
g y £ 5 Y e
5 «8 =% r &
P .
2+ * ? ok 4 . ﬁ
0 pa— v 0
oS » o® o el o B ¢ P P o o o od o & ¥ P o
(3 Fo D ¥ o ¥ & Sl \a
_\obv. A _\fob _\'bb ,\‘bb .\'bb A? _@bv. _\'bbv. .\'obv S A% .@b .\'bb .\'bb .L'bb A? _\'bb _\'ob _\'»b

Abbildung 4.32: Median der CFU-Werte von Leber und Milz 72 Stunden nach ip Infektion von Balb/C-
Méusen mit WA(pYVO8-x)-Stammen. Die Versuchstiere wurden jeweils mit 5 x 10* Bakterien infiziert und
nach 72 Stunden getdtet. Anschlieend wurden Leber (A) und Milz (B) entnommen. Die CFU wurde auf LB-
Agarplatten mit Antibiotika bestimmt. In den Abbildungen sind CFU/g angegeben. Jedes Symbol entspricht
einem Versuchstier. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP; gekennzeichnet.

Bei den YadAP-Stammen zeigt nur der Stamm YadAP,, einen signifikanten Unterschied in
der Virulenz gegeniiber Stamm YadAP. Zwar zeigen auch die anderen beiden YadAP;-Stamme
YadAPgs und YadAPgs einen Abfall im CFU/g-Durchschnittswert gegeniiber dem Stamm
YadAP, jedoch ist dieser nicht signifikant bzw. nur gering ausgepragt. Der CFU/g-Medianwert
von Stamm YadAP,, liegt sogar geringfiigig unter dem Median von Stamm YadA®-0, was auf

eine sehr starke Attenuierung des Stammes YadAP,, im ip-Infektionsmodell hinweist.
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Abbildung 4.33: Durchschnitt der CFU-Werte von Leber und Milz 72 Stunden nach ip Infektion von
Balb/C-Mé&usen mit WA(pYVO8-x)-Stammen. Die Versuchstiere wurden jeweils mit 5 x 10* Bakterien
infiziert und nach 72 Stunden getdtet. AnschlieBend wurden Leber (A) und Milz (B) entnommen. Die CFU
wurde auf LB-Agarplatten mit Antibiotika bestimmt. In den Abbildungen sind CFU/g angegeben. Die Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 =

*k*%k

Als weiteres MalR der Virulenz bzw. des Schweregrades der Yersinieninfektion kann die
Korpergewichtsabnahme der infizierten Mause verwendet werden. Dabei wurde das Gewicht
jeder Maus mit einer Waage an jedem Tag zur selben Zeit bestimmt und dokumentiert. Aus
den  Einzelgewichten  jeder  Versuchstiergruppe (acht Ma&use) wurde ein
Gruppendurchschnittswert gebildet (siehe Abbildung 4.34 und Tabelle 4.8). Auffallend ist die
starke inverse Korrelation des Gewichtsverlust nach 72 Stunden (siehe Abbildung 4.34 A) mit
den CFU/g-Werten von Leber und Milz im ip-Mausinfektionsmodells (siehe Abbildung 4.32)
(starke Gewichtsabnahme mit hoher Keimzahl). Somit erweist sich der Gewichtsverlust als
zusétzlicher ~ Parameter  zur  Beurteilung  der  Erregervirulenz  bzw.  des

Erkrankungsschweregrades.

Der Gewichtsverlust von tiber 15% beim Stamm YadA® nach 72 Stunden lasst auf eine sehr
schwere Infektion schlieRen. Wahrend der Unterschied zu Stamm YadA°®sg noch relativ gering
und nicht signifikant ausfallt, zeigt sich ein signifikanter Unterschied bei den anderen YadA®-
Stammen. Bereits bei Stamm YadA®; ist der Gewichtsverlust nur noch bei unter 10%
gegeniiber dem Gewicht der Tiere vor der Infektion. Auch hier ist wie bei der Bakterienlast
eine stetige Abnahme des Gewichtsverlusts bei den YadA-Varianten zunehmender
Verkirzung der NTTD von YadA® feststellbar. Die Mause, welche mit Stamm YadA®-0

infiziert worden waren, zeigen sogar eine geringe Gewichtszunahme drei Tage
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postinfektional. Interessant ist auch der Verlauf der Gewichtsanderung Uber die Zeit (siehe
Tabelle 4.8 und Abbildung 4.34). Hier wird deutlich, dass sich mit attenuierten Stammen
infizierte Mause nach anfanglichem Gewichtsverlust wieder erholen. Wahrend Méuse, welche
mit dem Stamm YadA®-0 infiziert worden waren, tiberhaupt keinen Gewichtsverlust zeigten,
kann bei den Mausen mit Stamm YadA®g; -Infektion am zweiten Tag ein Abfall des Gewichts
um ca. 5% festgestellt werden, wobei dieser Gewichtsverlust am 3. Tag postinfektional nur
noch 2% betragt. Noch deutlicher zeigt sich diese ,,Gewichtszunahme* bei den Tieren, die mit
Stamm YadA°’s; infiziert waren: hier wurde der Gewichtsverlust von 10% am Tag 2 nach der
Infektion bereits am Tag 3 nach der Infektion auf ca. 4% Gewichtsverlust ausgeglichen. Alle
anderen  YadA%-Stamme zeigten einen stetigen Gewichtsverlust wahrend des

Infektionsverlaufs.

Bei den YadAP-Stammen zeigten Mause, welche mit den Stammen YadAP und YadAPgs
infiziert worden waren, sogar einen hoheren Gewichtsverlust (zunehmender
Erkrankungsgrad) als mit Stamm YadA?® infizierte Mause (siehe Tabelle 4.8 Abbildung 4.34).
Bei beiden betrug der durchschnittliche Gewichtsverlust drei Tage nach der Infektion fast
20%. Mit Stamm YadAPgs infizierte Mause zeigten einen dhnlichen Gewichtsverlust wie mit
Stamm YadA® infizierte Méause (etwas mehr als 15%) wahrend der Infektionsdauer und lagen
damit etwas unter den Werten von mit den Stammen YadAP und YadAPys infizierten Mausen.
Den geringsten Gewichtsverlust zeigten Mause, welche mit Stamm YadAP,,4 infiziert worden
waren. Hier konnte lediglich ein Riickgang von ungefahr 5% des Korpergewichts wahrend der
Infektion festgestellt werden. Auch hier korrelieren die Kdrpergewichtsdnderungen, wie bei
den YadA°®-Stammen, sehr gut mit den ermittelten CFU/g-Werten bei Leber und Milz. Beim
Gewichtsverlust iber die Zeit ergab sich ein starker und statiger Gewichtsrickgang bei den
Stammen YadAP, YadAPgs und YadAPes. Bei Stamm YadAP,, zeigte sich ein etwas
langsamerer Gewichtsriickgang wahrend der Versuchsdauer (siehe Tabelle 4.8 und Abbildung
4.34).

Der Schweregrad der Infektion bzw. die Virulenz des Erregers zeigt sich anhand der CFU/g in
der Leber und der Milz der infizierten Mé&use. Umso héher diese Werte sind, umso stérker ist
die Infektion bzw. umso hoher ist die Virulenz des Erregers. Neben den CFU/g-Werten der
Organe kann aber auch das Gewicht als Marker fur den Erkrankungsgrad bzw. die Virulenz
des Erregers herangezogen werden. Dies wird deutlich durch die positive Korrelation der
CFU/g-Werte der Organe zum Gewichtsverlust der Mause Uber die Infektionsdauer (siehe
Abbildung 4.32 und Abbildung 4.34).
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Tabelle 4.8: Veréanderung des Koérpergewichts der BALB/c-M&use nach ip Infektion Uber die gesamte
Versuchsdauer von 72 Stunden. Die Yersinien-Stamme sind in Kurzform YadA® bzw. YadAP,
gekennzeichnet.

Stamm Veranderung 24h pi [%] Veranderung 48h pi [%] Veranderung 72h pi [%]
YadA®-0 100,3 + 0,65 100,7 £ 0,89 100,7 + 1,08
YadA® 100,1+0,77 90,44 +1,54 83,53 +1,47
YadA®sg 99,37 £ 0,85 90,12 + 0,98 86,16 £ 1,78
YadA®,; 100,2 + 0,31 94,14+ 1,12 91,02+2,14
YadA®%s; 99,57 £ 0,62 89,36 + 1,56 96,14+ 1,28
YadA%; 99,99 + 0,42 95,90+ 1,72 98,29+ 1,39
YadAP 99,04 £ 0,79 90,92 +1,30 80,06 £ 0,98
YadA®,, 99,66 + 1,03 94,02 +1,13 94,23 +2,13
YadAPss 97,36 £ 1,63 91,18 +1,41 83,61 +1,97
YadAPss 98,13 +1,16 87,81+0,72 79,97 £ 0,45
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Abbildung 4.34: Gewichtsverlust der Versuchstiere nach ip Infektion. Jedes Tier wurde mit einer Dosis von
5 x 10* Bakterien infiziert und das Gewicht jedes Tieres vor der Infektion und anschlieBend in einem 24h
Intervall bis zur Beendigung des Versuches dokumentiert. In Bild A ist der durchschnittliche Gewichtsverlust
Uber die gesamte Infektionsdauer aufgezeichnet. Bild B zeigt den durchschnittlichen Gewichtsverlust der Mause
72 Stunden nach der Infektion. Die Anzahl an Versuchstieren pro Infektionsstamm betrug n = 8. Die Yersinien-
Stamme sind in Kurzform YadA®; bzw. YadAP; gekennzeichnet. (p) < 0,05 = *, (p) < 0,01 = ** und (p) < 0,005 =

*k*%
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5 Diskussion

Das Yersinia Adhasin YadA ist der Prototyp der trimeren Autotransporter Adhasine (TAA)
und zeigt wie viele Mitglieder dieser Familie eine Affinitdt zu ECM-Proteinen wie Kollagen,
Laminin oder Fibronektin (Flugel et al, 1994; Tamm et al, 1993; Tertti et al, 1992). Die
Bindungsfahigkeit bakterieller Adhadsine an ECM-Proteine ist eng mit der Virulenz der
Erreger assoziiert. Allerdings fehlt der direkte Beweis, dass die Erreger im Wirtsgewebe an
ECM-Proteine binden bzw. ihre Oberflaiche mit ECM-Proteinen maskieren. Diskutiert wird,
dass diese Interaktion nicht nur eine wichtige Rolle bei der Besiedlung von Gewebe
zukommt, sondern auch bei der Adhé&sion und Invasion von Zellen. Bereits beschrieben
wurde, dass die Deletion der 81 N-terminalen AS bei YadA® (YadA‘s;) zum Verlust der
Bindung an Neutrophile fiihrt, wobei die Bindung an HelLa-Zellen und ECM-Proteine
erhalten bleibt (Roggenkamp et al, 1996). Daruber hinaus wurde beschrieben, dass die
unterschiedliche Fibronektinbindungsfahigkeit von YadA® und YadAP durch Unterschiede in
der NTTD-Sequenz bedingt ist (Heise & Dersch, 2006). In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob durch rekombinante Herstellung verschiedener N-terminaler Deletionen von
YadA von Y. enterocolitica O:8 (YadA®) und Y. pseudotuberculosis (YadAP) im
Stammhintergrund WA(pYVO8-x) neue Erkenntnisse zu Struktur-Funktions-Beziehungen
hinsichtlich Bindungsfahigkeit fir ECM-Proteine, Autoagglutination und Mausvirulenz

gewonnen werden kénnen.

Die yadA-Gene bilden eine Allelfamilie, wobei der Alleltyp innerhalb einer Serogruppe von
Y. enterocolitica oder Y. pseudotuberculosis nicht variiert. Die verschiedenen Alleltypen
fiihren zu YadA-Varianten mit geringen Unterschieden insbesondere in der N-terminalen AS-
Sequenz, die sich in deutlichen Unterschieden der Bindungsfahigkeit von ECM-Proteinen
manifestiert (Eitel & Dersch, 2002; Heise & Dersch, 2006). Durch Veranderung der
Bindungsfahigkeit an ECM-Proteine wird vermutlich nicht nur die direkte Interaktion mit
diesen Proteinen beeinflusst, sondern auch indirekt die Interaktion mit Zellen des
Wirtsorganismus wie z.B. Zellen des angeborenen Immunsystems (Roggenkamp et al, 1996).
Verénderungen oder Deletionen in der Primarsequenz eines Proteins konnen neben
strukturellen Veranderungen in Bindedoménen fiir andere Proteine auch die physikalische
Interaktion zweier Proteine indirekt beeinflussen. VVor allem die Veranderung der Nettoladung
in einzelnen Bereichen eines Proteins haben hdufig gravierende Folgen fir die Interaktion mit

Rezeptoren oder Agonisten wegen veranderter elektrostatischer Wechselwirkungen (Alberts
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et al, 2003; Kajava et al, 2000). Diese Veranderungen kénnen auch einen direkten Einfluss
auf die Virulenz eines Bakteriums nehmen. YadA positive Yersinien, welche Mikrokolonien
im Wirts-Gewebe (extrazellulére Erreger), wie der Milz oder der Leber, bilden, zeigen eine
Resistenz gegen Komplement- und Defensin-vermittelte Lyse und vor der Abtétung durch
PMNs (Pilz et al, 1992; Russmann et al, 1996; Visser et al, 1996).

5.1 Herstellung und Charakterisierung der YadA-Varianten in WA(pYVO8-
X)
Bereits in friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Expression und
Oberflachenlokalisation verschiedener rekombinanter YadA-Varianten nicht durch die
Deletion des Kopfes oder dessen Austausch gegen den Kopfbereich anderer TAAs
beeintrachtigt wird (Ackermann et al, 2008; Roggenkamp et al, 1996; Tamm et al, 1993). Bei
den hier hergestellten und untersuchten YadA-Varianten konnte eine &hnliche Expression,
Produktion und Lokalisation in der &uBeren Membran im Vergleich zum Referenzstamm
YadA® nachgewiesen werden. Die Exposition der YadA-Varianten ist mit der des YadA®-
Wildtyps (Referenzstammes YadA®) vergleichbar, was durch Immunoblotanalysen der
Aullenmembranproteine ebenso gezeigt wurde, wie durch Immunofluoreszenzmikroskopie.
Dabei konnte auch gezeigt werden, dass alle rekombinanten Stamme gleichméaRig die YadA-

Varianten auf ihrer Oberflache exponiert haben (siehe Abbildung 4.5).

Eine essentielle Rolle fir die Insertion in die &ulere Membran und die Exposition von YadA
spielen nicht nur die 25 AS der Signalsequenz (Sec-abhangige Sekretion), sondern auch die
nachfolgenden funf AS hinter der Signalpeptidase-Schnittstelle. Werden die fiinf Kodons fir
diese AS deletiert fuhrt dies zur verminderten Produktion und Exposition der YadA-Varianten
(siehe 4.2). Verantwortlich dafir dirfte vermutlich die negative Nettoladung (AS D und E)
dieser finf AS (EEPED oder NNDEL) sein. Denn auch andere TAAs wie NadA oder Hsf,
welche Sec-abhéngig ins Periplasma transportiert werden, haben im unmittelbaren Anschluss
an die Signalsequenz negativ geladene AS (E und D). Zudem konnten Kavaja und Mitarbeiter
zeigen, dass die Nettoladung in diesem Bereich einen starken Einfluss auf den effizienten

Transport von Proteinen durch den Sec-Apparat hat (Kajava et al, 2000).

Der Einbau in die dullere Membran sowie die nachgewiesene Exposition (IF-Nachweis)
sprechen dafir, dass N-terminal verkirzte YadA-Varianten wahrscheinlich eine dhnlich dicht

gepackte YadA-Schicht (S-Layer &hnlich) bilden wie der YadA-Wildtyp. Deletionen der
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NTTD, welche nicht strukturiert sein sollte (Nummelin et al, 2004), haben somit keinen
Einfluss auf die YadA-Dichte auf der Bakterienoberflache, dafir jedoch teilweise auf den pl-
Wert und den GRAVY-Index der YadA-Varianten (siehe 4.4). Da YadA die komplette
Oberflache des Bakteriums bedeckt, ergeben sich dadurch auch Unterschiede in der
Oberflachenladung des Bakteriums (Hoiczyk et al, 2000). So wurden hier in der Verteilung in
einem biphasischen Dextran-PEG-Gemisch bei einem pH-Wert von 7,0 ein starker
Unterschied zwischen Yersinien mit YadA (z.B. Stamm YadA®) und Yersinien ohne YadA
(z.B. Stamm YadA®-0) nachgewiesen (siehe Abbildung 4.7). Dies steht im Einklang mit
friheren Beobachtungen (Schiemann et al, 1987). Auch dort konnte gezeigt werden, dass die
Expression von YadA Einfluss auf die Verteilung in einem biphasischen System hat. Die
errechneten pl-Werte aller YadA®-Varianten weisen eine relativ geringe Streuung auf (pl-wert
zwischen 6,45 und 6,92), ebenso wie die Verteilung der YadA®-Stamme im biphasischen
PEG-Dextran-Gemisch (siehe Tabelle 4.2 und Abbildung 4.7). Der pl-Wert der NTTD bzw.
von Teilen der NTTD bei den YadA®-Varianten mit Deletionen in diesem Bereich liegt bei
allen YadA°®-Varianten sogar bei unter 4,5. Die Nettoladung im Bereich der NTTD ist bei
allen YadA®-Varianten negativ (siehe Abbildung 5.1). Dies erklart den pl-Wert >7 bzw. >4,5
fur alle YadA°®-Varianten. Mit diesen Ergebnissen wiirde man einen hohen Anteil der YadA®-
Stamme in der hydrophilen Dextran-reichen Phase erwarten. Jedoch sammelten sich die
Bakterien an der Phasengrenze an. Dies kdnnte jedoch mit der Dichte der Bakterien und der

Dichte der Dextran-reichen Phase oder mit der Bildung von Bakterienaggregaten

zusammenhangen.
Nettoladung
NTTD der NTTD
|
Yada®  WTKDFKISVS AALISALFSS PYAFANNDEV HFTAVOISP SDPDSHVMIF OPEVRAPGGT NALAKGTHS| AVGASAEAAE RAAVAVGAGS -2
YadA®ss  MTKDFKISVS AALISALFSS PYAFANNDEL «vvvvve. PN SDPDSHVMIF QPEVRAPGGT NALAKGTHS| AVGASAEAAE RAAVAVGAGS -3
YadAs,;, MTKDFKISVS AALISALFSS PYAFANNDEL «vvvvvvevs vunnnnn MIF QPEVRAPGGT NALAKGTHSI AVGASAEAAE RAAVAVGAGS 2
YadA®s;  MTKDFKISVS AALISALFSS PYAFANNDEL «evvvnvvee vonnnnnnnn unnnn GGT NALAKGTHS| AVGASAEAAE RAAVAVGAG -2
YaA%: NTKDEKISVS AALISALFSS PYAFANNDEL «vxvovvsns crennnnans sonsusanas sasamsnnss sonevansen -MVAVGAG 2
YalA%, .. 'WIKDERIGVR: AALISACERE PYARANNDEL sisssnsns wimamnmanin susssnsiim snnssiess soiasmie seissave 2

Abbildung 5.1: Vergleich der ersten 90 AS der YadA-Varianten YadA®, YadA®’y, YadA®’y;, YadA's,
YadA®%; und YadA®g (von oben nach unten). Aminosauren, deren Seitenketten bei pH-Wert 7,0
negativgeladen sind, sind rot angegeben. Aminosduren, deren Seitenketten bei einem pH-Wert von 7,0
positivgeladen sind, sind blau markiert. Griin sind polare AS, deren Seitenketten bei einem pH-Wert von 7,0
keine Nettoladung tragen. Die YadA-Varianten YadA® und YadA°-HY unterscheiden sich in diesem Bereich
nicht in der Ladung.
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Der Stamm YadAP zeigt einen héheren pl-Wert und einen héheren Anteil der Bakterien in der
PEG-reichen Phase. Diese YadA-Variante hat eine positive Nettoladung im Bereich der
NTTD. Die YadA-Variante YadAP,4 hat einen noch héheren errechneten pl-Wert. Auch die
Verteilung im biphasischen PEG-Dextran-Gemisch war gegentiber dem Stamm YadAP noch
starker in Richtung der hydrophoben Phase verschoben. Dies liegt zum einen am Austausch
der AS26-30 (gegentiber YadAP, siehe Abbildung 5.2), da hier vier AS mit negativ geladenen
Seitenketten gegen zwei AS mit negativer Ladung und zwei polaren, neutralen AS
ausgetauscht wurden. Und zum anderen an der grof’en Anzahl basischer AS im Bereich der
AS45-85 und somit einer positiven Nettoladung im Bereich der NTTD (siehe Abbildung 5.2).
Die Deletion der neun basischen AS in diesem Bereich der YadA-Varianten YadAPgs und
YadAPgs flihrte zu einem niedrigeren pl-Wert dieser YadA-Varianten. Dies zeigt auch die
geringere prozentuelle Anreicherung dieser beiden Stdamme in der hydrophoben Phase der
PEG-Dextran-Mischung.

Nettoladung
der NTTD

[} +1
[} +3
M 3
M 2

NTlTD

YadA®  IKOFHISHS AALISHLESS PYAFAEEPED GIDGIPRLSA VOISPIVOPK LGWGLIPARP LRCEIPHLP PROPOGRERK RARLAEAICP CYLGAGGLAN RAKDPISIAT GATAEAN
YadAPqq  IKOFHISHS AALISHLESS PAKVDEL oo oo PAVOPK LGWGLIRARP LRCEIPHLP PROPOGRERK RARLAEAICP CYLGAGGLAR RAKDPYSIAT GATAEAN
YacAPes NTKDFRISHS MALISHLESS PYAFHNDEL ocvees svnnnnnsns wunmmnenns suvsmnsnns s s EAICP CHLGAGGLAA RAKDPYSIAT GATAEAN
YadaPys  HIKOFKISHS MALISKLESS PIAFAVDEL -evvee cvvvvsnnns wovsssnnns sovmmnmnns sosmssnnns sesssssses sonn G6LIA RAKOPYSIAI GNTAEM

S o= o= 5=

Abbildung 5.2: Vergleich der ersten 120 AS der YadA-Varianten YadAP, YadAP,, YadAPs und YadAPgs
(von oben nach unten). Aminoséauren, deren Seitenketten bei pH-Wert 7,0 negativgeladen sind, sind rot
angegeben. Aminosauren, deren Seitenketten bei einem pH-Wert von 7,0 positivgeladen sind, sind blau markiert.
Grin sind polare AS deren Seitenketten bei einem pH-Wert von 7,0 keine Nettoladung tragt.

Zur Charakterisierung der YadA-Varianten wurden auch die Autoagglutinationseigenschaften
in Suspension gemessen. Daftr wurden von allen Stdammen die GroRe der Partikel erstmalig
im  Durchflusszytometer bestimmt und auf dieser Grundlage Unterschiede im
Autoagglutinationsverhalten der YadA-Varianten ermittelt. Interessant ist, dass im Vergleich
zum Referenzstamm YadA?®, sowohl kleinere als auch gréBRere Bakterienaggregate auftreten
konnen. Die Stamme WAC und YadA®-0 zeigten wie erwartet keine Autoagglutination (siehe
4.6.1). Bei beiden Stdimmen wurden ausschliel3lich Einzelbakterien im Durchflusszytometer
nachgewiesen. Dies war ebenso bei den Stammen YadAPgs und YadAPgs der Fall. Einige
wenige Aggregate konnten bei YadA°®sg im Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Dies

lasst auf eine stark verringerte Autoagglutination schlielen, welche jedoch nicht vollig
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aufgehoben ist. YadA®%7, YadA®;, YadA®s, YadAP und YadAP,, zeigten keine auffélligen
Unterschiede in der Autoagglutinationsstarke zum Referenzstamm YadA®. Als sehr
interessant erweisen sich die beiden Stamme YadA®gs und YadA®-HY. Zwar zeigt YadA®gs
keinen Unterschied in der Autoagglutination zu Stamm YadA®, da jedoch eine hydrophobe
Region im Kopfbereich im VVorgang der Autoagglutination involviert zu sein scheint bzw. die
Kopfbereiche der YadA-Proteine der unterschiedlichen Bakterien direkt miteinander
interagieren (elektronen-mikroskopische Aufnahmen von Hoiczyk zeigen dies gut), hédtte man
von einem Verlust der Autoagglutination bei Stamm YadA®gs (kopfloses YadA®) ausgehen
konnen (Hoiczyk et al, 2000; Tamm et al, 1993). Mdglicherweise kdnnen sich jedoch die
Stiele der kopflosen YadA-Proteine ebenfalls in einer ,,Zipper“-&hnlichen Art und Weise
miteinander verknlpfen, vergleichbar zum Referenzstamm YadA®. Die YadA-Variante
YadA®-HY hingegen zeigt die starkste Autoagglutinationseigenschaft im Vergleich zu YadA®
und den anderen YadA-Varianten. Elektronenmikroskopische Aufnahmen dieses Stammes
zeigen die gleiche Art der Vernetzung durch die Interaktion der Kopfregionen zweier YadA-
Proteine miteinander (Hoiczyk et al, 2000). Eine starkere Wechselwirkung durch eine
veranderte Kopfstruktur scheint die wahrscheinlichste Erklarung fur die gesteigerte Anzahl
und Grole der bakteriellen Aggregate zu sein. Autoagglutination kann ebenfalls beim E. coli
TAA EibD festgestellt werden. Auch hier wird eine Wechselwirkung zwischen den Képfen
der EibD-Proteine verschiedener Bakterien, wie bei YadA, gezeigt (Hoiczyk et al, 2000; Leo
et al, 2011). Wahrend bei den YadA°®-Varianten eine Verkiirzung der NTTD zunachst zu
einem negativen Einfluss auf das Autoagglutinationsvermdgen fiihrt (starke Verringerung der
Autoagglutination bei YadA®sg), zeigen sich bei zunehmender Deletion der NTTD und des
Kopfes von YadA® keine Veranderung der Autoagglutinationsstarke gegeniiber YadA®. Bei
YadAP verhalt es sich umgekehrt. So fiihrt eine Deletion des ersten Teils der NTTD (YadAP,4)
zu keinem Unterschied in der Autoagglutinationsstarke. Werden jedoch groliere Bereiche der
NTTD deletiert (YadAPgs und YadAPgs), flihrt dies zu einem Verlust der Autoagglutination.
Es konnten keine einheitlichen Muster, welche an der Autoagglutination beteiligt sind, in der
NTTD erkannt werden. Ebenso konnte kein Zusammenhang zwischen Nettoladung, pl-Wert
oder Oberflachenladung im YadA-Kopfbereich der Yersinien und der Autoagglutination

nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.3: Grafische Darstellung der Bindung zweier Yersinien mittels YadA. Nicht-mafRstabsgetreue
Darstellung.

5.2 invitro vermittelte YadA-Bindung an ECM-Proteine

5.2.1 Yersinien-Bindung an immobilisierten Kollagen und geldstes Kollagen

In den spaten 1980er und friihen 1990er Jahren konnten verschiedene Gruppen einen
Zusammenhang zwischen YadA und der Bindung von Kollagen von Yersinien zeigen
(Emody et al, 1989; Schulze-Koops et al, 1992; Tamm et al, 1993). Analysen zur Struktur-
Funktion von YadA konnten die Kollagenbindung dem YadA-Kopfbereich zuweisen
(Kollagen-Bindedoméne, CBD). YadA-Varianten mit Mutationen im ,,3-roll* Bereich in der
CBD verloren die Fahigkeit Kollagen zu binden (Roggenkamp et al, 1995; Tahir et al, 2000).
Bei der Bindung an immobilisiertes Kollagen wird die Kollagenbindungsfahigkeit gemessen.
Dies bedeutet, dass indirekt die Menge an gebundenen Yersinien an eine vorgegebene Menge
an immobilisiertem Kollagen auf einer definierten Flache gemessen wird. Somit kann
bestimmt werden, wie grol} die Anzahl der gebundenen Yersinien ist, die von Kollagen
gebunden werden kann. Zwei grundsatzliche Bindemodelle sind dabei moglich (siehe
Abbildung 5.4) Auf der einen Seite das Gleichgewichtsmodell, in dem ein standiger
Austausch von kollagenbindenden Yersinien und Yersinien in Suspension vorkommt, und auf
der anderen Seite das Expressions- oder Selektionsmodell, in dem alle YadA produzierenden
Yersinien (unabhangig von der Oberflachendichte) an Kollagen binden und Yersinien, welche
kein YadA bzw. nicht die kritische YadA-Dichte exprimieren, in Suspension verbleiben. Eine
Erweiterung des Expressionsmodells stellt das Aggregatmodell dar. Hier wird auch die

Féahigkeit von YadA zur Autoagglutination mit einbezogen.
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Abbildung 5.4:Drei mdgliche Bindemodelle an immobilisiertes Kollagen (ECM-Protein) im ELISA-
Aufbau. links: Gleichgewichtsmodell, mitte: Expressionsmodell, rechts: Aggregatmodell

Da flr YadA-Varianten, welche signifikante Unterschiede in der Autoagglutination zeigten
keine signifikanten Unterschiede oder erkennbare Trends in der Bindungsfahigkeit an
Kollagen bestimmt werden konnten, scheint die Aggregatbildung bei der Bindung an
immobilisierte ECM-Proteine keine bedeutende Rolle zu spielen. Da auch keine Unterschiede
in der Exposition von YadA in den WA(pYVO8-x)-Stdammen zu sehen war, scheint das

Gleichgewichtsmodell letztendlich ebenfalls unwahrscheinlich.

Die in dieser Arbeit getesteten YadA-Varianten mit kurzen Deletionen im nicht-strukturierten
N-terminalen Bereich zeigten Bindung von Kollagen, welche jedoch im Vergleich zu Stamm
YadA® geringer ist (siehe Abbildung 4.9). Zwischen den einzelnen Stammen mit den
unterschiedlichen  YadA®-Varianten bestanden in den Bindungsfahigkeiten von
immobilisierten ECM-Proteinen jedoch kaum Unterschiede. Auch die YadAP-Stamme
zeigten eine geringere Bindung an immobilisiertes Kollagen als der Stamm YadA®. Nur der
Stamm YadA®gs (Deletion der Kopfdomine) zeigte, wie erwartet, keine Bindung an
immobilisiertes Kollagen, wie auch YadA®-HY. Interessant ist die geringe Bindungsfahigkeit
von YadAP. Zwar weisen groRe Teile der CBD (YadA® AS58-188 und YadAP AS96-226)
beider YadA-Varianten Sequenzidentitdt auf (85,4%), jedoch sind auch einzelne AS-
Abschnitte im N-terminalen und C-terminalen Bereich der Kollagenbindedoméne
unterschiedlich (siehe Abbildung 5.5).
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vadd® 58 GGTNABAKGT HSHAMGASAE AAERAANANG AGSHATGENS MANGPESKAE GBSANMTNGAG STAQKBGMAN 127
vads* 95 GGENARAKBP NMSHANGATAE AAKPAANANG SGSHATGENS MANGPESKAE GDSAMTNMGAS STAQKBGMAN 165
GGXNAXAKXX XSIAXGAXAE AAXXAAVAVG XGSIATGVNS VAIGPLSKAL GDSAVTYGAX STAQKDGVAI

[l
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YadA® 128 GARASTSBTG WAMGENSKNMB AKNSMWANGHS SHUMMBHBNS WANGBRSKTH RENSMSHGHE S 188
vadA® 166 GARASASHETG MAMGENSKNMB AQNSMANGHS SHUMAABHGNS WANGBHSKTD RENSMSNGHE S 226
GARASXSDTG VAVGFNSKVD AXNSVAIGHS SHVXXDHXYS IAIGDXSKTD RXNSVSIGHE S

RIS TGS JRSTATHS el INCDSD fS

Abbildung 5.5: Sequenzvergleich der CBD von YadA® (AS58-188, oben) und YadAP (AS96-226, unten).
Die Proteine weisen im Bereich der CBD eine Sequenzhomologie von 85,4% auf.

> [

Dies konnte durchaus Einfluss auf die Kollagenbindungsfahigkeit haben. Sowohl in YadA®
als auch YadAP kann das NSVAIG-Motiv gefunden werden. Ob jedoch das NSVAIG-Motiv
wirklich eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Kollagen spielt, ist bisher nicht
uberzeugend bewiesen worden (Leo et al, 2008). Auch andere TAAs, welche kein Kollagen
binden, haben dieses Motiv (Mihlenkamp et al, 2015). Zudem hat YadAP in der NTTD
zusatzlich 32 AS gegeniiber YadA®. Dieser Unterschied und die Unterschiede in der AS-
Sequenz in der CBD koénnten eine leicht unterschiedliche Struktur der CBD und dadurch eine
Beeinflussung der Kollagenbindungsféhigkeit verursachen (Nummelin et al, 2004). Die
Unterschiede der YadA®%-Varianten und YadAP;-Varianten zu den Wildtyp-Varianten YadA®
bzw. YadAP kénnten durch eine Destabilisierung der ,,B-roll“ verursacht werden. Dies wiirde
auch erkléaren, warum kaum Unterschiede in der Bindung an immobilisiertes Kollagen nach
Deletion von Teilen der NTTD zu anderen YadA-Varianten innerhalb der YadA®%- bzw.
YadAP-Varianten nachgewiesen werden konnten. Die Daten zeigen also, dass keine
Kollagenbindestelle in der NTTD vorhanden ist, jedoch die Kollagenbindestelle im

Kopfbereich des YadA durch Deletionen im Bereich der NTTD beeinflusst werden kann.

In dieser Arbeit lassen sich kaum Unterschiede bei der Bindung den einzelnen YadA-
Varianten von immobilisiertem Kollagen Typ | und immobilisiertem Kollagen Typ IV
nachweisen. Kempf und Mitarbeiter sind zu dhnlichen Ergebnissen gekommen (Mdller et al,
2011). Jedoch konnte in der Arbeit von Miller et al. auch gezeigt werden, dass sich die
Bindung an immobilisiertes Kollagen Typ | von der Bindung an immobilisiertes Kollagen

Typ IV unter dynamischen Bedingungen (Strémungskammer) unterscheidet. Die Bindung an
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immobilisiertes Kollagen Typ | unter statischen und dynamischen Bedingungen wies jedoch
keine Unterschiede auf.

Die Immobilisierung von ECM-Protein auf eine Oberflache kann die Struktur des ECM-
Proteins verandern und somit auch die Bindestellen. Dies kdnnte zu einer ,artifiziellen«
Bindung der Yersinien tber YadA an Kollagen fiihren. Deshalb wurde erstmalig auch die
Bindung von Kollagen in Suspension mittels Zytofluorometrie untersucht. Diese Experimente
kommen physiologischen Bedingungen naher und bringen zudem zusétzliche Informationen,
da nicht die Kollagenbindungsfahigkeit ~ gemessen  wird,  sondern  die
Kollagenbindungskapazitat. Die Kollagenbindungskapazitat zeigt zum einen, wie viele
Yersinien Kollagen gebunden haben, und zum anderen auch, wieviel Kollagen pro

Einzelbakterium gebunden wird.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Kollagenbindungskapazitat unterschieden sich stark von
den Ergebnissen der Kollagenbindungsféhigkeit an immobilisiertes Kollagen. Da Kollagen zu
Bakterienaggregaten fiihrt, wurden bei den gemessenen Ergebnissen nur Einzelbakterien
(62%-84% der Gesamtpopulation) fiir die quantitativen Bestimmungen berlicksichtigt. In den
Messungen der Bindung von Kollagen in Suspension im Durchflusszytometer
(Kollagenbindungskapazitat) zeigen sich bei den Stammen der YadA®-Varianten kaum
Unterschiede. Weder in der prozentualen Menge an bindenden einzelnen Yersinien, noch in
der Menge des gebunden Kollagens pro Einzelbakterium. Nur Stamm YadA®s; zeigte eine
signifikant geringere Bindung von Kollagen im Vergleich zu Stamm YadA°®. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen der Kollagenbindungsfahigkeit. Bei den YadAP-Varianten ist
das Ergebnis noch Uberraschender. Wahrend bei YadAP,;; und YadAPgs (iber 80% aller
Einzelbakterien Kollagen binden, waren es bei YadAP und YadAPgs nur rund 40%. Jedoch
zeigten alle YadAP-Varianten mehr gebundenes Kollagen pro Bakterium, wenn
Kollagenbindung vorhanden war, als bei YadA°® und seinen Varianten YadA®;.

Bei Stamm YadAP scheint eine Erklarung fir die geringe Anzahl an gebundenen Yersinien an
immobilisiertes Kollagen zunachst sehr einfach. Die Daten der Bindung von Stamm YadAP an
Kollagen in Suspension zeigen, dass zwei unterschiedliche kollagenbindende Populationen
vorhanden sind: Population A, welche kein Kollagen bindet, und Population B, die sehr gut
bindet. Ein ahnliches Ergebnis zu Stamm YadAP zeigt der Stamm YadAPgs in Suspension,
wogegen die Stamme YadAPs und YadAPgs (iberwiegend aus einer kollagenbindenden

Population bestehen. Jedoch zeigen nicht nur Stamm YadAP und Stamm YadAPgs eine geringe
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Bindungsfahigkeit an immobilisiertes Kollagen im Vergleich zu Stamm YadA?®, sondern auch
die Stamme YadAP,, und YadAPgs. Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass es sich
bei der Bindung an immobilisiertes Kollagen um einen anderen Bindungsmechanismus

handeln muss als bei der Bindung an l6sliches Kollagen.

Am Wahrscheinlichsten scheint eine Beeinflussung der Bindung durch die Immobilisierung
des Kollagens und der dadurch moglicherweise veranderten Struktur des Kollagens zu sein. In
friheren Experimenten in unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass YadA® zwei
Bindestellen fiir Kollagen in der CBD aufweist (Gramlich, 2014). Eine dieser Bindestellen
kann durch das synthetische Tripeptid (POG)1o (Kollagenbindestelle A) inhibiert werden, die
andere Bindestelle (Kollagenbindestelle B) jedoch nicht. Denkbar waére, dass
Kollagenbindestelle A besser an immobilisiertes Kollagen binden kann als an Kollagen in
Suspension. Kollagenbindestelle A kdnnte zudem durch Deletionen im Bereich der NTTD
verandert werden und dadurch die Bindungseigenschaften an Kollagen z.B. negativ

beeinflussen.

5.2.2 Bindung von (POG)10 an YadA und Inhibierung der Kollagenbindung durch
(POG)10 in Suspension

Um eine bessere Erklarung fir die Unterschiede zwischen der Kollagenbindungsfahigkeit und
der Kollagenbindungskapazitat zu finden, wurden Versuche durchgefiihrt, um die Yersinien-
Bindungskapazitat fiir das synthetische trimere Oligopeptid (POG)1 und die Inhibierung der
Kollagenbindung durch (POG)1o zu bestimmen. Zur Messung der (POG)1o-Bindungskapazitat
wurden die  Yersinien mit Dy647-(POG);o inkubiert und anschlieRend im
Durchflusszytometer die Fluoreszenzintensitdt der Einzelbakterien bestimmt. Eine
Verénderung der YadA-Bindungseigenschaften von (POG);o und Dy647-(POG); aufgrund
der Markierung mit Dy647-Molekilen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Alle YadA®’-Varianten, welche Dy647-(POG)y, binden konnen, zeigen bei einer
Konzentration von 0,1 pg/ml Dy647-(POG)1o keine signifikanten Unterschiede in der Dy647-
(POG)10-Bindungskapazitat (siehe Abbildung 4.24 und Abbildung 4.25). Einzige Ausnahme
bildet der Stamm YadA®s;. Hier zeigen sich signifikante Unterschiede sowohl in der
Bindungskapazitat als auch in der Anzahl der Dy647-(POG)10-bindenen Yersinien gegentiber
Stamm YadA°®. Die Stamme, welche kein Kollagen binden (YadA®-0, YadA®-HY, YadA®gs),
binden ebenfalls kein Dy647-(POG)i. Die Stamme YadAP und YadAP, zeigen keine
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signifikanten Unterschiede in der Bindungskapazitit gegentiber der von Stamm YadA°®. Bei
den Stammen YadAPgs und YadAPgs ist die Bindungskapazitat von Dy647-(POG)y, signifikant
hoher als die von Stamm YadAP. Bei einer Erhohung der Konzentration von Dy647-(POG)1
auf 10 pg/ml verandert sich die gemessene Bindungskapazitat im Verhaltnis zu Stamm YadA®
deutlich. Hier zeigten die MFI-Werte einen dhnlichen Verlauf zu den
Bindungsfahigkeitswerten der YadA°®-Stamme im ELISA mit immobilisiertem Kollagen Typ |
(siehe Abbildung 4.9 und Abbildung 4.25). Dies deutet, wie bereits zuvor angesprochen,
darauf hin, dass zwei Bindestellen (Kollagenbindestelle A und Kollagenbindestelle B, siehe
5.2.1) fur Kollagen Typ | bzw. (POG);o in der CBD des Kopfes von YadA vorhanden sind.
Eine der beiden Kollagenbindestellen konnte durch Verdnderungen der Struktur der
Kopfdomane durch Deletionen im Bereich der NTTD beeinflusst werden. Fir den YadA®s;-
Stamm konnte diese Bindestelle sogar soweit verandert sein, dass die Bindestelle A nicht
mehr funktional ist und nur noch die Bindestelle B fur die (POG)y,- und
Kollagenbindungsfahigkeit verbleibt (siehe Abbildung 4.25). Alle YadAP-Varianten binden
Dy647-(POG)1o bei einer Konzentration von 10 pg/ml deutlich schlechter als der Stamm
YadA°®. Dies konnte daraufhin deuten, dass hier nur eine Bindestelle in der CBD fiir Kollagen
Typ | vorhanden ist oder die zweite Bindestelle (POG)o nicht binden kann. Es ware auch
denkbar, dass die Bindung zwischen Kollagen bzw. (POG)4 in der Kollagenbindestelle A bei
den YadAP-Stammen nicht so stark ist wie bei Stamm YadA®. Dies konnte dazu fiihren, dass
sowohl die Bindung an immobilisiertes Kollagen als auch die Bindung von Kollagen in
Suspension die Bindung zwischen den YadAP-Stimmen und Kollagen an der
Kollagenbindestelle A leichter durch Scherkréfte gelost werden kann. Somit konnte die
Anzahl an Kollagen gebundenen Yersinien fir die YadAP-Stamme bzw. deren

Bindungskapazitat niedriger erscheinen.

Um weitere Hinweise Uber die Positionen der beiden Kollagenbindestellen in der CDB von
YadA zu erhalten und ob YadAP zwei Bindestellen fir Kollagen besitzt, wurden
Inhibierungsversuche fir die Bindung von Kollagen Typ I durch (POG);o durchgefiihrt. Um
die Inhibierung zu quantifizieren, wurden die Yersinien zundchst mit unterschiedlichen
Konzentrationen an (POG)1o (0 pg/ml, 1 pg/ml, 10 w/ml und 50 p/ml) und anschliefend mit
Alexa488-konjugiertem Kollagen Typ | (10 pg/ml) inkubiert. Im Durchflusszytometer wurde
dann der MFI der Einzelbakterien bestimmt.

Die Kollagenbindungsféahigkeit der Einzelbakterien nahm stetig ab mit steigender (POG)10-
Konzentration, bis maximal um 35 Prozent (siehe Abbildung 4.27 und Tabelle 4.5). Bei den
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Stammen YadA®, YadA®%;, YadAP und YadAPys (siehe Abbildung 4.27) konnte anfanglich
eine Zunahme der kollagenbindenden Einzelbakterien gemessen werden. Dies kdnnte auf die
Autoagglutinationsinhibierung durch (POG);o zuriickzufiihren sein (Gramlich, 2014). Die
MFI fur Alexa488-Kollagen Typ | nimmt bei allen Stdimmen jedoch mit zunehmender
Konzentration an (POG), stetig ab, wobei die Unterschiede zwischen 10 pg/ml und 50 pg/ml
(POG)10 nur noch sehr gering sind ((POG)10-Séttigung). Dies bestétigt die Ergebnisse, welche
bei vorangegangenen Experimenten mit dem Stamm YadA® erzielt wurden (Gramlich, 2014).
Bei den YadAP-Stammen flihrt (POG)yo zu einem starkeren Abfall der MFI als bei den
kollagenbindenden YadA°®-Stammen. Bei 50 pg/ml (POG)yo weisen alle kollagenbindenden
Stamme in etwa die gleiche MFI-Werte auf. Dies deutet auf eine stark konservierte
Kollagenbindestelle hin, die nicht durch Deletion in der NTTD beeinflusst wird. Ebenso sind
keine signifikanten Unterschiede der (POG);p-inhibierten Kollagenbindung zwischen YadA®
und YadAP festzustellen. Somit lassen diese Ergebnisse darauf schlieRen, dass die
Kollagenbindestelle B, welche ausschlieBlich Kollagen bindet und nicht durch (POG)i
inhibiert werden kann, in der CBD lokalisiert ist. Die Kollagenbindestelle A, welche sowohl
Kollagen als auch (POG);o binden kann, sollte weiter N-terminal positioniert sein. Dies
konnte auch die inhibierende Wirkung der Autoagglutination erklaren. Die dafiir zustandige
Region wird bei Y. enterocolitica O:8 im Bereich der AS80-101 im Kopfbereich von YadA
vermutet (Tamm et al, 1993). Die verminderte Bindungskapazitit von (POG)19 von YadA®s;
unterstitzt die Annahme, dass die Kollagenbindestelle A ebenfalls in diesem Bereich
lokalisiert ist. Die (POG)o-/Kollagenbindungsexperimente zeigen, dass auch YadAP zwei
Bindestellen flr Kollagen haben sollte. Die Kollagenbindestelle A kann dabei sehr gut durch
(POG)yo inhibiert werden. Dies zeigt sich dadurch, dass die MFI fiir Alexa488-kojugiertes
Kollagen Typ | schon bei niedrigen Konzentrationen von (POG)yo reduziert wurde. Die
Kollagenbindestelle B lasst sich, wie bei YadA°®, ebenfalls nicht durch (POG)yo blockieren.
Dies deutet auf eine schwachere Bindung von Kollagen an der Kollagenbindestelle A im
Vergleich zu Kollagenbindestelle B hin. Dies konnte, wie bereits oben erwéhnt, eine
Erklarung fir die unterschiedlichen Bindungsmuster fir immobilisiertes Kollagen und

Kollagen in Lésung sein.

Mit den vorliegen Ergebnissen lasst sich das Modell Uber die Kollagenbindestellen im
Kopfbereich von YadA, welches von Gramlich (2014) eingefiihrt wurde, erweitern (siehe
Abbildung 5.6). Die Kollagenbindestelle A, welche sowohl (POG)y als auch Kollagen Typ |
binden kann, befindet sich im Bereich YadA® AS80-101 der CBD. Die Kollagenbindestelle B,
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welche Kollagen Typ | nicht jedoch (POG)yo binden kann, sollte sich im Bereich YadA®
AS102-188 der CBD befinden. Deletionen im Bereich der NTTD haben méglicherweise
einen Einfluss auf die Struktur im N-terminalen Bereich der CBD und beeinflussen dadurch

die Bindung an Kollagen Typ I und vor allem (POG);o (Kollagenbindestelle A).
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(POG),, 2PN

Kollagen Typ | ZROXRZRONONN

Kollagenbindestelle A A

(YadA® AS80-101) .

Kollagenbindestelle B A

(YadA® AS102-188)

Abbildung 5.6: Schematische Darstellung der verschiedenen, potentiellen Bindungsstellen fur Kollagen
Typ | in YadA. Darstellung der beiden Kollagenbindestellen im Kopfbereich (Ldnge ~5 nm) von YadA.
Wahrend die Kollagenbindestelle A sowohl Kollagen Typ | (Durchmesser ~2 nm) als auch (POG), (Lénge ~4,5
nm) binden kann, bindet die Kollagenbindestelle B kein (POG),, (modifiziert nach (Gramlich, 2014) und
Nummelin et al (2004). Kollagen- und (POG),,-Fibrillen nicht malRstabsgetreu dargestellt.
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5.2.3 Bindung von Yersinien an immobilisiertes Laminin

Es wurde bereits in den friihen 1990er Jahren gezeigt, dass YadA Laminin binden kann und
diese Bindung schwacher als die Bindung an Kollagen zu sein scheint (Fliigel et al, 1994,
Tamm et al, 1993). In dieser Arbeit wurde die Lamininbindungsfahigkeit fur YadA an
immobilisiertes Laminin untersucht. Dafur wurden Mikrotiterplatten, welche mit Laminin (1

pg/ml) beschichtet wurden, in einem ELISA-Aufbau verwendet.

Die Bindungsfahigkeit an Laminin der YadA®%-Stamme nimmt mit zunehmender Deletion des
N-Terminus von YadA® stetig ab (siehe Abbildung 4.10). Stamm YadA®gs, bei dem der
komplette Kopfbereich von YadA deletiert ist, zeigt keine Bindung an Laminin. Die stetige
Abnahme der Bindungsfahigkeit der YadA®-Stamme mit zunehmender Deletion im N-
terminalen Bereich von YadA zeigt eine Beteiligung der NTTD in der Bindung an Laminin.
Es lasst sich jedoch nicht zeigen, ob Strukturveranderungen oder eine fortschreitende
Denaturierung der Bindungsstelle daftr verantwortlich sind (siehe Abbildung 5.8). Dies wird
durch die Daten von Skurnik und Mitarbeitern unterstiitzt. Hier konnte bei einem Y.
enterocolitica O:8 Stamm, welcher ein YadA mit einer Deletion der AS80-101 produziert, ein

Verlust der Bindung an Laminin gezeigt werden (Tamm et al, 1993).

Interessanterweise zeigt Stamm YadAP, wie bei der Bindungsfahigkeit an immobilisiertes
Kollagen, eine signifikant geringere Bindungsfahigkeit an immobilisiertes Laminin im
Vergleich zu Stamm YadA®. Ebenfalls wie bei der Bindungsfahigkeit an immobilisiertes
Kollagen zeigen die Stamme YadAPs, YadAPgs und YadAPgs eine signifikant hohere
Bindungsfahigkeit fir immobilisiertes Laminin gegeniiber Stamm YadAP (siehe Abbildung
4.10). Leider konnte aus technischen Grunden im Durchflusszytometer nicht zwischen
lamininbindenden und nicht-lamininbindenden Populationen differenziert werden, da die
verwendeten Anti-Laminin-Antikorper kein deutliches Signal zeigten. Offensichtlich wird die
Bindungsfahigkeit von YadAP durch Deletion von N-terminalen AS verstarkt. Ob dies mit
einer Strukturveranderung oder Denaturierung von Bindungsregionen zusammenhangt bleibt,
wie bei YadA?®, offen.

5.2.4 Bindung von Yersinien an Fibronektin und Fibronektinfragmente

Mit Kollagen und Laminin ist Fibronektin das wichtigste ECM-Protein des menschlichen

Kaorpers. In friheren Arbeiten wurde die Bindung von YadA an Fibronektin bereits untersucht

(Heise & Dersch, 2006; Schulze-Koops et al, 1993; Tertti et al, 1992). Aufgrund der
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unterschiedlichen Versuchsanordnungen, der Verwendung sowohl von pFn als auch cFn und
unterschiedlicher Yersinienstamme ergaben sich jedoch teilweise kontroverse Ergebnisse.
Deshalb wurde in dieser Arbeit die Untersuchung des Einflusses der NTTD sowohl bei YadA®
als auch YadAP fir die Bindung von cFn und pFn in immobilisiertem Zustand und in

Suspension untersucht.

Die Bindungsfahigkeit an immobilisiertes pFn ist fir den Stamm YadA® héher als fir den
Stamm YadAP. Bei beiden Stammen konnte eine signifikant héhere Bindungsfahigkeit an
immobilisiertes pFn gemessen werden als beim Stamm YadA®jgs. Interessanterweise zeigte
jedoch auch Stamm YadA®gs (kopfloses YadA) eine Bindung an immobilisiertes pFn. Um
mehr Erkenntnisse Uber die Bindungsstellen in pFn fir YadA zu erlangen, wurden
unterschiedlichste Fibronektinfragmente immobilisiert und die Bindung von verschiedenen
YadA-Varianten in Vorversuchen untersucht. Dabei zeigte sich sowohl im N-terminalen
Bereich von pFn als auch in der Region FN-1117-10 eine sehr hohe Bindungsfahigkeit der
untersuchten Yersinien-Varianten. Daruiber hinaus konnten bereits fir andere bakterielle
Adhésine Bindestellen im N-terminalen Bereich von Fibronektin identifiziert werden
(Henderson et al, 2011). Die Bindungsergebnisse fir die Stamme YadA® YadA®gs und
YadA®-HY hinsichtlich der Bindung an verschiedene FN-II17-10-Fragmente (FN-I117-
10RGD, FN-I117-10RGE und FN-1117-10ARGD) zeigen, dass die Bindung in diesem Bereich
nicht vom RGD-Motiv des Fn (Bindung an Integrine) abhdngig ist. Es zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede in der Bindungsféhigkeit der drei Stdimme an diese drei Fragmente
(siehe Abbildung 4.12). Fir die Untersuchung der Bindung an die N-terminale Region von
pFn wurden die Fragmente FN-11-5 und FN-11-9 verwendet. Wahrend im Fragment FN-11-9
die Kollagenbindestelle noch vorhanden ist, fehlt diese bei Fragment FN-11-5. Nur fur die
Stamme YadA°®, YadAP und YadAP,, konnte eine Bindung an die Fragmente nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 4.13). Somit konnten erstmalig zwei Bindestellen in
immobilisiertem pFn fir Yersinien identifiziert werden, von der mindestens die Bindestelle
im N-terminalen Bereich von pFn direkt von YadA abhéangt. Diese Daten zeigen zudem, dass
die spezifische Bindungsstelle fir den N-terminalen Bereich (FN-I1-5) von pFn in der NTTD
von YadA lokalisiert ist (siehe Abbildung 5.8) und stehen teilweise in Einklang mit den Daten
fir Y. pseudotuberculosis der Arbeitsgruppe Dersch (Heise & Dersch, 2006), welche ihre
Versuche jedoch alle in einem Y. pseudotuberculosis Hintergrund durchgefiihrt haben und
nicht in einem Y. enterocolitica Hintergrund wie in dieser Arbeit. Sie konnten fir YadAP

ebenfalls eine Bindung in der NTTD nachweisen. Daruber hinaus konnte nachgewiesen

135



Diskussion

werden, dass eine 32 AS lange, fur YadAP spezifische Sequenz fiir die Bindung an cFn
verantwortlich ist. Bei Stamm YadAP wird die Bindestelle fiir Fibronektin in der NTTD
vermutlich teilweise durch die N-terminale Domdne AS30-44 maskiert. Dies wird durch die
hohere Bindungsfahigkeit von Stamm YadAP4, im Vergleich zu Stamm YadAP bestatigt. Fur
Y. enterocolitica O:8 Stamm 8081 konnte in der Arbeit von Dersch und Mitarbeitern jedoch
keine Bindung an immobilisiertes cFn nachgewiesen werden. Diese Diskrepanzen kdnnten
zum einen an der Verwendung von pFn-Fragmenten in dieser Arbeit und zum anderen an den
oben genannten unterschiedlichen Yersinia-Hintergrinden liegen. Ein Sequenzvergleich des
YadA® der beiden Y. enterocolitica O:8 Stamme 8081 und WA-314 zeigt zehn
unterschiedliche AS in der NTTD beider YadA® (siehe Abbildung 5.7).

YadA®0:8 WA314 NNBEMHETAM QlisPNSBPBS HUMHEEQPEMR APGGTNAEBAK GTHSHANGAS AEAAERA
YadA®0:88081 NNBDEMHETAM QUSPNABPDS HUMMEQPAAE AEGGTNAEAK SHHSHNANGAS AEAAKQA
NNDEVHFTAV QISPNXDPDS HVXIFQPXXX AXGGTNALAK XXHSIAVGAS AEAAXXA

IOEVRFTAY QISPReDPOS RV TFCPeo ReGGTIALAK stHSIAVGAS AERAged

Abbildung 5.7: Aminosauresequenzvergleich der AS26-57 (NTTD) von YadA zweier Y. enterocolitica O:8
Stamme. Die Aminosauresequenzen stammen von YadA® von Y. enterocolitica O:8 Stamm WA314 und YadA®
von Y. enterocolitica O:8 Stamm 8081. YadAe 8081 wurde von der Arbeitsgruppe Dersch bei Experimenten zur
Bestimmung der Bindungsfahigkeit von cFn verwendet (Heise & Dersch, 2006).

Da pFn im menschlichen Kdrper im Blutplasma in loslicher Form vorliegt, wurde auch die
Bindung von YadA von Fibronektin in geléstem Zustand untersucht. Das
Durchflusszytometer erwies sich dabei als nicht geeignet flr die Bindungsuntersuchungen
von Fibronektin an Yersinien (kein Nachweis uber Anti-Fibronektin-Antikdrper oder
Alexa488-markiertes Fibronektin wegen des sehr niedrigen Fluoreszenzsignals, welches sich
nicht von der Hintergrundfluoreszenz unterschied, maoglich). Deshalb wurde die
Bindungskapazitdt der WA(pYVO8-x)-Stimme mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
untersucht. Daflr wurden die Yersinienstimme zundchst mit Fibronektin inkubiert,
anschlieBend auf Objekttragern fixiert und die Bindung von Fibronektin mittels indirekter
Immunofluoreszenzmikroskopie (Anti-Fibronektin-Antikdrper) untersucht (siehe Abbildung
4.30).

Fur YadA®-Stamme konnte keine Bindung von pFn nachgewiesen werden. Fir die Stamme

YadA® und YadA®-HY konnte mit cFn eine Bindung an Bakterienaggregate gezeigt werden,
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jedoch nur sehr schwach an Einzelbakterien. Wahrend Stamm YadA® g3 noch eine Bindung
von immobilisiertem pFn zeigte, ist in Suspension weder eine Bindung von pFn noch von cFn
nachzuweisen. Bei den Stammen YadAP und YadAP44 konnte eine Bindung sowohl von pFn
als auch von cFn festgestellt werden. Dabei zeigte die Bindung von cFn bei beiden Stammen

eine starkere Fluoreszenz als die von pFn.

Die Bindungsstelle von cFn ist im Kopfbereich von YadA® lokalisiert. Dieser Befund steht im
Einklang mit den Bindungsergebnissen von Stamm YadA® mit den immobilisierten FN-I-
Fragmenten. Die fehlende Bindung von pFn durch den Stamm YadA® konnte mit einer
Konformationsédnderung von pFn in Lésung zusammenhéngen, da die Bindestellen sowohl im
N-terminalen Teil als auch jene im Bereich FN-1117-10 maskiert sein konnten (Mao &
Schwarzbauer, 2005; To & Midwood, 2011). Erst bei der Bindung an Integrine auf der
Oberflache von Zellen erfolgt eine Streckung von pFn, wodurch diese Bindestellen flr andere
Bindungspartner zuganglich gemacht werden. Diese Daten stehen auch in Einklang mit
Ergebnissen von anderen Arbeitsgruppen, bei denen die Bindung an immaobilisiertes pFnan Y.
enterocolitica O:3 gezeigt werden konnte, nicht jedoch an pFn in Suspension (Tertti et al,
1992). Bei cFn ist eine Streckung des Proteins zur Expremierung der Bindungsmotive nicht
notig, hier sind diese Bindestellen auch in Suspension zuganglich. In vivo konnte diese
Bindung jedoch durchaus eine Rolle spielen, da in vivo pFn an der Zelloberflache durch
Integrine gebunden und gestreckt wird und somit maogliche Bindestellen fir YadA®

zugénglich wéren.

Das zu Stamm YadA® andere Fn-Bindeverhalten von Stamm YadAP deutet auf einen anderen
Bindungsmechanismus, d.h. YadAP kénnte zusatzliche Bindestellen fiir pFn haben, welche

auch in geléstem pFn zuganglich sind.

Einen Hinweis auf unterschiedliche Bindungsmechanismen und/oder Bindestellen ergaben
sich auch aus den Experimenten zur Inhibierung der Fibronektinbindung durch Kollagen Typ
I bzw. (POG)10. Wéhrend Yersinia-gebundenes FN-11-5 keinen Einfluss auf die Yersinia-
Bindung an immobilisiertes Kollagen Typ | bzw. (POG)y hat, wirkt Yersinia-gebundenes
Kollagen Typ | bzw. (POG)10 inhibitorisch auf die Yersinia-Bindung an immobilisiertes FN-
11-5 (siehe Abbildung 4.14 und Abbildung 4.15). Yersinia-gebundenes Kollagen Typ |
inhibiert die Yersinia-Bindung an immobilisiertes FN-11-5 sowohl bei Stamm YadA® als auch
bei den Stammen YadAP und YadAP,,. Dieser Effekt konnte sterische Griinde wegen der

GroRe der Kollagenfibrillen und damit verbundenen Maskierung der Bindestelle fir
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Fibronektin haben. Fir Yersinia-gebundenes (POG);o ergeben sich interessante Unterschiede
fur die Bindung an immobilisiertes FN-11-5 zwischen Stamm YadA°® und den Stammen
YadAP und YadAP,. Wahrend bei steigender Konzentration von gebundenem (POG);, fiir
YadA°® die Bindungsfahigkeit an immobilisiertes FN-11-5 um das dreifache erhéht wird, wird
die Bindungsfahigkeit fir immobilisiertes FN-11-5 bei den Stammen YadAP und YadAPs, mit
steigender  (POG);0-Konzentration ~ zunehmend inhibiert. Dies  konnte an
Strukturveranderungen in der NTTD durch Bindung von (POG)1 und der damit verbunden
Anderung der Fibronektinbindestelle liegen. Eine zusammenfassende Interpretation der ECM-
Proteinbindungsergebnisse mit Bindestellen fur YadA ist schematisch in der Abbildung 5.6
(Kollagen- und (POG)jo-Bindestellen) und der Abbildung 5.8 (Laminin- und
Fibronektinbindestellen) dargestellt.
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Plasmafibronektin -JEEaHHTIHA00000000000000-—TL T

Laminin

Fibronektinbindestelle A

Lamininbindestelle

Abbildung 5.8: Schematische Darstellung der Bindungsstellen fur Fibronektin und Laminin in YadA. Aus
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen sind folgende Bindestellen im Kopfbereich von YadA flr Fibronektin
und Laminin plausibel.. Die Bindestelle fiir Laminin (L&nge des ,,coiled-coil*“-Bereichs betragt 77 nm) befindet
sich vermutlich im N-terminalen Bereich der CBD. Die Bindestelle fiir Fibronektin (Lange 160 nm in gestreckter
Konformation, Durchmesser 2 nm) durfte im Bereich der NTTD liegen. Bei YadAP ist ein 32AS langer Bereich,
welcher nicht in  YadA® vorkommt, an der Fibronektinbindung beteiligt, wodurch sich die
Bindungsmechanismen und/oder -stellen zwischen YadA® und YadA" unterscheiden (modifiziert nach
Nummelin et al (2004)). Laminin und Fibronektin sind nicht mafistabsgetreu dargestellt.
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5.3 Rolle von YadA im Mausinfektionsmodell

5.3.1 Perorales Mausinfektionsmodell

Um Zusammenhénge zwischen ECM-Bindungsféhigkeit bzw. ECM-Bindungskapazitat von
Y. enterocolitica und Virulenz zu Gberprufen, wurden mit den Stdimmen der YadA-Varianten
(WA(pYV08-x)) Infektionsversuche im Mausmodell durchgefiihrt. Beim Menschen ist der
ubliche Infektionsweg die orale Aufnahme von Yersinien tber kontaminierte Nahrungsmittel
(Bottone, 1997). Das pathogene Potential (Virulenzgrad) bei einer peroalen Infektion mit
Yersinien wird auf die Keimzahl (CFU) der Milz, der Peyerschen Plaques des Dunndarms
und den Dinndarminhalt bezogen. Die Darminvasivitit der Yersinien hangt von
verschiedenen Parametern wie Darmflora, Immunabwehrpotential und effektive
Infektionsdosis ab. Da diese Parameter bei peroalen Infektionen schwer zu kontrollieren sind,
kann die Keimzahl (CFU) nach Infektionen im Darm und den infizierten Organen innerhalb
der Versuchsgruppe variieren. Um reproduzierbare Mittel- bzw. Medianwerte fir CFU zu
erhalten, werden in der Regel Uiber zehn Versuchstiere pro Gruppe verwendet, flr signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen YadA-Varianten hétten die einzelnen Versuchsgruppen
jeweils ca. 40 Tiere (Berechnung mit openepi.com Version 0e2.3 durchgefiihrt) umfassen
mussen. Im peroralen Mausmodell konnten in dieser Arbeit nur funf Versuchstiere pro
Gruppe einbezogen werden, um wenigstens tendenzielle Virulenzverdnderungen der YadA-

Varianten zu ermitteln.

Mit diesem Vorbehalt zeigt sich, dass YadA®-Stamme mit zunehmender Deletion der NTTD
ein stetig abnehmendes Virulenzpotential haben. Dies bestéatigt die Versuche von
Roggenkamp mit dem Stamm YadA®;, der kaum virulenter als der YadA-negative Stamm
YadA®-0 war (Roggenkamp et al, 1996). Die CFU-Werte der PP liegen bei den Stammen
YadA’sg, YadA®s7, YadAPy, YadAPgs und YadAPgs in einem dhnlichen Bereich im Vergleich
zu Stamm YadA°®. Die Stamme YadA®; und YadA®%; liegen 1,5-2 log-Stufen darunter. Der
Stamm YadA°®igs kann die PP nur noch schwach besiedeln und liegt rund sechs log-Stufen
niedriger im Vergleich zu Stamm YadA?®. In der Milz erreichen nur die Stimme YadA®ss und
YadA®;; im Mittel ahnliche CFU-Werte im Vergleich zu Stamm YadA?®. Bei Infektionen mit
YadA®%-Stammen im Darmbereich zeigen die Stamme YadA®;, YadA®%; eine schwache bzw.
bei Stamm YadA®jgs eine starke Attenuierung. Bei systemischen Infektionen zeigen alle drei
Stamme (YadA®;, YadA®s; undYadA®jgg) starke Attenuierung im Vergleich zu Stamm
YadA®.
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Bei den YadAP-Stammen wurde im Mausinfektionsmodell keine kontinuierliche CFU-
Abnahme mit zunehmender Deletion von YadAP festgestellt. Da bereits in einer friiheren
Arbeit in unserer Arbeitsgruppe der Virulenzgrad von Stamm YadAP untersucht wurde
(Untiet, 2013) und keine signifikanten Unterschiede in der CFU in der Milz gegeniiber Stamm
YadA® nachgewiesen werden konnte, wurde dieser Stamm nicht mehr flr perorale
Infektionsversuche beriicksichtigt. Bei den YadAP-Stammen zeigten sich groBe CFU-
Streuungen in der Milz innerhalb jeder Infektionsgruppe der YadAP;-Stamme. Bei allen drei
YadAP;-Varianten (Stamme YadAP,4, YadAPgs und YadAPgs) hatten drei der funf infizierten
Mause sehr niedrige CFU-Werte in der Milz, fir die tbrigen Tiere hingegen konnten in die
Milz sehr hohe CFU-Werte nachgewiesen werden. Die Tiere mit hohen CFU-Werten in der
Milz hatten eine Stérung im Darmbereich und hatten einen stark aufgeblahten, angegriffenen
Darm. Bei Stamm YadAP,4 waren die beiden Tiere in der Nacht vor Versuchsende verstorben.
Fur die YadAP-Stamme lasst sich aufgrund der geringen VersuchsgruppengroRe keine valide
Aussage Uber eine mogliche Attenuierung der Stdimme treffen.

Die Invasion der PP und eine anschliefende systemische Invasion ist stark von der
Infektionsdosis abhangig (Oellerich et al, 2007). Eine spatere Vermehrung der Yersinien im
Darmlumen ist nicht mehr entscheidend fur systemische Infektionen, da der
Hauptvirulenzfaktor fur die Invasion der PP (Invasin) bei 37°C herunter reguliert wird. Die
Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine Verkiirzung der NTTD zu einer schlechteren

Vermehrung der Yersinien in den PP und somit zu geringeren Keimzahlen in der Milz fiihrt.

5.3.2 Intraperitoneales Mausinfektionsmodell

Um den Einfluss von Mikrobiota, Uberleben in Darm und PP-Invasivitat zu umgehen und so
die Reproduzierbarkeit der Dissemination der Yersinien von der Bauchhohle (ber die
Blutbahn in Milz und Leber zu verbessern und das Uberleben und Vermehren in diesen
Organen vergleichend zu untersuchen, wurde der intraperitoneale Infektionsweg gewadhlt.
Neben der Bestimmung der CFU in Leber und Milz 72 Stunden nach der Infektion wurde fur
den Vergleich der Virulenz der YadA-Varianten auch das Gewicht der Tiere (alle 24 Stunden)
bestimmt. Bei den YadA®%-Stammen kann der Trend, welcher bei den peroralen Infektionen
bereits beobachtet werden konnte, dass mit zunehmender Deletion der NTTD die CFU in der
Milz abnimmt, bestatigt werden. Sowohl in Milz als auch in der Leber konnten fir die

verkirzten YadA-Varianten signifikant kleinere CFU-Werte im Vergleich zu Stamm YadA°®
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festgestellt werden. Einzig Stamm YadA®;g weilt keine signifikanten Unterschiede zu Stamm
YadA® auf. Da auch der Stamm YadA°-HY (kollagenbindungsdefizient) eine starke
Attenuierung im intraperitonealen Mausmodell zeigt (Roggenkamp et al, 1995), wurde
vermutet, dass eine Verringerung bzw. ein Verlust der Kollagenbindungsfahigkeit fur die
Attenuierung der Virulenz verantwortlich ist. In dieser Arbeit konnte eine sukzessive
Attenuierung mit zunehmender Verkiirzung von YadA® 72 Stunden nach Infektionsstart
festgestellt werden. Diese schrittweise Attenuierung der Virulenz korreliert nicht mit der
Kollagenbindungsfahigkeit der YadA®%-Stamme, vielmehr korreliert die Virulenz der YadAS%-
Stamme mit der Lamininbindungsfahigkeit. Bei YadA® scheint nicht nur die Bindung an ein
ECM-Protein fur die Virulenz verantwortlich zu sein Die Bindung von Fibronektin scheint fur

YadA?® jedoch nicht wesentlich an der Virulenz beteiligt zu sein.

Bei den YadAP-Stammen zeigt sich eine starke Attenuierung der Virulenz fiir Stamm
YadAP,,. Die Stimme YadAPgs und YadAPys zeigen weder wesentliche Unterschiede in der
CFU noch im Gewichtsverlust im Vergleich zu Stamm YadAP. Fir YadAP lasst sich kein
Zusammenhang zwischen den in vitro Untersuchungen fiir die Bindungseigenschaften von
ECM-Proteinen und der Virulenz in den unterschiedlichen Mausinfektionsmodellen
feststellen. Einzig der pl-Wert kdnnte eine Erklarung fir den unterschiedlichen Virulenzgrad

von YadAP,, sein.

Diese Ergebnisse zeigen, dass YadA zwar flir die Mausvirulenz ein wichtiger
Pathogenitétsfaktor ist, dass aber keine eindeutige Korrelation zwischen Mausvirulenz und
ECM-Proteinbindungsfahigkeit bzw. -kapazitét festzustellen ist. Somit kénnte es sich bei der
ECM-Proteinbindung auch nur um ein Epiphdnomen handeln, dass keinen direkten Einfluss

auf die Virulenz hat.
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