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1. Einleitung

Enteropathogene Yersinien (Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica) gehoren zur Gruppe
der invasiven Mikroorganismen, die Enteritis, Lymphadenitis sowie extraintestinale
Manifestationen wie Vaskulitis, Synovialitis und Erythema nodosum verursachen. Mit einem
plasmidkodierten Protein-Typ III Sekretions-/Translokationssystem, ,,injizieren* sie ihre
Effektorproteine (Yersinia outer proteins; Yops) in die Wirtszelle. In den letzten Jahren hat
sich gezeigt, dall viele der Effektoren, die durch das Typ III Sekretions-/Translokations-
system sezerniert werden, hoch spezialisierte Proteine sind, die ganz bestimmte
Signaltransduktionswege eukaryoter Zellen modulieren. Bisher sind sechs Effektoren
bekannt, wovon mindestens vier bei der Umlagerung des Aktinzytoskeletts beteiligt sind
(YopH, YpkA/YopO, YopT und YopE). Aktinumlagerungen spielen eine entscheidende Rolle
sowohl bei der Zelladhdsion, Phagozytose und Chemotaxis als auch bei der Gentranskription
und Enzymaktivitidten. Die derzeitige Vorstellung ist, dal insbesondere in phagozytiren
Zellen, wie neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, solche aktinabhdngigen Funktionen
durch die Yops gestort werden. Viele Zellen der Monozytenreihe, wie zum Beispiel priméare
Humanmakrophagen sind in der Lage, dynamische Adhéasionsstrukturen, sogenannte
Podosomen, zu bilden. Diese Strukturen spielen eine entscheidende Rolle im Migrations- und
Invasionsverhalten der Makrophagen. Der Einflufl von Effektoren enteropathogener Yersinien
auf Podosomen wurde bisher nur wenig untersucht und ist Gegenstand der vorliegenden
Dissertation. Dabei wurde vornehmlich das Rho GTPase aktivierende Protein YopE und
dessen EinfluB} auf die Bildung, Umgestaltung und Zerstérung von Podosomen in primiren

humanen Makrophagen untersucht.
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2. Stand der Forschung

2.1 Yersinia outer proteins

Zu den pathogenen Arten der Gattung Yersinien gehdren Y. pestis, der die Pest verursacht,
sowie Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, Erreger Nahrungsmittel induzierter
Enteritiden. Thre gemeinsame Féhigkeit, im Wirt extrazelluldr zu persistieren und sich in
lymphatischen Geweben zu vermehren, beruht auf dem 70 Kilobasen grofen
Virulenzplasmid, pYV (=Yersinia virulence plasmid). Dieses Plasmid kodiert unter anderem
1) das Protein Typ III Sekretions- und Translokationssystem, ii) ein Arsenal von mindestens
sechs Effektorproteinen, die sogenannten Yersinia outer proteins (Yops), 1iii)
Regulatorproteine fiir die Genexpression sowie die Yop-Sekretion und —translokation und iv)
Yersinia Adhidsin, YadA, das die Anlagerung an Wirtszellen ermdglicht. Eine genaue
Beschreibung des pY V-Plasmids mit ihren Regelmechanismen bietet die Ubersichtsarbeit von
Cornelis (Cornelis et al., 1998).

Nach dem gegenwirtigen Modell erreichen enteropathogene Yersinien liber kontaminierte
Nahrungsmittel das Lumen des Intestinums. Das chromosomale Gen fiir das outer membrane
protein Invasin wird verstdrkt transkribiert bei gleichzeitiger Hemmung der Mehrzahl
plasmidkodierter Gene. Invasin ist ein 95 kDa Protein, das spezifisch mit B1-Integrinen von
Zellen des Magen-Darm-Trakts, z.B. den genannten M-Zellen, interagiert. Die B1-Ligation ist
die Voraussetzung der Translokation der Yersinien durch die M-Zellen in die Submukosa zu
den Peyer Plaques. Erst in dieser Nische kommt es zu einer Hochregulierung der pY V-
Plasmid kodierten Gene, mit deren Hilfe Yersinien die natiirliche zelluldre Immunabwehr des
Wirts paralysieren und der Phagozytose durch Immunzellen entkommen koénnen, um
extrazelluldr zu proliferieren (Abbildung 1). Diverse Mechanismen, unter anderem die
Inhibierung der Produktion von Superoxidanionen und des Tumor Nekrose Faktors a, werden

den Yop-Effektoren zugeschrieben (Aepfelbacher, 1999).
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Der Typ III Sekretionsapparat spielt dabei eine bedeutende Rolle, er ist fiir die Translokation
der Yop-Effektoren in die Wirtszellen unabdingbar (Aepfelbacher et al., 1999). Bisher sind
sechs Effektorproteine mit verschiedenen Angriffspunkten und —mechanismen beschrieben
worden, fiir die das Virulenzplasmid pYV kodiert: YopH, YopO (YpkA in Y.
pseudotuberculosis), YopP (YoplJ Y. pseudotuberculosis), YopE, YopM und YopT. Bereits
der erste Kontakt von Yersinien mit Abwehrzellen induziert eine gerichtete Injektion dieser
Effektoren in das Zytosol der Wirtszelle. Untersuchungen haben gezeigt, da3 vier Effektoren,
YopE, YopT, YopO/YpkA und YopH, auf das Aktinzytoskelettnetzwerk der Wirtszelle
einwirken und bestimmte Signaltransduktionswege innerhalb der Zelle blockieren (Cornelis,
2000). Bis auf YopH, einer Tyrosinphosphatase, fithren die Effektoren dies iiber eine
Funktionsidnderung der kleinen GTP bindenden Rho Proteine durch. YopH spielt eine Rolle
bei der Resistenz gegen Phagozytose (Aepfelbacher et al., 1999). Der Effekt von YopH
beruht auf der Dephosphorylierung von Proteinen des fokalen Adhésionskomplexes wie
p130“*, FAK und Paxilin. YopO/YpkA, eine Serin-Threonin-Kinase, wird durch Aktin
aktiviert, bindet Rho GTPasen und soll durch diese Aktivititen fiir die Phosphorylierung
sowie Zerstorung von Aktin verantwortlich gemacht werden. (Juris et al., 2000). YopT ist
eine Cystein-Protease, die die C-terminale Isoprenoidgruppe von Rho GTPasen entfernt und
dadurch diese Protease deaktiviert (Shao et al., 2002; Shao et al., 2003; Aepfelbacher et al.,
2003).

YopE wirkt als GTPase aktivierendes Protein (GAP) und damit als Inaktivator fiir Rho
GTPasen. Es verhindert gemeinsam mit YopH die Phagozytose von pathogenen Yersinien
(Cornelis, 1998). Bei Injektion von YopE in das Zytosol einer eukaryoten Zelle ist mindestens
ein weiteres Yop, YopD, beteiligt (Cornelis, 1998). YopD ist ein membrandrer Bestandteil
des Typ III Sekretionssystems. In HeLa-Zellen eingebrachtes YopE fiihrt zu einer drastischen
Zellrundung und Ablosen der Zellen von der extrazelluliren Matrix (EZM; Bliska, 2000).

YopE hat Homologien zum Effektor ExoS von Pseudomonas aeruginosa und zum
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Salmonella-Effektor SptP. Fiir all diese Proteine wurde eine GAP-Aktivitét fiir Rho GTPasen

nachgewiesen, siche Kapitel 2.4 (Bliska, 2000).
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Abbildung 1: Schematisches Modell der Yop Sekretions- und Translokationsmaschinerie.

Ysc — Yersinia Sekretion; B, D — Translokator Yops; K, N — regulatorische Yops; H, O, P, E, M, T — Effektor-
Yops; Cas — crk assoziiertes Substrat; P — Phosphatrest; MAP-K — Mitogen aktivierte Protein Kinase; IKKp -
IkB Kinase 3; NF«B - nuclear factor k B; RhoA, Rac — kleine GTP bindende Proteine RhoA bzw. Rac. Mit
freundlicher Genehmigung von M. Aepfelbacher (aus Ruckdeschel et al., 2003).

2.2 Primare Humanmakrophagen und Monozyten

Das Immunsystem des Menschen besteht aus einer spezifischen und unspezifischen Abwehr,
die sich weiter einteilen 148t in eine zelluldre und eine humorale Abwehr. Zur spezifischen
Abwehr gehoren zelluldr z.B. die T-Zellen und humoral Immunglobuline der B-und
Plasmazellen. Zur unspezifischen Abwehr gehdren humoral das C-reaktive Protein, basische

Proteine, Interferon, das Komplementsystem und Lysozym. Auf zelluldrer Ebene sind
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natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), polymorphkernige Leukozyten und Makrophagen
wirksam. Letztere sind mononukleédre Leukozyten und haben ihre Bedeutung vor allem in der
Frithphase der Immunreaktion. Sie differenzieren sich aus hamatopoietischen Stammzellen im
Knochenmark zu Monozyten, zirkulieren etwa 24 Stunden im BlutgefiaBsystem und kommen
danach in lymphatischen (Lymphknoten, Milz) genauso wie in extralymphatischen Organen
(Magen-Darm-Trakt, Lunge, Gehirn) vor.

Um bei einer lokalen Infektion zum Ort des Geschehens zu gelangen, vermdgen frei im Blut
schwimmende Monozyten, durch Adhédsion an aktivierte Endothelzellen und Transmigration,
das GefaBsystem zu verlassen (Habilitationschrift S. Linder, 2002). Chemokine und andere
korpereigene Zytokine konnen die Migration beeinflussen, aber auch bakterielle Produkte wie
formyl-Methionyl Leucyl-Phenylalanin (fMLP) oder Lipopolysaccharid (LPS). Makrophagen
erfillen in Entziindungsherden zweierlei Funktionen, zum einen als professionelle
Phagozyten, die Mikroorganismen internalisieren, zum anderen als antigen-pridsentierende
Zellen, die anderen Zellarten der Immunabwehr, wie T-Lymphozyten, prozessiertes fremdes
Material (=Antigene) auf Oberflichenrezeptoren (Proteine des Major Histocompatibility
Complex 1I, sogenannte MHC Klasse II-Molekiile) darbieten. Des weiteren spielen
Makrophagen die Rolle der ,hauseigenen™ Miillabfuhr, die auch apoptotische korpereigene
Zellen oder Zellfragmente phagozytiert und verdaut.

Diese Vorginge der Polarisation, Adhdsion, Migration und Phagozytose setzen eine hohe
Dynamik der Zellform voraus, die auf einem ,.komplexen und streng regulierten Umbau des
Zytoskeletts, insbesondere der Aktin-Filamente*® beruht. In ruhenden nicht adhérenten
Blutmonozyten sind Aktin und Aktin-assoziierte Proteine wie Vinculin, Myosin und a-
Actinin homogen tiiber die Zelle verteilt. Verldlt die Zelle bei einer Infektion das

Gefidllsystem, um an den Entziindungsherd zu gelangen, werden durch stéindige fein regulierte

! Originalzitat aus der Habilitationsschrift von S. Linder, 2002, Seite 8
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Umbauvorgénge der zelluldren Zytoarchitektonik erst Polarisation, Adhésion, Migration und
Phagozytose ermoglicht. Die fiir die Vorgéinge erforderlichen Strukturen werden im folgenden
im einzelnen beschrieben (siche auch Abbildung 2).

Filopodien werden als Chemosensoren wandernder Zellen betrachtet und spielen daher eine
groBe Rolle bei der Ausrichtung von Zellen. Diese auch als ,microspikes* bekannten
fadenformigen hochdynamischen Zellausldufer sind 0,2-10 pm lang und aus unipolaren
Biindeln von Aktinfilamenten aufgebaut. An ihren Spitzen werden sie durch assoziierte
Proteine vernetzt.

Nach Endothelzell- bzw. Oberflichenkontakt bilden Zellen auf ihrer Ventralseite
punktformige F-Aktinreiche Adhésionsstrukturen, sogenannte Podosomen, auf die weiter
unten ndher eingegangen wird (sieche Kapitel 2.3).

Unmittelbar nach der Adhidsion formieren die Zellen bei der Ausbreitung an ihrem
Vorderende aktinreiche planare Ausstiilpungen unterschiedlicher Grofe, die je nach
Lokalisation Lamellipodien (Vorderfront) oder ,,ruffles (alle tibrigen Lokalisationen) genannt
werden. Die Bedeutung dieser Strukturen liegt in der Migration und Phagozytose von

Mikroorganismen und deren Bestandteilen.
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Abbildung 2: Beitrag Aktin-regulatorischer Molekile zur Bildung von Aktin-Strukturen und zur
Zellpolarisation am schematischen Beispiel eines polarisierten Monozyten (Grau).

Rechte Seite (Vorderende der Zelle): Durch Ausstiilpung von Lamellipodien (dunkelgraue Halbmonde) und
durch Loésung Integrin-vermittelter Kontakte am Hinterende bewegt sich die Zelle fort. Entstehung von
Lamellipodien wird durch Rac-WAVE-Arp2/3 Komplex induzierte Aktin-Polymerisation vermittelt.

Der Signalweg CDC42-WASP-Arp2/3 induziert den Aktin-Kern-Komplex podosomaler Adhésionen (rote
Punkte). Mikrotubuli (griine Linien) sind tiber Linkermolekiile an der Bildung dieser Strukturen beteiligt.
Regulation von Filopodien (rote Linien auBlerhalb der Zelle) erfolgt durch CDC42-N-WASP-Arp2/3 Komplex,
andere Strukturen werden ebenfalls diskutiert.

Linke Seite (Hinterende): Losung der riickwértigen Kontakte und Zellkontraktion durch Rho und seinen Effektor.
Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung von S. Linder (aus Habilitationsschrift S. Linder, 2002,
Seite 67).

2.3 Struktur und Funktion von Podosomen

Die markantesten Strukturen des Aktinzytoskeletts von primidren Humanmakrophagen sind
die Podosomen, Ausstiilpungen des Plasmalemmas mit einer Halbwertszeit von 2-12 min
(siehe Abbildungen 3 und 4).

In virustransformierten Fibroblasten und malignen B-Zellen wurden diese aktinreichen
Adhisionsstrukturen erstmals Anfang der 80er Jahre entdeckt (Tarone et al., 1985; Caligaris-
Cappio et al., 1986). Seitdem wurden sie in Zellen der Monozytenreihe wie Makrophagen,
Osteoklasten und dendritischen Zellen (Marchisio et al., 1984; Marchisio et al., 1987,
Zambonin-Zallone et al., 1989) beschrieben. Auch in glatten Muskelzellen konnten sie erst
kiirzlich nachgewiesen werden (Gimona ef al., 2003).

Podosomen sind iiberwiegend in den flachen peripheren Bereichen der Zelle unter

Aussparung des kuppelformigen kernhaltigen Zentralteils lokalisiert. Sie zeichnen sich
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charakteristischerweise durch folgende Merkmale aus: (a) sie bilden sich erst bei Zell-
Substrat-Kontakt aus und befinden sich an der zum Substrat zugewandten Seite der Zelle
(Linder et al., 2003), (b) der Podosomenkern besteht aus kurzen Aktinfilamenten und
aktinassoziierten Proteinen, umgeben ist er von einem Proteinring aus Vinculin, Paxillin und
Talin (Gavazzi et al., 1989; Zambonin-Zallone et al, 1989), (¢) ein Podosom hat einen

Durchmesser von ungefihr 0,5 um.

Winkulin
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e -2 ctinin

=
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'L Irtegrin
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Integrine & F-Aktin &
ass0z. Praoteine assoz. Proteine

Abbildung 3: Das Aktinzytoskelett eines primaren humanen Makrophagen.

Linke Seite: Die konfokalmikroskopische Aufnahme zeigt das mit Alexa 568 Phalloidin gefirbte Aktin-
Zytoskelett eines primédren humanen Makrophagen. Prominente Strukturen sind der subcortikale-Aktinring und
zahlreiche punktartige Adhésionen an der Ventralseite der Zelle, sogenannte Podosomen.

Rechte Seite: Schematischer Aufbau eines Podosoms. Man beachte die Aufteilung in eine Aktinreiche
Kernstruktur und einen umgebenden Ring aus Vinculin und Talin. Mit freundlicher Genehmigung von S. Linder
(aus Linder et al., 2003).

Diese Merkmale unterscheiden sie somit hinsichtlich des Aufbaus, der zelluldren Verteilung
und der Zusammensetzung klar von anderen Adhisionsstrukturen, die beispielsweise im Fall
von fokalen Adhidsionen keinen F-Aktinreichen Kern besitzen. Die Podosomen formieren sich

aus bereits bestehenden Proteinen, eine de novo Synthese wie bei fokalen Adhisionen ist
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nicht erforderlich (Tarone et al., 1985). Proteine, die die Aktinanlagerung kontrollieren, wie
z.B. CDC42Hs, WASp und der Arp2/3 Komplex, sind zwar in Podosomen nachweisbar
(Linder et al., 1999; Linder et al., 2000), aber nicht in fokalen Adhésionen (Linder et al.,
2003). In Podosomen konnten Proteine nachgewiesen werden, die mafgeblich an der
Aktinanlagerung beteiligt sind, zum Beispiel CDC42Hs, WASp und der Arp 2/3 Komplex
(Actin related protein complex 2/3) (Linder et al., 1999; Linder et al., 2000). Des weiteren
sind zytoskelettale Komponenten und Regulatorproteine, Kinasen, Integrine und Rho
GTPasen mit einer eindeutigen Zuordnung zum Kern oder zum Ring zu finden. In vivo
Versuche mit Osteoklastenkulturen auf Dentinschichten sowie Monozyten- und natiirliche
Killerzellkulturen auf Endothelzellen sprechen dafiir, dal die Podosomenbildung ein
physiologischer Prozess ist (Linder et al., 2003).

Drei Hauptfunktionen kénnen Podosomen zugeschrieben werden: Invasion, Adhdsion und
Migration von Zellen. Thre Bedeutung fiir die Invasion von Zellen riihrt aus der Beobachtung,
daB sie Orte der Extravasation der Zytoplasmamembran (Tarone et al., 1985) sind, an denen
der Kontakt zum Substrat tiber Integrine erfolgt (Marchisio ef al., 1984; Gaidano et al., 1990).
Podosomen sind Bildungsstitten lokaler lytischer Aktivitdit und notwendig fiir die
Degradation der extrazelluliren Matrix. Daflir sprechen die Reduzierung der
Podosomenbildung und verminderte EZM-Degradation bei Uberexpression des
Podosomenregulators N-WASP in transformierten Fibroblasten (Chen et al., 1984), die
Generierung zusitzlicher podosomenverwandter Aktinverdichtungen und eine erh6hte EZM-
Degradation bei Uberexpression von N-WASP sowie in Osteoklasten die Kolokalisation von
EZM-degradierenden Matrixmetalloproteasen, denen Podosomen regulatorisch iibergeordnet
sind. Mehrere Podosomen konnen in transformierten Fibroblasten kranzartig aggregieren.
Dabei sind sie entweder noch einzeln erkennbar und durch ein Aktinfasergeflecht
zusammengehalten oder aber vollstindig verschmolzen und bilden eine Aktin-Perlenschnur.

Diese ,,Rosetten* entsprechen in Osteoklasten der ,,sealing zone*, an der der erforderliche
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Kontakt der Zellen zur Knochengrundsubstanz fiir die Knochenresorption gewihrleistet ist.
Sie umgibt die Resorptionslakune, in der lytische Enzyme und Radikale sezerniert werden,
und ist unentbehrlich fiir den korrekten Knochenumbau.

DaB3 Podosomen in Integrinen angereichert sind und sich nach Substratkontakt auf der
Ventralseite der Zellen bilden, unterstreicht die Rolle dieser hochdynamischen
pseudopodienartigen Gebilde bei der Zelladhidsion. Ubereinstimmend dazu zeigen
podosomendefiziente Makrophagen von Patienten mit dem Wiskott Aldrich Syndrom einen
Adhésionsdefekt (Linder et. al., 1999). Die herausragende Funktion von Podosomen bei der
Zellmigration spiegelt sich in ihrer inter- bzw. intrazelluldren Lokalisation wider: wihrend sie
in ausgereiften dendritischen Zellen nicht vorkommen, findet man sie in wandernden
dendritischen Zellen, innerhalb derer sie am Kopfteil vorzufinden sind (Linder et. al., 2003).
Konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen konnten zeigen, dafl die kleine GTPase CDC42Hs
und ihr Effektor Wiskott Aldrich Syndrom protein (WASp) spezifisch in Podosomen primérer
Humanmakrophagen kolokalisieren (Linder ef al., 1999). Mikroinjektionsversuche mit
konstitutiv aktivem Cdc42"'* bzw. mit GST-Fusionen verschiedener Dominen des WAS
Proteins wiesen darauf hin, dal Cdc42Hs und WASp Podosomen in humanen priméren
Makrophagen regulieren (Habilitationsschrift, S. Linder 2002). Des weiteren ist in
Immunfluoreszenzversuchen nachgewiesen worden, daf3 im Kern von Podosomen zusammen
mit F-Aktin und WASp auch der Aktin-nukleierende Arp 2/3 Komplex angereichert ist
(Habilitationsschrift, S. Linder 2002). Mikrotubuli sind fiir die Ausbildung von Podosomen
erforderlich, hingegen wirkt sich ein Podosomenzerfall nicht zwangsliufig nachteilig auf die
Architektonik des mikrotubuldren Netzwerks aus (Linder er al, 2000). WASp hat eine
Sonderstellung im Hinblick auf die Podosomenanlagerung. Ohne WASp ist sie nicht moglich

(Linder et al., 2000).
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Abbildung 4: (a) Podosomenstruktur in einem primaren humanen Makrophagen.

Konfokale lasermikroskopische Aufnahme eines ruhenden Makrophagen aus dem peripheren Blut, Ventralseite
der Zelle, F-Aktin-Farbung (rot) mit Alexa-568 Phalloidin, Talin-Farbung (griin) mit entsprechenden
Antikorpern, Overlay beider Signale (gelb). Oberes Drittel: nur F-Aktin-Farbung; Mittleres Drittel: nur Talin-
Farbung; Unteres Drittel: Overlay beider Signale. Jeder podosomale F-Aktin-reiche Kern ist von einer Talin
enthaltenden Ringstruktur umgeben (Foto von B. Schell und S. Linder). (b) In wandernden Makrophagen
werden Podosomen an Membranprotrusionen rekrutiert. Konfokale lasermikroskopische Aufnahme eines
Peritonealmakrophagen, Ventralseite der Zelle, F-Aktin-Férbung (rot) mit Alexa-568 phalloidin, Vinculin-
Féarbung (griin) mit entsprechenden Antikorpern, Overlay beider Signale (gelb). Podosomen werden an das
Vorderende (unterer Teil) und an einer zelluldren Ausstiilpung (weiler Pfeilkopf) rekrutiert (Foto von A. Osiak
und S. Linder). Weille Balken entsprechen 10 pm. Beide Fotos mit freundlicher Genehmigung von S. Linder
(aus Linder et al., 2003).

2.4 Rho GTPasen und ihr Einfluss auf das Zytoskelett

Rho Proteine bilden eine Subfamilie der Ras-Familie der kleinen GTP-bindenden Proteine,
die in nahezu jedem Aspekt der Aktinregulation involviert sind (Hall, 1998). Als Vermittler
zwischen  extrazelluldren  Signalen und der zellinneren Koordination des
Aktinfilamentnetzwerks kommt ihnen eine zentrale Regulatorfunktion fiir die Aktin-
abhingige Adhésion, Migration und Phagozytose zu. Etwa 20 Mitglieder der Familie der Rho
GTPasen konnten bisher beim Menschen identifiziert werden.

Rho GTPasen konnen Guanosinnukleotide binden und hydrolysieren und damit zwei
Konformationzustinde einnehmen. Diese sind ein aktiver GTP-gebundener und ein inaktiver
GDP-gebundener Zustand. Ihre vertikale, d.h. ilibergeordnete Regulation erfolgt durch
Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEF), GTPase aktivierende Proteine (GAP) und

Guanin Nucleotide Dissociation Inhibitors (GDI). (Van Aelst et al., 1997).
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Im Aktivierungsprozess wird GDP gegen GTP ausgetauscht, so dal die Rho GTPasen mit
anderen Effektormolekiilen interagieren, diese ebenfalls aktivieren und auf diese Weise die
Aktinorganisation kontrollieren. Die Inaktivierung des Rho Proteins erfolgt durch
hydrolytische Umwandlung von GTP zu GDP mittels einer intrinsischen GTPase, die durch
die GAPs, um mehrere Zehnerpotenzen beschleunigt wird.

Rho Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Aktinzytoskeletts und sind
auch an nukledren Signaltransduktionsprozessen, Gentranskription, Zellzyklusregulation wie
Apoptose und Tumorprogression beteiligt (Aspenstrom et al., 1999). Verschiedene Serin-
/Threoninkinasen und die Rho-Kinase spielen als Effektoren beider Regulation des
Aktinzytoskeletts eine bedeutende Rolle. Uber die Rho-Kinase kommt es zu einer Myosin-
Phosphorylierung und somit zu einer verstirkten Aktin-Myosin-Kontraktilitit, die unter
anderem fiir die Ausbildung von sogenannten Aktin-, Stressfasern” essentiell ist. Uber
Phosphatidyl-inositol-bis-phosphat (PIP,) kommt es auch zu einer Interaktion von Aktin mit
einer Reihe von aktinbindenden Proteinen, was vermuten 1d6t, dal iiber diesen Weg die
Aktinpolymerisation kontrolliert werden konnte.

Die meisten Erkenntnisse liegen tiber RhoA/B, Racl/2 und CDC42 vor. Dabei fiihrt jedes
Mitglied der Rho Familie Rho, Rac und Cdc42 zu einer einzigartigen Struktur aus
Aktinfasern. Rho bildet Stressfasern aus, Rac Lamellipodien bzw. ,, ruffles “ und Cdc42 ist fiir
die Bildung von Filopodien und ,,microspikes “ zustdndig. Diese Rho GTPasen konnen zum
einen unabhingig voneinander durch extrazellulire Stimuli, die an Rezeptoren der
Plasmamembran ankommen, aktiviert werden. Zum anderen sind sie Bausteine im
verzweigten Gesamtnetzwerk der Aktinregulierung konnen sich gegenseitig aktivieren und
inaktivieren.

Wie bereits oben erwihnt, konnte fiir die YopE homologe Doménen von SptP von Salmonella
typhimurium und ExoS von Pseudomonas aeruginosa eine Rho GAP Aktivitit nachgewiesen

werden.
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Fir YopE konnte ebenfalls gezeigt werden, dal Rho, Rac und Cdc42 ein GAP darstellt.
(Black and Bliska, 2000; Galan, 1999; Goehring ef al., 1999; Pawel-Rammingen et al., 2000).
Fu und Galan haben gezeigt, da3 SptP, YopE und ExoS sogenannte Argininfingerstrukturen
konserviert haben, die bei der GAP-Aktivitit von Rho GTPasen von Bedeutung sind. Es
wurde gezeigt, dal3 durch eine Mutation des Argininfingers im YopE die GAP-Aktivitit in
vitro komplett verloren geht und in Zellen und Mausinfektionsstudien weitere Funktionen des
YopE beeintrachtigt (Pawel-Rammingen et al., 2000; Black and Bliska, 2000; Andor ef al.,
2001). In Zielzellen von Yersinien kann YopE Rho GTPase abhéngige
Signaltransduktionsprozesse mit einer hohen Spezifitit beeintrichtigen (Andor ef al., 2001).
In vitro Versuche legen den Schluf3 nahe, daB3 SptP als GAP fiir Rac und Cdc42 fungiert,
wihrend Rac, Cdc42 und Rho Zielproteine fiir ExoS und YopE sind. Es konnte gezeigt
werden, daBB YopE selektiv Rac-abhédngige Aktinstrukturen in Endothelzellen moduliert
(Andor et al, 2001). Abbildung 5 veranschaulicht schematisch die Spezifitit von
zytoskelettalen Aktinstrukturen, ihre Induktion durch externe Stimuli und den Einfluss von

YopE.
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Abbildung 5: Der Effekt von YopE auf extern stimulierte Rho GTPasen in humanen Nabelschnurvenen-
endothelzellen (HUVEC =Human umbilical venous endothelial cells).

Obere Zeile (blauer Hintergrund): Externer Stimulus, Mittlere Zeile (gelb): Effektor Rho GTPase, Untere Reihe
(griin): Struktur des Aktinzytoskeletts. YopE (violette Kugel) inhibiert die indirekte Aktivierung von Rac durch
CDCA42, aber nicht die direkte Aktivierung von Rac, CDC42 oder Rho. Modifiziert nach und mit freundlicher
Genehmigung von A. Andor (aus Andor et al., 2001).
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3. Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Bei einer Infektion mit pathogenen Yersinia spp. kommt es zum Kontakt der Bakterien mit
Zellen des Immunsystems. Uber das bakterielle Typ III Sekretionssystem werden
Effektorproteine, sogenannte Yops, in die Zielzellen injiziert und beeinflussen dadurch
spezifische Immunfunktionen.

Ziel der Arbeit war es, die Wirkung von Yersinia-Yops auf das Aktinzytoskelett humaner
Makrophagen zu untersuchen. Besonderes Augenmerk galt dabei der Wirkung von YopE auf
die aktinreichen Podosomen. Diese Strukturen sind fiir die Adhésion und Migration der
Makrophagen notwendig. Dazu muliten zuerst die geeigneten Infektionsbedingungen bzgl.
Zeit, Bakterienzahl etc. gefunden werden. Fiir die anschliessenden Infektionsreihen wurden
ausgewdhlte Mutanten von Yersinia enterocolitica verwendet. Als Wirtszellen dienten aus

Blutmonozyten differenzierte Makrophagen gesunder menschlicher Spender.
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4. Material und Methoden

4.1 Zellgewinnung/Monozytenpraparation

Von gesunden Spendern wurde 50 ml heparinisiertes Blut entnommen. In zwei
Reinigungsschritten wurden primdre humane Monozyten isoliert: 1) Abtrennung der
mononukledren Zellen und 2) Anreicherung der Monozyten. Zunidchst wurden in einem
Ficoll-Gradienten (Ficoll Separating Solution, Biochrom KG) die zelluldren Blutbestandteile
ihrer Dichte nach getrennt. Dabei sammelten sich die mononukledren Zellen in einer mit dem
Auge sichtbaren gelblich-weilen Phase an. Diese Schicht wurde entnommen und
anschlieBend zur weiteren Aufreinigung mit Magnetkiigelchen inkubiert, die mit dem
monoklonalen humanen anti-CD14-Antikérper konjugiert waren (Miltenyi Biotech GmbH).
Zellen, die CD14 auf ihrer Oberfliche exprimiert haben (CD14"), wie z.B. Monozyten,
werden spezifisch auf diese Weise markiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in eine
MiniMacs-Saule (Miltenyi Biotech GmbH) pipettiert, die in einem Magneten eingespannt
war. Die mit den CD14-Magnetkiigelchen markierten Monzyten wurden zuriickgehalten,
wohingegen nichtmarkierte Zellen durch die Sdule flieBen konnten. In drei Waschschritten
wurden die gewonnenen Monozyten von den Magnetkiigelchen getrennt, das Eluat in einer
Neubauer Zihlkammer gezdhlt und auf 144 mm? groBe Deckglischen aus Glas ausgesit

(200.000 Zellen pro Deckglidschen).

4.2 Zellkultur

Im Kulturmedium RPMI 1640 mit 20 %igem autologen Serum (PAA Laboratories) iiberleben
Monozyten, wenn sie innerhalb von wenigen Tagen in Makrophagen differenzieren. Sie
wurden in Inkubatoren bei 37°C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in RPMI-Medium mit
20 %igem autologen Serum geziichtet. Im Lichtmikroskop wurde beobachtet, wie sie nach 5-

7 Tagen die Morphologie von Makrophagen annehmen. Kurz nach dem Priparationsvorgang
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sind die Zellen noch klein (5-10 um) und unregelméBig geformt. Podosomen, sichtbar z.B.
nach Aktinfarbung, bilden sich etwa 4-6 Stunden nach dem Ausséen und sind zundchst
gleichmidfBig tiber die gesamte Zelle verteilt. Ausdifferenzierte Makrophagen haben eine
GroBe von ca. 30-50 pm und ein radidrsymmetrisches Aussehen. Hier ist das Zentrum der
Zelle von Podosomen ausgespart, wihrend sich in der Peripherie reichlich Podosomen
anlagern. Das Medium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Die Ausgangspopulation der
isolierten Monozyten ist sehr heterogen, was sich v.a. in den ersten Tagen an der
unterschiedlichen Gréfe und dem uneinheitlichen Reifungsgrad individueller Zellen zeigt.
Die in dieser Arbeit erwdhnten Infektionsversuche wurden alle mit 5-7 Tage alten

Makrophagen durchgefiihrt.

4.3 Bakterienstamme und Plasmide

Als Wildtyp WAP wurde Y. enterocolitica Serotyp 08 mit dem Virulenzplasmid pY V08
verwendet. Durch Entfernen des Plasmids wurde der WA-C Stamm gewonnen, der weder das
plasmidkodierte Yersinia Adhdsin YadA noch das Sekretionsapparat oder Effektorproteine
besitzt. WA(pYLCR) ist das Ergebnis eines Ko-Transfers von zwei Abschnitten des
Virulenzplasmids pYVO0S8, und zwar einem Abschnitt, der die fiir die Sekretion und
Translokation erforderlichen Gene enthilt (yLCR), und einem Abschnitt, der YadA4 im Vektor
pSUP102 beinhaltet, in den plasmidfreien Stamm WA-C. Die Mutante WA-C(pYLCR+E)
unterscheidet sich von WA(pYLCR) durch das zusétzliche Plasmid pLAF, das fiir YopE und
sein Chaperon SycE kodiert. Dadurch erlaubt es eine isolierte Translokation und Betrachtung
der Effekte von YopE auf das Aktinzytoskelett humaner Monozyten. Simtliche dieser und
andere vorliegenden Arbeiten beniitzten Stimme konnen der nachstehenden Tabelle (Tabelle

1) entnommen werden.
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Tabellel: Verwendete Yersinia enterocolitica- Stémme
Stamm und Plasmid | Genotyp/Phénotyp Antibiotikaresistenz | Referenz
WA-314 Serotyp 08; klinisches Isolat Nalidixinsdure Heesemann et
mit dem Virulenzplasmid pYV08 al. (1986)
WA-C Plasmidbereinigtes Derivat von Nalidixinsdure Ruckdeschel et
WA-314 al. (1996)
WA((@YLCR) Mutante mit der lcr-Region und YadA auf dem | Nalidixinsdure, Andor et al
Vektor pSUP102, kann keine Yops produzieren | Chloramphenicol (2001)
WA(YLCR+E) WA(@YLCR) mit pLAF-E erginzt, das fir YopE | Nalidixinséure, Andor et al
und SycE kodiert Chloramphenicol, (2001)
Tetrazyklin
WA(PYLCR+E,,,,,) | WA(YLCR) mit pLAF-Eg,,,, erginzt, das fiir | Chloramphenicol, Andor et al
YopEy, 4, und SycE kodiert Tetrazyklin (2001)
WA-C(pYV-515) Mutante, die keine Yops sezernieren kann; Tn5- | Nalidixinsdure, Ruckdeschel et
Insertionsinaktivierung von lcrD Kanamycin al. (1996)
WA-C(pYVOSAE) Mutante, die durch eine TnMax- | Nalidixinsaure, Zumbihl et al
Insertionsinaktivierung des YopE-Gens kein | Chloramphenicol, (1999)
YopE produzieren kann Tetrazyklin

4.4 Infektion

Yersinien wurden tlber Nacht in ein Luria-Bertani (LB) Medium bei 27°C unter
Antibiotikaselektion angeziichtet. Diese Ubernachtkultur wurde in einer 1:10 Verdiinnung in
LB-Medium fiir 60 min bei 37°C inkubiert, um die Yop-Produktion zu induzieren. Nach dem
Zentrifugieren wurde zur Bestimmung der Bakteriendichte die Optische Dichte bei einer
Wellenldange von 600nm (ODggp) gemessen und auf OD = 0,36 eingestellt. Erfahrungswerte
haben ergeben, da3 eine OD von 0,36 einer M.O.1. (Multiplicity of infection = Bakterienzahl
pro eukaryoter Zelle) von 50 entspricht.

Eine Stunde vor der Infektion wurde das Medium durch ein vorgewidrmtes RPMI-Medium
ohne Serum- und Antibiotikazusatz ersetzt. Um die Yersinien gleichméBig auf die Zellen zu
geben, ohne dabei die Zellen zu stimulieren oder sie gar von den Deckgldschen zu 16sen,
wurden die Yersinien zundchst vorsichtig an den Rand der Wells, in denen sich die
Deckgldschen befanden, pipettiert und mehrfach resuspendiert. Um die Yersinien homogen zu
verteilen und ihre Adhédrenz an die Zellen zu bewirken wurde ein Zentrifugationsschritt

durchgefiihrt (3 min bei 800U/min und 4°C ohne Bremse). Mit dem Inkubieren der
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Deckgléaschen bei 37°C (Zeitpunkt 0 min) begann die Zeiterfassung in der Infektionsreihe. Zu
den Zeitpunkten 30, 60, 90 und 120 min wurden die Infektionsreaktionen mit 3,7%igem

Formaldehyd gestoppt und das zelluldre F-Aktin geférbt.

4.5 Aktinfarbung

Die infizierten Makrophagen wurden etwa 10 min in 3,7 %igem Formaldehyd fixiert,
anschlieend zur Permeabilisierung 5 min in 1 % TRITON-X100 in PBS gegeben und
luftgetrocknet. Die 20-miniitige Farbung erfolgte mit Rhodamin-gekoppeltem Phalloidin
(bindet spezifisch an F-Aktin) in einer Verdiinnung von 1:200 in PBS in einer feuchten
Kammer. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die Deckglidschen auf zuvor gereinigte
Objekttrager gelegt, auf die vorher 3 pl Mowiol getropft worden war. Das darin enthaltene p-
Phenylendiamin verhinderte das schnelle Abblassen der Préparate bei wiederholter
Konfokalmikroskopie durch energiereiches Licht. Die Rander der Deckgldschen wurden mit

handelsiiblichem Nagellack versiegelt.

4.6 Mikroskopie

Die Infektionsversuche wurden mehrfach reproduziert. In jedem Préparat wurden nach einer
Schnellsichtung eine zufillig ausgewihlte Zahl von 160 Zellen ausgezahlt und das Verhéltnis
der podosomenhaltigen zu den podosomenfreien Zellen bestimmt. So waren flir jeden
Zeitpunkt und jeden verwendeten Stamm Daten aus drei mal 160 ausgezdhlten Zellen zur
statistischen Bearbeitung vorhanden. Die Préparate wurden in einem Leitz DM
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Neben der Anzahl der Podosomen wurde noch die
Gesamtmorphologie der Zelle beurteilt. Bilder wurden digital mit einer angeschlossenen Spot

Kamera (Visitron Systems) aufgezeichnet.
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5. Ergebnisse

Bestimmte Zellen der  menschlichen Monozyten-/Makrophagenreihe, J774-
Mausmakrophagen, Mausperitonealmakrophagen und Osteoklasten bilden Podosomen aus.
(Marchisio et al., 1984; Marchisio et al., 1987; Zambonin-Zallone et al., 1989; Linder et al.,
2003). Diese hochdynamischen Adhésionsstrukturen, sichtbar gemacht durch Fiarbung der
Zellen z.B. fiir F-Aktin, bleiben liber Wochen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. In
menschlichen Makrophagen sind Podosomen 5-7 Tage nach dem Ausséden der Blutmonozyten
am deutlichsten. In diesem Zeitfenster wurden auch sdmtliche Infektionsversuche
durchgefiihrt, um gleiche Ausgangsbedingungen und somit Reproduzierbarkeit zu
gewihrleisten. Unbehandelte Zellen (meist als Kontrollen verwendet) waren ebenfalls 5-7
Tage alte Makrophagen. Ein Infektionsansatz  bestand aus  unbehandelten
Kontrollmakrophagen sowie einer Infektionsreihe mit einem bzw. zwei ausgewdihlten
Yersinien-Mutanten (WA-314, WA-C, WA(pYLCR), WA(pYLCR+E), WA(pYLCR+ER;4444),
WA-C(pYV-515) und WA-C(pYVOSAE)) zu verschiedenen Zeitpunkten (z.B. 30, 60, 90 und

120 min).

5.1 Infektion von Makrophagen mit WA-314 und WA-C

Die Infektion von Makrophagen mit dem virulenten Yersinia Wildtyp WA-314 (siehe Tabelle
1) zeigte eine drastische Reduktion der Podosomenzahl. Bereits nach 30 min waren die
Podosomen von mehr als zwei Drittel der ausgezdhlten Makrophagen nicht mehr
nachweisbar. Nach 60 min wiesen knapp 90 % der Zellen keine Podosomen mehr auf und
nach 90 min waren 98,5 % ohne Podosomen, was sich nach 120 min nicht dnderte. Abbildung
6 zeigt die Morphologie der unbehandelten und Yersinia-infizierten Zellen nach

Aktinfarbung.
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Abbildung 6: Zeitreihe der Infektion von priméren humanen Makrophagen mit Yersinia WA-314.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen (A — E) der Makrophagen-Podosomen, F-Aktin-Féarbung (rot) mit Alexa
Phalloidin. Bereits nach 30 min (A) deutlicher podosomenzerstérender Effekt, der nach 60 min (B) noch weiter
zunahm. Nach 90 min (C) waren fast alle Zellen ohne Podosomen, was sich nach 120 min (D) minimal dnderte.
(E) In unbehandelten Kontrollzellen sind die Podosomen, punktartige Aktinakkumulationen, ringartig
angeordnet. Balkenlédnge entspricht 20 pm.
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Als Kontrolle wurden Makrophagen mit dem plasmidfreien WA—C Stamm infiziert.
Abbildung 7 dokumentiert die Ergebnisse der WA-314-infizierten und WA-C-infizierten
Makrophagen zu den vier Zeitpunkten in einem Balkendiagramm. Im Gegensatz zur Infektion
mit dem Wildtyp WA-314 hatte eine Infektion mit dem plasmidfreien WA-C-Typ keinen
Effekt auf die Podosomen. Die Zellen hielten ihre Podosomenanzahl zu allen untersuchten
Zeitpunkten auf demselben Niveau, vergleichbar mit dem Podosomengehalt der
unbehandelten Makrophagen (Abbildung 7 und 8). Damit wurde gezeigt, da ein
vollvirulenter Yersinien-Stamm mit Typ III-Sekretionsapparat und Effektorproteinen

Podosomen zerstort.
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Abbildung 7: Effekt der Infektion von Makrophagen mit WA4-314 und WA-C zu unterschiedlichen Zeiten.
Deutlicher Podosomenverlust bei der Infektion mit dem Wildtyp bereits nach 30 min, der im Zeitverlauf weiter
zunahm. Nahezu konstante Podosomenzahl bei der Infektion mit WA-C sowie den nicht infizierten Kontrollen.
Fiir jeden einzelnen Wert wurden 160 Zellen aus drei unabhingigen Infektionsversuchen ausgezihlt (n = 3). Der
Standardfehler (Standard Error of Mean = SEM) ist als Balken auf den Sdulen dargestellt.
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Abbildung 8: WA-C-Infektion von primaren humanen Makrophagen nach 90 min.
Konfokalmikroskopische Aufnahme von Makrophagen, F-Aktin-Férbung (rot) mit Alexa Phalloidin. Kein
Unterschied der WA-C-infizierten Makrophagen zu der unbehandelten Zelle zum selben Zeitpunkt. Auch zu
allen anderen Zeiten (nicht gezeigt) behielten Makrophagen ihre Podosomen bei. Balkenldnge = 10 pm.

5.2 Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYV-515)

Der Stamm WA-C(pYV-515) besitzt die Translokationsmaschinerie und alle Yops,
unterscheidet sich aber vom Wildtyp WA4-314 durch eine Mutation in einem Regulatorgen, das
fiir die Sekretion und Translokation essentiell ist. De facto ist der Typ III-Sekretionsapparat
nicht funktionsfihig. Aus Abbildung 9 ist zu entnehmen, daBl Makrophagen bei einer
Infektion mit WA-C(pYV-515) ihre Podosomen zu den untersuchten Zeiten beibehalten. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zu den WA-C-infizierten Zellen. Diese Resultate legen
den SchluB nahe, dafl fiir die Destruktion der Makrophagenpodosomen der Typ III-
Sekretionsapparat in Verbindung mit der Translokation der Yop-Effektoren notwendig ist.
Andere, moglicherweise durch das Virulenzplasmid kodierte Faktoren (die auf WA-C(pYV-

515) auch vorhanden wéren) scheinen keine Rolle zu spielen.
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Abbildung 9: Effekt der Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYV-515).

Die Infektion der Makrophagen mit diesem Stamm, der durch eine Mutation einen defizienten Typ III-
Sekretionsapparat aufweist, liel die Anzahl der Podosomen unberiihrt, vergleichbar zur Infektion mit WA-C. Fiir
jeden einzelnen Wert wurden 160 Zellen aus drei unabhingigen Infektionsversuchen ausgezahlt (n = 3). Der
Standardfehler (Standard Error of Mean = SEM) ist als Balken auf den Sdulen dargestellt.

5.3 Infektion von Makrophagen mit WA(pYLCR)

WA(pYLCR) besitzt neben YadA einen funktionsfidhigen Sekretionsapparat, verfiigt aber nicht
iiber die Yop Effektorproteine, die in die Wirtszelle geschleust werden. Somit kann ein mit
PpYLCR transformierter WA-C Stamm zwar Yops produzieren, die zur Sekretionsmaschinerie
gehoren, wie YopB, YopD und YopN, jedoch keine Effektor-Yops, wie sie normalerweise
durch WA-314 freigesetzt werden. Um Effekte von WA(pPYLCR) auf Aktinstrukturen
monozytdrer Zellinien zu untersuchen, wurden Infektionsversuche durchgefiihrt, deren
Ergebnisse in Abbildung 10 gezeigt werden. Der Prozentsatz der Zellen mit Podosomen hat
bereits zum ersten untersuchten Zeitpunkt im Vergleich zu WA-C-infizierten Zellen um ca.

20% abgenommen und verringerte sich bis 120 min dann nur noch geringfiigig. Die Resultate
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in der Abbildung 10 reprdsentieren einen maximal zu erwartenden Effekt des
Sekretionsapparates auf die Podosomen von Makrophagen. Er kdnnte mit dem Einbau von
Poren in die Wirtszellmembran erklirt werden, durch die es zum Beispiel infolge eines Ca'"'-
Einstroms zur Podosomendestruktion kommt. Im Falle von vollvirulenten Yersinia-Stdimmen
ist aber der Effekt der Porenbildung nicht so stark, wenn noch zusétzlich Effektor-Yops mit

injiziert werden (Ubersichtsarbeit von Cornelis, 1998).
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Abbildung 10: Effekt der Makrophageninfektion mit WA-C(pYLCR).

Bereits nach 30 min war im Vergleich zu den WA-C-infizierten Zellen ein Riickgang der Podosomen in den
Makrophagen zu verzeichnen, der iiber die folgenden Zeitpunkte relativ konstant blieb. Fiir jeden einzelnen Wert
wurden 160 Zellen aus drei unabhéngigen Infektionsversuchen ausgezéhlt (n = 3). Der Standardfehler (Standard
Error of Mean = SEM) ist als Balken auf den Siulen dargestellt.
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5.4 Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYLCR+E) und

WA-C(pYLCR+ER;444)

Der WA-C(pYLCR+E)-Stamm unterscheidet sich vom WA(pYLCR)-Stamm durch ein
zusitzlich eingebrachtes Plasmid, das fiir YopE und dessen Chaperon SycE kodiert. Er enthalt
damit einen intakten Sekretionsapparat mit nur einem einzigen Effektor-Yop, ndmlich YopE.
Die Hauptwirkung dieses Yersinien-Stamms auf Makrophagenpodosomen entfaltete sich
bereits in den ersten 30 min nach Infektion, als schon mehr als drei Viertel aller ausgezihlten
Zellen ihre Podosomen verloren hatten. Nach weiteren 30 min waren keine Podosomen mehr
nachweisbar und dies blieb bis zum Zeitpunkt 120 min so. Den erwarteten Effekt, da3 YopE
alleine ausreicht, um Podosomen zu zerstoren, veranschaulichen das Sdulendiagramm der
Abbildung 11 und die Konfokalmikroskopischen Aufnahmen der Abbildung 12. Von WA-
C(pYLCR+E) unterscheidet sich das WA(pYLCR+ERg;444)-Konstrukt durch eine Punktmutation
im Gen von YopE (Aminosdure R an Position 144 wird zu Aminosdure A), das YopE
inaktiviert. Zur Veranschaulichung kann man sich bei diesem Konstrukt vorstellen, dall bei
einer Infektion mit WA(pYLCR+Eg;444) Uber einen intakten Typ III-Sekretionsapparat ein
einziges Effektor-Yop, und zwar das GAP inaktive YopE in die Wirtszelle transloziert wird.
Uberraschenderweise gelingt es auch mit diesem Stamm mit der GAP-negativen YopE-
Mutante, podosomale Aktinstrukturen humaner Makrophagen zu zerstoren. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, daB fiir die Podosomenzerstérung zwar YopE alleine ausreicht, aber
wahrscheinlich andere Funktionen als die GAP-Aktivitdt von YopE daran beteiligt sind. Das
Ergebnis nach Infektion mit den Stimmen WA-C(pYLCR+E) und WA(pYLCR+ER;444) zeigt
Abbildung 11, in der zum Vergleich auch die Ergebnisse der Infektion mit WA(pYLCR) mit

abgebildet wurden.
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Abbildung 11: Effekt der Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYLCR+E)- und WA-C(pYLCR +Eg;444).
Bei der Infektion mit dem WA-C(pYLCR +Eg;444)-Stamm fiel die Zahl podosomenhaltiger Zellen bereits nach 30
min auf unter 20 %, hielt sich nach weiteren 30 min etwa auf dem Niveau, um dann komplett abzufallen. Die
Infektion mit dem WA-C(pYLCR+E)-Stamm fiihrte zu einem deutlichen Abfall, schon nach 30 und 60 min
waren keine Zellen mit Podosomen nachweisbar. Fiir jeden einzelnen Wert wurden 160 Zellen aus drei
unabhéngigen Infektionsversuchen ausgezéhlt (n = 3). Der Standardfehler (Standard Error of Mean = SEM) ist
als Balken auf den Séulen dargestellt.
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Abbildung 12: Zeitreihe der WA-C(pYLCR+E)-Infektion primérer humaner Makrophagen.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen (A — D) infizierter Makrophagen 30, 60 und 90 min nach Infektion, F-
Aktin-Farbung (rot) mit Alexa 568 Phalloidin. Drastischer Effekt auf die Podosomen bereits nach 30 min (A),
nach weiteren 30 min (B) waren nahezu keine Podosomen mehr in den Makrophagen nachweisbar. Podosomen

blieben in den weiteren Zeitpunkten 90 min (C) und 120 min (nicht gezeigt) weg. Unbehandelte Makrophagen
(D). WeiBer Balken entspricht 20 um.
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5.5 Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYV08AE)

Nachdem bisher gezeigt werden konnte, dal YopE und sogar eine GAP-negative YopE-
Mutante ausreichen, um Podosomen zu zerstoren, wurde mit dem folgenden Versuch
untersucht, ob YopE das einzige Effektor-Yop ist, das Podosomen zerstéren kann. In diesem
Infektionsversuch wurde die YopE-Minusmutante WA-C(pYVOS8AE) verwendet. Dieser
Stamm unterscheidet sich vom Wildtyp WA-314 durch ein in das Virulenzplasmid
eingefiihrtes Transposon in dem Genabschnitt, der fiir YopE kodiert. Folglich werden bei
einer Infektion mit diesem Stamm durch einen intakten Typ III Sekretionsapparat alle
Effektorproteine bis auf YopE in die Wirtszelle geschleust. Aus Abbildung 13 ist zu
entnehmen, daf} auch dieser YopE-defiziente Stamm in der Lage ist, monozytdre Podosomen
zu zerstoren. Bereits nach 60 min sind die meisten der ausgezédhlten Zellen unter dem
Konfokalmikroskop ohne Podosomen. Offensichtlich sind auch andere Effektor-Yops als

YopE in der Lage, Podosomen von Makrophagen zu zerstoren.
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Abbildung 13: Effekt der Infektion von Makrophagen mit WA-C(pYV0OSAE).

Die Infektion mit dem WA-C(pYV084E)-Stamm hatte denselben podosomenzerstorerischen Effekt wie mit dem
Wildtyp WA-314 nach 30 min, im Zeitverlauf war die Zerstorung vergleichbar hoch. Zur Veranschaulichung
sind die Ergebnisse der Infektionen mit dem virulenten WA-3/4 in der rechten und dem plasmidfreien WA-C in
der mittleren Séulenreihe abgebildet. Fiir jeden einzelnen Wert wurden 160 Zellen aus drei unabhingigen
Infektionsversuchen ausgezahlt (n = 3). Der Standardfehler (Standard Error of Mean = SEM) ist als Balken auf
den Sdulen dargestellt.
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6. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit =zeigen, dal YopE alleine ausreicht
Makrophagenpodosomen zu zerstoren. Dieser Effekt ist schon 30 min nach Infektion
maximal. Fiir YopE ist eine GAP Aktivitidt nachgewiesen worden (von Pawel-Rammingen et
al., 2000) und es ist auch bekannt, da YopE in Zellen selektiv Rac-abhidngige
Signaltransduktionswege beeintrachtigt (Andor et al., 2001). Podosomen werden durch die
integrierte Aktivitdt unterschiedlicher Rho GTPasen kontrolliert. Rac vermittelt {iber die
Kaskade IRSp53-WAVE-Arp2/3 die Aktinpolymerisation (Habilitationsschrift, S. Linder,
2002). Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dal der Effekt der Podosomen-
zerstorung von YopE iiber Rac erfolgt. Moglich wére ein Szenario, in dem YopE {iber die
Kaskade Rac-IRSp53-WAVE-Arp2/3 die Aktinpolymerisation zum Erliegen bringt und damit
den Podosomen-turnover unterbindet. Podosomen sind iiberaus labile Strukturen, da jede
Anderung der Rho- und Rac-Aktivitit ihre sofortige Dissoziation zur Folge hat (Ory et al.,
2000). Unter Anderung ist in diesem Zusammenhang sowohl eine Inhibierung als auch eine
Aktivierung gemeint.

YopE wirkt auch auf die Rho GTPasen Cdc42Hs und Rho in vitro (von Pawel-Rammingen et
al., 2000). Cdc42Hs fiihrt zur Ausbildung von microspikes, wahrend RhoA Stressfasern
induziert. Es konnte gezeigt werden, dafl die Mikroinjektion von konstitutiv aktivem bzw.
inaktivem Cdc42Hs die Podosomenbildung stort bzw. die Podosomen zerstort (Linder et al.,
2000). Hypothetisch kénnte YopE auch iiber eine Wirkung auf Cdc42Hs EinfluB3 auf die
Podosomengestaltung ausiiben. Allerdings ist dieser geschilderte Weg aufgrund der hoheren
Rac-Affinitdt von YopE als zweitrangig einzustufen. Moglicherweise hat YopE keinen
Zugang zu Cdc42Hs und Rho, weil es durch Regulatoren, Downstream Effektoren

sequestriert wird oder in ganz anderen subzelluldren Kompartimenten lokalisiert ist.
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Auch Yersinien-Stimme mit GAP-negativer YopE-Mutante, WA(pYLCR+ERg;444), und der
Minusmutante WA-C(pYVOSAE) zerstoren podosomale Adhédsionsstrukturen. Das kann auf
unterschiedliche Weisen ausgelegt werden. Zum einen bedeutet dies, da3 YopE nicht alleine
einen Effekt auf Podosomen hat. Interessant wire zu untersuchen, ob und inwiefern YopE
durch andere Effektor-Yops ersetzt werden kann, die zum Beispiel wie im Fall von YopT auf
Rho GTPasen wirken. Zum zweiten ist offensichtlich nicht nur die GAP-Aktivitidt von YopE
fiir den Effekt auf die Podosomen verantwortlich, sondern auch andere Funktionen von YopE,
wie z.B. seine Rho GTPase bindende Wirkung, die auch ohne GAP-Aktivitit zustande
kommt.

Mikrotubuli sind ein wichtiger zytoskelettaler Baustein und als solcher fiir die
Podosomenbildung essentiell (Habilitationsschrift S. Linder, 2002). Bisher wurde ein
moglicher Effekt von Effektor-Yops, insbesondere YopE, auf Mikrotubuli nicht untersucht,
konnte aber als Ansatz fiir weitere Experimente dienen.

Man konnte auch iiberlegen, ob nicht Bestandteile des Typ III Sekretionsapparats selbst, wie
zum Beispiel YopB, auch als Effektor eine Rolle spielen und somit einen modulatorischen
Einfluss auf die Wirtszelle ausiiben. Die Infektion humaner Makrophagen mit WA(pYLCR)
hat auch einen podosomenzerstorenden Effekt, der mit dem Einbau von nanometergrof3en
Poren in die Wirtszellmembran erkldrt werden konnte, durch die es zum Beispiel infolge eines
Ca""-Influxes zur Podosomenzerstrung kommt.

Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Infektionsversuche wurden in einem Zeitfenster von
120 min durchgefiihrt, um den schnellen Effekt der Yops auf die Podosomen
konfokalmikroskopisch zu untersuchen. Auf Grund der selbstlimitierenden Natur einer durch
Yersinien spp. ausgelosten Infektionserkrankung bietet es sich auch an, in ldngeren
Infektionszeitreihen der Frage nachzugehen, ob und inwiefern sich Podosomen wieder

regenerieren und zuriickbilden konnen.
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7. Zusammenfassung

Podosomen sind aktinreiche Strukturen des Zytoskeletts primédrer humaner Makrophagen. Fiir
Adhision, Polarisation und Chemotaxis sind diese Strukturen von essentieller Bedeutung. Thr
standiger Umbau und ihre Regulation unterliegt einer fein abgestimmten Balance der Rho
GTPasen Rho, Rac und Cdc42. Pathogene Yersinien spp. haben Aktinzytoskelett von
Wirtszellen durch Modulation von Rho GTPasen als Angriffsobjekt gewidhlt. Mit ihrem
plasmidkodierten Typ III Sekretions- und Translokationsapparat werden wichtige
Immunfunktionen paralysiert.

In dieser Arbeit wurde in primdren humanen Makrophagen der Einfluss von Yersinien-
Effektoren auf Podosomen untersucht. Konkret interessierte die Frage, welchen Effekt YopE
auf diese Strukturen hat. Hierzu wurden in einem standardisierten Verfahren gewonnene und
gereinigte Makrophagen gesunder Spender mit unterschiedlichen Mutanten der Spezies
Yersinia enterocolitica fiir verschiedene Zeiten infiziert. Nach Féarbung der Zellen mit
Rhodamin-Phalloidin wurde die Anzahl der verbliebenen Zellen mit Podosomen im
konfokalen Mikroskop ermittelt und statistisch ausgewertet.

Es konnte erstens gezeigt werden, dal} ein voll virulenter Yersinien Stamm in der Lage ist,
nach einer Infektion von bereits 30 min die podosomalen Strukturen der Makrophagen
vollkommen zu zerstéren. Zweitens sind an diesem Effekt verschiedene Yersinien-Effektoren
und zusétzlich der Typ III Sekretions- und Translokationsapparat beteiligt. Drittens reicht
YopE fiir die Zerstdorung von Podosomen alleine aus. Viertens ist die GAP-Aktivitdt von
YopE fiir die Destruktion von Podosomen nicht notwendig und l4sst auf GAP-unabhéngige
Mechanismen von YopE schliessen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten, dal YopE ein wichtiger aber
nicht der alleinige Effektor der Yersinien bei der Paralyse von menschlichen Makrophagen

und insbesondere der Zerstorung podosomaler Adhésionsstrukturen ist.
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