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1 Einleitung

1.1 Funktion und Bedeutung von Epithelzellen

Innere und &ul3ere Oberflachen des Kdorpers sind durch eine Barriere aus be-
sonderen Zellen, den Epithelzellen, begrenzt, welche vielfaltige und lebenswich-

tige Funktionen erftllen.

Epithelzellen trennen das interne Milieu eines Organismus von der &uf3eren
Umwelt ab, und tiben somit eine lebenswichtige Schutzfunktion aus. Mikroorga-
nismen der Umwelt, wie etwa Darmbakterien des distalen Gastrointestinaltrak-
tes, kdnnen die epitheliale Barriere nicht iberwinden, und deshalb nicht in das
Wirtsinnere eindringen. Neben dieser mechanischen Barriere nehmen Epithel-
zellen noch andere spezifische Funktionen innerhalb der verschiedenen Organ-
systeme eines Organismus wahr: Sie sind wesentlich beteiligt an Resorptions-
und Sekretionsvorgédngen. Im Gastrointestinaltrakt etwa sind sie verantwortlich
fur die Flussigkeitsaufnahme und -sekretion, sowie fur den lonentransport. Des
Weiteren kénnen Epithelzellen auch Sinnesfunktionen erfillen, wie beispiels-
weise das Riechepithel der Nasenschleimhaut oder die Tast- und Schmerzre-
zeptoren der Haut. Epithelzellen besitzen aul3erdem eine wesentliche Funktion
innerhalb des angeborenen Immunsystems. Aufgrund ihrer Barrierefunktion
sind sie diejenigen Zellen, welche als erste mit eventuellen Pathogenen in Kon-
takt treten. Diese Interaktion kann Epithelzellen dazu stimulieren, Botenstoffe,
wie Zytokine, freizusetzen, die auf das Immunsystem eine aktivierende Wirkung
haben. Somit fungieren Epithelzellen als primére Sensoren fir mikrobielle Pa-
thogene, als sogenannte ,Wachhunde des Immunsystems* (Eckmann et al.,
1995).



1.2. Gegenseitige Modulation von Epithelzellen und Mikroorganismen

Pathogene Mikroorganismen haben spezifische Mechanismen entwickelt,
Wirtszellen so zu manipulieren und zu beeinflussen, dass trotz der eigentlichen
Schutz- und Abwehrfunktion der Epithelzellen eine Invasion und Infektion mog-
lich wird. Durch vielfaltige Pathogenitatsfaktoren kdnnen Mikroorganismen die
Barriere der Epithelzellen Gberwinden, die vom Wirt generierte Immunantwort
unterlaufen oder zu ihren Gunsten verandern, und sich auf diese Weise im Wirt

vermehren und etablieren.

Das darmpathogene Bakterium Yersinia (Y.) enterocolitica etwa besitzt chro-
mosomal kodierte Virulenzfaktoren, wie das Yersinia Invasin, wodurch in Epi-
thelzellen als Reaktion auf eine Infektion mehr als hundert Gene induziert wer-
den, um die Invasion und Ausbreitung der Mikroorganismen zu verhindern.
Gleichzeitig wiederum kann Y. enterocolitica diese Genexpression durch in die
Wirtszellen translozierte Signalproteine, wie die Yersinia Outer Proteins (Yops),
reprimieren. Die Inhibition der Genexpression durch Yops erfolgt mittels einer
direkten Interaktion mit Komponenten verschiedener Signaltransduktionswege.
Interessanterweise induzieren Yops aber auch die Expression einiger weniger
Gene in Epithelzellen, um sich im Wirt zu etablieren, wie beispielsweise Gluco-
corticoid induced leucine zipper (GILZ) und RhoB (Bohn et al., 2004).

Das Verhaltnis zwischen Abwehrfunktionen des Wirtes und Invasions- bzw.
Manipulationsfunktionen der pathogenen Mikroorganismen und deren Pathoge-
nitatsfaktoren entscheidet, welche Folgen die Interaktion von Wirt und Mikroor-
ganismus fir den Infektionsablauf hat.

1.3. Die Gattung Yersinia und ihre medizinische Bedeutung

Die Gattung Yersinia gehort zur Familie der Enterobacteriaceae (Schleifstein
und Coleman, 1939). Yersinien sind fakultativ anaerobe, Gram-negative Stab-
chenbakterien. Sie sind ubiquitar verbreitet, pleomorph, psychrophil, nicht spo-
renbildend und wachsen optimal bei 27-30 T (Cornelis et al., 1998). Von den



elf beschriebenen Spezies dieser Gattung ist bisher nur bei dreien eine krank-
heitserregende Wirkung beim Menschen nachgewiesen (Brenner, 1979). Trotz
teilweise unterschiedlicher Ansteckungswege und Krank-heitsbilder zeigen alle
drei humanpathogenen Stdmme einen deutlichen Tropismus fur lymphoides
Gewebe und verfigen Uber Mechanismen, sich der Immunantwort des Wirtes

zu entziehen (Grosdent et al., 2002).

1.3.1. Yersinia pestis, Verursacher des ,Schwarzen Todes*

Yersinia pestis entwickelte sich vor einigen tausend Jahren aus einem mutier-
ten Y. pseudotuberculosis Klon (Achtman et al., 1999). Die Trennung dieser
beiden Arten wiederum von Y. enterocolitica erfolgte dagegen schon vor mehre-
ren Millionen Jahren (Achtman et al., 1999). Y. pestis bildet als einzige Yersinia
Art bei 37 T eine Polysaccharidkapsel.

Die Pest ist eine Zoonose, deren primares Reservoir wildlebende Nager und
Flohe sind. Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt durch Flohbisse oder
direkten Kontakt zu infizierten Nagetieren, hierbei hauptsachlich Ratten. Die
Inkubationszeit liegt zwischen wenigen Stunden und sieben Tagen. In dieser
Zeit gelangt der Erreger Uber das lymphatische System in lokale Lymphknoten
und vermehrt sich dort, wodurch es zu einer starken Lymphknotenschwellung,
sogenannten Bubonen, kommt (,Beulenpest®). Diese Geschwire zerfallen
durch eitrige Einschmelzung. Von den Lymphknoten aus kann sich der Erreger
lymphogen oder hamatogen im Korper ausbreiten, was zu einer oft tédlich ver-
laufenden Sepsis (,Pestsepsis®) fuhrt. Besonders fulminante Verlaufe werden
bei Streuung des Erregers in die Lunge (,Lungenpest”) beobachtet. In diesem
Fall kann zuséatzlich eine direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch uber das

Sputum erfolgen.

Zu den Symptomen der Pesterkrankung gehdren hohes Fieber, Schittelfrost,
Kopf- und Gliederschmerzen, schweres Krankheitsgefiihl, starke Lymphknoten-
schwellungen und, je nach Form, pulmonale oder gastrointestinale Symptome

(Crook et al., 1992), sowie Haut- oder Organblutungen.



Zur Behandlung ist der sofortige Beginn einer Antibiose mit Tetrazyklinen, Chi-
nolonen oder Co-Trimoxazol erforderlich. Ohne Behandlung verlauft die Erkran-
kung in etwa der Halfte der Falle letal (Putzker et al., 2001).

Die Pest ist seit der Antike bekannt, und war vor allem im Mittelalter und der
frihen Neuzeit fur verheerende Epidemien verantwortlich. Vor allem die Pan-
demie zwischen dem 14. und 17. Jahrhundert hatte fatale Folgen fur Europa
(,der schwarze Tod"“) und kostete 30-40 % der damaligen Bevélkerung das Le-
ben (Smego et al., 1999). Alexandre Yersin isolierte und identifizierte den Pest-
erreger in Menschen und Ratten 1894 in Hongkong. Pesterkrankungen sind
heute vor allem endemisch in einigen Regionen Indiens und Afrikas zu finden;
in den Industriestaaten (aulRer den USA) spielen Infektionen mit Y.pestis heut-
zutage, dank hoherer Hygienestandards kaum eine Rolle mehr (Perry und
Fetherston, 1997). Zunehmend in den Blickpunkt riickt der Erreger allerdings

gegenwartig durch seine Eignung als Biowaffe (Lippi und Conti, 2002).

1.3.2. Yersinia pseudotuberculosis

Y. pseudotuberculosis ist nahe mit Y. pestis verwandt und urspringlich ein Na-
getierpathogen, gehort aber, wie Y. enterocolitica, zu den enteropathogenen
Yersinien (Smego et al., 1999). Nach oraler Aufnahme kann es bei Menschen
zu Diarrhoen, Kachexie und in seltenen Féllen sogar zum Tod durch Sepsis
kommen. Der Infektionsweg ahnelt dem von Y.enterocolitica (Marra und Isberg,
1997).

1.3.3. Yersinia entercolitica

Y. enterocolitica ist die am héaufigsten isolierte humanpathogene Yersinia-
Spezies. Sie besiedelt als Enteropathogen den Darm von S&ugetieren, ist aber
auch im Boden und in Oberflachenwasser zu finden. Die Aufnahme erfolgt fa-
kal-oral, Uber kontaminierte Nahrungsmittel wie Schlacht- und Milchprodukte,

oder durch mit kontaminiertemm Wasser zubereitete Lebensmittel; so wurden



Endemien etwa tber Schulmilch oder Tofu ausgeldst (Aleksic und Bockemunhl,
1990; Cover und Aber, 1989; FDA/CFSAN Bad Bug Book). In seltenen Fallen
kann der Erreger auch uber Bluttransfusionen tbertragen werden (Stenhouse
und Milner, 1982).

Es erkranken vor allem Kinder und immundefiziente Personen. Schwere Verlau-
fe werden vor allem bei der Serogruppe 0:8 beobachtet, wohingegen die Se-
rogruppen 0:3 und 0:9 ein abgeschwéchtes Bild zeigen (Bradford und Gutman,
1974; Lee et al., 1990; Bottone, 1997).

Die Manifestation einer Yersiniose ist sehr vielgestaltig und auf3ert sich nach
einer Inkubationszeit von 24 bis 48 Stunden etwa als akute Gastroenteritis bzw.
Enterokolitis und mesenteriale Lymphadenitis, verbreitet sind aber auch asymp-
tomatische Infektionen begleitet von leichter Bakteriamie. Die Infektion ist in der
Regel selbstlimitierend. Selten verlauft sie allerdings septisch, mit Abszessen in
Leber, Milz und anderen Organen wie Lunge, Knochen und Herz (Beeching et
al., 1985; Ismail et al., 1987; Sebes et al., 1976; Appelbaum et al., 1983). Dies
tritt geh&auft bei immunsupprimierten Patienten, unter Behandlung mit dem Che-
latbildner Desferrioxamin oder bei Patienten mit Uberhdhter Eisenspeicherung,
wie etwa Hamochromatose, auf (Bottone, 1997; Bouza et al., 1980; Rabson et
al., 1975). Chronische Infektionen werden ebenfalls selten beobachtet (Heese-
mann et al., 1988).

Als seltene, immunpathologische Folgeerkrankungen kdnnen eine reaktive
Arthritis, ein Erythema nodosum, eine Uveitis oder eine Autoimmunthyreoiditis
auftreten, insbesondere bei Patienten, die das major histocompatibility complex
(MHC)-Gen HLA-B27 tragen (Ahvonen et al., 1969; Ahvonen und Dickhoff,
1974; Wenzel et al., 1996; Dequeker et al., 1980; Toivanen et al., 1985).

Nach elektronenmikroskopischen und zellbiologischen Untersuchungen wurde
Y. enterocolitica primar als extrazellulares Pathogen beschrieben (Autenrieth
und Firsching, 1996; Hanski et al., 1989; Devenish und Schiemann, 1981), es
ist aber auch teilweise intrazellular nachweisbar (Koornhof et al., 1999). Ahnli-
che Befunde gelten auch fur Y. pseudotuberculosis (Shepel et al., 2001; Simo-
net et al., 1990).



1.4. Pathogenitatsfaktoren von  Yersinia enterocolitica

Um die Invasion in den Wirtsorganismus und die anschlielRende Ausbreitung zu
ermoglichen, verfiigen Yersinien Uber eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. Diese
sind teilweise chromosomal (Revell und Miller, 2001), teilweise auf dem Viru-
lenzplasmid plasmid Yersinia Virulence (pYV, 70 kb, siehe Abb. 1) kodiert, wel-
ches bei den humanpathogenen Yersinia-Arten stark konserviert ist (Cornelis et
al., 1998; Hu et al., 1998; Perry et al., 1998; Snellings et al., 2001) und in aviru-
lenten Stammen nicht vorkommt (Gemski, 1980; Portnoy et al., 1981). Die Gen-
expression des pYV-Plasmids ist unter anderem abhangig von der Temperatur
und der Kalziumkonzentration. So kommt es bei 37C bzw. bei niedrigerer Kal-
ziumkonzentration zu einer verstarkten pYV-Expression (Straley, 1991; Straley
et al., 1993).

Chaperone
|
Pseudogene
1} yscM2 yopD ,
pYV227 Sl
69.5 kb ] Secretion
:C I". VvirA g ’ii‘;‘?‘i&

Translocation

Yop effector

Abb. 1: Karte des Virulenzplasmids pYV227 von  Yersinia enterocolitica (Serotyp 0:9)
Die Karte ist modifiziert nach Cornelis et al., 1998.

Besondere Aufmerksamkeit gilt einer Gruppe von auf dem pYV-Plasmid kodier-
ten Proteinen, den Yops (Yersinia Outer Proteins), welche verschiedenste Auf-
gaben erfullen. Zum einen bilden sie Strukturproteine fir den Aufbau eines Typ
llI-Sekretionssystems, zum anderen fungieren sie als sogenannte Effektor-
Yops, welche durch dieses Sekretionssystem in die Wirtszelle transloziert wer-



den, um dort auf unterschiedlichste Weise auf die Wirtszelle und deren Signal-

weiterleitung einzuwirken.

Im Folgenden ist eine Auswahl der wichtigsten Pathogenitatsfaktoren von Yer-

sinia enterocolitica dagestellt. Es existieren zudem noch viele weitere Virulenz-

faktoren, Uber welche bisher noch wenig bekannt ist, so dass hier grol3es For-

schungspotential besteht (Darwin und Miller, 1999; Gort und Miller, 2000; Nel-
son et al., 2001).

1.4.1.

Inv

All

Myt

Chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren

Adhasin, Inv_asin,

Initiiert Gber Bindung an B1-Integrine die Transzytose durch M-Zellen,
die Internalisierung in Epithelzellen, sowie die Sekretion von Interleukin
(IL) -8. Aktiviert B- und T-Lymphozyten zur Proliferation oder Zytokin-
Sekretion, induziert bei T-Lymphozyten die Bildung von Pseudopodien
und vermittelt hapto- und chemotaktische Wirkung (Isberg und Leong,
1990; Schulte et al., 2000a und b; Pepe und Miller, 1993; Schulte et al.,
1998; Kampik et al., 2000; Brett et al., 1993; Ennis et al., 1993;
Lundgren et al., 1996; Arencibia et al., 1997).

A dhésions und | _nvasions L_okus
Vermittelt neben der Adhéasion an, und der Invasion in Epithelzellen
auch Serum-Resistenz (Miller und Falkow, 1988; Bliska und Falkow,
1992; Pierson und Falkow, 1990).

Mukoider Yersinia Eaktor

Fimbrien, welche moglicherweise als intestinaler Kolonisierungsfaktor

zusammen mit Yst Diarrhoe ausldsen (Iriarte et al., 1993).



SodA

Yst

HPI

1.4.2.

YadA

LcrV

Supero xid Dismutase A_

Detoxifiziert die durch Kontakt mit polymorphonuklearen Leukozyten
gebildeten Sauerstoff-Radikale und vermittelt Virulenz bei Besiedelung
von Leber und Milz, nicht aber bei Kolonisierung der Peyerschen Pla-

gues (Roggenkamp et al., 1997).

Yersinia Stabiles T_oxin
Hitzestabiles Enterotoxin, welches die Guanylat-Zyklase intestinaler E-
pithelzellen stimuliert und Diarrhoen auslost (Delor und Cornelis, 1992;

Ramamurthy et al., 1997; Robins-Browne et al., 1979).

High P athogenicity | _sland

Kodiert fur das Siderophor Yersiniabactin und damit assoziierte Gene,
und vermittelt so die Aufnahme von Eisen. Hat moglicherweise zusatz-
lich immunsupprimierende Wirkung auf B- und T- Zellen, Makrophagen
und polymorphnukleare Neutrophile (Haag et al., 1993; Autenrieth et
al., 1995; Autenrieth et al., 1994).

Plasmid kodierte Pathogenitatsfaktoren

Yersinia Adhasin A_

Vermittelt Adharenz an Epithelzellen und professionelle Phagozyten.
Bindet an Kollagen, zellulares Fibronectin und Laminin. Ubermittelt au-
Berdem Phagozytoseresistenz und Schutz gegen Komplement-
vermittelte Lyse (durch Bindung an Faktor H) und Defensine (Heese-
mann und Griter, 1987; Roggenkamp et al., 1996; Roggenkamp et al.,
1995; Schulze Koops et al., 1993; Tamm et al., 1993; China et al.,
1993).

L ow-Calcium-R_esponse V_
Supprimiert die Expression von Tumornekrosefaktor (TNF) -a und Inter-
feron (IFN) -y und inhibiert die Chemotaxis von Neutrophilen. Induziert



YopE

YopH

YopM

YopO

in Makrophagen die Produktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10
(Nakajima et al., 1995; Welkos et al., 1998; Sing et al., 2002).

Yersinia Quter Protein E

Guanosintriphosphatase (GTPase) aktivierendes Protein, welches
durch Interaktion mit den Rho-GTPasen Rho, Racl und Cdc42 zur Zer-
storung von Aktin-Filamenten fuhrt, und somit die Phagozytose verhin-
dert (Rosqgvist et al., 1991; Black und Bliska, 2000; Pawel-Rammingen
et al., 2000).

Yersinia Quter Protein H

Protein-Tyrosinphosphatase, welche die Proteine des fokalen Adhasi-
onskomplexes dephosphoryliert. Verhindert durch die Auflésung dieser
fokalen Adhéasionskomplexe die Phagozytose durch Makrophagen und
Granulozyten. Suppression des ,oxidative burst* und Inhibition der Anti-
gen-Rezeptor assoziierten Signaltransduktionskaskaden in B- und T-
Lymphozyten (Guan und Dixon, 1990; Black und Bliska, 1997; Bliska
und Black, 1995; Ruckdeschel et al., 1996; Yao et al., 1999).

Yersinia Quter Protein M

Agglutination von Plasma, homolog zum von-Willebrand-Faktor. Wird in
den Nukleus transportiert (Leung et al., 1990; Leung und Straley, 1989;
Skrzypek et al., 1998).

Yersinia Quter Protein O

(YpKA in Yersina pseudotuberculosis)

Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts von Zellen, was zu deren Abrundung
fuhrt. Eine Protein-Kinase, welche durch Aktin aktiviert wird, und die Au-
tophosphorylierung von Serin-Resten katalysiert, interagiert mit den
Rho-GTPasen RhoA und Racl (Juris et al., 2000; Galyov et al., 1993;
Barz et al., 2000).



YopP Yersinia Quter Protein P

(YopJ in Yersinia pseudotuberculosis)

Induktion von Apoptose und Reduktion der TNFa-Sekretion in
Makrophagen. Eine Cystein-Protease, welche die Caspase-Kaskade
des Apoptose-Initiationsweges aktiviert, und durch Interaktion mit MAP-
Kinase Kinasen und Inhibitor-Kappa-B-Kinase- (IKKB) die MAP-Kina-
se- und NF-kB-abhangigen Signaltransduktionswege blockiert (Dene-
cker et al., 2001; Boland und Cornelis, 1998; Orth et al., 2000; Ruckde-
schel et al., 2001).

YopT Yersinia Quter Protein T
Zerstorung von Aktin-Filamenten und Verdnderung des Zytoskeletts
durch Modifikation von RhoA, was wiederum zu einer Umverteilung von
RhoA von der Membran ins Zytosol fihrt (Iriarte und Cornelis, 1998;
Zumbihl et al., 1999).

1.4.3. Das Typ lll-Sekretionssystem

Um die beschriebenen Effektor-Yops in die Zielzelle einzuschleusen, nutzen
Yersinien den Mechanismus eines Typ llI-Sekretionssystems (TTSS). Dieses
wird von vielen Gram-negativen Bakterien gebildet, um Virulenzfaktoren zu
sekretieren, oder in das Zytosol eukaryotischer Zellen zu injizieren (Galan und
Collmer, 1999). Derzeit sind Uber zwanzig verschiedene Typ IlI-Sekretions-
systeme in Tier- und Pflanzenpathogenen bekannt, wobei deren Wirkung von
den sekretierten Proteinen abhangt (Hueck, 1998; Cornelis und van Gijsegem,
2000). Die Basalkorper von Flagellenapparaten und das TTSS sind evolutionar
eng miteinander verwandt, so weisen zehn von etwa finfundzwanzig Proteinen
des TTSS Basalkorpers eine signifikante Sequenzhomologie zu Proteinen des

Flagellenapparates auf (Cornelis et al., 2002a).

Vor dem Kontakt mit eukaryotischen Zellen bauen Yersinien bei einer Tempera-
tur, die der Korpertemperatur des Wirtes entspricht (37<C), zahlreiche Kopien

ihres pYV-kodierten Sekretionsapparates an ihrer Zelloberflache auf. Durch



diesen als Injektisom bezeichneten Apparat (siehe Abbildung 2a und b) passie-
ren die Proteine die Bakterienhille und gelangen in die Wirtszelle. Das Injekti-
som besteht aus einem Basalkorper, welcher die Peptidoglykanschicht und bei-
de Membranen des Bakteriums durchspannt, sowie einer nadelférmigen Struk-
tur, die dem Basalkorper aufgesetzt ist (Kubori et al., 1998). Der distale Teil des
Basalkorpers wird aus Polymeren von YscC (Yersinia secretion C) gebildet und
weist eine zentrale Pore von etwa 50 A Innendurchmesser auf (Koster et al.,
1997), der distale Teil der nadelférmigen Struktur wird durch Polymere von
YscF gebildet und schlieRt einen Kanal von 60-70 A Innendurchmesser ein
(Hoiczyk und Blobel, 2001). Mutanten, welche kein YscF bilden, sind unfahig
zur Sekretion von Yops, was darauf hinweist, dass YscF den Kanal wahrend
des Sekretionsvorgangs offen halt (Allaoui et al., 1995; Torruellas et al., 2005).

CM
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Abb. 2: Das Yersinia Injektisom

a schematische Darstellung. Das Injektisom durchspannt &uBere Membran (OM), Peptidogly-
kanschicht (PG) und zytoplasmatische Membran (CM) des Bakteriums. YscF, YscO, YscP und
YscX sind extrazellulare Bauteile des Injektisoms, wobei YscF Hauptbestandteil der Nadel ist.
YscN stellt die ATPase, den Energielieferanten des Sekretionssystems dar (aus Cornelis,
2002a).

b elektronenmikroskopisches Bild der Injektisom-Nadeln an der Zelloberflache von Yersinia
enterocolitica (aus Cornelis, 2002a).



An den im Inneren der Bakterienzelle liegenden Teil des Basalkorpers ist YscN,
eine Adenosintriphosphatase (ATPase), gebunden, welche als Energielieferant
des Sekretionssystems fungiert (Woestyn et al., 1994). Fir die Injektion in die
Zelle ist neben dem Sekretionsapparat auch ein enger physischer Kontakt der
Zellen notwendig, was Uber die Adhéasine Invasin (Inv) und YadA erreicht wird
(Ruckdeschel et al., 1996), sowie die drei Translokator-Yops YopB, YopD und
LerV (Sarker et al., 1998), welche ein Eindringen der Nadel in die eukaryotische
Membran erlauben, indem sie diese destabilisieren (Cornelis, 2002a).

Endgultige Klarheit tber das Translokationssignal, wie es genau zur Erkennung
der Yops vom TTSS und zu der anschlielBenden Sekretion kommt, gibt es bis-
lang noch nicht und ist Gegenstand laufender Forschung. Die momentan plau-
sibelsten Modelle gehen davon aus, dass fur eine optimale Sekretion der Effek-
tor-Yops mehrere kryptische Erkennungssequenzen auf Proteinebene notwen-
dig sind. Die zu sezernierenden Yops besitzen zum einen eine unmittelbar auf
den N-Terminus folgende Sequenz von etwa 15 Aminosauren, welche notwen-
dig ist, um die Bindung an die TTSS-Komponenten zu ermdglichen (Rama-
murthi und Schneewind, 2003), die Sekretion einiger Effektor-Yops erfordert
zum anderen die Prasenz kleiner zytosolischer Chaperone, der Specific Yop
Chaperone (Syc), welche keine Ahnlichkeit in Sequenz oder Struktur zu ATP-
abhangigen Chaperonen, wie beispielsweise den Hitzeschockproteinen, auf-
weisen (Wattiau et al., 1994). Syc bindet spezifisch an nur ein Effektor-Yop
(zum Beispiel SycE an YopE), genauer gesagt an die oben schon beschriebene
Sequenz von 15 Aminosauren, und sorgt fir eine optimale Entfaltung der Prote-
instruktur, um die Effektor-Yops sekretionskompetent zu machen. Es konnte fur
YopE gezeigt werden, dass in Abwesenheit von SycE eine Translokation in die
Wirtszelle fast ganzlich ausbleibt (Birtalan und Gosh, 2001). Die Interaktion von
Syc mit dem entsprechenden Yop verhindert also dessen Degradation, womit
wiederum die Interaktionswahrscheinlichkeit mit dem Translokationsapparat
erhoht wird (Boyd et al., 2000), und somit eine schnellere Translokation nach
erfolgtem Wirtszellkontakt stattfinden kann (Cheng et al., 1997; Frithz-Lindsten

et al., 1995). Moglicherweise dient die Chaperonbindung auch dazu, unter den



Einleitung

Yops eine Sekretionshierarchie zu etablieren, um die Wirkung auf die Zelle zu
maximieren (Feldman et al., 2002).

Der Vorgang der Typ IlI-Sekretion von Yersinia ist schematisch in Abbildung 3
dargestellt.

Macrophage
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Abb. 3: Modell der Typ-IlI-Sekretion von  Yersinia (aus Cornelis, 2002b)

Unter geeigneten Bedingungen exprimieren Yersinien den Typ IlI-Sekretionsapparat auf ihrer
Zelloberflache und synthetisieren Yops, welche dann vorerst intrabakteriell an ihr spezifisches
Chaperon Sync gebunden vorliegen. Mit Hilfe der Adhasine Inv und YadA tritt das Bakterium in
Kontakt mit der eukaryontischen Zelle. Dies fiihrt zu einer Offnung des Sekretionskanals und
zur Sekretion der Translokator-Yops B, D und LcrV, wodurch sich Poren in der Membran der
Zielzelle bilden. Effektor-Yops kénnen jetzt direkt ins Zytosol der Wirtszelle transloziert werden.

1.5. Pathogenese von Yersinia enterocolitica Infektionen

Yersinia enterocolitica kann nicht nur bei Menschen sondern auch bei Nagern
eine Yersiniose auslésen, wobei sowohl Verlauf als auch Symptomatik sehr
ahnlich sind (Carter 1975a; Carter 1975b). Der Infektionsprozess ist daher am
Tiermodell, vor allem dem Mausmodell, besonders gut untersucht (Heesemann
et al., 1993).
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Nach oraler Aufnahme, Ublicherweise Uber kontaminierte Lebensmittel, und
Uberwindung des sauren Magensaftes mittels eines bakterieneigenen Urease-
Systems (de Koning-Ward et al., 1995; Young et al., 1996) stellen die M-Zellen
im follikel-assoziierten Epithel der Peyerschen Plagues des Dinndarms das
primare Ziel von Yersinia enterocolitica dar. Diese sind Teil des mukosa-
assoziierten lymphatischen Gewebes des Magen-Darm-Traktes (MALT), wel-
ches eine immunologische Wachterfunktion im Gastrointestinaltrakt inne hat
und Antigene aller Art aufnehmen kann, um diese den B- und T-Lymphozyten
zu prasentieren, damit, wenn notwendig, eine Immunantwort ausgeldst werden
kann. M-Zellen sind also spezialisierte Epithelzellen, welche potentielle Antige-
ne aus dem Darmlumen phagozytieren, durch die Epithelschicht transportieren
und somit in den Peyerschen Plaques fiir eine eventuelle Immunantwort zu-
ganglich machen. Yersinien tiberwinden die Barriere der Mucosa durch Proteo-
lyse; die eigentliche Aufnahme aus dem Darmlumen erfolgt dann mittels Trans-
zytose uber die M-Zellen, also ein eigentlich physiologischer Vorgang, durch
welchen aber eine systemische Infektion Uberhaupt erst erméglicht wird. In
normale Darmepithelzellen kdnnen Yersinien nicht von der apikalen Seite her
eindringen (Autenrieth und Firsching, 1996; Grutzkau et al., 1990; Hanski et al.,
1989a und b). Der Kontakt mit den M-Zellen wird durch die Bindung von Yersi-
nia Invasin an B1-Integrine auf der M-Zell-Oberflache hergestellt (Clark et al.,
1998; Schulte et al., 2000b). Yersinia enterocolitica vermehrt sich dann zu-
nachst in den Peyerschen Plaques (Autenrieth et al., 1996; Grutzkau et al.,
1990). Durch die Interaktion mit Epithelzellen und Zellen der Peyerschen Pla-
qgues wird die Sekretion von Zytokinen wie IL-8, IL-1B, IL-6, TNF-a, macrophage
chemoattractant protein (MCP) -1 und Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor (GM-CSF) induziert (Arnold et al., 1993; Kampik et al.,
2000), wodurch polymorphkernige Leukozyten (PMNs) und Monozyten ange-
lockt werden (Autenrieth et al., 1996). Etwa einen Tag nach Invasion bilden sich
deshalb Mikroabszesse unterhalb des follikel-assoziierten Epithels aus (Auten-
rieth und Firsching, 1996). Der Vorgang der entero-invasiven Yersinien-

Infektion ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt.



1. Transzytose 2. Zytokinproduktion

Abb. 4: Ablauf einer entero-invasiven Yersinien-Inf  ektion

1. Yersinia enterocolitica bindet Gber Inv an p1-Integrine von M-Zellen in den Peyerschen Pla-
qgues mit nachfolgender Transzytose. 2. Durch Bindung von Inv an die B1-Integrine der Epithel-
zellen wird die Produktion von Zytokinen induziert (IL-8). 3. Durch die Zytokinsekretion werden
polymorphkernige Leukozyten angelockt. 4. Von den Yersinien translozierte Yops und YadA
verhindern die Phagozytose und es kommt zu Gewebszerstérung, Abszessbildung und Ausbrei-
tung der Infektion (nach Grassl, 2003).

Yersinia enterocolitica kann sich der Eliminierung durch das primare Immunsys-
tem (PMNs, Makrophagen, Komplementsystem) in den Peyerschen Plagues mit
Hilfe der verschiedenen Virulenzfaktoren teilweise widersetzen, indem unter
anderem mittels YopH, YopE, YadA und SodA eine Eliminierung durch PMNs
vermieden wird (Ruckdeschel et al., 1996; Roggenkamp et al., 1997),
Makrophagen durch YopE und YopH an der Phagozytose gehindert werden
und bei diesen Uber YopP Apoptose induziert wird (Black und Bliska, 2000;
Fallman et al., 1995; Rosqvist et al., 1988; Mills et al., 1997; Monack et al.,
1997; Denecker et al., 2001). Folglich ist eine systemische Infektion moglich
und es kommt zur Ausbreitung in mesenteriale Lymphknoten und Organe des

retikulo-endothelialen Systems wie Leber und Milz. Es gibt Hinweise, dass die-



se Ausbreitung zellvermittelt geschieht, indem migrierende PMNs (Rissmann et
al.,, 1996), B-Lymphozyten (Lundgren et al., 1996) oder dendritische Zellen
(Schoppet et al., 2000) als Vehikel genutzt werden. Die systemische Infektion
fuhrt zu Abszessen in Milz, Leber und Lunge, in welchen Yersinien, Phagozyten
und Lymphozyten beobachtet werden kénnen (Autenrieth et al., 1993).

1.6. Rho-GTPasen — multiple zellulare Regulatoren

Rho-GTPasen sind Enzyme, welche eine Untergruppe der Ras Superfamilie
von kleinen GTPasen bilden (Lacal und McCormick, 1993). Mindestens funf-
undzwanzig Mitglieder sind bisher beschrieben, worunter RhoA, Racl und
Cdc42 bisher am besten untersucht sind (Wennerberg und Der, 2005). Diese
GTPasen regulieren ein breites Spektrum zellularer Vorgange, wie beispiels-
weise die Organisation des Zytoskeletts, Gentranskription, Zell- und Tumor-
wachstum sowie Apoptose (Bishop und Hall, 2000). Der Einfluss von Rho, Racl
und Cdc42 auf stimulusabhangige Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts, wel-
che die Grundlage vieler dynamischer Prozesse, wie etwa Chemotaxis, Adha-
sion oder Phagozytose bilden, stellt eine Hauptfunktion der Rho-GTPasen dar
(Hall, 1998). Die spezifische Interaktion verschiedener Rho-GTPasen ermog-
licht somit die Ausbildung eines kooperativen Signalnetzwerkes, welches die
Kontrolle komplexer biologischer Prozesse auf unterschiedlichen Ebenen er-
laubt.

Rho-GTPasen wirken durch einen Zyklus aus Bindung und Hydrolyse von Gua-
nin-Nukleotiden. Der Austausch von hydrolysiertem, biochemisch inaktivem
Guanindiphosphat (GDP) in aktives Guanintriphosphat (GTP) resultiert in einer
Konformationsanderung der GTPasen, welche dann die Bindung an spezifische
Zielproteine erlaubt (Symons und Settleman, 2000). Katalysiert wird dieser Aus-
tausch durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs, guanin nucleotide
exchange factors), indem diese die Freisetzung von GDP erleichtern und die
nukleotid-freie Form der GTPase transient stabilisieren. Auf der anderen Seite
fordern sogenannte GTPasen aktivierende Proteine (GAPs, GTPase activating
proteins) die GTP-Hydrolyseaktivitat von Rho-Proteinen und beginstigen somit



eine rasche Umwandlung in die aktive, GDP-gebunde Form (Ridley, 2001; Na-
rumiya, 1996; Abb. 5). Rho-GTPasen fungieren sozusagen als ein empfindli-
cher ,molekularer Schalter”, welcher in Gegenwart extrazellularer Stimuli spezi-

fische Signalantworten gezielt einleitet.

inaktive GDP-gebundene GAPs
Rho-GTPase

aktive GTP-gebundene
GEFs Rho-GTPase

Abb. 5: Schematisches Prinzip der Funktion von Rho-  GTPasen

Zyklischer Wechsel zwischen aktiver Guanintriphosphat (GTP)-gebundener und inaktiver Gua-
nindiphosphat (GDP)-gebunder Form. Als Katalysatoren wirken GEFs (guanin nucleotid ex-
change factors) und GAPs (GTPase activating proteins).

1.7. CYRG61 und CTGF, die CCN-Familie

Chromosomal kodierte Faktoren von Yersinia enterocolitica, wie das Yersinia-
Invasin, induzieren in Epithelzellen nach Infektion mehr als hundert verschiede-
ne Gene. Deren Expression generiert die proinflammatorische Wirtsantwort,
welche der Eradikation der Pathogene dient (Bohn et al., 2004). Zu diesen in
Epithelzellen induzierten Genen gehdren auch eine Reihe Invasin-
unabhéngiger Gene, wie cysteine rich 61 (CYR61) und connective tissue
growth factor (CTGF), welche in der vorliegenden Arbeit naher untersucht wer-

den sollten.

1.7.1. Die CCN-Familie

CYR61 und CTGF gehoren zur Familie der CCN-Proteine, einer Gruppe von
Proteinen, welche erst in den letzten Jahren vermehrt zum Gegenstand der
Forschung geworden ist. Der Name CCN ergibt sich aus den Anfangsbuchsta-
ben der wichtigsten Mitglieder der Familie: CYR 61 (CCN1), CTGF (CCN2) und



NOV (nephroblastoma-overexpressed gene, CCN3). Weitere Mitglieder sind die
WNT-induced secreted proteins, WISP 1-3 (CCN4-6) (Bork, 1993).

Die etwa 30-40 kDa grof3en Proteine der CCN-Familie haben mit 10 % der Ge-
samtmasse einen sehr hohen Cysteinanteil (Brigstock, 1999; Lau und Lam,
1999). CCN-Proteine sind sekretierte, mit der extrazellularen Matrix assoziierte
Proteine, welche an einer Vielzahl zellularer Vorgange beteiligt sind. Zielzellen
kénnen neben Epithelzellen auch Fibroblasten, Endothelzellen, glatte Muskel-
zellen und Nervenzellen sein (Lau und Lam, 1999; Moussad und Brigstock,
2000; Brigstock, 2003).

Die Proteine der CCN-Familie enthalten vier konservierte, homologe Doménen,

denen jeweils einzelne Exons auf Genebene zuzuordnen sind (Abbildung 6).

1. Eine Insulin-like growth factor -bindende Doméane (IGFBP), welche aller-
dings eine weit niedrigere Bindungsaffinitat als die klassischen IGFBPs
aufweist.

2. Eine von-Willebrand TypC Doméne (VWC), die fur Interaktionen mit
Wachstumsfaktoren wie transforming growth factor g (TGF-B) zustandig
sein soll.

3. Eine Thrombospondin Typ 1 Doméne (TSP-1), welche fur die Bindung
an extrazellulare Matrix (ECM) Proteine, Integrine und Matrix Metallo-
proteasen (MMPs) verantwortlich sein soll.

4. Eine Cystein-reiche Doméane (CT) am C-terminalen Ende des Proteins,
welcher eine Rolle bei der Regulation der Zellproliferation zugeschrieben

wird.

Obwonhl bis heute ungeklart ist, mit welchen Proteinen und auf welchem Weg
CYRG61/CTGF in vivo interagieren, so lassen die konservierten Domanen doch
auf eine wesentliche Integrationsfunktion von CYR61/CTGF bei vielen Wachs-
tumsfaktor-, Integrin- und ECM-vermittelten Signalwegen schlie3en. (Bork,
1993; Brigstock, 1999; Wong et al., 1997; Bornstein, 2001; Lau und Lam, 1999;
Brigstock, 1997; Ivkovic et al., 2003)
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Abb. 6: Schematischer Aufbau der CCN-Familie

Aufbau der CCN-Familie mit N-terminalem Sekretionssignal und vier homologen Doménen:
IGFBP (insulin-like growth factor bindendes Protein), VMC (von-Willebrand Typ C Domane),
TSP-1 (Thrombospondin Typ 1 Domane) und CT (cytein-reiches C-terminales Ende). Zentral
befindet sich eine variable Region. WISP-2 weist keine CT-Domane auf. (modifiziert nach Lau
und Lam, 1999)

Die Suche nach hochaffinen, spezifischen CCN-Rezeptoren blieb bislang ohne
Erfolg, so dass zum derzeitigen Stand der Forschung davon ausgegangen wird,
dass die CCN-Proteine Briickenglieder zwischen extrazellularen Matrixprotei-
nen und zellularen Rezeptoren darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass
hierbei die Bindung an pB1-Integrine und Heparansulfatproteoglykane (HSPGSs)
eine grolRe Rolle spielen. So wurde beispielsweise unlangst beschrieben, dass
die CYRG61 getriggerte Induktion des antiapoptotischen Faktors XIAP durch 1-
Integrine vermittelt wird (Lau und Lam, 1999; Chen et al., 2000; Grzeszkiewicz
et al., 2002; Lin et al., 2004).

Die verschiedenen Funktionen der CCN-Proteine werden also entweder durch
Interaktion mit spezifischen Integrin Rezeptorsubtypen an der Oberflache der
jeweiligen Zielzelle, durch Bindung an HSPGs als Co-Rezeptoren, durch Inter-
aktion mit anderen Wachstumsfaktorrezeptoren, oder auch aus einer Kombina-
tion dieser Vorgange vermittelt (Brigstock, 2003).

1.7.2. Funktion und Regulation der CYR61/CTGF-Prote inexpression

CYR61 und CTGF sind die beiden bisher am besten untersuchten Mitglieder

der Familie der CCN-Proteine. Sie sind an einer Vielzahl zellularer Vorgange,



wie Mitose, Adhasion, Apoptose, Produktion von extrazellularer Matrix und Mig-
ration beteiligt. AuRerdem kdnnen sie regulierend auf Differenzierung, Entwick-
lung, Embryogenese, Angiogenese sowie Tumorwachstum, Wundheilung und
fibrotischen Gewebeumbau einwirken (Brigstock, 2003). Somit sind die Proteine
der CCN-Familie sowohl an physiologischen, als auch an pathophysiologischen
Vorgéangen in Organismen beteiligt.

Die abnorme Expression von CYR61 und CTGF ist mit vielen Erkrankungen,
wie arteriosklerotisch bedingten GefalRerkrankungen, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen und Tumorerkrankungen assoziiert (Oemar et al., 1997,
Dammeier et al.,, 1998; di Mola et al., 2004). So konnte etwa in steroid-
abhangigen Brusttumoren eine tbermaRige Expression von CYR61/CTGF fest-
gestellt werden. Des Weiteren ist bekannt, dass CYR61 das Wachstum von
Brusttumoren unterstitzt und mit fortgeschritteneren, schwereren Krankheits-
verlaufen assoziiert ist (Tsai et al., 2000; Sampath et al., 2001; Xie et al., 2001).
Auch an der Pathophysiologie der Fibrose scheinen CYR61 und CTGF beteiligt
zu sein, denn eine Uberexpression konnte unter anderem bei Lungen- und
Pankreasfibrose, sowie bei Nierenfibrose im Rahmen einer diabetischen Neph-
ropathie oder Glomerulonephritis nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte ei-
ne Korrelation der Uberexpression mit dem Schweregrad der Erkrankung fest-
gestellt werden (Lasky et al., 1998; di Mola et al., 1999; Ito et al., 1998; Stratton
et al., 2001).

Der Versuch, lebensfahige CYR61/CTGF-defiziente Mause zu zichten, schei-
terte bislang, da diese auf grund schwerwiegender Defekte der Gefal3- und
Skelettentwicklung letal waren. Dies deutet darauf hin, dass CYR61 und CTGF
essentielle Regulatoren fir Angiogenese und Osteosynthese darstellen (Ivkovic
et al., 2003; Mo et al., 2003).

CYRG61 und CTGF sind durch eine Reihe verschiedenster Signalstoffe induzier-
bar. Von grof3er Bedeutung ist die Induktion durch TGF-$ (Brunner et al., 1991;
Igarashi et al., 1993; Grotendorst, 1997). TGF-§ ist ein wichtiger Wachstums-
faktor, welcher, wie die CCN-Proteine, an der Regulation vieler zellularer Vor-
gange beteiligt ist. Es liegt also nahe, einen Zusammenhang zwischen CYR61,

CTGF und TGF-B Expression zu vermuten. TGF-$ kann in vielen Zelltypen die



CYR61/CTGF Expression induzieren, da deren Promotorregion eine Sequenz
aufweist, welche durch TGF- tUber sogenannte SMAD-Proteine aktiviert wer-
den kann (Holmes et al., 2001; Bartholin et al., 2006). So konnte etwa gezeigt
werden, dass TGF-B CTGF-vermittelt die Kollagensynthese in Fibroblasten in-
duziert (Duncan et al., 1999). Des Weiteren konnte auch bei der Wundheilung
ein Zusammenhang zwischen TGF-B- und CYR61/CTGF-Expression festge-
stellt werden, so dass man auch hier von einer gemeinsamen Signalkaskade

zur Koordination des Wundheilungsprozesses ausgeht (Igarashi et al., 1993).

Weitere Faktoren, welche zu einer verstarkten CCN-Proteinexpression fuhren,
sind Ostrogene, Hyperglykamie, bone morphogenetic proteins (BMPSs), Seroto-
nin, Angiotensin Il, sowie verschiedene, etwa im Serum vorhandene Wachs-
tumsfaktoren (Brigstock, 1999 und 2003; Igarashi et al., 1993; Hahn et al.,
2000; Iwanciw et al., 2003). Es wurde aul3erdem beobachtet, dass auch eine
Veradnderung der Architektur des Zytoskeletts und der Zellmorphologie durch
mechanischen Stress, wie beispielsweise bei heilenden Wunden oder fibroti-
schem Gewebeumbau, ausreicht, um eine CYR61/CTGF Induktion herbeizufih-
ren (Ott et al., 2003; Tamura et al., 2001). An der Induktion von CYR61 und
CTGF ist oftmals auch ein Zusammenspiel verschiedener Rho-GTPasen wie
RhoA, Racl und Cdc41l beteiligt (Han et al., 2003; Chowdhury und Chaqour,
2004). So konnte etwa gezeigt werden, dass es durch eine Zerstérung der
Mikrotubuli des Zytoskeletts sowohl zu einer Uberexpression von CTGF, als
auch zu einer verstarkten Aktivierung von RhoA kommt. Mittels einer Hemmung
von RhoA blieb die Uberexpression von CTGF aus, was auf einen Zusammen-
hang im Regulationsmechanismus hinweist (Ott et al., 2003).

Fur die vorliegende Arbeit ist auBerdem von Bedeutung, dass auch durch
Phospholipide wie Sphingosin-1-Phosphat (S1P) oder Lysophosphatidylsdure
(LPA) eine Induktion von CYR61 und CTGF erreicht werden kann, da bekannt
ist, dass LPA auch von Bakterien gebildet werden kann (Muehlich et al., 2004;
Sakamoto et al., 2004; Han et al., 2003).



1.8. LPA, S1P und ihre Rezeptoren

Lysophosphatidylsaure (LPA) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) sind natirlich
vorkommende, biologisch aktive Lysophospholipide, welche auf Zellfunktionen
vielfaltig Einfluss nehmen konnen. Beide wirken Uber spezifische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren der endothelial differentiation gene (EDG) Familie (Anli-
ker und Chun, 2004). EDG-2, -4 und -7 sind die LPA-spezifischen Rezeptoren,
deshalb auch LPA 1-3 genannt (Lynch, 2002). EDG-1, -3, -5, -6, -8 sind die
S1P-spezifischen Rezeptoren und werden S1P 1-5 genannt (Spiegel und
Milstien, 2002).

Durch Bindung an diese Rezeptoren kdnnen uber Gi-, Gq-, G1213—Proteine und
kleine GTPasen der Rho-Familie, vor allem Ras und Rac, multiple Effektor-
systeme, wie die p38 mitogen activated protein (MAP) Kinase, Phospholipase
C/D oder Adenylatzyklasen aktiviert werden, worauf es dann z.B. zu einer Akti-
vierung von Transkriptionsfaktoren und Proteinen des Zytoskeletts, oder zur
Expression von Adhasionsmolekilen kommt (Han et al., 2003). So konnte etwa
gezeigt werden, dass durch Bindung von LPA an LPAl-Rezeptoren ein Gj-
Phosphoinositid-3-Kinase-Tiaml Signalweg aktiviert wird, welcher wiederum zu
einer Aktivierung von Racl fuhrt, wodurch dann unter anderem Zellmotilitat
vermittelt wird (Van Leeuwen et al., 2003). Auf diese Weise kénnen LPA und

S1P viele zellulare Vorgange beeinflussen (Han et al., 2003).

LPA war lange Zeit nur als Vorstufe fur die Biosynthese von Membranphospho-
lipiden sowohl in Eukaryoten, als auch in Prokaryoten bekannt. Erst kirzlich
wurde LPA als ein intrazellulares Signalmolekul identifiziert, welches von Zellen
wie aktivierten Thrombozyten oder Fibroblasten, von verletztem Gewebe oder
bei Entzindung in grof3en Mengen freigesetzt wird. So werden heute fir den
hohen LPA-Gehalt im Serum (mikromolarer Bereich) die Thrombozyten verant-
wortlich gemacht. Extrazellulares LPA ist wasserldslich und erftullt hormon- und
wachstumsfaktordhnliche Funktionen. LPA spielt eine Rolle bei proliferativen
und antiapoptotischen Veranderungen von Zellen, sowie bei Veranderungen
des Zytoskeletts, wie etwa bei Zellmotilitat, Adhasion, Sekretion, Kontraktion

oder Chemotaxis. Des Weiteren soll LPA an wichtigen Prozessen wie Neuroge-



nese, Myelinisierung, Angiogenese, Wundheilung und Tumorausbreitung betei-
ligt sein (Moolenaar, 1995; Contos et al., 2000; Goetzl und An, 1998; Eichholtz
et al., 1993).

S1P ist ein Ceramid-Metabolit, der in Eukaryoten, nicht aber in Prokaryoten
vorkommt (Spiegel und Milstien, 2002). S1P ist wie LPA ein aktives Lyso-
phospholipid mit hormon- und wachstumsfaktordhnlicher Wirkung, ahnlich derer
von LPA. So hat S1P etwa Einfluss auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Apoptose und Zellmigration (Spiegel et al., 1998; Rosen und Goetzl, 2005; Han
et al., 2003). Es gibt auRerdem Hinweise, dass S1P auch intrazellulare Wirkun-

gen hat, wie z.B. auf den Kalziumhaushalt (Mattie et al., 1994).

Die Phospholipide LPA und S1P sind wichtige Signalmolekile, welche bei jegli-
cher Art von mechanischem Stress oder Entziindung und Verletzung von Ge-
webe verstarkt exprimiert werden. Diese Wirkungen von LPA und S1P kénnen
auch Uber Proteine der CCN-Familie, CYR61 und CTGF, vermittelt werden
(Muehlich et al., 2004).

1.9. Zielsetzung

Bei der Infektion von Epithelzellen mit pathogenen Yersinia enterocolitica
Stammen werden in den Zellen viele verschiedene Gene induziert, um die
proinflammatorische Wirtsantwort zu generieren. Hierzu gehoéren auch CYR61
und CTGF, Gene der CCN-Familie (Bohn et al., 2004). Bislang war eine Induk-
tion von CYR61 und CTGF nach Infektion mit Bakterien nur von Chlamydia
pneumoniae, einem obligat intrazellularen Erreger von Pneumonien, bekannt
(Peters et al., 2005).

Mit dieser Arbeit sollte die von Bohn et al. 2004 erstmals beschriebene Indukti-
on von CYR61 und CTGF in Epithelzellen nach Infektion mit Yersinia enterocoli-
tica ndher untersucht werden.

Es sollte analysiert werden, tber welche Signalstoffe die CYR61/CTGF Indukti-
on vermittelt wird, beziehungsweise wodurch die Induktion gehemmt werden

kann. Aul3erdem interessierte die Frage, ob auch andere Bakterien diese Induk-



tion in Epithelzellen auslésen kénnen, ob die CYR61/CTGF Induktion in Epi-
thelzellen also eine allgemeine Reaktion auf die Infektion mit Bakterien darstellt.
Daraus ergab sich dann auch die Frage, welche biologische Funktion und wel-
che Konsequenzen dieser Mechanismus fur die Epithelzellen und fur den Orga-
nismus haben kénnte, und welche Schliisse fur die klinische Medizin hieraus zu

ziehen sein konnten.



2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Bakterien-Brutschrank (B20)
Drehschiittler (Rotator 220)
Durchflusszytometer FACS-Calibur
ELISA-Reader
Eppendorf-Zentrifuge (Centrifuge 5417R)
Filmentwicklermaschine Curix 60
Gasbrenner
Geldokumentation Flour-S Multi-Imager
Software: Quantity one
Biometra Ti5
Software: BioDoc Analyze
Gelelektrophoreseapparatur PowerPac 1000
Gelschuttler
Gelschiittler Unimax 2010
Heizblock (TR-L-288)
Immunoblotting-Apparatur (Mini Protean III)
Kolbenhub-Pipetten (10ul, 100ul, 2000ul)
Kolbenhub-Pipettierhilfe (pipetus-akku)
Mausekafig (IVC, Sealsafe 1284 L)

Magnetheizrihrer (RCT basic)
Mehrkanalpipette

Mikroskop DM IRE2

Mikroskop TelaVal 31, Axiovert 200
Multistepper

Heraeus, Hanau

Bachofer, Reutlingen

Becton Dickinson,Heidelberg

Tecan, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg
AGFA, Kéln

Warteweg LB, Gottingen
BioRad, Miuinchen
BioRad, Miunchen
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
BioRad, Miinchen

Ika Labortechnik, Staufen
Heidolph, Kelheim
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miuinchen
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
Tecniplast, Hohen-
preildenberg

Ika Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Leica, Heidelberg

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg



Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler T3

pH-Meter Modell inoLab® Level 2
Photometer Bio Photometer
Photometer Ultrospec 3000 pro

Rotoren (SM 24, SS-34, SL 1500)
Schittelinkubatoren (Certomat BS-1)

SDS-PAGE-Kammern (Protean Ill; Mini Protean)
Semi-Dry Transfer-Apparatur (Trans-Blot SD)

Sicherheitswerkbank (BDK-S 1200, 1500)

Spannungsquellen fur Elektrophorese
(Power Pack 200, 300)

Speed-Vag Concentrator 5301

TagMan Gene Amp 5700 SDS
(Sequence Detection System)

Thermocycler

Thermomixer comfort

Vakuumpumpe (CVC 2000)

Vortexer Reax top

Wasserbad (WB 10)

Zellkultur-Brutschrank (BBD 6220)

Zentrifuge Eppendorf 5412 R, Minispin plus

Zentrifuge Multifuge 3S-R

Zentrifuge (Sorvall RC 5C Plus)

2.1.2. Verbrauchsmittel

Autoradiographie-Filme (Kodak X-OMAT)
Deckplattchen

Einmalkuvetten

Eppendorf-GefalRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Brand, Landshut
Biometra, Gottingen
WTW, Weilheimi. OB
Eppendorf, Hamburg
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Sorvall, Hanau

Braun Biotech, Melsungen
BioRad, Miunchen
BioRad, Miunchen

BDK Luft-/Reinheitstechnik
BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, USA

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Vacuubrand, Wertheim
Heidolph Instr., Schwabach
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

DuPont, Bad Homburg

Kodak, Cedex, Frankreich
Menzel, Braunschweig
Sarstedt, Berlin
Eppendorf, Hamburg



FACS Rdohrchen
Glaskolben und Flaschen
Impfésen (10 pl)

Kanulen (Sterican 0,90 x 40 mm, 0,40 x 20 mm)
Kunststoffflaschen, steril (500ml)

Kunststoffflaschenaufsatzfilter, steril

(0,20 um, @ 70mm)
Membranen fur Immunoblots
(PVDF, Nitrocellulose)

Mikrotiter-Platten (Spitzboden, Rundboden)

Parafilm ,M*

Pasteurpipetten

PCR-Gefal3e
pH-Indikatorpapier (pH 1 - 14)

Pipetten (5ml, 20ml, 25ml, 50ml)

Pipettenspitzen (10 pl)
Pipettenspitzen (100 pl)
Pipettenspitzen (1000 nl)
Rundboden-Rdhrchen (13 ml)
Skalpelle

Spitzboden-Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Spritzenvorsatzfilter (0,20 um, Celluloseacetat,

@ 26 mm)

TagMan 96-Napf Thermo-Platten
TaqMan Optical Adhesive Covers

Whatman Filterpapier

Zellkulturflaschen (80cm?, 175 cm?)

Zellkulturplatten (6-Napf)
Zellschaber

Becton Dickinson,Heidelberg
Schott Duran, Mainz
Sarstedt, Berlin

B. Braun, Melsungen
Corning, USA

Corning, USA

Millipore, Eschborn

Greiner, Nurtingen

American National Can, USA
WU, Mainz

Fisher Scientific, Schwerte
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson,Heidelberg
Brand, Wertheim

Sarstedt, Berlin

Greiner, Nirtingen

Greiner, Nirtingen

B. Braun, Melsungen

Becton Dickinson,Heidelberg
B. Braun, Melsungen
Sartorius AG, Gottingen

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Millipore, Eschborn

Nunc, Roskilde, Danemark
Nunc, Roskilde, Danemark
Corning Inc, USA



2.1.3. Chemikalien

2.1.3.1. Allgemein

-Mercaptoethanol

Acrylamid / Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)
APS (Ammoniumpersulfat)
Bacto-Agar

Bacto Trypton

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie R-250

Cytochalasin D

DEPC (Diethylpyrocarbonat) -Wasser
DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs (10 mM)

DTT (Dithiothreitol, 0,1 mM)
ECL-Western Blot Detektionssystem

EDTA (Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-
Tetraacetat)

Essigsaure 100% p.a.

Ethanol

FACS Ld6sungen (FACS-Flow, -Rinse, -Clean)

Fotales Kalberserum (FKS)

Glucose

Glycin

Hefeextrakt

Hirn-Herz-Bouillon (BHI-Pulver)

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Difco, USA

Difco, USA

Biomol, Hamburg

BioRad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ambion, Huntingdon, UK
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Becton Dickinson,Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

ICN, USA

Difco, USA



Ki 16425 (3-(4-(4-((1-(2-Chlorophenyl)ethoxy)
carbonylamino)-3-methyl-5-isoazolyl)
benzylthio)propan-Saure

L-Glutamin (200mM)

LPA (L-a-Lysophosphatidylsaure)

Methanol

PBS Dulbecco

Penicillin/Streptomycin (100ug/ml)

RNase Away

PNPP (p-Nitrophenyl-Phosphat Dinatrium)

Polymyxin-Agarose und Polymyxin

Ponceau S L6sung

Propidiumjodid

ROX Reference Dye

RPMI 1640

RT-PCR 5x First-Strand-Puffer

Rubidiumchlorid

S1P (D-Erythro-Sphingosin-1-Phosphat)

SDS ultra pure

TagMan Platinum gPCR Supermix-UDG

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Triton-X 100

Trypan-Blau

Trypsin-EDTA-LOsung

Trypton Peptone

Tween 20

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Gibco, BRL, Eggenstein
Biochrom, Berlin

Mol Bio Prod, USA

ICN, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, USA

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, BRL, Eggenstein
ICN, USA

Merck, Darmstadt

Alle weiteren Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen

und besitzen den Reinheitsgrad p.a.



2.1.3.2. Antibiotika

Ampicillin ICN, USA 100 mg/ml in a. dest.
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 50 mg/ml in Ethanol
Gentamycin ICN, USA 10 mg/ml in Wasser
Kanamycin ICN, USA 50 mg/ml in Wasser
Nalidixinsaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen 10 mg/ml in Wasser

Natrium m-Arsenit  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 400 uM in Wasser

Alle Stammlésungen sind bei —20C stabil und werden dem Medium 1:1000

zugesetzt.

2.1.3.3. Kommerzielle Kits

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
SuperScript™ cDNA Synthese Kit Invitrogen, Karlsruhe

Bei der Verwendung von Kits wurden die jeweils von der Herstellerfirma mitge-
lieferten Puffer verwendet und nach Herstelleranleitung vorgegangen.

2.1.4. Proteine

2.1.4.1. Antikorper fur Immunoblotting

Priméarantikdrper:

Anti-CTGF (L-20)
sc-14939 IgG polyklonal, Ziege Santa Cruz Biotech, USA

Anti-Cyr61 (H-78)
sc-13100 IgG polyklonal, Kaninchen Santa Cruz Biotech, USA

Anti-B-Aktin monoklonal, Maus Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Zweitantikdrper:

Anti-Ziege 1gG Esel, HRP-Konjugat Jackson Immuno Research,
USA

Anti-Kaninchen IgG Ziege, HRP-Konjugat Jackson Immuno Research,
USA

Anti-Maus 1gG Kaninchen, HRP-Konjugat DakoCytomation, DK

2.1.4.2. Antikdrper fur Durchflusszytometrie (FACS)

Epithelzellenfarbung:

Anti-Maus 1gG1 Kaninchen, FITC-Konjugat, DakoCytomation, DK
Isotyp

Anti-Cytokeratin human
Maus, FITC-Konjugat Miltenyi Biotech, Gladbach

Lymphozytenfarbung:

Anti-Maus 1gG2a, « Ratte, PE-Konjugat, Isotyp Becton Dickinson,Heidelberg
Anti-Maus 1gG1, «  Ratte, PE-Konjugat, Isotyp Becton Dickinson,Heidelberg
Anti-Maus IgG1, A Ratte, FITC-Konjugat, Isotyp Becton Dickinson,Heidelberg

Anti-CD 11b Maus, FITC-Konjugat Becton Dickinson,Heidelberg
Anti-CD 11c Maus, FITC-Konjugat Becton Dickinson,Heidelberg
Anti-CD 19 Maus, FITC-Konjugat Becton Dickinson,Heidelberg
Anti-CD 3 Maus, PE-Konjugat Becton Dickinson,Heidelberg

2.1.4.3. GroRenstandards

kTm

BenchMar Prestained Protein Ladder Invitrogen, Karlsruhe



2.1.4.4. Enzyme

Reverse Transkriptase Super Script 11l (200 U/ul) Invitrogen, Karlsruhe
RNAse OUT Invitrogen, Karlsruhe
TcdB-10463 aus Clostridium difficile Prof. I. Just,

Toxikolog. Institut, Hannover

Alle Enzyme wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer verwendet.

2.1.5. Oligonukleotide

2.1.5.1. Oligonukleotide fur Reverse Transkription

Oligo-dTig-Primer (500ng/ul) New England BioLabs, USA

2.1.5.2. Oligonukleotide fur quantitative Echtzeit- PCR

Tab. I: In dieser Arbeit verwendete TagMan-Assays (Applied Biosystems, USA)

TagMan-Assay Zielgen
hsG6PD (Hs00166169 _m1) humane Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
hsCTGF (Hs00170014_m1) humaner connective tissue growth factor
hsCYR61 (Hs00155479_m1) humaner cysteine rich growth factor 61
MMGAPDH (Mm99999915 g1) murine Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
mmCTGF (Mm00515790_g1) muriner connective tissue growth factor
mMMCYR61 (Mm00487498_m1) muriner cysteine rich growth factor 61




2.1.6. Zelllinien

Fur Zellkulturexperimente wurde die humane Epithelzelllinie HeLa 229 verwen-

det.

HelLa Zellen stammen aus einem besonders stark proliferierenden Zervixkarzi-

nom, und wurden ursprunglich von der American Type Culture Collection
(ATCC), USA, bezogen (No. CCL-2), (www.atcc.org).

2.1.7.

Bakterienstamme

2.1.7.1. Yersinia enterocolitica Stamme

Tab. II: In dieser Arbeit verwendete Yersinia enterocolitica Stamme

genannt: Ayop T

Stamme Eigenschaften Herkunft
Y.Ye\r);%(.)gf) U:/ICA?31 4 klinisches Isolat, Y. enterocolitica Wildtypstamm Heesemann
b . + WA-314 mit Virulenzplasmid pYVO:8; Nal® et al., 1987

genannt: pYV
Y. enterggolltlca plasmidloses Derivat vom Wildtypstamm WA-314, |Heesemann
pYVeO:8 WA-314 R

. - Nal et al., 1987
genannt: pYV
Y. enterocolitica O:8 YopE-defiziente Mutante, Deletion von YopE durch B. Manncke
WA-314-A yop E::Kan | Insertion einer Kan-Kasette, am C- und N-Terminus 2605 '
genannt: A yop E bleiben jeweils 50 bp erhalten, Nal®, Kan®
Y. enterocolitica O:8 YopH-defiziente Mutante, Deletion von YopH durch B. Manncke
WA-314-A yop H::Kan | Insertion einer Kan-Kasette, am C- und N-Terminus 2605 '
genannt: A yop H bleiben jeweils 50 bp erhalten, Nal®, Kan®
Y. enterocolitica O:8 YopM-defiziente Mutante, Deletion von YopM durch B. Manncke
WA-314-A yop M::Kan | Insertion einer Kan-Kasette, am C- und N-Terminus 2605 '
genannt: A yop M bleiben jeweils 50 bp erhalten, Nal®, Kan®
Y. enterocalitica 08 YopP-defiziente Mutante, Deletion von YopP durch | Ruckdeschel
WA-314-2\ yop PiCm |, cortion einer Cm-Kassette, Nal¥, Cm® etal., 2001
genannt: A yop P ' ' v
Ywir]gelrz?zlltlga ('?Ei:m YopT-defiziente Mutante, Deletion von YopP durch | Zumbihl

yop 1-- Insertion einer Cm-Kassette, Nal?, Cm"® etal., 1999




2.1.7.2. Listeria monozytogenes Stamme

Tab. Ill: In dieser Arbeit verwendete Listeria (L.) monozytogenes Stamme
Stamme Eigenschaften Herkunft
L. monozytogenes ATCC BAA-679 klinisches Isolat, Wildtypstamm ATCC
. - AG Goebel,
L. monozytogenes A plc A Phospholipase C-defiziente Mutante Wiirzburg
_ - AG Goebel,
L. monozytogenes A hly Lysteriolysin-defiziente Mutante Wiirzburg
L. monozytogenes A inl A Internalin-defiziente Mutante AG. Goebel,
Wirzburg
2.1.7.3. Sonstige Bakterienstamme
Tab. IV: In dieser Arbeit verwendete sonstige Bakterienstamme
Stamme Eigenschaften Herkunft
Pseudomonas aeruginosa ATCC Klinisches Isolat ATCC
27853
Escherichia coli ATCC 25922 klinisches Isolat ATCC
_ ; Isolat aus Colon von IL2"" SPF- Waidmann
Escherichia coli mpk MAusen et al., 2003
Enterokokkus faecalis ATCC 29212 klinisches Isolat ATCC
Staphylokokkus aureus ATCC 25923 klinisches Isolat ATCC

Bartonella henselae Marseille

klinisches Isolat

Drancourt et
al., 1996

2.1.8. Mausstamme

C57BL/6

Inzuchtstamm

Harlan Winkelmann GmbH,

Borchen




2.1.9. Kulturmedien

2.1.9.1. Zellkulturmedien

Sofern nicht gebrauchsfertig bezogen, wurden die Medien fir die Zellkultur steril
angesetzt und bei 4C bzw. nach Herstellerangaben g elagert. Das fotale Kal-
berserum (FKS) wurde vor der Benutzung 30 min bei 56 inaktiviert.

RPMI 1640 / 10 % FKS / 1 % L-Glutamin / 1 % Penicillin-Streptomycin (Kultur-

medium)

RPMI 1640 wurde als fertige Losung (Biochrom, Berlin) bezogen. Dem
Medium wurden zusatzlich 10 % FKS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 1 % L-
Glutamin (GIn; 200 mM) (Invitrogen, Karlsruhe) und 1 % Penicillin-Strepto-
mycin (Pen-Strep; 100 pug/ml) (Biochrom, Berlin) zugesetzt.

RPMI 1640/ 10 % FKS /1 % L-Glutamin

RPMI 1640 wurde als fertige Losung (Biochrom, Berlin) bezogen. Dem
Medium wurden zuséatzlich 10 % FKS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 1 %
L-Glutamin (GIn; 200 mM) (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt.

RPMI 1640 / 1 % L-Glutamin (Infektionsmedium)

RPMI 1640 wurde als fertige Losung (Biochrom, Berlin) bezogen. Dem
Medium wurde 1 % L-Glutamin (GIn; 200 mM) (Invitrogen, Karlsruhe) zu-

gesetzt.

2.1.9.2. Bakterienkulturmedien

Bakterienkulturmedien wurden aus der institutseigenen Nahrbodenkiche bezo-
gen. Alle Medien wurden nach der Herstellung im Autoklaven 20 min bei 121C
sterilisiert. Hitzelabile Komponenten wurden sterilfiltriert nachtraglich zugege-



ben. Fur Selektivmedien wurden nach dem Autoklavieren geeignete Antibiotika

zugesetzt.

LB-Medium (Luria-Bertani):

10 g/l
54l
54l
ad 11
pH 7,5

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

a. dest.

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wurde dem Medium 15g/l Bacto Agar zu-

gefugt. Die fertigen Platten wurden bei 4C gelagert.

Hirn-Herz-Medium (BHI):

(Brain Heart Infusion)

2.1.10. Puffer und Lésungen

2.1.10.1. Allgemein

PBS:

2.1.10.2. Puffer und Lésungen fur die Proteingelele

10 % APS:
10 % SDS:

AA/BA (30:0,8):

37 g/l
ad 1l
pH 7,4

4 mM
16 mM
115 mM

10 % (w/v)
10 % (w/v)

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

BHI-Pulver

a. bidest.

KH>PO
Na,HPO,4
NacCl

ktrophorese

APS in a. bidest.
SDS in a. bidest.

Acrylamid
Bisacrylamid



Sammelgelpuffer:

Trenngelpuffer:

10x Laufpuffer (SDS-Page):

5 x Probenpuffer (Laemmli):

Coomassie-Blue-Ldsung:

Entfarbeldsung:

2.1.10.3. Puffer und Lésungen fur Immunoblotting (W

WB-Transferpuffer:

WB-Waschpuffer:

ECL-LOsung 1:

0,5M
15M

500 mM
1,92 M
1 % (w/v)

250mM

50 % (v/v)
10 % (w/v)
500mM
0,05 % (w/v)

1,259
500 ml
100 mi
ad 11

25 %
8 %

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

0,9 %
10 mM
0,2 % (viv)

2,5 mM

400 uM

Tris/HCI (pH 6,8)
Tris/HCI (ph 8,6)

Tris/HCI (pH 7,0)
Glycin
SDS

Tris/HCI (pH 6,8)
Glycerin

SDS

Dithiotreitol

Bromphenolblau

Coomassie R-250
Methanol
Essigsaure

a. dest.

Ethanol
Essigsaure

esternblot)

Tris (pH 8,0)
Glycin
SDS

Methanol

NacCl
Tris/HCI (pH 7,4)
Tween 20

Luminol

(0,22 g ad 5 ml DMSO)

Paracoumarsaure

(0,075 g ad 5 ml DMSO)



100 mM Tris/HCI (pH 8,5)

ECL-LOsung 2: 5,4 mM H.0O,
100 mM Tris/HCI (pH 8,5)

Alle anderen Puffer sind unter der zugehdrigen Methode beschrieben.

2.1.10.4. Puffer und Lésungen fur Durchflusszytomet  rie (FACS)

PBSF: 5% FKS
(hitzeinaktiviert 1 h, 56 C)
ad 10 ml PBS



2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Umgang mit RNA

Aufgrund der Allgegenwartigkeit und enormen Stabilitdt von RNasen missen
bei samtlichen Arbeiten mit RNA (ribonucleic acid) besondere Vorsichtsmal3-

nahmen ergriffen werden.

So wurde stets auf Eis und mit frischen Handschuhen gearbeitet, aul3erdem
wurden nur RNase-freie Materialien verwendet. Arbeitsflache, ebenso potentiell
kontaminierte Materialien und Gerate wurden vor Gebrauch mit RNase-Away
gereinigt. Fur Losungen wurde nur DEPC-behandeltes Wasser eingesetzt, so-
wie Chemikalien, welche ausschlief3lich fuir RNA-Anwendungen reserviert wa-
ren und dementsprechend gehandhabt wurden.

Die Lagerung von RNA-Isolaten erfolgte bei -80C un d ihre Konzentration wur-

de nach langerer Aufbewahrungszeit vor Gebrauch neu vermessen.

2.2.1.2.Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus dem Gesamtzell-Lysat der im 6-Well-Format aus-
gesaten und infizierten HeLa-Zellen erfolgte mit dem RNasy Mini-Kit (Qiagen,

Hilden), wobei nach Herstellerangaben gearbeitet wurde.

Das Kit basiert auf Saulen mit Silicagel-Membranen, welche die RNA abhéngig
von Salzkonzentration und pH-Wert binden und wieder abgeben. Eventuell vor-

handene RNasen werden durch einen stark denaturierenden Puffer zerstort.



2.2.1.3. Reverse Transkription Polymerasekettenreak tion (RT-PCR)

Bei der reversen Transkription wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkripta-
se aus RNA komplementare copy-DNA (cDNA) synthetisiert und mittels einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert.

Aufgrund ihrer hohen Sensitivitat erlaubt die RT-PCR eine genaue Quantifizie-
rung der zu untersuchenden messenger-RNA (mRNA), welche in Zellkulturver-

suchen nur in geringer Quantitat vorhanden ist.

Den Unterschied von mRNA im Vergleich zu anderen RNA-Formen bildet eine
Sequenz aus mehreren aufeinanderfolgenden Adenin-Basen (Poly-A-Sequenz)
an einem Ende des RNA-Stranges, so dass sich dieser spezifisch markieren
lasst, indem man DNA-Strdnge aus Thymidin-Basen (Oligo-dT) zu den RNA-
Isolaten gibt, welche sich komplementar als Primer an die Poly-A-Sequenz an-
lagern (Primer-Annealing). An diesen Primer wiederum lagert sich dann die Re-
verse Transkriptase an und lbersetzt den gesamten Strang in cDNA.

Da die isolierte Gesamt-RNA-Menge abhangig von der urspringlichen Zellzahl
in der Probe variiert, wurde fur jede Probe der RNA-Gehalt mittels Photometer
bestimmt, um fur das weitere Vorgehen immer die gleiche RNA-Menge zu ver-
wenden. Die photometrische Quantifizierung der RNA erfolgte bei 260 nm, hier
entspricht eine optischen Dichte (OD) von 1,0 einer RNA-L6sung einer RNA-
Konzentration von 40 pug/ml. Um genaue Werte bei der RNA-Quantifizierung zu
erhalten, wurden die Gesamt-RNA-Proben mit Tris (10 mM; pH 8,0) 1:50 ver-
dunnt; auch die Kalibrierung des Photometers auf den Nullwert vor der Mes-
sung erfolgte mit Tris (10 mM; pH 8,0). Der RNA-Gehalt errechnet sich dann
aus dem Produkt von gemessenem ODyg-Wert, Verdinnungsfaktor und der
RNA-Konzentration bei OD 1,0 (d.h. 40 ug/ml). Weiterhin liefert das Verhaltnis
aus den Absorptionswerten einer RNA-L6sung bei 260 nm und 280 nm eine
Aussage Uber den Reinheitsgrad der RNA - und somit Gber die Qualitat der Ge-
samt-RNA, wobei der optimale Wert bei 2,0 liegt.

Fur die RT-PCR wurden 1-3 ug RNA pro Ansatz verwendet. Anhand des be-

stimmten RNA-Gehaltes der Proben wurde jeweils die einzusetzende Menge an



RNA in ul errechnet und in ein Reaktionsgefal3 vorgelegt. Jede Probe wurde
dann mit DEPC-Wasser (Ambion) auf ein Volumen von 9 ul gebracht. Dazu
wurden je Ansatz 500 ng Oligo-dTig-Primer (GIBCO) hinzupipettiert, so dass
jeder Ansatz ein Gesamtvolumen von 10 ul ergab. Die Ansatze wurden dann fur
5 min auf 70C erhitzt, um die Sekundarstrukturen d er RNA aufzuschmelzen.
Das Primer-Annealing erfolgte dann wahrend der anschlieenden Abkihlung
der Anséatze auf 4C. Wahrenddessen erfolgte das Ansetzen des RT-
Mastermixes (Bestandteile siehe unten). Nach dem Primer-Annealing wurde zu
jedem Ansatz 10 ul des Mastermixes hinzupipettiert und durchmischt. Der ge-
samte Ansatz wurde nun fir die Reverse Transkription 1,5 h bei 42C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Erhitzung auf 70C fir 15 min, um die Reverse
Transkriptase zu inaktivieren, und am Ende eine Abkihlung auf 4C. Die so
erhaltene cDNA wurde 1:10 mit DEPC-Wasser verdunnt und bei — 20T aufbe-

wabhrt oder sofort fir weitere Analysen verwendet.

Die gesamte Reaktion wurde in einem Thermocycler (Biometra, Goéttingen)

durchgefihrt.

Mastermix RT-PCR (1x Ansatz):

1 ul Reverse Transkriptase Super Script Il
(200 U/pl)

1ul RNase Out

2 ul dNTP-Mix (10 mM)

2 ul DTT (0,1 M)

4 ul 5x First-Strand-Puffer

(alle Produkte von Invitrogen, Karlsruhe)

2.2.1.4. Quantitative Echtzeit-PCR mit TagMan

Die Methode der Echtzeit-PCR bietet die Mdglichkeit, quantitative Analysen von
DNA durchzufuhren und damit Aussagen uber die Gen-Induktion in einer Zelle
zu treffen. Dabei werden nach jedem PCR-Zyklus Fluoreszenzsignale detek-



tiert, welche durch die Abspaltung von an den Oligonukleotiden gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffen entstehen, wenn es zur Neustrangsynthese im Laufe
des Zyklus kommt. Die Fluoreszenz ist also ein Mal3 fur die Amplifikatmenge.
Durch den direkten Vergleich mit parallel vervielfaltigten Standards des gleichen

Gens kdnnen die unbekannten Konzentrationen der Proben ermittelt werden.

Zwecks Normalisierung der Werte wurde in den Proben auch ein Haushaltsgen,
also ein in eukaryotischen Zellen konstitutiv exprimiertes Gen, gemessen (hu-
mane Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) bzw. Glyceraldeyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der Maus).

Bei einem TagMan-Assay liegt zwischen den zwei spezifischen Oligonukleoti-
den (Primer) ein weiteres fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid (TagMan-
Probe). Dieses ist eine Sonde, welche am 5-Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff und am 3" -Ende oder intern mit einem Quencher-Farbstoff
markiert ist. Bei einer intakten Sonde wird die Reporterfluoreszenzemission
durch die Nahe des Quenchers zum Reporter unterdrickt. Kommt es wahrend
der Reaktion zur Neustrangsynthese, fragmentiert die Tag-Polymerase durch
ihre 5°-3"-Exonukleasetatigkeit die TagMan-Sonde, woraus die Trennung des
Reporters vom Quencher resultiert, und damit die Reporterfluoreszenz freige-
setzt wird (Abbildung 7). Die Reporterfluoreszenz wird nach jedem Zyklus ge-
messen und nimmt proportional zur Menge des DNA-Amplifikats im Reaktions-
gefall zu. Die 5-3 Exonukleaseaktivitat der Taqg-Polymerase erkennt nur die
TagMan-Sonden, welche an die Zielsequenz gebunden sind. Dadurch werden
nur diese fragmentiert und nicht hybridisierte Einzelstrange bleiben unbescha-
det.

Vorteil einer Quantifizierung mittels Echtzeit-PCR im Vergleich zur semi-
guantitativen PCR ist, dass das entstehende Produkt standig wéahrend der PCR
gemessen werden kann. Somit ist in der linearen Phase der PCR-Reaktion eine
Mengenbestimmung moglich, welche zu genaueren Ergebnissen als bei der
Endpunktmessung einer semi-quantitativen PCR flhrt.



Forward

P rim er R Probe Q

Reverse
Primer

Forward | 4

Prim er \Prohr Q
—— E
- S ————
Reverse
» of Primer
. R.—'
— Prebe Q
Foerward

Primer
| -

- ————
Reverse
Primer

Abb. 7: Prinzip der Real-Time-PCR mittels TagMan-Sonde

R - Reporterfloureszenz, Q - Quencherfarbstoff, Probe - floureszenzmarkiertes Oligonukleotid.
Erklarungen im Text (entnommen aus: Quantifizierung von PCR-Produktmengen durch Real-
Time PCR-Verfahren, Wilfingseder und Stoiber, Institut fiir Hygiene- und Sozialmedizin und
Ludwig Bolzmann-Institut fir AIDS-Forschung, Innsbruck, http://www.antibiotika-monitor.at).

Die Quantifizierung der Echtzeit-PCR basiert auf der Berechnung des Fluores-
zenzschwellenwertes (Threshold Cycle, Ci-Wert). Der C-Wert ist derjenige
PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signi-
fikant Ubersteigt. Ab diesem Zeitpunkt erfolgt die Amplifikation des PCR-
Produktes exponentiell. Gleichzeitig werden in einem PCR-Lauf Proben mit ver-
schiedenen, vorher schon bekannten cDNA-Mengen (Standard) amplifiziert, mit
deren Hilfe eine Standardgerade erstellt werden kann, um von einem bestimm-
ten gemessenen Ci-Wert auf die cDNA-Konzentration der zu bestimmenden

Probe zu schlief3en.

Es wurden jeweils 5 ul der zu bestimmenden cDNA in einem Reaktionsansatz
verwendet. Dieser enthielt dartiber hinaus den TagMan-Assay mit Primer und
TagMan-Probe des zu detektierenden Gens, sowie ROX-Reference-Dye, um
Schwankungen im Fluoreszenzsignal, die nicht auf die PCR zurickzuflhren
waren, auszugleichen. Des Weiteren war Platinum gPCR Supermix-UDG, wel-
ches aus den notwendigen Puffern, hitzestabiler Tag-DNA-Polymerase, Nukleo-
tiden und einer hitzelabilen Uracil-DNA-Glycosylase bestand, enthalten, aul3er-

dem RNAse freies DEPC-Wasser (genaue Mengenangaben siehe unten). Die



Uracil-DNA-Glycosylase, ein Enzym, das uracil-glycosidische Bindungen hydro-
lysiert, wird in diesem Fall eingesetzt, um Kontaminationen in der PCR durch
vorausgegangene Amplifikationen zu eliminieren. Zu diesem Zweck wird in der
Nukleotidmischung im Reaktionsansatz dTTP (desoxy-Thymidintriphosphat)
durch dUTP (desoxy-Uraciltriphosphat) ersetzt, sodass die entstehenden Ampli-
fikate gegenuber der Uracil-DNA-Glycosylase empfindlich werden. Vor dem
eigentlichen Beginn der PCR-Reaktion wird diese also in einem extra Reakti-
onsschritt aktiviert, um eventuell im Reaktionsansatz befindliche, uracilenthal-
tende DNA abzubauen. Natirliche DNA und cDNA enthalten kein Uracil, so
dass die eigentlich zu bestimmende cDNA Probe von diesem Vorgang unbe-
rihrt bleibt. Die Reaktionsansatze wurden in TagMan 96-Napf Thermo-Platten
pipettiert, die Platte mit durchsichtiger Klebefolie (TagMan Optical Adhesive
Covers) verschlossen und bei 1000g fur 2 min zentrifugiert, damit sich das ge-
samte Reaktionsvolumen am Boden der Platte sammelte und sich die einzelnen
Komponenten gut mischten (alle Produkte von Invitrogen, Karlsruhe). Die ge-
samte Reaktion wurde dann im TagMan Gene Amp 5700 SDS Sequenz Detek-
tionssystem (Applied Biosystems, USA) durchgefthrt.

Reaktionsansatz TagMan Echtzeit-PCR (1x 20ul Ansatz):

5,0 ul cDNA Probe

1,0 ul TagMan-Assay

0,4 ul ROX-Reference Dye

10 pl TagMan Platinum gPCR Supermix-UDG

auf 20 ul mit DEPC-Wasser aufflllen

(alle Produkte von Invitrogen, Karlsruhe)

Echtzeit-PCR Ablauf:

1. 50C fur 2 min - Uracil-DNA-Glycosylase Aktivie rung

95<C fur 10 min - Uracil-DNA-Glycosylase Inakti vierung

60C fur 1 min - Primer Annealing und Doppelstr ang-Synthese

95<C fur 15 sek - Aufschmelzen der neugebildet en Doppelstrange
- 40-fache Wiederholung von Schritt 3 und 4

a b DN



2.2.1.5. 222 Methode zur relativen Quantifikation von mRNA-Meng  en

In dieser Arbeit wurde zur Auswertung der TagMan Echtzeit-PCR die 224
Methode zur relativen Quantifikation von mRNA-Mengen angewandt (nach
Schmittgen et al., 2001, Pfaffl, 2001).

2.2.2. Proteinchemische und allgemein biochemische Methoden

2.2.2.1. Praparation von Proteinextrakten

Mit PBS gewaschene, adharente Zellen in 80 cm? Zellkulturflaschen wurden mit
2 ml Trypsin-EDTA-L6sung (Gibco, BRL, Eggenstein) versetzt, und fir 5-10 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, wodurch sich die Zellen ablésten. Die Zel-
len wurden dann mit einem Zellschaber endgiltig vom Boden der Zellkulturfla-
schen geldst und in 15 ml Rohrchen Uberfihrt. Das Lysat wurde mit 10 ml
PBS/1%FKS versetzt und durch anschlie3ende Zentrifugation (400 rpm, 5 min,
RT) sedimentiert. Das entstandene Zellsediment wurde einmal mit 10 ml PBS
gewaschen und erneut durch Zentrifugation sedimentiert. Zum Schluss wurde
das Zellsediment in 200 ul PBS aufgenommen und bis zur Weiterverwendung

bei -80<C tiefgefroren.

2.2.2.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G-250 an Proteine tritt
eine Verdnderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm (pro-
tonierte braunrote kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte blaue anionische
Form) ein. Dabei korreliert die Menge an Protein mit der Absorption bei 595 nm,
was eine Quantifizierung des Proteingehaltes einer Losung ermdglicht.

Um die Gesamtproteinkonzentration von Proteinextrakten aus HelLa-Zellen zu
bestimmen, wurden 5 pl der zu bestimmenden Lésung 1:20 mit a. dest. ver-
dinnt und in eine 96-Well-Platte Uberfuhrt. Nach Zugabe von 20 pl

Bio-Rad-Farbereagenz und 5 min Inkubation bei RT wurde die Absorption der



Losung bei 595 nm im ELISA-Reader bestimmt. Auf dieselbe Weise wurde mit
bekannten Mengen Rinderserum-Albumin (BSA) eine Eichgerade erstellt, mit
deren Hilfe die Proteinmenge Uber die Absorption der Proteinextrakte bestimmt

werden konnte.

2.2.2.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Pr  oteinen

Die denaturierende diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (disc. SDS-Page) dient der Auftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht — unabhé&ngig von Ladung und Struktur (Laemmli,
1970).

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) als anionisches, amphipathisches Detergenz im
Probenpuffer bindet im Verhéaltnis 1:1,4 pro Aminosaure an die kationischen
Reste der Proteine und verleiht ihnen dadurch eine negative Uberschussla-
dung, welche sich proportional zur Gréf3e des Proteins verhalt und dessen Ei-
genladung vernachlassigbar macht. Die Proteine wandern daher im elektri-
schen Feld zur Anode. Dariiber hinaus nehmen alle SDS-denaturierten Proteine
eine stdbchenférmige Konformation an, was den Einfluss der nativen Oberfla-
chenstruktur auf die Wanderungseigenschaften der Proteine aufhebt. Durch
DTT werden zusatzlich Disulfidbriicken getrennt. Damit ist die Trennung der
Proteine im elektrischen Feld wahrend der Elektrophorese ausschliel3lich von
ihrem Molekulargewicht abhangig. Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes (Cooper, 1981).

Bevor die Probe in das Trenngel gelangt, wird sie im Sammelgel, welches sich
durch einen geringeren pH-Wert, kleinere lonenstéarke und niedrigere Acryla-
midkonzentration als das Trenngel auszeichnet, durch die Bildung eines ,lo-
nensandwiches” fokussiert. Der Trennbereich wird tUber die Acrylamid/Bisacryl-
amid-Konzentrationen im Gel kontrolliert, wobei die Acrylamid-Konzentration

zwischen 2% und 30% variieren kann und die Porengrol3e des Gels bestimmt.



Fur die Elektrophorese wurden kleine Gele (Trennstrecke ca. 4 cm) in einer Bio-
Rad Apparatur verwendet. Es wurden 12,5% Trenngele eingesetzt, womit eine
saubere Auftrennung im Bereich von 5-150 kDa erreicht wird. Die Giel3appara-
tur wurde nach Angaben des Herstellers zusammengesetzt. Die Polymerisie-
rungsreaktionen der Gellésungen (Zusammensetzung siehe Tab. V) wurden mit
APS und TEMED eingeleitet und die fertige Losung bis zu ca. ¥ des Endvolu-
mens in die vertikale Gelkammer gegossen. Um eine glatte Oberkante des
Trenngels zu erhalten, wurde jedes Gel mit Isopropanol tberschichtet. Nach
dem Polymerisieren (nach ca. 30 min) wurde das Isopropanol dekantiert. Nun
wurde die Sammelgelldsung aufgebracht und die Kamme eingesteckt. Nach
Polymerisieren des Sammelgels (nach ca. 30 min) erfolgte das Auftragen der
Proteinproben in die Taschen des Gels. In jede Tasche wurden jeweils 100 ug
Protein einer Proteinprobe aufgetragen. Die Proben wurden zuvor mit 2x- oder
5x- Laemmli-Puffer versetzt und fur 5 min bei 95T erhitzt. Neben den Protein-
proben wurde ein Molekulargewichts-Standard (Benchmark Ladder) aufgetra-
gen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-Elektrophorese-Puffer bei einer
konstanten Stromstarke von 25 mA pro Gel fiir ca. 40 min.

Tab. V: Zusammsetzung der Polyacrylamid-Gele (Minigele)

Trenngel 8 % Trenngel 12 % | Sammelgel 5 %

a. bidest. 4,6 mi 3,3 mil 2,1 mi

30 % AA/BA 2,7ml 4,0 ml 0,5 ml

1,5 M Tris/HCI (pH 8,6) 2,5ml 2,5ml -

0,5 M Tris/HCI (pH 6,8) - - 0,38 ml
SDS-Ldsung (10 %) 0,1 ml 0,1 ml 0,03 ml
TEMED 0,006 ml 0,004 ml 0,003 ml
APS (10 %) 0,1 ml 0,1 ml 0,03 ml

weiterbehandelt.

Nach dem Lauf wurde das Gel gefarbt oder fir den Immunoblot (siehe 2.2.2.4)




Zum Farben wurde das Gel unter leichtem Schitteln fir 10-30 min in Coomas-
sie-Blue-Farbeldsung inkubiert, und anschlie3end durch 1-2 stiindige Inkubati-
on in Entfarbeldsung entfarbt.

2.2.2.4. Immunoblot (Westernblot)

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine kdnnen
aufgrund der negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch weiter
auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran Ubertragen werden (Western Blot,
WB), wobei das SDS im Laufe des Tranfers abgetrennt wird. Anschlie3end
kénnen die geblotteten Proteine durch spezifische, sehr sensitive Immunreakti-
onen nachgewiesen werden (Immunoblot, Towbin et al., 1979).

Der Blot wurde in einer ,semi-dry“-Transfer-Apparatur durchgefiihrt. Proteingel
und Membran wurden hierfur aufeinandergelegt und von beiden Seiten mit je
zwei Lagen in WB-Transferpuffer getranktem Whatman-Filterpapier bedeckt.
Diese Schichtung wurde in die ,semi-dry“-Transfer-Apparatur eingesetzt. Der
Proteintransfer erfolgte in WB-Transferpuffer bei einer konstanten Stromstarke
von 70 mA fir 1 h. Die Effizienz des Proteintransfers auf die Membran wurde
durch reversible Farbung der Membran mit dem wasserléslichen Farbstoff Pon-
ceau S Rouge (Salinovich et al., 1986) Uberpruft, und die Banden der Marker-
proteine des mitangefarbten Standards (Benchmark Ladder) mit einem Kugel-
schreiber markiert. Die Membran wurde anschlie3end zur Blockierung von frei-
en Bindungsstellen tber Nacht bei 4C in WB-Waschpu ffer 1:2, verdunnt mit
Sojamilch, auf dem Rotationsschittler inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation
mit einem gegen das zu detektierende Protein gerichteten Antikdrper fur 1 h auf
einem Gelschittler bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem, finfmindtigem
Waschen der Membran mit WB-Waschpuffer zur Entfernung von nicht oder un-
spezifisch gebundenem Antikérper wurde die Membran mit einem zweiten, ge-
gen den ersten gerichteten Antikdrper fir 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Gelschiuttler inkubiert. Dieser zweite Antikorper war mit einer Peroxidase (HRP)
konjugiert (verwendete Antikdrper und deren Verdlinnung siehe Tab. VI). Im



Anschluss daran wurde die Membran erneut dreimal fiur 5 min mit WB-
Waschpuffer gewaschen um nicht gebundenen Sekund&rantikdrper zu entfer-

nen.

Tab. VI: Antikdrper fir den CYR61/CTGF Immunoblot (die Verdiinnung erfolgte mit WB-Wasch-
puffer/Sojamilch 1:4)

Primarantikdrper Sekundarantikorper
CTGF
Anti-CTGF (L-20) sc-14939 IgG POD-konjugierter Esel anti-Ziege
Name ;
polyklonal, Ziege IgG
Firma Santa Cruz Biotech, USA Santa Cruz Biotech, USA
Verdiinnung 1:250 1:2500
CYR61
Anti-CYR61 (H-78) sc-13100 IgG HRP-konjugierte Ziege anti-
Name . .
polyklonal, Kaninchen Kaninchen IgG
Firma Santa Cruz Biotech, USA Santa Cruz Biotech, USA
Verdiinnung 1:250 1:5000
B-Aktin
. . HRP-konjugierter Kaninchen anti-
Name Anti-pB-Aktin monoklonal, Maus Maus 1gG
Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen DakoCytomation, DK
VerdUnnung 1:100000 1:1000

Die darauf folgende Inkubation der Membran mit dem ECL (enhanced chemo
luminescence)-System erfolgte nach Vorschrift des Herstellers. Die an der
Membran spezifisch gebundene Peroxidase oxidiert dabei das im ECL-
Reagenz enthaltene Luminol zu einem endogenen Peroxid, welches unter Ab-

gabe von Lichtquanten in den Grundzustand zerfallt. Zur Detektion dieser Che-



molumineszenz wurde in einer Dunkelkammer fur 1-5 min ein Rontgenfilm (Ko-
dak X-Omat) auf die Membran gelegt, welcher anschlie3end maschinell entwi-
ckelt wurde.

2.2.3. Mikrobiologische Methoden

2.2.3.1. Konservierung von Bakterienstammen

Bakterienstamme wurden langfristig als Glycerin-Kryokulturen aufbewahrt. Gly-
cerin verhindert eine Schadigung der Zellen durch Kristallbildung beim Einfrie-
ren, ist aber auch toxisch fur die Bakterien, so dass Glycerinkulturen mdglichst
rasch eingefroren werden missen.

Uber Nacht in LB-Medium angezogene Bakterienkulturen wurden durch Zentri-
fugation (10 min, 4500 rpm, RT) sedimentiert und das Pellet in /2, des Aus-
gangskulturvolumens in LB-Medium mit 20 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Die
Kulturen wurden in 250 ul Aliquots in Eppendorf-Gefal3en bei -80<C tiefgefro ren

und gelagert.

2.2.3.2. Kultivierung von Y.enterocolitica Stammen

Die Anzucht von Y. enterocolitica Stammen erfolgte standardmafiig bei 27T in
LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika (siehe 2.1.3.2. und 2.1.7.1.).

War die Expression der auf dem pYV-Virulenzplasmid kodierten Gene er-
wuinscht, wurden die Stamme bei 37<C in RPMI 1640-Me dium, welchem 1 % L-

Glutamin zugesetzt wurde, fiir 3 h angezogen.

Flussigkulturen der Bakterien wurden stets bei 200 rpm geschittelt.



2.2.3.3. Vorbereiten von Bakterien und Bakterieniibe rstdnden zur Infektion

von Zellen

Bakterien wurden bei 37C (Y.enterocolitica Stamme bei 27<C) in LB-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika (siehe 2.1.3.2. und 2.1.7.) Gber Nacht an-
gezogen. Am nachsten Morgen wurden die Bakterien 1:20 in RPMI 1640 / 1 %
GIn — Medium tberimpft und fur weitere 3 h bei 37°C angezogen, um sie in die
Phase des exponentiellen Wachstums zu Uberfihren bzw. die plasmidhaltigen
Yersinienstamme zur Expression der plasmidkodierten Gene zu bringen. Da-
nach wurden die Kulturen in einer Zentrifuge fir 5 min bei 4500 rpm bei Raum-
temperatur zentrifugiert, und das Sediment in PBS aufgenommen. Die Bakteri-
enzahl wurde mittels Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) ermit-
telt, wobei eine ODggo von 1 einer Konzentration von 5x10° Bakterien pro ml
entspricht. Gemald der gewinschten MOI (multiplicity of infection) wurden die
Bakterien dann auf die Zellen gegeben. Es wurden, sofern nicht anders ange-
geben, 20 Bakterien pro Zelle zur Infektion eingesetzt (MOI 20).

Wurden Uberstande der Bakterienkulturen benétigt, so wurden diese nach der

Zentrifugation abgenommen und vor der weiteren Verwendung sterilfiltriert.

2.2.3.4. Extraktion lipophiler Stoffe aus Bakterien  tberstanden

Bakterienkulturen wurden wie zur Vorbereitung zur Infektion von Zellen ange-
zogen (siehe 2.2.3.3.), und die so erhaltenen Bakterientberstande in RPMI-
Medium nach Sterilfiltration weiterverwendet. Um lipophile Stoffe aus den Uber-
standen zu extrahieren, wurde als Losungsmittel ein Chloroform/Methanol-
Gemisch (2:1) verwendet, welches 1:1 mit den Bakterieniberstdnden in einem
fest verschlieRbaren Reaktionsgefald gemischt wurde. Dieses wurde dann flr
etwa 10-15 min von Hand geschuttelt. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation
bei Raumtemperatur fur 10 min bei 4500 rpm. Die so erhaltene hydrophile, me-
thanolhaltige Phase wurde verworfen, die lipophile, chloroformhaltige Phase
wurde weiterverwendet. Im Speed Konzentrator (Eppendorf, Hamburg) erfolgte
das Verdampfen des Losungsmittels, so dass am Ende ein Gemisch aus orga-



nischen, lipophilen Stoffen Ubrig blieb, welches dann weiterverwendet werden
konnte (modifiziert nach George et al., 1998; Hockmeyer et al., 1978; Folch et
al., 1957).

2.2.4. Zellkulturmethoden

2.2.4.1. Kultivierung von HeLa-Zellen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter einer Sterilbank durchgeftihrt. Die
verwendeten Materialien und Losungen wurden bereits steril vom Hersteller
bezogen oder sterilfiltriert.

Die verwendeten Zellen wurden in 175 cm?® Gewebekultur-Flaschen (Polysty-
ren) in einem Zellkultur-Inkubator bei 37C und 5 % CO, bei 95 % relativer Luft-
feuchtigkeit kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde 30 ml RPMI 1640-Medium/10
% FKS/1 % L-Glutamin/1 % Penicillin-Streptomycin verwendet. Zwei- bis drei-
mal wochentlich wurden die zu 80-90 % konfluenten Zellen im Verhéltnis 1:4 bis
1:6 gesplittet.

Hierzu wurden die am Flaschenboden als Monolayer adharenten Zellen nach
einmaligem Waschen mit 20 ml PBS, mit 5 ml Trypsin/EDTA fir 5-10 min bei
RT inkubiert, wodurch sie sich von selbst vom Boden abldsten. Durch Zugabe
der 1,5 fachen Menge an Kulturmedium (10 ml) wurde danach die Trypsin-
Aktivitat durch im FKS enthaltenes Antitrypsin beendet. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Plastikréhrchen tberfihrt und durch Zentrifugation (5 min,
400 rpm, RT) sedimentiert, um das Trypsin/EDTA aus der Suspension zu ent-
fernen. Das Zellsediment wurde in 6-8 ml Kulturmedium resuspendiert. Je nach
gewilnschtem Verhaltnis wurde ein entsprechendes Volumen auf 30 ml in einer
neuen Zellkulturflasche mit Kulturmedium aufgefullt, die Zellen durch Schwen-
ken gleichmalig verteilt und wieder bei 37C unter 5 % CO,-Atmosphére weiter

kultiviert.



2.2.4.2. Auftauen von Gewebekulturzellen

Die in 2 ml-Kryordohrchen bei -80C oder im Sticksto fftank gelagerten Zellen
wurden im Wasserbad bei 37C aufgetaut und in ein 50 ml-Plastikréhrchen -
berfihrt. Um das enthaltene DMSO zu entfernen, wurde die Zellsuspension mit
20 ml Medium/10 % FKS gemischt und die Zellen sedimentiert (5 min, 700 rpm,
RT). Das Sediment wurde in 12 ml Medium/10 % FKS resuspendiert und in ei-
ner Zellkulturflasche kultiviert. Nach einem Tag wurde das Medium und darin
enthaltene abgestorbene Zellen mit einer Pipette abgezogen und erneut 25 ml
Medium/10 % FKS zugegeben. Nach zwei bis finf Tagen waren die Zellen in
der Kulturflasche zu 80 % konfluent gewachsen, und konnten fir weitere Ver-

suche eingesetzt werden.

2.2.4.3. Einfrieren von Gewebekulturzellen

Zum Einfrieren von Gewebekulturzellen wurden die zu 80-90 % konfluenten
Zellen vom Boden der 600ml-Kulturflaschen durch Inkubation mit 3 ml
Trypsin/EDTA fur 5-10 min bei RT abgeldst, und mit jeweils 17 ml Medium/10 %
FKS resuspendiert. Die Zellsuspensionen mehrerer Kulturflaschen wurden ver-
einigt, und der Titer dieser Suspension in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Die Zellsuspension wurde durch Zentrifugation sedimentiert (5 min, 700 rpm,
RT). Das Zellsediment wurde in Kryomedium (Zusammensetzung siehe unten)
resuspendiert und auf einen Titer von 1x10’ Zellen/ml eingestellt. Die Zellen
wurden in 1 ml-Aliquots auf 2 ml-Kryoréhrchen verteilt und zum gleichmaR3igen
Einfrieren einen Tag lang in einem mit Isopropanol gefillten Behélter bei —-80C
oder mehrere Stunden bei -20T inkubiert, bevor sie fir die langfristige Lage-

rung auf -80C oder in einen Stickstofftank tberfih rt wurden.

Kryomedium: 10% DMSO
90% FKS



2.2.4.4. Bestimmung der Lebend-Zellzahl mit Trypan-  Blau

Zur Bestimmung der Anzahl an lebenden Zellen pro Milliliter Medium wurde ein
Aliquot der Zellsuspension mit der zehnfachen Menge an Trypan-Blau verdinnt.
Trypan-Blau ist ein Vitalfarbstoff und kann selektiv nur in nekrotische Zellen mit
nicht mehr intakter Membran eindringen und diese somit blau anfarben. Die
Zellsuspension wurde in eine Neubauer-Zahlkammer (0,0025 mm x 0,0025 mm
x 0,1 mm) gegeben und ausgezahlt. Die Multiplikation der gemittelten Anzahl
der nicht angefarbten Zellen in einem GrofRquadrat mit dem Kammerfaktor
(1*10* Zellen/ml) und dem Verdiinnungsfaktor ergab dann die Konzentration
der Zellen in der ursprunglichen Zellsuspension (z.B. entsprechen 10 Zellen pro
GroRquadrat 1*10° Zellen pro ml).

2.2.4.5. Infektion von HeLa-Zellen mit Bakterien

Am Tag vor der Infektion von HelLa-Zellen mit bestimmten Bakterienstdmmen
wurden 1x10° HelLa-Zellen pro Napf in einer 6-Napf-Platte ausgesat. Dazu wur-
de die Lebend-Zellzahl, wie oben beschrieben (2.2.4.4.), bestimmt. Die Zellen
wurden dann in Kulturmedium tGber Nacht bei 37C und 5 % CO; bei 95 % rela-
tiver Luftfeuchtigkeit inkubiert.

4 Stunden vor der Infektion wurde das antibiotikahaltige Vollmedium abgesaugt,
die Zellen 1x mit PBS gewaschen und 2 ml Infektionsmedium ohne FKS und
ohne Antibiotika pro Napf zugegeben.

Die Bakterien fur die Infektion wurden, wie in 2.2.3.3. beschrieben, vorbereitet.

Nachdem sich die HeLa-Zellen fir 4 Stunden in FKS-freiem Medium befunden
hatten, wurden die Bakterien zu den Zellen gegeben und die Platte zentrifugiert
(400 rpm, 2 min, RT) um die Bakterien mit den Zellen in Kontakt zu bringen. Die
Platte wurde nun fur die gewilnschte Infektionsdauer bei 37<C inkubiert. Nach
Ablauf der ersten Stunde nach Infektion wurde dem Medium Gentamycin (100
pg/ml) zugesetzt um die extrazellular verbliebenen Bakterien abzutéten. Nach

Ablauf der Infektionszeit wurden die Uberstande bzw. die Zellen abgenommen



und fur weitere Analysen verarbeitet, oder bis zum weiteren Gebrauch aufbe-
wahrt (-20C).

2.2.5. Tierexperimentelle Methoden

2.2.5.1. Praparation von Darmepithelzellen der Maus

Die Mause wurden mit Kohlendioxid getottet, der gesamte Dunn- und Dickdarm
prapariert, und die Darme in eine Petrischale mit auf 37C vorgewarmtem PBS
gegeben. Die Darme wurden in etwa 5 cm lange Stlcke zerteilt, der Lange
nach aufgeschnitten und die Fékalien ausgewaschen. Dinn- und Dickdarm
wurden nun in getrennte Falcon-Ro6hrchen dberfuhrt und je 25 ml Separations-
medium zugesetzt, welches die Epithelzellen von dem tbrigen Darm ablost. Fur
Dunn- und Dickdarm wurden unterschiedliche Separationsmedien verwendet
(siehe unten). Es wurden jeweils zwei Auswaschvorgange fir 15 min unter Ruh-
ren bei 37C im Wasserbad vorgenommen um die Epithe Izellen von der Lamina
propria abzulésen. Die erhaltenen Suspensionen wurden in neue Falcon-
Rohrchen abgesiebt und fir 10 min bei 500 rpm Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 5 ml PBS resuspen-
diert und die Lebend-Zellzahl mit Trypan-Blau bestimmt (siehe 2.2.4.4.). Die auf
diese Weise isolierten Epithelzellen konnten dann sofort flr weitere Analysen

oder Infektionsversuche verwendet werden.

A. Dickdarm
1. Auswaschvorgang: 1 mM DTT (Dithiothreitol)
1mM EDTA (Ethylenglycolbis(2aminoethylether)-
Tetraacetat)
1% FKS

2. Auswaschvorgang: 1 mM EDTA

B. Diinndarm
1 mM EDTA



2.2.6. Durchflusszytometrie Methoden (FACS)

Bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung von Zellen mit dem FACS
(fluorescence activated cell sorter) -Geréat wird eine Zellsuspension von dem
Gerat angesaugt, und durch eine Mantelflussigkeit so fokussiert, dass in der
Messkuvette die Zellen einzeln an einem Laser vorbeistromen. Detektiert wird
hierbei das Durchlicht (forward scatter, FSC), welches ein Mal3 fur die Zellgré3e
ist, und das Streulicht 90° zum Laser (side scatter, SSC), welches durch die
Zellgranularitat beeinflusst wird. Aul3erdem lassen sich gleichzeitig verschiede-
ne Fluoreszenzen unterschiedlicher Wellenlange, die entweder durch endogen
produzierte Fluoreszenzfarbstoffe oder durch exogene Farbungen (Propidiumi-
odid, Fluoreszenz gekoppelte Antikdrper) verursacht werden, messen.

2.2.6.1. FACS-Analyse von Darmepithelzellen der Mau s

Zur Uberprifung der Reinheit von isolierten Darmepithelzellen der Maus wurde
die Methode der Durchflusszytometrie angewandt. Die Praparation der Darme-

pithelzellen erfolgte nach 2.2.5.1.

Es wurden je 1*10° Zellen fiir die jeweiligen Farbungen in ein Reaktionsgefafl
Uberfiihrt, sedimentiert und in 50 ul PBSF resuspendiert. Die verwendeten Anti-
korper waren schon mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert (z.B. FITC oder
PE, siehe 2.1.4.2.), so dass nur ein einziger Farbeschritt notwendig war. Die
Antikdrper wurden in einer Konzentration von 1:25 oder 1:50 den Zellen zuge-
geben. Die Inkubation erfolgte fur 15-30 min bei Dunkelheit im Eisbad. Nach der
Inkubation wurden die Zellen sedimentiert und in 150 ul PBSF zweimal gewa-
schen (10 min, 1400 rpm), um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Um
unspezifische Fluoreszenz auszuschliel3en, wurden jeweils Farbungen mit einer
Antikdrperkontrolle (Isotyp, z.B. Anti-Maus IgG) durchgefihrt. Nach Farbung
und Waschvorgang wurden die Zellen in 500 ul PBSF resuspendiert und im
Durchflusszytometer (FACS) analysiert. Es wurden etwa 6000 Zellen gemes-
sen. Tote Zellen und Artefakte wurden aufgrund ihrer GréRe und Granularitat



von der Analyse ausgeschlossen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem

Programm Cellquest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg).

2.2.7. Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander wieder-
holt und ergaben vergleichbare Ergebnisse. Die zu untersuchende Gruppe (infi-
zierte Zellen) wurde immer mit einer Kontrollgruppe (nichtbehandelte Zellen)
verglichen. Die Datenbewertung erfolgte Uber den Student t-Test um die
Gleichheit der Mittelwerte zu Gberprifen. Die Differenz von Werten mit p < 0,05
wurde als statistisch signifikant beurteilt und ist in den Ergebnissen mit einem

Kreuz gekennzeichnet.



3 Ergebnisse

3.1 Die Induktion von CYR61/CTGF in Epithelzellend urch Yersinia

enterocolitica

Chromosomal kodierte Faktoren von Yersinia enterocolitica induzieren in Epi-
thelzellen nach Infektion mehr als hundert verschiedene Gene. Deren Expressi-
on tragt dazu bei, die proinflammatorische Wirtsantwort zu generieren, welche
der Eradikation der Pathogene dient. In Microarray-Studien der Arbeitsgruppe
wurde die Genexpression in Epithelzellen nach Infektion mit Yersinia enterocoli-
tica analysiert (Bohn et al., 2004). Hierbei zeigte sich, dass Yersinien, welchen
das Virulenzplasmid pYV fehlt (pYV’), eine Induktion der CYR61 und CTGF Ex-
pression bewirken, nicht aber der Yersinia Wildtyp, welcher das Virulenzplasmid
tragt (pYV™).

3.1.1 Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression

Zu Beginn der Versuchsreihe sollte zun&chst mit Hilfe semiquantitativer Echtzeit
RT-PCR die Induktion von CYR61 und CTGF mRNA in Epithelzellen durch Vi-
rulenzplasmid-defiziente Yersinien (pYV’), nicht aber durch den Wildtyp (pYV™)
bestatigt werden. Ebenso sollte die in der Literatur beschriebene Induktion von
CYR61 und CTGF durch TGF-B (Brunner et al., 1991) und Phospholipide wie
S1P (Muehlich et al., 2004) nachvollzogen werden. Zu diesem Zweck wurden
HelLa-Zellen mit Yersinia enterocolitica pYV™ und pYV*, TGF-B oder S1P fiir ei-
ne halbe, eine, zwei, vier und acht Stunden inkubiert, um die Kinetik der
CYR61/CTGF mRNA-Expression zu erfassen. Dadurch sollte zugleich der Zeit-
punkt der hochsten CYR61/CTGF Expression ermittelt werden, um in weiteren
Versuchen eine mogliche Induktion optimal zeigen zu kénnen (siehe Abbildung
8 und 9).
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127 A CYR61
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Abb. 8 A und B: Kinetik der CYR61 und CTGF mRNA-Exp ression in HeLa-Zellen

Jeweils 1*10° HeLa-Zellen wurden fiir 0.5, 1, 2, 4 und 8 h bei 37°C mit TGF- 2 pg/ml, pYV*
(MOI=20) oder pYV" (MOI=20) infiziert. Nach reverser Transkription der isolierten mRNA wurde
die cDNA von CYR61/CTGF mittels Tagman Echtzeit-PCR gemessen und die Menge, bezogen
auf das konstitutiv exprimierte house keeping gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die x-fache
Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten im Vergleich zu
unbehandelten Zellen.

Die Infektion der Epithelzellen mit pYV" fuhrte zu einer transienten CYR61 und
CTGF mRNA-Expression mit einem Maximum nach zweistundiger Inkubations-
zeit. Eine Infektion mit pYV" hingegen fiihrte zu keiner Zeit zu einer signifikan-
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Ergebnisse

ten CYR61/CTGF Induktion. Die Stimulation mit TGF-3 oder S1P zeigte wie
erwartet eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression, mit maximaler

Auspragung nach ein bis zwei Stunden.

A CYR 61 Abb. 9 A und B:
S1P-Kinetik der CYR61
und CTGF mRNA-Ex-
pression in HeLa-Zellen
Jeweils 1*10° Hela-Zel-
len wurden fiir 0.5, 1, 2, 4
und 8 h bei 37C mit 10
puM  S1P infiziert. Nach
reverser  Transkription
der isolierten mRNA wur-
de die cDNA von CYR61/
CTGF mittels Tagman
05 1 2 4 8 Stunden nach Echtzeit-PCR gemessen
S1p Infektion und die Menge, bezogen
auf das konstitutiv expri-
mierte house keeping
gene G6PD, normalisiert.
B CTGF Gezeigt ist die x-fache
Induktion der CYR61/
CTGF mRNA-Expression
zu verschiedenen Zeit-
punkten im Vergleich zu
unbehandelten Zellen.

90 +

x-fache Indukt ion/unbehndelt

80 -

x-fache Indukt ion/unbehandelt

0.5 1 2 4 8 Stunden nach
Infektion

3.1.2 Induktion der CYR61/CTGF Proteinexpression

Um zu verifizieren, dass es nach einer Infektion von HelLa-Zellen mit Yersinia
enterocolitica pYV, und damit nach Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression auch zu einer entsprechenden Proteinexpression kommt, wurden

Epithelzellen fir vier und sechs Stunden mit pYV', pYV" oder S1P inkubiert. Es

60



folgte eine Proteinanalyse mittels SDS-Gelelektrophorese und Immunoblot mit
spezifischen Antikdrpern gegen CYR61 und CTGF (siehe Abbildung 10).

In unbehandelten HeLa-Zellen konnte mittels Immunoblot bereits eine basale
CYR61 und CTGF Proteinexpression nachgewiesen werden. Sowohl die Inku-
bation mit S1P, als auch die Infektion mit pYV’, nicht aber die Infektion mit
pYV™ fuhrte zu einer verstarkten Proteinexpression im Vergleich zu unbehandel-
ten Zellen. Um zu gewahrleisten, dass sich in jedem Ansatz die gleiche Prote-
inmenge befand, wurde parallel eine interne Kontrolle mit einem Antikdrper ge-
gen das konstitutiv exprimierte 3-Aktin durchgefihrt, was fur jedes untersuchte

Gesamtzelllysat vergleichbare Bandenintensitaten ergab.

0 4 6 4 6 4 6 Stunden nach Infektion

— — . CYR61
B-Aktin
. WEEBam s ~ | | CTGF

—_— T e D G T G B-Aktin

N S1P pYV’ pYV*

Abb. 10: CYR61 und CTGF-Proteinexpression in HeLa-Z ellen
Jeweils 5*10° HelLa-Zellen wurden entweder mit pYV™ (MOI = 20), pYV" (MOI = 20) oder mit
S1P (1 uM) fir 4 und 6 Stunden bei 37T inkubiert. 1 h nach Infektion wurden die Zellkulturan-
satze mit Gentamycin behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde eine Zelllyse durchge-
fihrt und die Gesamtzelllysate mittels Immunoblot analysiert (anti-CYR61 (H-78) sc-13100
1:250, anti-CTGF (L-20) sc-14939 1:250, anti-p-Aktin 1:100000).

3.1.3 Induktion von CYR61/CTGF in Darmepithelzellen  der Maus

Da es sich bei der von der Arbeitsgruppe verwendeten Epithelzelllinie HeLa um
eine Tumorzelllinie aus einem stark proliferierenden humanen Zervixkarzinom
handelt, sollte untersucht werden, ob die beobachtete Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression in diesen Zellen durch Yersinia enterocolitica

auch in anderen, nicht tumords veradnderten Epithelzellen nachzuweisen ist,



oder ob es sich hierbei um eine Besonderheit der entarteten Tumorzellen han-
delt.

Um die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in priméren Epithelzel-
len zu untersuchen, wurde das Intestinum von Mausen prapariert und Darme-

pithelzellen isoliert.

3.1.3.1 Durchflusszytometrische Analyse von primare n Maus-
Darmepithelzellen

Um die Reinheit der aus dem Intestinum der Mause isolierten Epithelzellen zu
Uberprifen, sollte zunachst eine durchflusszytometrische Analyse durchgefthrt
werden. Hierzu wurden die Zellen mit einem spezifischen, fluoreszenzmarkier-
ten Antikorper gegen Zytokeratin, einem typischen Oberflachenmarker von Epi-
thelzellen, inkubiert. Um unspezifische Fluoreszenzfarbung zu ermitteln, wurden
die Zellen auch mit einem unspezifischen Antikdrper des gleichen IgG Isotypes
(Isotypkontrolle) gefarbt (siehe Tabelle VII, Abbildung 11).

Abbildung 12 zeigt als Histogramm den direkten Vergleich der Isotypkontrolle
mit der Zytokerationfarbung. Im Diagramm ist dabei die Anzahl der Ereignisse
gegen die Fluoreszenzintensitat aufgetragen.

Diese Untersuchungen ergaben, dass mehr als 90 % der isolierten Zellen zyto-

keratin-positiv sind, und es sich darum um Epithelzellen handeln musste.

Tab. VII: Quantitative Auswertung der Identifizierung von Darmepithelzellen der Maus mittels
Durchflusszytometrie. Als Anteil positiver Zellen ist der Anteil der Ereignisse im ausgewahlten
Fenster (siehe Abb. 11) angegeben.

positive Zellen ausgewertete Zellen
A ungefarbt 3,3% 5751
B Isotypkontrolle 5.4 % 6557

Anti-Maus IgG1-FITC

C Anti-Zytokeratin-FITC 91,1 % 6874
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Abb. 11: Durchflusszytometrie primérer Maus-Darmepi  thelzellen, Zytokeratinfarbung

Die Zellen wurden mit spezifischen Antikdrpern fluoreszenzmarkiert und mittels Durchflusszy-
tometrie analysiert. Um unspezifische Fluoreszenz auszuschlieRen wurde auch eine Farbung
mit einer Antikorperkontrolle (Isotyp) durchgefiihrt. Das ausgewahlte Fenster (R3) entspricht
jeweils dem Anteil positiver und lebender Zellen.

A ungefarbt

B Isotypkontrolle Anti-Maus IgG1 (Kaninchen, FITC-Konjugat), 1:25 verdinnt

C Zytokeratin Farbung Anti-Zytokeratin human (Maus, FITC-Konjugat), 1:25 verdiinnt

Achsenbeschriftung:

SSC (Side scatter) - Granularitat der Zellen;
FSC (Forward scatter) - Grof3e der Zellen;
FL1 (Fluoreszenz 1) - Fluoreszenzintensitat der mit FITC konjugierten Antikdrper mar-

kierten Zellen.
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Abb. 12: Histogramm der Zytokeratinfarbung und Isot ~ ypkontrolle
Gemeinsame Darstellung der Zytokeratinfarbung (griin) und der entsprechenden Isotypkontrolle
(blau) von Darmepithelzellen der Maus mittels Durchflusszytometrie.
Die Anzahl der Ereignisse (Counts) ist gegen die Fluoreszenzintensitat (FL1, Fluoreszenz 1)
der mit FITC konjugierten Antikdrper markierten Zellen aufgetragen.

Um noch weitere Sicherheit zu erlangen, dass es sich bei den isolierten Zellen
um Epithelzellen handelte, wurden im weiteren Verlauf Farbungen gegen Ober-
flachenmarker, welche charakteristisch fur bestimmte Zellsubpopulationen des
Immunsystems sind, durchgefuhrt. So findet man CD11b hauptsachlich auf
Makrophagen, Granulozyten, und NK Zellen, CD19 auf B-Zellen, CD3 auf T-
Zellen und CD11c auf dendritischen Zellen. Diese Analysen zeigen, dass sich in
den Zellisolaten keine signifikanten Mengen an Immunzellen befanden (siehe
Tabelle VIII, Abbildung 13).

Aus den durchflusszytometrischen Analysen ergibt sich, dass es sich bei den
aus dem Intestinum isolierten Zellen zu mehr als 90% um Epithelzellen handel-
te, und dass keine nennenswerten Verunreinigungen durch Zellen des Immun-

systems vorlagen.



Tab. VIII: Quantitative Auswertung der Identifizierung von Darmepithelzellen der Maus mittels
Durchflusszytometrie. Als Anteil positiver Zellen ist der Anteil der Ereignisse im oberen rechten
Quadranten (siehe Abb. 13) angegeben.

S5CHeight

positive Zellen ausgewertete Zellen
Isotypkontrolle 0
A Anti-Maus IgG2a, « -FITC 0.3 % 5832
B Anti-CD 11b-FITC 0,5% 5808
C Anti-CD 19-FITC 0,8% 5855
Isotypkontrolle 0
D Anti-Maus IgG1, « -PE 1.4% 5853
E Anti-CD 3-PE 3,4% 5965
Isotypkontrolle 0
F Anti-Maus IgG1, A -FITC 0,03 % 5883
G Anti-CD 11c-FITC 0,03 % 5978
Isotypkontrolle Anti-CD 11b (Maus, FITC-Konjugat)
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(zu Abb. 13, siehe nachste Seite)
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Abb. 13: Durchflusszytometrie primérer Maus-Darmepi  thelzellen, Lymphozytenfarbung

Die Zellen wurden mit spezifischen Antikdrpern fluoreszenzmarkiert und mittels Durchflusszy-
tometrie analysiert. Um unspezifische Fluoreszenz auszuschliel3en, wurden jeweils Farbungen
mit einer Antikérperkontrolle (Isotyp) durchgefiihrt. Das ausgewéhlte Fenster oben rechts ent-
spricht jeweils dem Anteil positiver und lebender Zellen.

A Isotypkontrolle Anti-Maus IgG2, k (Ratte, FITC-Konjugat), 1:50 verdinnt

B Anti-CD 11b (Maus, FITC-Konjugat), 1:50 verdinnt

C Anti-CD 19 (Maus, FITC-Konjugat), 1:50 verdinnt

D Isotypkontrolle Anti-Maus 1gG1, k (Ratte, PE-Konjugat), 1:50 verdinnt

E Anti-CD 3 (Maus, PE-Konjugat)

F Isotypkontrolle Anti-Maus 1gG1, A (Ratte, FITC-Konjugat), 1:50 verdiinnt

G Anti-CD 11c (Maus, FITC-Konjugat), 1:50 verdinnt

Achsenbeschriftung:

SSC (Side scatter) - Granularitat der Zellen;

FSC (Forward scatter) - Grof3e der Zellen;

FL1 (Fluoreszenz 1) - Fluoreszenzintensitat der mit FITC konjugierten Antikdrper mar-
kierten Zellen.

FL2 (Fluoreszenz 2) - Fluoreszenzintensitéat der mit PE konjugierten Antikbrper markier-

ten Zellen



Ergebnisse

3.1.3.2 Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression

Um die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Darmepithelzellen der
Maus zu untersuchen, wurden isolierte Epithelzellen sofort nach ihrer Prapara-
tion mit Yersinia enterocolitica pYV™ oder pYV" infiziert und fur zwei Stunden
inkubiert. Die Analyse der CYR61/CTGF mRNA-Expression erfolgte mittels se-
miquantitativer Echtzeit-RT-PCR (siehe Abbildung 14).

. A CYRel Abb. 14 A und B:

CYR61 und CTGF mRNA-
Expression in Darmepithel-
zellen der Maus
Nach Isolation von Maus-
Darmepithelzellen wurden je-
weils 3*10° Zellen mit pYV
oder pYV" (MOI = 20) infiziert,
und flr 2 h bei 37<C inkubiert.
1 h nach Infektion wurden die
Zellkulturanséatze mit Genta-
mycin behandelt. Nach rever-
ser Transkription der isolierten
RNA wurde die cDNA von
unbehandelt pYV’ pYV* CYR61/CTGF mittels Tagman
Echtzeit-PCR gemessen und
die Menge, bezogen auf das
B CTGF konstitutiv exprimierte house
+ keeping gene GAPDH,
normalisiert. Gezeigt ist die x-
fache Induktion der CYR61/
CTGF mRNA-Expression im
Vergleich zu unbehandelten
Zellen.
Signifikante Unterschiede im
Vergleich zu unbehandelten
Zellen (p < 0,05) sind mit ei-
nem Kreuz gekennzeichnet.

x-fache Induktion/unbehandelt

x-fache Indukti on/unbehandelt

unbehandelt pYV pYV*
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In den frisch isolierten Darmepithelzellen der Maus konnte eine pYV -induzierte
CYR61/CTGF mRNA-Expression nachgewiesen werden. Durch pYV® konnte
wie erwartet keine entsprechende Induktion detektiert werden.

Die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression liel3 sich also sowohl in epi-

thelialen Tumorzelllinien als auch in priméren Darmepithelzellen nachweisen.

3.2 Yersinia Outer Protein T (YopT) inhibiert die CYR61/CTGF mRNA-

Expression in Epithelzellen

Die Pathogenitatsfaktoren von Yersinia enterocolitica sind teilweise chromoso-
mal, teilweise auf dem Virulenzplasmid pYV kodiert. Wichtige auf dem pYV-
Plasmid kodierte Faktoren sind hierbei die Yersinia Outer Proteins (Yops).

Wie zuvor gezeigt, vermitteln plasmiddefiziente Yersinien eine Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen, nicht aber der plasmidtra-
gende Yersinia Wildtypstamm. Somit liegt die Vermutung nahe, dass ein auf
dem Plasmid kodierter Faktor, wie etwa eines der Effektor-Yops, die CYR61/

CTGF Expression in Epithelzellen supprimiert.

Um herauszufinden, ob tatsachlich Yops an der Suppression der CYR61/CTGF
MRNA-Expression in Epithelzellen beteiligt sind, wurden HelLa Zellen mit pYV,
pYV" oder verschiedenen Yop-Deletionsmutanten fiir zwei Stunden infiziert. Die
Analyse der CYR61 und CTGF mRNA erfolgte mittels semiquantitativer Echt-
zeit-RT-PCR (siehe Abbildung 15).

Eine erhohte CYR61/CTGF mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten
Zellen konnte nur mit Yersinia enterocolitica pYV™ und der YopT-defizienten
Mutante erzielt werden. Eine Infektion mit YopE, H, M oder P-defizienten Mut-
anten fuhrte nicht zu einer CYR61/CTGF mRNA-Expression.

Mit diesem Versuch konnte demnach eine Beteiligung von YopT an der Inhibiti-
on der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen nachgewiesen werden.



Ergebnisse
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Abb. 15 A und B: CYR61/CTGF mRNA—Expressmn in HeLa -Zellen durch Yops

Jeweils 1*10° HeLa-Zellen wurden mit pYV', pYV"*, pYV" AyopE, pYV" AyopH, pYV* AyopM ,
pYV" AyopP oder pYV' AyopT bei einer MOI von 20 infiziert, und fiir 2 h bei 37<C inkubiert. 1 h
nach Infektion wurden die Zellkulturanséatze mit Gentamycin behandelt. Nach reverser Trans-
kription der isolierten mRNA wurde die cDNA von CYR61/CTGF mittels Tagman Echtzeit-PCR
gemessen und die Menge, bezogen auf das konstitutiv exprimierte house keeping gene G6PD,
normalisiert. Gezeigt ist die x-fache Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression im Vergleich
zu unbehandelten Zellen.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p < 0,05) sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.

3.3 Die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression wi  rd durch se-
zernierte, lipophile Signalstoffe vermittelt

Bakterien kdnnen auf vielfaltige Weise Einfluss auf ihre Zielzellen im Wirtsorga-
nismus nehmen. Neben Invasion oder direktem Zell-Zell-Kontakt spielt auch die
Beeinflussung durch sezernierte Signalstoffe eine grof3e Rolle.
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sezernierte Signalstoffe an der In-
duktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen nach Infektion mit
Yersinia enterocolitica mit beteiligt sind.

3.3.1 Sezernierte Signalstoffe vermitteln CYR61/CTG F mRNA-

Expression

Um eine Beteiligung von durch Yersinia enterocolitica sezernierten Signalstof-
fen an der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression zu Uberpriufen, wur-
den Y. enterocolitica pYV™ und pYV"' Kulturen drei Stunden in RPMI Zellkultur-
medium bei 37<C angezogen. Durch anschlieBende Sedi mentation erfolgte die
Trennung der Bakterien von dem Medium. Die so erhaltenen Uberstande wur-
den mit einem 0,2 um Filter sterilfiltriert, um verbliebene Bakterien und andere
groRere Molekille zu entfernen, so dass in dem Uberstand nur Bestandteile
kleiner als 0,2 um enthalten blieben, auch potenzielle, von Yersinia sezernierte
Signalstoffe. AnschlieRend wurden HelLa-Zellen mit diesen Uberstanden fir
zwei Stunden stimuliert. Zum Vergleich erfolgte eine Infektion mit pYV und
pYV® Bakterienstaimmen. Die Analyse der CYR61/CTGF mRNA-Expression
erfolgte mittels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR (siehe Abbildung 16).

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen, dass eine Inkubation von Hela-
Zellen sowohl mit Uberstanden der pYV- als auch der pYV" Kultur ausreicht, um
im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine drei- bis vierfach erhéhte CYR61/
CTGF mRNA-Expression, also in einem ahnlichen Ausmald wie durch Infektion

mit pYV" Bakterienstdmmen, zu bewirken.

Um eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression allein durch
Bestandteile des verwendeten RPMI-Mediums auszuschlie3en, wurden Hela-
Zellen parallel mit RPMI-Medium, welches ebenso fir drei Stunden bei 37C
inkubiert wurde, stimuliert. Hierbei liel3 sich keine signifikante Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression nachweisen (Ergebnisse graphisch nicht dar-
gestellt).



Ergebnisse

Die vorliegenden Ergebnisse deuten also darauf hin, dass Yersinia enterocoliti-
ca Signalstoffe sezerniert, die bei der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression von Bedeutung sind.
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Abb. 16: CYR61 und CTGF mRNA-Expression in HeLa-Zel len

Jeweils 1*10° HelLa-Zellen wurden entweder mit pYV oder pYV* (MOI = 20) oder mit Uberstan-
den (sn) von pYV oder pYV" (die Uberstande entsprechend einer Bakterienzellzahl von 1*10°,

Inkubation der Bakteriensubkultur vor der Infektion 3 h bei 37<C) infiziert, und fur 2 h bei 37C
inkubiert. 1 h nach Infektion wurden die Zellkulturansatze mit Gentamycin behandelt. Nach re-
verser Transkription der isolierten mRNA wurde die cDNA von CYR61/CTGF mittels Tagman
Echtzeit-PCR gemessen und die Menge, bezogen auf das konstitutiv exprimierte house keeping
gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die x-fache Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression
im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p < 0,05) sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.
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3.3.2 Lipophile Signalstoffe vermitteln CYR61/CTGF  mRNA Expression

In vorangegangenen Versuchen konnte die in der Literatur beschriebene Induk-
tion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch das Phospholipid Sphingosin-
1-Phosphat (S1P) (Muehlich et al., 2004) bestatigt werden (siehe Abbildung 9).
Es ist des weiteren publiziert, dass auch andere Phospholipide, wie etwa Ly-
sophosphatidylsaure (LPA) denselben Effekt bewirken kénnen (Sakamoto et al.,
2004, Han et al., 2003). Da nicht nur von Eukaryoten, sondern auch von Proka-
ryoten bekannt ist, dass sie die Fahigkeit besitzen, Phospholipide wie LPA zu
sezernieren, stellte sich die Frage, ob es sich bei den von Yersinia enterocoliti-
ca sezernierten Signalstoffen, die zur Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression fihren, um lipophile Phospholipide handeln kénnte.

Um dieser Uberlegung nachzugehen, wurden Uberstande von pYV™ Bakterien-
kulturen, welche drei Stunden bei 37<C in RPMI-Medi um angezogen, und durch
anschlieende Sedimentation und Sterilfiltration gereinigt wurden, hergestellt.
Um nun lipophile Substanzen aus diesen Uberstanden zu extrahieren, wurde
als Losungsmittel eine Chloroform/Methanol-Suspension (2:1) verwendet. Die in
der chloroformhaltigen Phase angereicherten organischen, lipophilen Bestand-
teile wurden durch Verdampfen des LOosungsmittels konzentriert. HeLa-Zellen
wurden dann mit verschiedenen Konzentrationen der lipophilen Extrakte fur
zwei Stunden bei 37 inkubiert. Die Analyse der CY R61/CTGF mRNA-
Expression erfolgte mittels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR (siehe Abbildung
17).

Es zeigte sich, dass durch das extrahierte, lipophile Stoffgemisch eine Induktion
der CYR61/CTGF mRNA-Expression erreicht werden konnte. Die Menge der
CYR61/CTGF mRNA stieg abhangig von der verwendeten Konzentration des

lipophilen Stoffgemisches an.

Um auszuschliel3en, dass lipophile Bestandteile des RPMI-Mediums flr die In-
duktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression verantwortlich sein kdnnten, wur-
den auch aus reinem RPMI-Medium in gleicher Vorgehensweise lipophile Stoffe

angereichert und HelLa-Zellen damit inkubiert. Hierbei konnte keine signifikante



Ergebnisse

Induktion der CYR61/ CTGF mRNA-Expression detektiert werden (Ergebnisse
nicht graphisch dargestellt).

Von Yersinia enterocolitica sezernierte, lipophile Signalstoffe scheinen also an
der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression beteiligt zu sein.
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Abb. 17 A und B: CYR61 und CTGF mRNA-Expression in  HelLa-Zellen

Aus Uberstanden von pYV™ Bakterienkulturen (3 h bei 37°C in RPMI-Medium) wu rden nach
Sterilfiltration mit Hilfe einer Chloroform/Methanol-Suspension lipophile Stoffe extrahiert, in ver-
schiedenen Konzentrationen zu jeweils 1*10° HelLa-Zellen gegeben und fiir 2 h bei 37T inku-
biert. Nach reverser Transkription der isolierten mRNA wurde die cDNA von CYR61/CTGF mit-
tels Tagman Echtzeit-PCR gemessen und die Menge, bezogen auf das konstitutiv exprimierte
house keeping gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die x-fache Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p < 0,05) sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.
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3.4 LPA-Rezeptoren und Rho-GTPasen sind am Signalwe g der CYR61/
CTGF mRNA-Expression beteiligt

Da gezeigt werden konnte, dass von Yersinia enterocolitica sezernierte, lipophi-
le Signalstoffe eine Rolle bei der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression
in Epithelzellen spielen, sollte nun untersucht werden, ob hierbei das Phospho-
lipid LPA, welches bekanntermal3en von Prokaryoten sezerniert werden kann,
oder ein diesem sehr &hnlicher Stoff beteiligt ist, beziehungsweise ob die LPA-
spezifischen Rezeptoren LPA 1-3 der EDG-Familie in den Vorgang involviert
sind. Es ist allgemein bekannt, dass die fir die Experimente verwendete Epi-
thelzelllinie HeLa diese Rezeptoren an ihrer Zelloberflache ausbildet. Ein weite-
res Phospholipid, welches ebenfalls die CYR61/CTGF mRNA-Expression indu-
ziert, ist S1P. Dieses vermittelt seine Wirkung Uber S1P-spezifische EDG-
Rezeptoren (S1P 1-5) und kann nicht von Prokaryoten sezerniert werden.

Fur LPA;- und LPAs-Rezeptoren ist ein selektiver Inhibitor namens 3-(4-(4-((1-
(2-Chlorophenyl)ethoxy)carbonylamino)-3-methyl-5-isoazolyl)benzylthio)propan-
Saure (Kil6425) beschrieben (Ohta et al., 2003), welcher fir diese Versuche
eingesetzt wurde.

Um eine mdgliche Beteiligung von LPA oder LPA-&hnlichen Phospholipiden
beziehungsweise deren Rezeptoren am Signalweg der CYR61/CTGF mRNA-
Expression zu erfassen, wurden HelLa-Zellen parallel entweder direkt, oder
nach 30 minitiger Vorbehandlung mit Ki16425 mit LPA, S1P oder mit Uber-
standen von pYV" Bakterienkulturen fir zwei Stunden bei 37T inkubi ert und die
resultierende CYR61/CTGF mRNA-Menge der HeLa-Zellen mittels semiquanti-
tativer Echtzeit-RT-PCR bestimmt (Abbildung 18 und 19).

Sowohl durch LPA, als auch durch Uberstande der pYV Bakterienkulturen
kommt es zu einer zwei- bis dreifachen Erh6éhung der CYR61/CTGF mRNA-
Expression. Durch Vorbehandlung der HeLa-Zellen mit Ki1l6425 konnte sowohl
die durch LPA als auch die durch Uberstande der pYV" Bakterienkultur induzier-
te CYR61/CTGF mRNA-Ex-pression signifikant reduziert werden (Abbildung

18). Im Gegensatz dazu konnte die durch S1P vermittelte, iber 20-fache Erh6-



hung der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch Vorbehandlung mit Kil6425
nicht signifikant gesenkt werden (Abbildung 19).

Diese Ergebnisse bestatigen die beschriebene Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression durch LPA und S1P (Muehlich et al., 2004; Sakamoto et al.,
2004; Han et al.,, 2003). Ebenso konnte gezeigt werden, dass Kil6425 die
LPA-, nicht aber die S1P-induzierte CYR61/CTGF mRNA-Expression inhibiert.

Da die durch Uberstande der pYV" Bakterienkultur ausgeloste Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression mittels Ki16425 ebenfalls gehemmt wird, legt
dies eine Beteiligung von LPA-Rezeptoren an der Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression durch lipophile, von Yersinia enterocolitica sezernierte, Sig-
nalstoffe nahe.

Aus der Literatur ist dariber hinaus bekannt, dass die tUber LPA-Rezeptoren
aktivierten Zellfunktionen zum Teil GUber Rho-GTPasen vermittelt werden (Han
et al., 2003). Des Weiteren vermittelt auch das Yersinia outer Protein YopT sei-
ne Wirkung uber die Modifikation von Rho-GTPasen (Iriarte und Cornelis,
1998). Da aus den vorangegangenen Analysen schon bekannt ist, dass YopT
an der Inhibition der CYR61/CTGF mRNA-Expression beteiligt ist (siehe Kapitel
3.2), sollte nun auch eine eventuelle Beteiligung von Rho-GTPasen an diesem
Vorgang geprift werden.

Die Aktivitat der Rho-GTPasen Rho, Racl und Cdc42 kann spezifisch durch ein
von einem anaeroben Stdbchenbakterium namens Clostridium difficile produ-
zierten Toxin (Clostridium difficile Toxin B, TcdB 10463) Uber Glukosylierung
gehemmt werden (Just et al., 1995). Es wurden HelLa-Zellen parallel entweder
direkt, oder nach Vorbehandlung mit TcdB 10463, mit LPA oder mit Uberstan-
den von pYV Bakterienkulturen fir zwei Stunden bei 37<C inkubi ert, und die re-
sultierende CYR61/CTGF mRNA-Expression der HelLa-Zellen mittels semi-
guantitativer Echtzeit-RT-PCR bestimmt (Abbildung 18).

Es konnte mit diesem Versuch demonstriert werden, dass durch Inhibition der
Rho-GTPasen Rho, Racl und Cdc42 die durch LPA oder durch Uberstande
von pYV-Bakterienkulturen vermittelte Induktion der CYR61/CTGF mMRNA-



Expression signifikant gemindert werden kann, was eine Beteiligung von Rho-
GTPasen an der Vermittlung der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression in Epithelzellen nahe legt. Des weiteren deuten diese Ergebnisse
darauf hin, dass der hemmende Einfluss von YopT auf die CYR61/CTGF
MRNA-Expression tber eine Modulation von Rho-GTPasen erfolgt.
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Abb. 18 A und B: CYR61 und CTGF mRNA-Expression in  HelLa-Zellen

Jeweils 1*10° HelLa-Zellen wurden entweder mit 10 pM LPA oder Uberstanden (sn) von pYV’
(die Uberstande entsprechend einer Bakterienzahl von 1*10°, Inkubation der Bakteriensubkultur
vor der Infektion 3 h bei 37<C) infiziert. Die Zell en wurden entweder ohne Inhibitor, oder nach
30-mindtiger Vorbehandlung mit 10 uM Ki 16425 oder Clostridium difficile Toxin B 10463
1:20000 fir 2 h bei 37<C inkubiert. Nach reverser T ranskription der isolierten mRNA wurde die
cDNA von CYR61/CTGF mittels Tagman Echtzeit-PCR gemessen und die Menge, bezogen auf
das konstitutiv exprimierte house keeping gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die x-fache In-
duktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Signifikante Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p < 0,05) sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.
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3.5 Die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expressionis t eine generel-

le Reaktion von Epithelzellen nach Interaktion mit Bakterien

Yersinia enterocolitica sezerniert, wie in dieser Arbeit schon ausfuhrlich gezeigt
wurde, lipophile Stoffe, welche tber LPA-Rezeptoren Einfluss auf die CYR61/
CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen nehmen kdnnen.

Da lipophile Stoffe wie Phospholipide nicht nur wichtige Baustoffe fir die Zell-
membranen fast aller Bakterienspezies darstellen, sondern letzthin auch als
intrazellulare Signalmolekule identifiziert wurden (Moolenaar, 1995; Goetzl und
An, 1998), ergab sich die Vermutung, dass die Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression in Epithelzellen Gber LPA-Rezeptoren durch lipophile Stoffe



wie Phospholipide als eine generelle Reaktion von Epithelzellen nach Interakti-

on mit Bakterien zu werten sein kdnnte.

3.5.1 Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durc  h verschiedene
Bakterienspezies

Um der Hypothese nachzugehen, ob die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression in Epithelzellen eine generelle Reaktion nach Infektion mit Bakterien
darstellt, wurden Zellkulturversuche mit HeLa-Zellen und verschiedenen Bakte-
rienspezies durchgefiihrt. Die Epithelzellen wurden sowohl mit Gram-positiven
Bakterien wie Staphylokokkus aureus oder Enterokokkus faecalis, als auch mit
Gram-negativen Bakterien wie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa oder
Bartonella henselae infiziert. Durch die Auswahl sowohl Gram-positiver und
Gram-negativer Bakterien, als auch von Stabchen- und Kokkenbakterien, sollte
ein moglichst breites Spektrum der mannigfaltigen aeroben Bakterienwelt ab-
gedeckt werden. Zum besseren Vergleich wurden gleichzeitig Infektionen mit
Yersinia pYV" und pYV" Bakterienkulturen durchgefiihrt. Nach Infektion der He-
La-Zellen mit den entsprechenden Bakterienkulturen erfolgte eine Inkubation fur
zwei Stunden bei 37TC. Die Analyse der in den Epith elzellen vorhandenen
CYR61/CTGF mRNA-Menge erfolgte mittels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR
(siehe Abbildung 20).

Die Infektion mit allen untersuchten Bakterienspezies fuihrte zu einer signifikan-
ten Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in HelLa-Zellen. Allerdings
zeigten sich durchaus Unterschiede in dem Ausmalf} der Induktion. Es bestatig-
te sich damit die Hypothese, dass aerobe Bakterien generell in der Lage sind,
eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen zu bewir-

ken.



Ergebnisse
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Abb. 20 A und B: CYR61 und CTGF mRNA-Expression in  HelLa-Zellen

Jeweils 1*10° HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen Bakterienstammen bei einer MOI von 20
(B. henselae MOI 250) infiziert, und fur 2 h bei 37<C inkubiert. 1 h nach Infektion wurden die
Zellkulturansatze mit Gentamycin behandelt. Nach reverser Transkription der isolierten mRNA
wurde die cDNA von CYR61/CTGF mittels Tagman Echtzeit-PCR gemessen und die Menge,
bezogen auf das konstitutiv exprimierte house keeping gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die
x-fache Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
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3.5.2 CYR61/CTGF mRNA-Expression ist generell iber  sezernierte Media-

toren und LPA-Rezeptoren vermittelt

Da gezeigt werden konnte, dass die Induktion der CYR61/CTGF mMRNA-
Expression in Epithelzellen eine generelle Reaktion nach Interaktion mit aero-
ben Bakterien darstellt, sollte im Folgenden untersucht werden, ob dieser Vor-
gang auch, wie bei Yersinia enterocolitica bereits gezeigt, Uber sezernierte Sig-
nalstoffe und LPA-Rezeptoren vermittelt wird.

Dazu wurden Bakterienkulturen von Staphylokokkus (S.) aureus, Enterokokkus
faecalis (E. faecalis), Escherichia coli (E. coli) und Pseudomonas (P.) aerugino-
sa fur drei Stunden in RPMI Zellkulturmedium bei 37<C kultiviert. Anschliel3end
erfolgte die Trennung der Bakterien vom Medium durch Sedimentation. Die so
erhaltenen Uberstande konnten nach Sterilfiltration (0,2 pum) fur Stimulations-
versuche eingesetzt werden. HelLa-Zellen wurden parallel entweder direkt, oder
nach 30-mindtiger Vorbehandlung mit Kil6425 mit den verschiedenen Bakteri-
enuberstanden fur zwei Stunden inkubiert. Die Auswertung der danach in den
Epithelzellen vorhandenen Menge an CYR61/CTGF mRNA erfolgte mittels se-
miquantitativer Echtzeit-RT-PCR (siehe Abbildung 21).

Als Resultat zeigte sich, dass durch samtliche verwendete Bakterientberstande
eine signifikante Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in den Epithel-
zellen erreicht werden konnte, was den Ruckschluss zulasst, dass diese Induk-
tion generell durch bakteriell sezernierte Mediatoren vermittelt zu sein scheint.
AulRRerdem konnte bei allen verwendeten Bakterienliberstanden durch die Vor-
inkubation der Epithelzellen mit Ki16425 eine partielle (E. faecalis, P. aerugino-
sa), oder vollstandige (alle anderen Bakterienstamme), Reduktion der CYR61/
CTGF mRNA-Expression nachgewiesen werden, was die These der Beteiligung
von LPA-Rezeptoren an der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in
Epithelzellen nach Interaktion mit Bakterien bzw. von Bakterien sezernierten

Signalstoffen untermauert.
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Abb. 21 A und B: CYR61 und CTGF mRNA-Expression in  HelLa-Zellen

Jeweils 1*10° HeLa-Zellen wurden mit Uberstanden (sn) von diversen Bakterienstammen (die
Uberstande entsprechend einer Bakterienzahl von 1*10°, Inkubation der Bakteriensubkultur vor
der Infektion 3 h bei 37<C) infiziert. Die Zellen wurden entweder ohne Inhibitor oder nach 30-
minitiger Vorbehandlung mit 10 uM Ki 16425 fir 2 h mit den Bakterieniiberstanden bei 37C
inkubiert. Nach reverser Transkription der isolierten mMRNA wurde die cDNA von CYR61/CTGF
mittels Tagman Echtzeit-PCR gemessen und die Menge, bezogen auf das konstitutiv exprimier-
te house keeping gene G6PD, normalisiert. Gezeigt ist die x-fache Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p < 0,05) sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.



3.6 Die Induktion der CYR61/CTGF mRNA Expression du rch Listeria

monozytogenes

Bei Vorversuchen zu der in Kapitel 3.5 behandelten Fragestellung, ob Bakterien
generell eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen
bewirken kbnnen, wurde neben den dort gezeigten Bakterienspezies auch ein
Vertreter der Gattung der Listerien, einer Gruppe von Gram-positiven, fakultativ-
intrazellularen, fakultativ-anaeroben Stabchen, untersucht. Hierbei fiel auf, dass
es zwei Stunden nach Infektion von HelLa-Zellen mit Listeria (L.) monocytoge-
nes zu einer tber dreil3igfach ansteigenden Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression kam (Ergebnisse nicht dargestellt). Aufgrund dieser tUbermassig
starken Induktion durch Listerien wurde angenommen, dass diese moglicher-
weise einem anderen Mechanismus folgt als dem, welcher bei Yersinia entero-

colitica und den anderen verwendeten Bakterien identifiziert werden konnte.

3.6.1 Sezernierte Signalstoffe vermitteln iber LPA-  Rezeptoren CYR61/
CTGF mRNA-Expression

Die Feststellung, dass die Infektion von Epithelzellen mit Listeria monozytoge-
nes zu einer sehr starken, von allen anderen untersuchten Bakterienspezies
abweichenden Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression fiuhrt, sollte im
Folgenden bestatigt und naher untersucht werden.

HeLa-Zellen wurden mit L. monozytogenes infiziert, und fur zwei Stunden bei
37T inkubiert. Um herauszufinden, ob diese Indukti on tber sezernierte Signal-
stoffe vermittelt wird, und ob LPA-Rezeptoren beteiligt sind, erfolgte gleichzeitig
eine Inkubation von HeLa-Zellen mit Uberstanden von L. monozytogenes Kultu-
ren fur zwei Stunden bei 37T, parallel entweder di rekt oder nach 30-minttiger
Vorbehandlung mit Ki16425. Die resultierende CYR61/CTGF mRNA-Menge der
HeLa-Zellen wurde mittels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR bestimmt (siehe
Abbildung 22).



Ergebnisse

Mit einer auf das Uber 30-fach ansteigenden Induktion im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen konnte durch diesen Versuch der starke Einfluss von L. mono-
zytogenes auf die CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen bestatigt
werden. Des Weiteren fiihrte auch die Inkubation mit Uberstanden von Listeria
Bakterienkulturen zu einer Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression, al-
lerdings in einem weit niedrigeren Ausmald (maximal 6-fache Induktion). Diese,
durch Uberstande induzierte CYR61/CTGF mRNA-Expression lies sich durch
Vorbehandlung mit Ki16425 signifikant reduzieren.
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Somit konnte dargestellt werden, dass Listerien, ebenso wie Yersinien und alle
anderen in dieser Arbeit verwendeten Bakterienspezies, Signalstoffe sezernie-
ren, welche Uber LPA-Rezeptoren vermittelt zu einer Induktion der CYRG61/
CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen fuhren. Da aber die Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression nach Infektion mit Listeria monozytogenes
Bakterienkulturen im Vergleich zur Induktion nach Inkubation mit Uberstanden
um ein Vielfaches hoher ist, scheinen noch weitere Mechanismen zu existieren,
welche die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen

durch die Gattung Listeria beeinflussen.

3.6.2 Listeriolysin induziert CYR61/CTGF mRNA-Expre  ssion

Um neben der bereits dargestellten Induktion durch sezernierte Signalstoffe und
LPA-Rezeptoren weitere mdgliche Mechanismen zu ermitteln, welche zu einer
CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen durch Listeria monozytogenes
fuhren, wurden verschiedene Deletionsmutanten von L. monozytogenes auf
diese Fahigkeit hin analysiert. Neben dem Wildtyp wurden folgende Listerien-

stamme verwendet:

- Listeria Ainl A,
eine Internalin A Deletionsmutante, wodurch Listerien die Fahigkeit ver-
lieren, in Wirtszellen eindringen zu kénnen (Braun und Cossart, 2000),

- Listeria Aplc A,
mit Deletion der Phosphatidylinositol spezifischen Phospholipase C, wo-
durch Listerien zwar in die Wirtszelle eindringen, dort aber nicht aus ihrer
Vakuole freigesetzt werden konnen (Camilli et al., 1991), und

- Listeria Ahly,
ein Listeriolysin O-defizienter Stamm. Listeriolysin O (LLO), ein porenbil-
dendes Hamolysin, ist das wichtigste von L. monozytogenes produzierte
Toxin und hauptverantwortlich fur dessen Pathogenitat. Eine Rolle von
LLO besteht in dem Aufbrechen von Membranbarrieren und erlaubt so

den Listerien aus Phagolysosomen in das Zytosol zu gelangen. Eine



ahnlich wichtige Funktion ist die Induktion von Signaltransduktionswegen
in Wirtszellen. Diese Vorgange modulieren unter anderem die Aufnahme
der Bakterien, sowie die Zytokin- und Chemokinexpression (Kayal und
Charbit, 2006).

Fur dieses Experiment wurden HelLa-Zellen zwei Stunden bei 37C mit L. mo-
nozytogenes oder den verschiedenen Deletionsmutanten inkubiert. Die Analyse
der in den Epithelzellen vorhandenen CYR61/CTGF mRNA-Menge erfolgte mit-
tels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR (siehe Abbildung 23).

Es zeigte sich, dass sowohl durch den L. monozytogenes Wildtypstamm, als
auch durch die inlA- und plcA'-defizienten Stamme eine 34-68-fache Induktion
der CYR61/CTGF mRNA-Expression bewirkt werden konnte. Die Infektion mit
der Lysteriolysin O-defizienten Mutante fihrte im Gegensatz dazu nur zu einer
sehr geringen Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression (maximal 5-fache
Induktion). Diese geringe Induktion entspricht in etwa der H6he derjenigen In-
duktion, welche von Listerien durch sezernierte Signalstoffe erreicht werden
konnte (siehe Kapitel 3.6.1, Abbildung 22).

Diese Ergebnisse zeigen, dass fur die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression durch Listerien Lysteriolysin O eine Hauptrolle zu spielen scheint.
Da eine Internalin-Defizienz keinen Effekt auf die Induktion von CYR61/CTGF
MRNA-Expression hat, wird geschlussfolgert, dass Listerien fir diese Induktion

nicht internalinvermittelt in die Wirtszelle aufgenommen werden mussen.

Mit Lysteriolysin O konnte ein weiterer wichtiger Mechanismus aufgezeigt wer-
den, der zu einer Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzel-
len nach Infektion mit Listeria monozytogenes fiihrt.
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Schlussfolgerungen

Aus den durchgefuhrten Analysen lassen sich zusammenfassend folgende

Schlussfolgerungen ziehen:

Sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien induzieren in
Epithelzellen durch Sekretion lipophiler Komponenten eine transiente
MRNA-Expression von CYR61 und CTGF.

Diese Wirtsantwort ist abhangig von LPA-Rezeptoren und RhoGTPasen.

Virulenzfaktoren von Bakterien konnen diese Wirtsantwort modulieren.
So ist YopT von Yersinia enterocolitica an der Hemmung der Yersinia-
induzierten CYR61/CTGF mRNA-Expression beteiligt. Eine Listeria mo-
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nozytogenes Infektion fuhrt zu einer Ubermalig starken CYR61/ CTGF
MRNA-Expression, welche hauptsachlich durch Listeriolysin O vermittelt
wird.

Weiterfihrende Untersuchungen mussen klaren, welche infektionsbiolo-

gische Bedeutung diese Wirtsantwort hat.



4 Diskussion

In Epithelzellen wird durch die Infektion mit pathogenen, Virulenzplasmid-
defizienten Yersinia enterocolitica Stammen, meist Uber Invasin vermittelt, die
Induktion vieler verschiedener Gene ausgel6st. Diese generieren die proinflam-
matorische Wirtsantwort. Eine kleine Gruppe von Genen allerdings wird
unabhéngig von Invasin induziert. Hier konnten neben Thrombospondin, early
growth response 1 (EGR-1) und plasminogen activating Inhibitor (PAI) CYR61
und CTGF, Gene der CCN-Familie, identifiziert werden, welche in der vorliegen-
den Arbeit ndher untersucht werden sollten (Bohn et al., 2004).

CYR61 und CTGF sind als Signalproteine an vielen zellularen Ablaufen wie Mi-
tose, Adhasion und Apoptose beteiligt. Sie nehmen regulierend Einfluss auf
physiologische und pathophysiologische Prozesse wie Differenzierung,
Entwicklung, Angiogenese, Wundheilung, Tumorwachstum und fibrotischen
Gewebeumbau (Brigstock, 2003).

4.1 Yersinia enterocolitica und die Modulation der CYR61/CTGF Expres-
sion in Epithelzellen

Plasmiddefiziente (pYV') Yersinia enterocolitica Stamme vermitteln in Epithel-
zellen eine transiente Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression, sowie
konsekutiv CYR61/CTGF Proteinexpression. Dies ist keine spezifische Reakti-
on der verwendeten Karzinomzelllinie HeLa, sondern wurde auch in primaren
Maus-Darmepithelzellen nachgewiesen. Es konnte aufgezeigt werden, dass
sterilfiltrierte Uberstande von sedimentierten Y. enterocolitica Bakterienkulturen
ausreichen, um eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression zu bewir-
ken, was darauf schlie3en lasst, dass sezernierte Mediatoren die CYR61/CTGF
mRNA-Expression vermitteln. Da es moglich war, aus diesen Uberstanden li-

pophile Komponenten anzureichern, welche ebenfalls eine CYR61/CTGF



mMRNA-Induktion bewirken, scheint es sich bei den fiur die Induktion verantwort-

lichen Signalstoffen um lipophile Substanzen zu handeln.

CYR61 und CTGF koénnen durch eine Vielzahl verschiedenster Mediatoren, wie
etwa TGF-B oder Ostrogene induziert werden. Auch ist eine Induktion durch
lipophile Phospholipide wie LPA und S1P mdglich (Brunner et al., 1991;
Brigstock, 2003; Muehlich et al., 2004; Sakamoto et al., 2004; Han et al., 2003).

4.1.1 LPA und LPA-Rezeptoren

LPA vermittelt seine biologischen Funktionen tber spezifische EDG-Rezeptoren
(LPA;.3), die Subtypen 1 und 3 kénnen mittels Kil6425 spezifisch antagonisiert
werden (Ohta et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die durch
LPA, als auch die durch Uberstande von Yersinia Bakterienkulturen vermittelte
Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch Kil6425 inhibiert werden
kann. Im Gegensatz dazu hat Kil6425 keinen Einfluss auf die von S1P Uber
S1P-Rezeptoren vermittelte Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression.
LPA-Rezeptoren scheinen also an der Induktion der CYR61/CTGF mRNA
beteiligt zu sein.

LPA spielt eine Rolle bei proliferativen und antiapoptotischen Veranderungen
von Zellen, sowie bei Verdnderungen des Zytoskeletts, wie etwa bei Zellmotili-
tat, Adhasion, Sekretion, Kontraktion oder Chemotaxis. Des weiteren soll LPA
an wichtigen Prozessen wie Neurogenese, Myelinisierung, Angiogenese,
Wundheilung und Tumorausbreitung beteiligt sein (Moolenaar, 1995; Contos et
al., 2000; Goetzl und An, 1998; Eichholtz et al., 1993). Vergleicht man diese
Aufgaben mit den Funktionen von CYR61 und CTGF fallen viele Gemeinsam-
keiten auf. Die CCN-Proteine sind an Vorgadngen wie Mitose, Adhasion, Apop-
tose und Migration beteiligt und wirken regulierend auf Differenzierung, Entwick-
lung, Embryogenese, Angiogenese sowie Tumorwachstum, Wundheilung und
fibrotischen Gewebeumbau ein (Brigstock, 2003). Schon allein diese Ahnlich-
keiten in den Funktionen lassen spekulieren, dass es sich bei der von Yersinia
enterocolitica sezernierten Substanz, welche die Induktion der CYR61/CTGF



MRNA-Expression in Epithelzellen auslést, um einen LPA-&hnlichen Stoff han-
deln konnte. Auch die Tatsache, dass Prokaryoten Phospholipide wie LPA,
nicht aber S1P, sezernieren kdnnen (Moolenaar, 1995; Spiegel und Milstien,

2002), ist ein weiterer Hinweis fur diese Vermutung.

LPA-Rezeptoren sind an der Epithelzelloberflache verschiedenster Organe wie
Lunge, Herz, Milz, Niere und Magen ausgebildet. Die Verteilung der verschie-
denen Rezeptorsubtypen 1-3 variiert allerdings in unterschiedlichen Zelltypen
erheblich. So exprimiert die in der vorliegenden Arbeit verwendete humane Epi-
thelzelllinie HeLa hauptsachlich LPA; und LPA,-Rezeptoren. Durch den selekti-
ven Antagonist Kil6425 werden vor allem die Rezeptorsubtypen 1 und 3 ge-
hemmt (Ohta et al., 2003). Man kann also davon ausgehen, dass es sich bei
dem LPA-Rezeptorsubtyp, der fur die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression in den verwendeten HelLa Zellen verantwortlich ist, um den LPA;-
Rezeptor handeln musste. Fiur eine Bestatigung dieser Annahmen waren aller-
dings weiterfihrende Untersuchungen, etwa mit selektiven LPA;-Rezeptor-
Inhibitoren, erforderlich.

Auch um weiteren Aufschluss dartiber zu erhalten, ob es wirklich eine LPA-
ahnliche Substanz oder sogar LPA selbst ist, welche von Yersinia enterocolitica
sezerniert wird und Uber LPA-Rezeptoren wirkt, missten weiterfihrende Analy-
sen durchgefuhrt werden. So kdnnten mittels Dunnschichtchromatographie li-
pophile Extrakte aus Bakterientberstanden nach ihrer MolekilgroRe aufge-
trennt, und mit dem Spruhreagenz Molybdenium Blue, einem spezifischen
Farbstoff fir Phospholipide, sichtbar gemacht werden. Parallel kdnnte eine re-
versible Farbung der aufgetrennten Fraktionen mit Jod-Dampf erfolgen, und
somit die entsprechenden Phospholipidfraktionen extrahiert und auf ihre Fahig-
keit, CYR61 beziehungsweise CTGF zu induzieren, untersucht werden. Exakte-
re Stoffanalysen waren etwa durch massenspektrometrische Analysen in Ko-
operation mit der Chemie mdglich.



4.1.2 YopT und Rho-GTPasen

Bekanntlich sind Rho-GTPasen wie RhoA, Racl und Cdc42 an der Induktion
von CYR61 und CTGF beteiligt (Han et al., 2003, Chowdhury und Chaqour,
2004). Passend zu dieser Aussage konnte gezeigt werden, dass der auf dem
pYV-Plasmid kodierte und uber ein Typ llI-Sekretionssystem sezernierte Viru-
lenzfaktor YopT, welcher sich unter anderem dadurch auszeichnet, dass er
durch Modifikation von RhoA Aktin-Filamente zerstort und das Zytoskelett der
Wirtszelle manipuliert (Iriarte und Cornelis, 1998, Zumbihl et al., 1999), eine
Inhibition der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epithelzellen bewirkt. Dersel-
be inhibitorische Effekt konnte flr ein von Clostridium difficile produziertes Toxin
(Clostridium difficile Toxin B) nachgewiesen werden, ein Toxin, welches Rho-
GTPasen mittels Glukosylierung inaktiviert (Just et al., 1995). Mit diesen Er-
kenntnissen lasst sich folglich die Beteiligung von Rho-GTPasen an der Indukti-
on der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch Yersinia enterocolitica bestati-

gen.

Da YopT die CYR61/CTGF mRNA-Expression allerdings nicht vollstandig
supprimiert, liegt die Vermutung nahe, dass noch andere Yops einen inhibitori-
schen Einfluss haben kénnten. Untersuchungen mit Deletionsmutanten deuten
allerdings daraufhin, dass weder YopE, YopH, YopM oder YopP fur die Inhibiti-
on von CYR61/CTGF mRNA-Expression von Bedeutung sind. Ob neben YopT
noch YopO von Bedeutung ist, kann in dieser Arbeit nicht ausgeschlossen wer-
den, da die entsprechenden Untersuchungen mit einer YopO-Deletionsmutante
nicht durchgeftihrt wurden. Ebenso ist es denkbar, dass mehrere Yops syner-
gistisch die Inhibition der CTGF/CYR61 Expression bewirken.

Es ist besonders beachtenswert, dass zwar YopT durch Modifikation von Rho-
GTPasen die CYR61/CTGF mRNA-Expression inhibiert, nicht aber YopE, da zu
den funktionellen Eigenschaften von YopE ebenfalls die Interaktion mit Rho-
GTPasen und konsekutiv eine Zerstérung von Aktin-Filamenten gehort (Rosg-

vist et al., 1991, Pawel-Rammingen et al., 2000).

Wo liegen also moégliche Unterschiede in der Wirkung von YopT und YOpE? -



Die Wirkungsmechanismen dieser beiden Effektor-Yops, welche zu einer Modi-
fikation von Rho-GTPasen fuhren, weisen grol3e Unterschiede auf. So kann die
YopE-vermittelte GTP-Hydrolyse durch Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren
(GEFs) der Wirtszelle aufgehoben werden, wohingegen die proteolytische Spal-
tung der Carboxylenden der Rho-GTPasen durch YopT eine irreversible Inakti-
vierung darstellt (Shao et al., 2002). Ein mdglicher Effekt von YopE auf die
CYR61/CTGF mRNA-Expression konnte also reversibel und in unseren Analy-
sen nicht erfasst worden sein. Auf3erdem ist es mdglich, dass YopT und YopE
selektiv verschiedene spezifische Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen
nach Infektion von Epithelzellen mit Yersinien modulieren (Shao et al., 2002).
Gestiitzt wird diese Uberlegung durch die Feststellung, dass eine durch Im-
munglobulinrezeptoren und Komplementrezeptoren vermittelte Phagozytose die
selektive Aktivierung von Racl und Cdc 42 bzw. von RhoA benétigt (Caron und
Hall, 1998). YopT konnte also spezifische Rho-GTPasen modulieren, welche
die CYR61/CTGF mRNA-Expression supprimieren; YopE hingegen wirde mit
anderen Rho-GTPasen interagieren, die keinen Einfluss auf die CYR61/CTGF
MRNA-Expression haben. Eine weitere mogliche Erklarung kénnte eine selekti-
ve Sekretion von YopT und YopE in verschiedene Arten von Wirtszellen, bezie-
hungsweise eine Sekretion in dieselbe Wirtszellart, allerdings in unterschiedli-
chen Konzentrationen, sein (Shao et al., 2002). So kdnnte ein Einfluss von Yo-
pE auf die CYR61/CTGF mRNA-Expression nur aufgrund einer zu niedrigen
YopE Konzentration in Epithelzellen ausbleiben. Auch die Art der Inaktivierung
konnte bezuglich der unterschiedlichen Wirkungen von YopT und YopE eine
Rolle spielen. So konnte fur die Racl-GTPase gezeigt werden, dass YopE
membrangebundenes Racl direkt inaktivieren kann, wahrend YopT membran-
gebundenes Racl ins Zytoplasma freisetzt, so dass dessen Translokation in
den Zellkern geférdert wird. Dort bleibt die Racl-Aktivitdt erhalten und beein-
flusst die Genexpression der Wirtszelle, die Funktionen von membrangebunde-
nem Racl sind dagegen, mangels Vorhandensein von Racl an der Membran,
ausgeschaltet (Wong und Isberg, 2005).

Es gibt also mehrere plausible Uberlegungen warum YopT, nicht aber YopE,
die CYR61/CTGF mRNA-Expression beeinflusst. Welche dieser Moglichkeiten



zutrifft, ob mehrere Mechanismen in Kombination die eigentliche Ursache sind,
oder ob eventuell noch andere Yops eine Rolle spielen, ist zum jetzigen Zeit-
punkt unklar und bedirfte daher weiterer experimenteller Analysen, etwa mit

doppel- oder dreifachmutierten Yersinia Stammen.

4.2 Verschiedene Bakterienspezies modulieren die CY R61/CTGF
Expression in Epithelzellen, die Bedeutung von Rho- GTPasen

Nicht nur aerobe Bakterien der Gattung Yersinia, sondern auch andere, sowohl
Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien, Stabchen- wie Kokkenbakte-
rien (verwendet wurden Staphylokokkus aureus, Enterokokkus faecalis, Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bartonella henselae und Listeria monozy-
togenes) konnen eine Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression in Epi-
thelzellen bewirken, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Diese scheint
generell GUber sezernierte, lipophile Signalstoffe und LPA-Rezeptoren vermittelt.
Es ist also anzunehmen, dass die Induktion der CYR61/CTGF Expression
durch die verschiedenen Bakterien Uber denselben, beziehungsweise Uber ei-

nen strukturell sehr ahnlichen Botenstoff vermittelt wird.

Im menschlichen Genom sind zu etwa einem Prozent Proteine kodiert, welche
entweder Rho-GTPasen direkt regulieren, oder durch Interaktion mit diesen re-
guliert werden. Uber komplexe Signalwege sind Rho-GTPasen an den meisten
grundlegenden zellbiologischen Vorgangen von Eukaryoten beteiligt, dazu ge-
horen etwa Morphogenese, Bewegung und Zellteilung (Jaffe und Hall, 2005).
Rho-GTPasen sind zentrale Modulatoren der Aktin-Filamente und des Zytoske-
letts von Eukaryoten und stellen folglich ein haufiges Angriffsziel bakterieller
Toxine und anderer Virulenzfaktoren von Bakterien dar. Deren Inaktivierung
hemmt unter anderem wichtige Funktionen der Immunabwehr, wie Chemotaxis
oder Phagozytose, und erméglicht so den Pathogenen die Infektion und die
Ausbreitung im Wirtsorganismus (Aktories et al., 2000). Auch fur die Induktion
von CYR61 und CTGF spielen Rho-GTPasen eine Rolle (Han et al., 2003;
Chowdhury und Chaqour, 2004).



Yersinien sind in der Lage, YopT-vermittelt Rho-GTPasen zu modulieren, wo-
durch die CYR61/CTGF mRNA-Expression inhibiert wird. Interessant ist, dass
auch andere Bakterienspezies Virulenzfaktoren besitzen, welche tber eine Mo-
dulation von Rho-GTPasen wirken, und damit eventuell ebenfalls die Induktion
der CYR61/CTGF mRNA-Expression supprimieren oder anderweitig beeinflus-
sen konnten. Andererseits scheinen Bakterien auch weitere Mechanismen etab-
liert zu haben, welche die CYR61/CTGF Expression, zuséatzlich zu der in dieser
Arbeit dargestellten LPA-Rezeptor-abhéangigen Induktion verstarken; so fallt
etwa die CYR61/CTGF mRNA-Expression durch Listeria monozytogenes u-

bermalig stark aus.

4.2.1 Induktion von CYR61/CTGF in Epithelzellen dur ch Pseudomona-
den

Der in dieser Arbeit verwendete Pseudomonas aeruginosa ATCC Stamm und
dessen Bakterienliberstande induzieren die CYR61/CTGF mRNA-Expression in
Epithelzellen.

Pseudomonaden verfligen tber zwei spezialisierte Sekretionssysteme zur Ab-
sonderung ihrer Virulenzfaktoren. Diese Systeme sind hauptverantwortlich fur
die Uberwindung der Immunantwort des Wirtes und die Proliferation der Patho-
gene im Wirtszellorganismus. Ein vergleichsweise langsam arbeitendes Typ II-
Sekretionssystem sezerniert Virulenzfaktoren wie Exotoxin A (ExoA), Elastase
(LasA) und Phospholipase C. Wie auch Yersinia enterocolitica verfigen Pseu-
domonaden zudem Uber ein schnell arbeitendes Typ llI-Sekretionssystem, wel-
ches Effektorproteine direkt in die Wirtszelle injiziert. Diese Proteine, namens
Exoenzym (Exo) S, ExoT, ExoU und ExoY, nehmen modulierend Einfluss auf
die Organisation des Zytoskelettes der Wirtszelle sowie deren Signaltransdukti-
on. Die meisten Pseudomonadenstdmme tragen die Gene fiur ExoT und ExoY,
wohingegen sich die Prasenz von ExoS und ExoU gegenseitig auszuschliel3en
scheint. Uber Griinde hierfiir kann bislang nur spekuliert werden. Eine mogliche

Erklarung wére, dass eine gleichzeitige Expression der beiden Proteine ver-



zichtbar ist, da sie sehr &hnliche Funktionen erflllen (Lee et al., 2005; Feltman
et al., 2001).

ExoU ist ein potentes Zytotoxin, welches in vielen verschiedenen Zelltypen
rasch apoptotisch wirkt und als Phospholipase agiert (Finck-Barbancon et al.,
1997; Rabin und Hauser, 2005; Sato und Frank, 2004). ExoS ist ein bifunktiona-
les Zytotoxin (Barbieri, 2000). Das N-terminale Ende hat GTPase aktivierende
Proteinaktivitat (GAP) zur Modulation von Rho-GTPasen wie RhoA, Racl und
Cdc42 und beeinflusst dadurch das Zytoskelett des Wirtes. Das C-terminale
Ende ist eine 14-3-3-abhéngige ADP-Ribosyltransferase und fur die Zytotoxizi-
tat von ExoS verantwortlich (Krall et al., 2002; Hendriksson et al., 2002).

Man konnte also annehmen, dass durch die Modulation von Rho-GTPasen
durch ExoS bei Pseudomonaden ebenso wie durch YopT bei Yersinia eine
Hemmung der CYR61/CTGF mRNA-Expression herbeigefiihrt werden kann.
Dennoch ist es nicht ganzlich Gberraschend, dass trotz ExoS-Expression der in
dieser Arbeit verwendete P. aeruginosa ATCC Stamm zu einer CYR61/CTGF
MRNA-Expression fuhrt. Die GAP-Doméane von ExoS weist namlich grol3e Ho-
mologie zu der Proteindomane von YopE von Yersinia auf, welche zwar auch
Rho-GTPasen als GAP moduliert, nicht aber die CYR61/CTGF mRNA-
Expression inhibiert (Krall et al., 2003; diese Arbeit).

Da sich die Prasenz von ExoS und ExoU in ein und demselben Pseudomona-
denstamm gegenseitig auszuschlie3en scheint (Feltman et al., 2001), wurden in
der Arbeitsgruppe weiterfihrende Analysen mit ExoU-exprimierenden Stammen
durchgefuhrt. Sowohl durch die verwendeten ExoS-positiven Stdmme (ATCC,
PAOL1), als auch durch den ExoU-positiven Stamm (PA103), konnte eine Induk-
tion der CYR61/CTGF mRNA auf gleichem Niveau erreicht werden (Wiedmaier
et al., 2007). ExoS und ExoU scheinen also keinen Einfluss auf die
CYRG61/CTGF Expression zu haben.

Mit dem spezifischem Inhibitor fir LPA-Rezeptoren Kil6425 konnte die durch P.
aeruginosa erreichte CYR61 mRNA-Expression zwar signifikant gehemmt wer-
den, die resultierende CYR61 mRNA-Menge lag aber im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen mit achtfacher Erhéhung noch immer deutlich Gber der durch-
schnittlich in allen Experimenten erreichten CYR61 mRNA-Induktion. Dies ist



ein Hinweis daflr, dass bei P. aeruginosa zusatzliche bakterielle Faktoren oder
Mechanismen existieren, welche die CYR61 mRNA-Expression verstarken

koénnen.

4.2.2 Induktion von CYR61/CTGF in Epithelzellen dur ch Staphylokokkus

aureus

Staphylokokkus aureus induziert sowohl als Bakterienstamm als auch uber
dessen Bakterieniberstande in Epithelzellen die CYR61/CTGF mRNA-

Expression.

Manche S. aureus Stamme produzieren Exotoxine der Gattung epidermaler
Zelldifferenzierungs-Inhibitoren (EDIN, C3stau). Diese ADP-ribosylieren Rho-
GTPasen wie RhoA, -B oder -C, was zu deren Inaktivierung fuhrt (Sugai et al.,
1990; Wilde et al., 2001). Diese Inaktivierung kdnnte entsprechend der Wirkung
von YopT von Y. enterocolitica mit einer Suppression der CYR61/CTGF mRNA-
Expression einhergehen. Damit wirden nur EDIN-negative S. aureus Stamme
zu einer CYR61/CTGF mRNA-Expression fuhren. Der in dieser Arbeit verwen-
dete S. aureus ATCC Stamm ist EDIN-negativ, was diese Vermutung primar
erst einmal bestéatigt.

In dartber hinaus durchgefuihrten Experimenten mit verschiedenen S. aureus
Mutanten zeigt die Arbeitsgruppe allerdings, dass ein ausschliel3lich EDIN-B
produzierender Stamm in &hnlicher Menge die CYR61/CTGF mRNA-
Expression induziert wie ein EDIN-negativer Stamm (Wiedmaier et al., 2008).
Das ist insofern aber nicht verwunderlich, da EDIN keine spezifischen Rezep-
torbindungsdomanen oder Translokationseinheiten besitzt, die das Eindringen
in Zielzellen ermoglichen, um an den Wirkungsort zu gelangen. Die Toxine er-
reichen ihr Ziel allerdings nach langerer Zeit auch ohne Translokation, da sie
nach Invasion von S. aureus in eukaryotische Zellen dort freigesetzt werden. Im
Zytoplasma der Wirtszellen kénnen sie frihestens drei Stunden nach erfolgter
Infektion detektiert werden (Molinari et al., 2006). Diese Zeitspanne konnte zu
lang sein, um durch EDIN die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression
Uber Modulation von Rho-GTPasen zu beeinflussen, da die CYR61/CTGF



MRNA transient mit einem Maximum nach zwei Stunden induziert wird (diese
Arbeit).

EDIN scheint also, trotz Beeinflussung von Rho-GTPasen keinen Einfluss auf
die CYR61/CTGF mRNA-Expression zu haben.

4.2.3 Induktion von CYR61/CTGF in Epithelzellen dur  ch Listerien

Listeria monozytogenes, ein Gram-positives, fakultativ-intrazellulares, fakultativ-
anaerobes Stabchenbakterium, nimmt in der Reihe der Bakterien, die in Epi-
thelzellen die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression ausldsen, eine
Sonderrolle ein, da die Induktion Gbermalig stark ausfallt, und von derjenigen
der anderen Bakterienarten auffallend abweicht.

Die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression nach Infektion mit L. mono-
zytogenes Bakterienkulturen ist im Vergleich zur Induktion nach Inkubation mit
Bakterientberstanden um ein Vielfaches hoher, so dass neben der Induktion
Uber einen sezernierten, lipophilen Signalstoff und Wirkung uber LPA-
Rezeptoren, noch weitere Mechanismen vorhanden sind, welche die
CYR61/CTGF mRNA-Expression beeinflussen und verstarken.

In den durchgefihrten Analysen mit Deletionsmutanten fir verschiedene wichti-
ge Virulenzfaktoren von L. monozytogenes zeigte sich, dass ein Listeriolysin O
(LLO) defizienter Stamm, im Vergleich zum Wildtypstamm, nur zu einer gerin-
gen Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression fuhrt. Diese geringe Induk-
tion entsprach etwa der H6he derjenigen Induktion, welche durch sezernierte
Signalstoffe erreicht werden konnte, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass ein kleiner Teil der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch
L. monozytogenes Uber sezernierte, lipophile Signalstoffe und LPA-Rezeptoren
vermittelt wird, fir den Grol3teil allerdings Listeriolysin O verantwortlich ist.

Listerien haben die Fahigkeit, Uber zwei verschiedene Mechanismen in Wirts-
zellen eindringen, dort der Zersetzung durch Phagolysosomen zu entgehen und
im Zytosol der Wirtszelle zu replizieren (Drevets et al., 1995): Die direkte Inva-
sion, hauptsachlich vermittelt Gber den Virulenzfaktor Internalin, sowie die indi-



rekte Invasion uber eine primare Infektion von Phagozyten und sekundéare Auf-
nahme der infizierten Phagozyten in die Wirtszelle (Drevets et al., 1995). Da
das Fehlen des Virulenzfaktors Internalin keinen negativen Effekt auf die Induk-
tion der CYR61/CTGF mRNA-Expression hatte, lasst sich der Schluss ziehen,
dass die internalinvermittelte Internalisierung der Listerien nicht die Vorausset-
zung fur die starke CYR61/CTGF mRNA-Expression darstellt.

Eine wichtige Eigenschaft von L. monozytogenes ist die Fahigkeit, systemische
Infektionen, wie etwa den Befall des zentralen Nervensystems oder der Plazen-
ta auszuldosen (Gray und Killinger, 1966). Neben Internalin ist hier Listeriolysin
O mit von Bedeutung, ein porenbildendes Hamolysin, welches die Fahigkeit
besitzt Membranbarrieren aufzubrechen. Eine &hnlich wichtige Funktion von
LLO stellt die Induktion von Signaltransduktionswegen in Wirtszellen dar. Diese
Vorgange modulieren unter anderem die Aufnahme der Bakterien, sowie die

Zytokin- und Chemokinexpression (Kayal und Charbit, 2006).

Listeriolysin O aktiviert mitogen-activated protein (MAP) -Kinasen in Eukaryo-
ten, welche an der Regulation der Zytokinexpression und der Organisation des
Zytoskelettes beteiligt sind (Tang et al., 1996). Auch die CYR61/CTGF mRNA-
Expression wird unter anderem tber eine p38 MAP-Kinase reguliert (Chowdhu-
ry und Chagour, 2004). Daraus folgt, dass LLO Uber eine Aktivierung von MAP-
Kinasen die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression bewirken kénnte.
Interessant ist auch, dass die Aktivierung der MAP-Kinasen durch LLO unab-
hangig von der Invasion der Bakterien ist (Tang et al., 1996). Dies ist konform
mit der eigenen Beobachtung, dass Internalin keinen negativen Effekt auf die
CYR61/CTGF mRNA-Induktion hat; die Bakterien fiir diese Expression also
nicht in die Wirtszelle aufgenommen werden mussen. Des weiteren fihrt LLO
Uber eine Aktivierung von Rho-GTPasen wie Racl und des Transkriptionsfak-
tors NF-xB unabh&ngig von einer Internalisierung der Listerien zu einer gestei-
gerten Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinen wie IL-8 oder
MCP-1 in der Wirtszelle (Schmeck et al., 2006, Kayal et al., 1999). Dieses Er-
gebnis steht im Einklang mit der LLO-abhangigen Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression, da bekannt ist, dass sowohl Rho-GTPasen, als auch NF-xB

eine Rolle bei der Regulation der CYR61 und CTGF Expression spielen (Han et



al., 2003; Chowdhury und Chaqour, 2004; Chaqour und Goppelt-Struebe, 2006;
Lin et al., 2004). Die Aktivierung von NF-kB oder MAP-Kinasen durch LLO
konnte also ein potentieller Mechanismus sein, mittels dessen CYR61/CTGF
durch LLO induziert werden kdnnten.

Die starke Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch L. monozyto-
genes scheint also im Wesentlichen auf die Wirkung von LLO auf die Wirtszelle
zuruckzufihren zu sein, und nur zu einem geringen Mal3e durch die Freiset-
zung lipophiler Mediatoren bedingt, welche an LPA-Rezeptoren der Wirtszell-
oberflache binden.

Wir konnten mit unserer Arbeit zeigen, dass die Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression eine generelle Reaktion von Epithelzellen auf die Interaktion
mit Bakterien ist und Uber LPA-Rezeptoren vermittelt werden kann. Allerdings
kénnen Bakterien nicht nur durch sezernierte, lipophile Mediatoren tUber LPA
Rezeptoren die CYR61/CTGF mRNA-Expression induzieren, sondern auch dis-
tinkte Virulenzfaktoren, wie es hier fir LLO gezeigt wurde, kbnnen diese Induk-

tion bewirken und damit noch verstarken.

Rho-GTPasen scheinen bei der Hemmung der CYR61/CTGF mRNA-Induktion
durch bakterielle Pathogenitatsfaktoren ein wichtiges Angriffsziel darzustellen.
Dass deren Modulation hingegen immer mit einer Beeinflussung der CYR61/
CTGF mRNA-Expression einhergeht, scheint anhand der hier aufgefiihrten Bei-
spiele ExoS und ExoU von P. aeruginosa und EDIN von S. aureus aber un-

wahrscheinlich.

4.3 Die Beeinflussung von Wirtszellfunktionen durch Bakterien

Eukaryoten haben zahlreiche Erkennungsmuster entwickelt, um eine Infektion
und Invasion durch Bakterien wahrzunehmen, und dieser durch das eigene

Immunsystem entgegenzuwirken.

Weit verbreitet sind hier die membrangebundenen Toll-like Rezeptoren (TLR).

Wenn TLRs Mikroorganismen oder Bestandteile derselben erkennen, wird Gber



verschiedene Signalwege das Genexpressionsmuster der Wirtszelle so veran-
dert, dass eine Immunantwort gegen das Pathogen generiert wird (Takeda et
al., 2005). Neuerdings wurde auch eine Gruppe von zytosolischen Proteinen,
sogenannte NODs (benannt nach der N-terminalen Effektor Doméne, eine
nukleotid-bindende oligomerisierende Doméane), beschrieben, welche als emp-
findliche Sensoren im Zytosol von Epithelzellen Bakterien erkennen kdnnen, die
den Toll-like Rezeptoren an der Epithelzelloberflache zuvor entgangen sind.
Diese Erkennungsmechanismen spielen vor allem im Intestinaltrakt eine wichti-
ge Rolle, denn die Generierung einer Immunantwort gegen die natirliche Darm-
flora muss unbedingt vermieden werden, um die physiologische Darmfunktion
zu gewabhrleisten. Vor allem NOD1 wird in intestinalen Epithelzellen exprimiert
und fungiert hier als Sensor flr enteroinvasive Bakterien wie Yersinien, Liste-
rien oder Salmonellen (Chamaillard et al., 2004).

Kdnnen Bakterien, etwa mittels Toxinen, die Reaktion der Wirtszelle in ihrem
eigenen Sinne modulieren, ist die Immunantwort des Wirtes fehlerhaft. Dies
ermoglicht den Pathogenen die Epithelbarriere des Wirtes zu tberwinden und
eine Infektion im Organismus auszuldsen (Karin et al., 2006).

Bislang sind verschiedene Mechanismen bekannt, mittels derer Bakterien Wirts-
zellfunktionen modifizieren kénnen, um sich Zutritt zu Wirtszellen zu verschaf-
fen. Viele enteroinvasive Bakterien wie Yersinien oder Listerien nutzen die M-
Zellen des Darmes um in den Wirt einzudringen. Invasin, ein wichtiger Virulenz-
faktor der Yersinia Spezies, bindet z.B. an B1-Integrine an der Zelloberflache
von M-Zellen, erreicht so die Invasion der Bakterien in die Zellen und damit
auch in das verbundene lymphatische System (Palumbo et al., 2006). Interakti-
on ist auch Uber Syndecane, Heparan-Sulfat oder Proteogycane, welche vor
allem auf Epithelzelloberflachen exprimiert werden, mdglich. Es konnte gezeigt
werden, dass einige Staphylokokken- und Streptokokkenspezies wie Staphylo-
kokkus aureus oder Streptokokkus pyogenes durch Interaktion mit Syndecanen
von Darmepithelzellen in die Zellen eindringen und damit schwere systemische
Infektionen bei Risikopatienten, wie beispielsweise Immunsupprimierten, ausl6-
sen konnen (Henry-Stanley et al.,, 2005). Auferdem koénnen Bakterien
Transportsysteme des Wirtes so manipulieren, dass Toxine oder andere
bakterielle Produkte in die Wirtszelle eingeschleust werden und dort



Produkte in die Wirtszelle eingeschleust werden und dort Wirtszellfunktionen
direkt verandern (Just et al., 1995).

Mit dieser Arbeit konnte ein weiterer Mechanismus aufgezeigt werden, mittels
dessen Bakterien Einfluss auf Wirtszellfunktionen nehmen kénnen. So scheinen
LPA-Rezeptoren an Epithelzelloberflachen an der Erkennung von Bakterien
oder Bestandteile derselben beteiligt zu sein. Diese Rezeptoren erkennen bak-
terielle Signalstoffe, welche funktionell und/oder strukturell ahnlich, oder sogar
identisch mit bioaktiven, lipophilen Signalstoffen sind, welche auch endogen in
Wirtszellen existieren. Durch die Rezeptorbindung wird reaktiv eine Wirtszell-
antwort ausgeldst, wie die in dieser Ausarbeitung dargestellte Induktion der
CYR61/CTGF mRNA-Expression.

Bislang ist allerdings unklar, ob diese spezifische Ligand-Rezeptor-Bindung mit
Koppelung eines von den Bakterien sezernierten Mediators an LPA-Rezeptoren
der Wirtszelloberflache von Epithelzellen und konsekutiver Induktion der
CYR61/CTGF mRNA von den Bakterien absichtlich generiert wird, weil es sich
gunstig auf ihr Uberleben im Wirt auswirkt, um eine in ihrem Sinne erfolgreiche
Infektion und Invasion zu bewirken. Ebenso kdnnte namlich dieser sezernierte
Signalstoff als regularer Bestandteil von Bakterien ein potentielles Erkennungs-
zeichen sein, und den Epithelzellen dazu dienen, die Anwesenheit von Bakteri-
en zu detektieren, um entsprechend die Erzeugung einer Immunantwort einzu-

leiten.

Moglicherweise ist die LPA-Rezeptor-abhéangige CYR61/CTGF mRNA-Induk-
tion durch Bakterien auch ein reines Zufallsgeschehen, denn auch endogen in
der Wirtszelle vorhandenes LPA kann Wachstumsfaktoren wie CYR61 und
CTGF induzieren (Moolenaar, 1995; Muehlich et al., 2004). Die Induktion durch
bakterielle, lipophile Mediatoren wirde also zufallig denselben Mechanismus
ausloésen, was sich entweder fir den Wirt oder fir das Bakterium als gunstig

erweist.

Dass die Expression von CYR61 und CTGF bei Infektionsprozessen fur Wirt
oder Bakterium von Relevanz sein kann, wurde erst kirzlich gezeigt. So findet

man nach einer oralen Yersinia enterocolitica Infektion eine erhéhte CTGF



MRNA-Expression in mesenterialen Lymphknoten (Handley et al., 2006). Es ist
bekannt, dass Yersinien Uber eine Aufnahme aus dem Darm durch die M-Zellen
der Peyerschen Plaques Lymphknoten befallen kénnen und dadurch Infektio-
nen auslésen (Autenrieth und Firsching, 1996; Carter, 1975). Ob nun allerdings
diese induzierte CYR61/CTGF Uberexpression zur Generierung einer erfolgrei-
chen Immunantwort des Wirtes oder zur Etablierung einer Infektion im Sinne

der Pathogene notwendig ist, bedarf weiterer Erforschung.

4.4 Die biologische und physiologische Bedeutung de r Induktion von
CYR61/CTGF durch Bakterien

Wir konnten mit dieser Arbeit darstellen, dass durch Bakterien in Epithelzellen
die CYR61 und CTGF mRNA-Expression induziert wird.

Welche biologische und physiologische Bedeutung hat nun diese durch Bakte-
rien ausgeldste Induktion? Hierzu gibt es bislang noch keine konkreten Unter-
suchungen, so dass uber die Bedeutung nur spekuliert werden kann.

4.4.1 Induktion der CYR61/CTGF Expression als ,Stre  ssreaktion®

Zellen, insbesondere Epithelzellen, sind dauerhaft mechanischen Kraften wie
Kompressions-, Scher- oder Zugkraften ausgesetzt, wodurch es tber mechani-
sche Veranderungen der Zellmembran zu Anderungen im Zytoskelett der Zellen
kommt, was wiederum die Zellphysiologie beeinflusst. Um trotzdem die normale
Zell- und Organfunktion nicht zu gefahrden, werden bei Einfluss von mechani-
schen Kraften in den Zellen Faktoren wie Zytokine, Wachstumsfaktoren oder
Hormone verstarkt exprimiert, welche die Zellfunktionen sicherstellen sollen.
Hierzu gehoren CYR61 und CTGF, diese werden in Zusammenhang mit physi-
kalischem oder auch chemischem Stress zur Adaptation transient sehr stark
induziert (Chagour und Goppelt-Struebe, 2006; Ott et al., 2003).

Bei vielen Gewebspathologien spielen mechanische Krafte, beziehungsweise
mechanischer Zellstress, fur die Pathophysiologie eine entschiedene Rolle, so
etwa bei der Entstehung von arterioskleotisch bedingten Gefal3erkrankungen



(Oemar et al., 1997), bei fibrotischem Umbau von Gewebe, wie etwa der Lunge,
des Pankreas oder der Niere (Lasky et al., 1998; di Mola et al., 1999; Ito et al.,
1998) oder bei der Wundheilung (Igarashi et al., 1993). Hier konnte tberall eine
Induktion der CYR61/CTGF Expression nachgewiesen werden. Es wurde publi-
ziert, dass eine Storung der Zellarchitektur durch Zerstorung von Microtubuli
mittels Nocodazol und Cholchizin eine RhoA-abhéngige Steigerung der CTGF
Expression bewirkt (Heusinger-Ribeiro et al., 2001). CTGF gehort zu den am
starksten induzierten Genen nach Exposition von Zellen gegentber mechani-
schem Stress (Schild und Trueb, 2002).

CYR61 und CTGF scheinen also bei jeglichem Zellstress, sei es von extern
oder intern ausgehend, physikalisch oder chemisch bedingt, verstarkt induziert
zu werden. Da auch die Interaktion von Zellen mit Bakterien als Stress fur die
Zellen gedeutet werden kann, kénnte die Induktion der CYR61/CTGF mRNA-
Expression auch hier als Adaptationsmechanismus zur Sicherstellung der nor-
malen Zellfunktion zu verstehen sein.

Wie erfolgt nun aber die Ubersetzung von mechanischem Stress in die Indukti-
on der CYR61/CTGF Expression? - Der Einfluss von ,Stressfaktoren® fihrt zu
mechanischen Veranderungen der Zellmembran der Wirtszelle. Hauptsensoren
fur diese Veranderungen an der Zellmembran sind Integrine, welche extrazellu-
lare Matrixproteine (ECM) mit intrazellularen Signalwegen verbinden (Katz et
al., 2000). Integrine sind tuber Adaptermolekile mit dem Zytoskelett verbunden,
so dass Veranderungen der Zellmembran konsekutiv zu einer Stérung der Ar-
chitektur des Zytoskelettes fuhren (Chaqour und Goeppelt-Struebe, 2006). Im
Falle von Bakterien scheinen jedoch nicht Integrine, sondern LPA-Rezeptoren,
welche Uber sezernierte, lipophile Mediatoren aktiviert werden, die Sensoren an
der Zellmembran zu sein. Bislang ist allerdings ungeklart, ob die Beeinflussung
der Wirtszelle durch Bakterien, welche zur CYR61/CTGF Expression fuhrt, ge-
nerell auf diesem Wege erfolgt, oder ob es weitere bakterielle Signalmolekdle
gibt, welche Uber einen anderen Regulationsweg und andere Sensoren, even-
tuell auch tber Integrine, dasselbe bewirken kénnen.

An der intrazellularen Ubersetzung der ,Stressreaktion” in die CYR61/CTGF
Expression sind vor allem Rho-GTPasen, hierbei vor allem RhoA, beteiligt, wel-



ches uber Aktivierung einer RhoA-assoziierten Kinase (ROCK) zu einem Um-
bau von globularen G-Aktin Fasern des Zytoskeletts in filamentose F-Aktin Fa-
serketten fuhrt (Riento und Ridley, 2003). Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass sowohl eine Inaktivierung von ROCK, als auch eine artifizielle Stérung des
G-/F-Aktin Gleichgewichtes hin zu F-Aktin, die Uberexpression von CTGF ein-
dammt (Chaqgour und Goppelt-Struebe, 2006; Ott et al., 2003). Der Abbau von
G-Aktin und die damit verbundenen Verdnderungen im Zytoskelett kdnnen
Transkriptionsfaktoren wie early growth response factor 1 (EGR-1), NF-xB oder
serum response factor (SRF) aktivieren, was konsekutiv zu einer Induktion der
CYR61 und CTGF mRNA-Expression fuhrt (Chaqour und Goppelt-Struebe,
2006). Ein weiteres Effektorsystem, welches entsprechende Transkriptionsfak-
toren stimuliert, ist die Aktivierung der p38 MAP-Kinase Uber eine Protein Kina-
se C (PKC) und eine Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI13-K) (Han et al., 2003).
Unklar ist bislang, ob bei verschiedenen Zellarten intrazellular jeweils spezifi-
sche Mediatoren und Signalwege aktiviert werden, welche die CYR61/CTGF
Expression durch Einfluss von mechanischem Stress induzieren, oder ob es
einen allgemein gultigen Signalweg gibt. Des Weiteren sind bisher keine Cofak-
toren definiert, welche regulatorisch auf die Transkription oder auf beteiligte Sig-
nalmolekdile einwirken.

Das vorliegende Modell zur Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression
durch ,Stressfaktoren”, wie in Abbildung 24 dargestellt (modifiziert nach Cha-
gour und Goppelt-Struebe, 2006), ist also zum jetzigen Zeitpunkt keineswegs
vollstandig und beinhaltet noch viele offene Fragen; eine stressassoziierte In-
duktion zur Aufrechterhaltung der normalen Zell- und Organfunktion scheint
aber wahrscheinlich. Mechanismen zur Suppression der CYR61/CTGF mRNA-
Expression, wie die YopT vermittelte Inhibition durch Y. enterocolitica, kann al-
so von Vorteil fur die Pathogene sein, um sich im Wirtsorganismus zu behaup-
ten und eine Infektion auszulésen. Warum aber manche distinkte Virulenzfakto-
ren, wie Listeriolysin O von L. monozytogenes, die CYR61/CTGF mRNA-
Expression noch weiter verstarken, kann anhand des vorliegenden Modelles
bislang nicht plausibel erklart werden, und es misste Gegenstand weiterer For-



schung sein, ob diese Verstarkung eventuell auch Vorteile fir die Pathogene

haben konnte.
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Abb. 24: Induktion der CYR61 und CTGF Expression

Schematisches Model zur Induktion der CYR61 und CTGF Expression durch ,Stressfaktoren”
und bislang offene Fragen. Erklarung im Text (modifiziert nach Chaqour und Goppelt-Struebe,
2006).

4.4.2 Tumorproliferation und Bedeutung der Induktio n der CYR61/CTGF

Expression durch Bakterien

CYR61 und CTGF werden in Tumorzellen verstarkt exprimiert und fordern die
Tumorzellproliferation. Eine abnorme Expression konnte etwa bei Gliomen,
Pankreastumoren, padiatrischen Tumoren, sowie bei Brusttumoren dargestellt
werden (Xie et al., 2004; Tsai et al.,, 2000; Sampath et al., 2001; Xie et al.,
2001).



Eine Chemotherapie, deren priméres Ziel die Apoptoseinduktion in den Tumor-
zellen ist, fuhrt im Tumorgewebe zu einer Stressreaktion, welche wiederum der
Grund fur eine verstarkte Induktion von CYR61/CTGF sein konnte. Fur Brust-
tumoren konnte nachgewiesen werden, dass es durch die gesteigerte
CYR61/CTGF mRNA-Expression uber Bl-Integrine und NF-xB vermittelt zu
einer verstarkten Expression des antiapoptotischen Faktors XIAP kommt, was
eine Resistenz des Tumors gegen die chemotherapeutisch induzierte Apoptose
zur Folge hat (Lin et al., 2004).

Auch in Ovarialkarzinomen konnten signifikant erhohte Mengen von CYR61 und
CTGF detektiert werden, was mit einem verstarkten Tumorwachstum einher-
ging. Die Menge an CYR61 und CTGF korreliert hierbei mit dem Tumorstadium
— je fortgeschrittener die Erkrankung, desto hoher die CYR61/CTGF Expressi-
on. Durch die Inhibition der CYR61-Expression konnte ein vermindertes Tu-
morwachstum und eine hdohere Apoptoserate der Tumorzellen beobachtet wer-
den. CYRG61-Uberexpression verlieh den Karzinomzellen eine gesteigerte Re-
sistenz gegen Carboplatin-induzierte Apoptose. Leider ergab sich allerdings
kein statistischer Zusammenhang zwischen der CCN-Uberexpression und dem
Uberleben der Patienten, die CYR61/CTGF Expressionsraten sind also unge-
eignet, um Aussagen uber das Outcome der Erkrankung machen zu kénnen.
(Gery et al., 2005)

Gleichzeitig ist interessant, dass in manchen Tumorzellen LPA-Rezeptoren ver-
starkt exprimiert werden (Hu et al., 2003). So kdnnen auch epitheliale ovarielle
Neoplasmen LPA-Rezeptoren ausbilden. Es konnte gezeigt werden, dass LPA;-
s-Rezeptoren in beningnen und malignen ovariellen Tumoren vermehrt ausge-
bildet werden. Im Sinne einer malignen Transformation werden in Ovarialkarzi-
nomen LPA,- und LPAs-Rezeptoren signifikant tGberexprimiert, wohingegen die
Menge an LPA;—Rezeptoren zuriickgeht. Diese Uberexpression korreliert mit
dem FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) -
Stadium der Erkrankung, somit also mit dem Tumorwachstum, der Invasion und
der Metastasierung. In den niedrigeren Stadien wurden weitaus weniger LPA,-
und LPAz-Rezeptoren ausgebildet als in den fortgeschritteneren Stadien 11l und

IV. LPA stimuliert das Tumorwachstum indirekt Uber eine verstarkte Expression



des Wachstumsfaktors VEGF (vascular endothelial growth factor) und direkt
Uber Induktion von Cyclin D1, einem Schlisselregulator der G;-Phase von
Zellproliferationsprozessen. Die Menge an LPA; und LPA; kdnnte also als
prognostischer Indikator fur Patienten mit solchen Tumoren eingesetzt werden
(Ping et al., 2006).

Entsprechendes konnte auch fur Schilddrisenkarzinome dargestellt werden
(Schulte et al., 2001; Hu et al., 2003).

Zusammenfassend deuten diese Feststellungen darauf hin, dass sowohl
CYR61/CTGF, als auch LPA, beziehungsweise LPA,- und LPAs-Rezeptoren,
als Mediatoren an der Entwicklung und Progression von Tumoren beteiligt sind.
Inwiefern allerdings ein direkter Zusammenhang im Sinne eines gemeinsamen
Signalweges besteht, ist bislang unklar. Ob die Gber Bakterien vermittelte, LPA-
Rezeptor abhangige CYR61/CTGF Uberexpression fiir die Entstehung und
Progression von malignen Tumoren verantworlich sein kann, ist insofern frag-
lich, als dass auch endogenes LPA in Tumorzellen Gber eine CYR61/CTGF Ex-
pression die Tumorprogression fordert. Die CYR61/CTGF Expression und kon-
sekutiv Tumorprogression durch bakterielle lipophile Mediatoren kdnnte also
auch ein akzidentielles Geschehen sein, welches die endogenen Vorgange
noch verstarkt.

Werden Bakterien intravenos in lebende Tiere injiziert, so reichern sie sich in
soliden Tumoren und Metastasen an und replizieren dort. Dies konnte unter
anderen fir Escherichia coli und Listeria monozytogenes gezeigt werden (Yu et
al., 2004). Man kann also spekulieren, dass es durch Anreicherung von Bakte-
rien in einem Tumor oder in einzelnen Tumorzellen, Uber eine gesteigerte Ex-
pression von CYR61/CTGF, zu einer verstéarkten Proliferation der Tumorzellen
und zu einer ausgepragten Resistenz gegen chemotherapeutisch oder ander-
weitig induzierte Apoptose kommt. Potentiell kdnnten Bakterien somit die Tu-
morentstehung und -proliferation fordern und Resistenzen gegenuber einer
Chemotherapie begunstigen. Ein bekanntes Beispiel fur einen bakterienassozi-
iert entstehenden Tumor ist das Helicobacter pylori assoziierte Magenkarzinom;
eine frihzeitige medikamenttse Eradikation des Erregers verhindert hier die
Karzinomentstehung fast immer (Romano et al., 2006).



Ob auch andere Tumorerkrankungen Bakterien assoziiert entstehen oder proli-
ferieren kbnnen ist hdchst hypothetisch, konnte aber bei Bewahrheitung ein
grofRes therapeutisches Potential fur die Antitumortherapie darstellen. Durch
antibiotische Eradikation der verantwortlichen Bakterien, oder direkter pharma-
kologischer Beeinflussung der konsekutiv entstehenden CYR61/CTGF Uberex-
pression konnte das Wachstum von Tumoren eingeschrankt, und deren Aus-
breitung eingedammt werden, was sich positiv auf das Uberleben der Betroffe-
nen auswirken wirde. Dies ist allerdings Uberaus spekulativ und misste die

Forschung wohl noch einige Jahre beschéftigen.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

In Wirtszellen werden nach Interaktion mit Bakterien verschiedenste Gene in-
duziert, um die proinflammatorische Wirtsantwort zu generieren. Die hierbei
aktivierten Signalwege kdonnen durch Bakterien in vielfaltiger Weise beeinflusst
werden, um der Immunabwehr des Wirtes zu entgehen und eine Infektion zu

etablieren.

Mit dieser Arbeit wird erstmalig die Induktion von CYR61 und CTGF in Epithel-
zellen als Wirtszellantwort auf die Interaktion mit Bakterien beschrieben. Yersi-
nia enterocolitica und andere Gram-positive und Gram-negative Bakterien se-
zernieren einen bioaktiven, lipophilen Signalstoff, welcher in Epithelzellen, tber
LPA-Rezeptoren vermittelt, diese Induktion auslést. Ob es sich bei diesem Me-
diator jedoch um ein Phospholipid, respektive eventuell um LPA handelt, bleibt
bei Abschluss der Arbeit Spekulation und bedarf weiterer Erforschung.

Neben der Induktion der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch sezernierte,
lipophile Botenstoffe scheint diese Wirtsantwort auch durch distinkte Virulenz-
faktoren ausgelost werden zu kdnnen, was beispielhaft anhand des Virulenzfak-
tors Listeriolysin O von L. monozytogenes gezeigt werden konnte.

Rho-GTPasen des Wirtes sind zentrale Modulatoren des Zytoskelettes von Eu-
karyoten, und stellen daher oft Angriffspunkte fur bakterielle Virulenzfaktoren,

wie etwa ExoS von P. aeruginosa, EDIN von S. aureus, YopT und YopE von Y.



enterocolitica oder Toxin B von Clostridium difficile, dar. Die Aktivierung solcher
Rho-GTPasen spielt auch bei der Induktion der CYR61 und CTGF mRNA-
Expression eine wichtige Rolle. Nicht immer geht diese Beeinflussung aller-
dings auch mit einer Auswirkung auf die CYR61/CTGF mRNA-Expression ein-
her. So beeinflusst die distinkte Wirkspezifitat der Rho-GTPasen bei Inhibitoren
wie YopT und Toxin B die Inhibition der CYR61/CTGF mRNA-Expression, wah-
rend die Rho-GTPasen bei Inhibitoren wie YopE, ExoS und EDIN B, soweit dies
mit den durchgefuhrten Untersuchungen zu beurteilen moglich ist, keinen Effekt
auf die CYR61/CTGF mRNA-Expression zu haben scheinen.

Die biologische und physiologische Bedeutung der Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression als Wirtszellantwort auf die Interaktion mit Bakterien ist bis-
lang nur schwer zu fassen. Die herausragende Rolle der CYR61/CTGF Expres-
sion bei der Reaktion von Zellen auf mechanischen Stress und Veranderungen
des Zytoskeletts lasst vermuten, dass sie eine wichtige Rolle im Erhalt der nor-
malen Zell- oder Organfunktion spielen (Chagour und Goppelt-Struebe, 2006).
Da die Interaktion von Bakterien mit Wirtszellen im allgemeinen als eine Stress-
situation fur die Zellen angesehen werden kann, scheint die CYR61/CTGF Ex-
pression wahrscheinlich ein Adaptionsmechanismus zu sein, um die normale

Zell- und Organfunktion trotz Anwesenheit von Bakterien aufrecht zu erhalten.

CYR61 und CTGF werden in Tumorzellen verstarkt exprimiert und vermitteln
dort Proliferation und Antiapoptose (Tsai et al., 2000; Lin et al., 2004). Aul3er-
dem kdnnen sich Bakterien gezielt in Tumorzellen anreichern und dort replizie-
ren (Yu et al., 2004). Da Bakterien in Epithelzellen eine CYR61/CTGF Uberex-
pression induzieren konnen, ergabe sich damit neues, interessantes For-
schungspotential fiir die Tumortherapie, mit der Uberlegung, dass Tumore unter
Umstanden bakterienassoziiert durch eine CYR61/CTGF Uberexpression ent-
stehen und proliferieren kdnnten. Grol3es therapeutisches Potential fur die Anti-
tumortherapie lage dann in der Eradikation der verantwortlichen Bakterien oder
in einer direkten pharmakologischen Inhibition der CYR61/CTGF Uberexpressi-

on.



Interessant ist, dass nicht nur der Kontakt von Bakterien und Wirtszelle, son-
dern LPA-Rezeptoren Uber eine konkrete Ligand-Rezeptor-Bindung als Indukto-
ren fir die CYR61/CTGF Expression ausfindig gemacht werden konnten. Es
scheint allerdings beinahe unmoéglich, verschiedene in vivo Situationen abzu-
grenzen, um weiteren Aufschluss dariber zu erhalten, ob die CYR61/CTGF
Uberexpression selektiv von den Bakterien generiert wird, weil es sich giinstig
auf ihr Uberleben im Wirt auswirkt, oder ob diese einen wirtseigenen Adaptati-
onsmechanismus auf die verdnderte Umgebungssituation durch die Anwesen-

heit von Bakterien darstellt.

Mit dieser Arbeit konnte erstmalig aufgezeigt werden, dass Bakterien durch In-
teraktion mit Epithelzellen eine CYR61/CTGF Expression ausldésen und modu-
lieren kbnnen. Gegenstand weiterer Forschung, da durch die vorliegenden Er-
gebnisse nicht abschlielRend geklart, missen die genaue Definition des bakteri-
ell sezernierten, lipophilen Signalstoffes, sowie weitere Untersuchungen zur
infektionsbiologischen Bedeutung sein, um die klinische Relevanz der vorlie-

genden Ergebnisse zu untermauern.



5 Zusammenfassung

Durch die Infektion von Epithelzellen mit pathogenen Yersinia enterocolitica
Stammen wird die Induktion vieler verschiedener Gene ausgelost, welche die
proinflammatorische Wirtsantwort generieren. Hierunter konnten unter anderen
cysteine rich protein 61 (CYR61) und connective tissue growth factor (CTGF)
identifiziert werden. CYR61 und CTGF sind Mitglieder der Familie der CCN-
Proteine und Uben pleiotrope Funktionen aus. So sind sie als sezernierte Sig-
nalstoffe etwa an der Regulation von Proliferation und Apoptose beteiligt, und
spielen eine wichtige Rolle bei der Wundheilung (Brigstock, 2003).

In dieser Arbeit wurde die bislang unbekannte Induktion der CYR61/CTGF
MRNA-Expression in Epithelzellen nach Interaktion mit Bakterien untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass durch Infektion von Epithelzellen mit attenuierten
Y. enterocolitica Bakterien, welchen das Virulenzplasmid pYV fehlt, eine tran-
siente CYR61/CTGF mRNA- und konsekutiv Proteinexpression induziert wird.
Virulente, das pYV-Plasmid tragende Yersinien supprimieren die mRNA-
Expression dieser Gene.

Die Suppression von CYR61/CTGF wird partiell durch den auf dem pYV-
Plasmid kodierten Virulenzfaktor YopT vermittelt. YopT bewirkt tlber Modifikati-
on von Rho-GTPasen eine Veranderung des Zytoskelettes der Wirtszelle (Iriar-
te und Cornelis, 1998). Eine Beteiligung von Rho-GTPasen an der Inhibition der
CYR61/CTGF mRNA-Expression konnte mittels Toxin B von Clostridium diffici-
le, welches Rho-GTPasen inaktiviert, bestatigt werden, da hiermit die Induktion
der CYR61/CTGF mRNA signifikant gemindert werden konnte.

Weitere Untersuchungen zur Charakteristik der Yersinia Mediatoren, welche die
CYR61/CTGF mRNA-Expression induzieren, ergaben, dass diese als Signal-
stoffe sezerniert werden, und in lipophilen Extrakten angereichert werden kon-
nen. Mittels Inhibitorstudien mit dem spezifischen Lysophophatidylsaure (LPA)-
Rezeptor Inhibitior Kil6425 stellte sich heraus, dass die Bakterien-vermittelte
Induktion von CYR61/CTGF via LPA-Rezeptoren erfolgt. Die definitive Charak-



terisierung des sezernierten Botenstoffes allerdings konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht geklart werden, und misste Gegenstand weiterer Forschung sein.

Neben Y. enterocolitica induzieren auch verschiedene andere Gram-positive
und Gram-negative Stdbchen- und Kokkenbakterien wie S. aureus, E. faecalis,
E. coli, P. aeruginosa, B. henselae und L. monozytogenes, sowie Uberstande
dieser Bakterienkulturen, die CYR61/CTGF mRNA-Expression, ebenfalls
supprimierbar durch Kil6425. Die LPA-Rezeptor abhangige Expression von
CYR61/CTGF scheint daher eine allgemeine Wirtsantwort von Epithelzellen

nach Interaktion mit Bakterien zu sein.

Daruiberhinaus ergaben die vorliegenden Untersuchungen, dass es neben Viru-
lenzfaktoren wie YopT von Y. enterocolitica und Toxin B von Clostridium diffici-
le, welche die LPA-Rezeptor vermittelte Wirtsantwort inhibieren, auch bakteriel-
le Virulenzfaktoren gibt, welche diese zusatzlich verstarken kénnen. So konnte
Listeriolysin O, ein porenbildendes Hamolysin von L. monozytogenes, als ein
Virulenzfaktor identifiziert werden, welcher mal3geblich fur die starke Induktion
der CYR61/CTGF mRNA-Expression durch Listerien verantwortlich ist.

Uber die infektionsbiologische Bedeutung der Modulation der CYR61/CTGF
Expression durch Bakterien kann bislang nur spekuliert werden. Aufgrund der
herausragenden Rolle der CYR61/CTGF Expression bei der Reaktion von Zel-
len auf Verdnderungen des Zytoskelettes und mechanischem Zellstress, wie
etwa bei der Wundheilung (Schild und Trueb, 2002), konnte die Induktion dieser
Gene durch die Interaktion mit Bakterien, welche man potentiell als Stresssitua-
tion fur die Wirtszelle auffassen kann, eine protektive Adaptation der Wirtszellen
darstellen, um die physiologischen Zellfunktionen sicherzustellen. Zur endgdilti-
gen Klarung sind allerdings weiterer Analysen notwendig.

Mit dieser Arbeit liel3 sich, auch wenn die biologische Bedeutung bislang nur
schwer fassbar ist, erstmalig darstellen, dass durch Interaktion von Bakterien
mit Epithelzellen, Gber eine Freisetzung bakterieller, lipophiler Signalstoffe und
vermittelt Uber LPA-Rezeptoren, die CYR61/CTGF Expression induziert wird
und dadurch Wirtszellfunktionen beeinflusst werden.
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ADP

AG

All

APS
ATCC
ATP

B
BA
BHI
BMP
BSA
bzw

C

ca
CCN
CD
cDNA
CmR
Ct

CT
CTGF
CYR61

DEPC
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
duTP

E. coli

E. faecalis
ECL

ECM

EDG
EDIN
EDTA

EGR

Acrylamid

Abbildung

Aqua bidestillata, zweifach destilliertes Wasser
Aqua destillata, einfach destilliertes Wasser
Adenosin-5"-Diphosphat

Arbeitsgruppe

Adhasions und Invasions Lokus
Ammoniumpersulfat

American Type Culture Collection
Adenosin-5"-Triphosphat

Bartonella

Bisacrylamid

Brain heart infusion, Hirn-Herz Medium
Bone morphogenetic protein

Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

Carboxyl

Circa

CYR61, CTGF und NOV

Cluster of differentiation
Complementary desoxyribonucleic acid
Chloramphenicol-Resistenz

Threshold cycle

Cystein-reiche Doméne

Connective tissue growth factor
Cysteine rich 61

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotid-Triphosphat

Dithiothreitol

Desoxy-Thymidin-5"-Triphosphat
Desoxy-Uracil-5"-Triphosphat

Escherichia coli

Enterokokkus faecalis

Enhanced chemo luminescence
Extrazellulare Matrix

Endothelial differentiation gene
Epidermale Zelldifferentierungs-Inhibitoren
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-
Tetraacetat)

Early growth response



ELISA
Exo

F-Aktin
FACS
FIGO

FITC
FKS
FL
FSC

g
G6PD

G-Aktin
GAP
GAPDH
GEF
GILZ
GIn
GM-CSF

GTP
G-Protein

HelLa-Zellen

HLA
hly
HPI
HRP

HSPG

IFN

lg

IGFBP
IKK

IL

inl

Inv

Kan®

Ki 16425

Las
LB
LcrVv
LLO

Enzyme linked immunosorbent assay
Exotoxin

Filamentodses Aktin

Flourescence activated cell sorter
Fédération Internationale de Gynécologie et
d Obstétrique

Fluoresceinisothiocyanat

Fotales Kalberserum

Fluoreszenz

Forward scatter

Erdbeschleunigung
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Globulares Aktin

Guanointriphosphatase aktivierendes Protein
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanin nucleotide exchange factor
Glucocorticoid induced leucine zipper
Glutamin

Granulozyten/Makrophagen Kolonie stimulie-
render Faktor

Guanosintriphosphat
Guaninnukleotid-bindendes Protein

Epithelzelllinie eines Zervixkarzinoms, benannt
nach der Patientin Henrietta Lacks

Human leucocyte antigen

Listeriolysin

High pathogenity island

Horseradish peroxidase, Meerrettich-
Peroxidase

Heparansulfatproteoglykane

Interferon

Immunglobulin

Insulin-like growth factor —bindende Doméne
Inhibitor kappa B Kinase

Interleukin

Internalin

Invasin

Kanamycin-Resistenz
3-(4-(4-((1-(2-Chlorophenyl)ethoxy)carbonyl-
amino)-3-methyl-5-isoazolyl)benzylthio)propan-
Saure

Listeria

Elastase

Luria-Bertani (Medium)
Low-Calcium-Response V
Listeriolysin O



LPA Lysophosphatidylsaure

MALT Mucosa associated lymphoid tissue

MAP Mitogen activated protein

MCP Macrophage chemoattractant protein

MHC Major histocompatibility complex

MMP Matrixmetalloprotease

MOI Mode of infection

MRNA Messenger ribonucleic acid

Myf Mukoider Yersinia Faktor

M-Zelle Microfold Zelle

N Stickstoff

Nal® Nalidixin-Resistenz

NF Nuclear factor

NK Natural killer

NOD Nukleotid-bindende oligomerisierende Doméane

NOV Nephroblastoma-overexpressed gene

oD Optische Dichte

P Pseudomonas

p.a. Pro analysis, chemischer Reinheitsgrad

PA Pseudomonas aeruginosa

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAI Plasminogen activating inhibitor

PBS Phosphate buffered saline

PBSF PBS und FKS

PCR Polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

P13-K Phosphatidyl Inositol 3-Kinase

PKC Protein Kinase C

plc Phospholipase C

PMN Polymorphonukleare Neutrophile

PNPP P-Nitrophenyl-Phosphat Dinatrium

POD Peroxidase

PVDF Polyvinylidenflourid

pYV Plasmid Yersinia Virulence

gPCR Quantitative polymerase chain reaction

RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

ROCK RhoA-assoziierte Kinase

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription Polymeraseketten-
reaktion

S Staphylokokkus

S1P Sphingosin-1-Phosphat

SDS Sodium-dodecylsulfate

sn Supernatant, Uberstand



SodA
SPF
SRF
SSC
Syc

Taq
TcdB
TEMED
TGF
TLR
TNF
Tris
TSP
TTSS

UDG

VEGF
viv
VWC

WB
WISP
wi/v

XIAP

Y
YadA
Yop
YpkA
Ysc
Yst

z.B.

Superoxid Dismutase A
Specific pathogene free
Serum response factor
Side scatter

Specific Yop chaperone

Thymin

Thermus aquaticus

Clostridium difficile Toxin B
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Transforming growth factor

Toll like receptor

Tumor Nekrose Faktor
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Thrombospondin

Type three secretion system

Uracil-DNA-Glykosylase

Vascular endothelial growth factor
Volumen pro Volumen
Von Willebrand Typ C Doméne

Westernblot
WNT (Wingless intl)-induced secreted protein
Gewicht pro Volumen

X-linked inhibitor of apoptosis

Yersinia

Yersinia Adhasin A
Yersinia Outer Protein
Yersinia Proteinkinase A
Yersinia secretion
Yersinia stabiles Toxin

Zum Beispiel

Einheiten und Grél3enordnungen

kDa

Angstrom (10™°m) m Milli

Ampere mm Millimeter
Basenpaare VI Mikro

Grad Celsius M Mol/l , molar
Zentimeter min Minuten
Quadratzentimeter nm Nanometer
Gram rpm Rounds per min
Stunde S Sekunden
Basenpaare x 1000 U Units

Kilodalton
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