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Glossar

Arp2/3

CD

Cdc42

DAG

EHEC

EIEC

ETEC

eNOS

GAP

GDI

GDP

Angstrom, La&ngenmaB, 1 A= 0,1 nm (Nanometer)

2 der 7 Untereinheiten des "Actin-related-proteins“-Komplexes, die
den Aktinmonomeren ahneln und als Nukleationszonen fir weitere Ak-

tinmonomere fungieren.

“Cluster of differentiation“- Gruppen immunphanotypischer Oberfla-
chenmerkmale von Zellen, die sich nach funktionellen und biochemi-

schen Kriterien unterscheiden lassen.

Kleine GTPase der Rho-Familie. Cdc42 entspricht “cell-division-cycle-

gene 42°
Diacylglycerol bzw. Diacylglycerin

Enterohdmorrhagische Escherichia coli, darmpathogene Bakterie,
Pathogenitat beruht auf plasmidkodierten Adh&renzgenen und Sekre-
tion enterotoxischer Toxine, Verursacher einer enterohdmorhagischen

Kolitis und des Hamolytisch Uramischen Syndroms.

Enteroinvasive Escherichia coli, darmpathogene Bakterie, Penetration
der Kolonschleimhaut, Verursachung ulcerdser Kolitiden, klinisches

Bild entspricht der bakteriellen Ruhr.

Enterotoxische Escherichia coli, darmpathogene Bakterie, Adharenz
am Darmepithel lber Haftungsfimbrien, Sekretion von Toxinen, da-
durch Stimulation der Adenylat- bzw. Guanylatcyclase und hieraus fol-
gende NaCl-Resorptionshemmung durch die Dickdarmzellen, fihrt

zum klinischen Bild einer ausgepréagten wassrigen Diarrhoe.

“Endothelial Nitric-Oxide-Synthetase”, endotheliale Stickstoffoxid-
Synthetase, Katalyse der Oxidation der Aminogruppe der Aminosaure
Arginin in Anwesenheit von Sauerstoff.

GTPase-aktivierendes-Protein, Regulatorprotein der kleinen GTPa-
sen, initiiert GTP-Hydrolyse und bedingt dadurch Inaktivierung des G-
Proteins.

GDP-Dissoziation-Inhibitor, stabilisiert den GDP-gebundenen und

somit den inaktiven Zustand des G-Proteins.

Guanosindiphosphat
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GEF

GTP

GTPase

his-Region

icsA

ipa

ipg

kb

kep

kDa
IL1
IL8
INF

IP3

LDC
MALT
MDa
MG

mtl

GTP-Exchanging-Factor, Regulatorprotein der kleinen GTPasen, Akti-

vierung des G-Proteins durch Initierung des GDP/ GTP-Austausches.
Guanosintriphosphat

Proteine mit intrinsischer GTP-Hydrolyse Aktivitat, die im Zusammen-
hang mit signaltranduktiven Prozessen als “molekulare Schalter” die-
nen. Der GTP-gebundene Zustand kennzeichnet ein aktives, der

GDP-gebundene Zustand ein inaktives Protein.
Histidin-reicher Abschnitt auf dem Bakterienchromosom von Shigella

“Intracellular/ intercellular spread”- Gen auf dem Virulenzplasmid, das
die intrazellulare Bewegung von Shigella durch Aktinpolymerisation

ermdoglicht.”.

“Invasion-plasmid-antigen“-Gen auf dem Virulenzplasmid von Shigel-
la. Kodierung der Ipa-Proteine, die essenziell fir die zellulare Invasion
bzw. das Entweichen von Shigella aus der phagozytotischen Vakuole

sind.

Gen des Virulenzplasmids von Shigella, das verschiedene Chaperone

verschliisselt.

Kilobase, MaBeinheit fur die Lange eines DNA -Abschnittes, entspricht
1000 Nukleotiden.

“Keratokonjunctivitis provocation locus“-Gen auf dem Bakterienchro-

mosom von Shigella.

10°Da (Dalton), MaB fur das Molekulargewicht.
Interleukin 1, Zytokin

Interleukin 8, Zytokin

Interferon, Zytokin

Inositoltriphosphat, 2nd Messenger
Invasion-plasmid-antigen
Lysindecarboxylase

Mucosa associated lymphatic tissue.
10° Da, MaB fir das Molekulargewicht.
Molekulargewicht

Mannitol locus. Gen auf dem Bakterienchromosom von Shigella.
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mxi

N-WASP

Olm

PKC

PL
PLA
PLC
PLD
PPH
PS
PtdCho
PtdInsP,
PtdInsP
RNA

spa

VASP

virG

VirA

Gen auf dem Virulenzplasmid von Shigella, das die Membranexpres-

sion von Ipa verschlisselt.

“Neurales Wiskott Aldrich Syndrom Protein®, Protein, das Uber Aktivie-

rung des Arp2/3-Komplexes die Aktinpolymerisation induziert.

“Organelle-like-movement“-kernwérts gerichtete Bewegung von Shi-

gella entlang von Stressfasern.
Proteinkinase C
Phospholipid(e)

Phospholipase A

Phospholipase C
Phospholipase D

Phosphatidat Phosphohydrolase
Phosphatidséure
Phosphatidylcholin
Phosphatidylinositolbisphosphat
Phosphatidylinositolphosphat
Ribonukleinsédure

Gen auf dem Virulenzplasmid von Shigella, das die Membranoberfla-

chenprasentation von Ipa verschlisselt.

“Vasodilatator stimuliertes Phosphoprotein®, regulatorisches Aktin-
bindendes Protein, involviert in Prozesse der Zelladhdsion und des
Zytoskeletts.

Gen des Virulenzplasmids, entspricht icsA.

Gen des Virulenzplasmids, dessen Genprodukt Einfluss auf die intra-

und interzellulare Ausbreitung von Shigella hat.



1 Einleitung

1.1 Klassifikation im Wandel

Die heute noch zum GroBteil verwendete Nomenklatur beschreibt Shigella als eigenstandigen Genus
innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae und unterteilt vier Spezies: S. boydii, S. dysenteriae, S.
flexneri und S. sonnei. Traditionell wurden Shigella Stamme durch die bestehende Pathogenitét, die
fehlende Laktosefermentation und die Unbeweglichkeit gegenliber E. coli Stimmen abgegrenzt.
Schwierigkeiten boten sich jedoch, als pathogene Stamme (ETEC, EHEC, EIEC) mit charakteristi-
schen Merkmalen von E. coli isoliert wurden. Diese Varianten wurden fortan als pathogene Formen
von E. coli bezeichnet. Damit lieB sich die bis dahin giiltige Vorstellung, dass es innerhalb einer Spe-
zies keine Stdmme mit kontraren Eigenschaften gabe, nicht aufrechterhalten. Zusétzlich zeigten EIEC
eine ahnliche Pathogenese wie Shigellen, und Kreuzreaktionen von EIEC mit den Shigella typischen
Antisera konnten beobachtet werden. Daneben wurden Ahnlichkeiten der Zytotoxine SLT1 und SLT2
von EHEC mit dem Shiga-Toxin von S. dysenteriae beschrieben [1, 2]. Folglich existierten fortan be-
rechtigte Zweifel an der Autonomie von Shigella als eigene Gattung. Allein die Pathogenitat schien
jedenfalls kein hinreichender Grund zu sein. Trotzdem haben aufgrund des Ernstes der Erkrankung
Shigellosis und der engen Assoziation mit dem Namen der Gattung getrennte Genera in der internati-

onalen Klassifikation weiterhin ihren Bestand.

Anhand der Multilocus-Enzym-Elektrophorese und von Sequenzanalysen des chromosomalen mdh-
Gens in E. coli und Shigella konnte gezeigt werden, dass die 0.g. konventionelle Klassifizierung von
Shigella keine Berechtigung mehr hat. Vielmehr ist Shigella als Klon der Spezies Escherichia coli zu
betrachten. Chromosomale Analysen an 46 reprasentativen Stdmmen der vier klassischen “Shigella-
Spezies® zeigen eine Eingliederung dieser in drei Konglomerate mit typischem DNA-Muster. Die S.
sonnei und S. dysenteriae Stamme 1,8 und 10 prasentieren eine differente DNA-Basenabfolge, sind
aber auch eindeutig der Spezies E. coli zuzuordnen. S. boydii 13 ist weder Shigella noch E. coli klar
zuzurechnen [3, 4]. Weiterhin demonstrierten vergleichende Sequenzanalysen der auf dem Viru-
lenzplasmid lokalisierten ipgD- , mxiC- und mxiA-Gene von Shigella und von zwei enteroinvasiven E.

coli -Stammen die phylogenetische Verwandtschaft [5].

Im Rahmen dieser Arbeit werden daher zur Unterstreichung der phylogenetischen Zusammenhéange
die vier traditionellen “Shigella-Spezies “ als Klone der Gattung Escherichia coli betrachtet, und als E.

coli Dysenteriae, Flexneri, Sonnei und Boydii bezeichnet.



Einleitung 5

1.2 Shigellosis

1.2.1 Definition, atiologische Gesichtspunkte und Symptomatik

Die Shigellose ist eine bakterielle entziindliche Erkrankung des Kolons mit Meldepflicht. Synonym
werden die Begriffe Bakterienruhr oder Dysenterie verwendet. Erreger sind enteropathogene Shigel-
len. Der Name Shigella ist auf den japanischen Bakteriologen Kiyoshi Shiga zurtickzufiihren, der 1896
erstmals Bacillus dysenteriae (heute: S. dysenteriae, Typ 1) isolieren konnte. Die Shigellose zeigt un-
ter schlechten hygienischen Bedingungen und besonders in Kriegszeiten eine hohe Préavalenz. Dies
erklart, warum sie heute in entwickelten Landern allenfalls sporadisch auftaucht. In den sogen. Ent-
wicklungsléndern ist die Ruhr noch immer von Bedeutung. lhr Vorkommen ist dort meist endemisch,
wird aber ebenso epidemisch beobachtet. Es besteht weltweit eine jéhrliche Inzidenz von 150 Millio-
nen Féllen, wovon ca. 95% in den Entwicklungslindern auftreten. Ahnlich verhélt es sich mit den un-
gefédhr 600000 Todesfallen pro Jahr [6]. Die Infektion erfolgt fédkal-oral direkt oder indirekt tber konta-
minierte Lebensmittel. Seltener ist auch eine Schmierinfektion mdglich. Als Infektionsquelle und
natdrlicher Wirt kommt nur der Mensch vor [7]. AuBerordentlich geringe Erregerzahlen zwischen 10 bis
100 Bakterien kénnen schon zum klinischen Bild der Ruhr fiihren [8]. Dies ist zum einen durch die
hohe Virulenz der Erreger bedingt. Zum anderen sind Shigellen vergleichsweise resistent gegentiber
dem sauren Milieu des oberen Gastrointestinaltraktes, so dass sie die S&urebarriere gut Gberwinden

kénnen [9].

Shigella gehért als Klon der Spezies E. coli der Familie Enterobacteriaceae an [3, 10]. Morphologisch
sind es Stdbchenbakterien, und aufgrund der diinnen Mureinschicht in der Zellwand erscheinen sie in
der Gramfarbung negativ. Des weiteren sind Shigellen fakultativ anaerob, unbegeiBelt und unbeweg-
lich. Im Gegensatz zu den meisten in der Darmflora ansassigen Bakterien kénnen sie keine Saure aus
Milchzucker bilden, eine Eigenschaft, die sie mit der Mehrheit von Salmonella teilen, und die sich diffe-
rentialdiagnostisch ausnutzen lasst. Unterscheiden lassen sich anhand biochemischer und serologi-
scher Merkmale vier Serogruppen: E. coli Boydii, E. coli Dysenteriae, E. coli Flexneri und E. coli Son-
nei. Eine exaktere Unterteilung in Serotypen (=Serovare) erfolgt durch Analyse der O-Antigene,
speziellen Polysaccharidketten des Lipopolysaccharidkomplexes der &uBeren Membran. Das bei an-
deren Enterobakterien in den GeiBeln vorkommende H-Antigen und das in den Kapseln ansassige K-
Antigen sind bei Shigellen nicht existent. Demnach werden E. coli Boydii, E. coli Dysenteriae und E.
coli Flexneri in 18, 6 bzw. 15 Serotypen subsumiert [7]. E. coli Sonnei ist serologisch einheitlich [7].
Alle vier Klone sind in der Lage, die dysenterische Symptomatik hervorzurufen. Schwere Verlaufe
werden hauptsachlich durch E. coli Dysenteriae verursacht. Der Erreger wird gehauft in tropischen
und subtropischen Klimazonen im Rahmen plétzlich auftretender, gréBerer Epidemien mit hoher Mor-
talitat isoliert [11, 12]. Nur E. coli Dysenteriae Typ 1 produziert das Shiga-Toxin. Dieses inhibiert die
eukaryotische Proteinbiosynthese durch Bindung an die 60S-Untereinheit des Ribosoms und folgen-
der Spaltung der 28S-r-RNA. Dadurch entstehen die Epithelschaden im Kolon und die Dinndarmdi-
arrhoe [13, 14]. Fir das endemische Auftreten der Ruhr stehen E. coli Flexneri in tropischen Gebieten

und E. coli Sonnei in hiesigen Breitengraden [6, 15, 16]. Infektionen mit E. coli Sonnei verlaufen
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i. d. R. unter dem Bild einer milden Diarrhoe. E. coli Boydii wird insgesamt selten gesehen. Der Erre-
gernachweis erfolgt kulturell aus dem Stuhl im Rahmen der TPER-Untersuchung (=Typhus, Paraty-
phus, Enteritis, Ruhr), die neben Shigellen auch die obligat darmpathogenen Salmonellen und Yersi-

nien nachweist. Die genaue Klassifikation erfolgt wie oben beschrieben serologisch bzw. biochemisch.

Im Rahmen einer Shigellose werden unterschiedliche Verlaufsformen beobachtet. So kann sich die
Ruhr als harmlose Durchfallerkrankung prasentieren, aber auch dramatische Krankheitsbilder mit
massiver Dysenterie und schwersten Komplikationen kommen vor. Die Inkubationszeit der Erkrankung
betragt gewdhnlich zwei bis flinf Tage. Dann zeigen sich die typischen Symptome der Ruhr: blutige,
schleimig-eitrige Diarrhoe, Fieber, Tenesmen und Leibesschmerzen. Begleitend treten allgemeine
Krankheitszeichen wie Midigkeit, Inappetenz und Gliederschmerzen auf. I. d. R. verlauft die Shigello-
se nach ca. 14 Tagen selbstlimitierend. Lokale Komplikation sind das toxische Megakolon und die
nekrotisierende Kolitis mit Perforationsgefahr. Systemisch werden das h&molytisch-urdmische Syn-
drom, Sepsis, Exsikkose und Enzephalopathie als komplizierend erwéhnt [17-19]. Diese sind insge-
samt selten und hauptséchlich bei Kindern vorkommend [17]. Als seltene Spatkomplikation einer Shi-
gelleninfektion gilt das Reiter-Syndrom mit Arthritis und Urethritis. Das therapeutische Regime ist
differenziert zu betrachten. So sind bei leichten Verlaufen AllgemeinmaBnahmen wie Flissigkeitssub-
stitution und Diat anzuwenden. Nur bei schwerer Erkrankung, Immunsuppression oder epi- bzw. en-

demischen Auftreten sollte antibiotisch eingegriffen werden.

1.2.2 Histopathologische Aspekte der Shigellosis

Makroskopisch zeigt eine floride Bakterienruhr das Bild einer gerdteten und geschwollenen Kolon-
schleimhaut mit schmutzig-grauen, herdférmigen Beldgen. Vorwiegend sind Sigmoid und Rektum
betroffen, aber auch das Ubrige Kolon und das distale lleum kdnnen betroffen sein [20]. Die Schleim-
haut infizierter Bezirke ist allgemein aufgelockert, geprégt von einem entzlndlichen Infiltrat und zahl-
reichen Shigellen, die entweder vakuolisiert oder frei im Zytoplasma befallener Kolonepithelzellen
vorkommen. Des weiteren kommt Shigella in den Interzellularspalten, in Makrophagen und in

neutrophilen Granulozyten vor [21].

1.2.3 Primére Invasion

Die Ruhr ist primér durch die Invasion von Shigella in Kolonepithelzellen verursacht [22]. Die invasiven
Fahigkeiten sind dabei essenziell, so dass nicht-invasive Stdmme keine dysenterische Symptomatik
auslésen konnen [23, 24]. Es ist also von herausragender Bedeutung, die Schleimhautbarriere zu
Uberwinden. Dabei wird nicht der von Salmonellen benutzte Mechanismus gewahlt, die Gber einen der
Phagozytose dhnlichen Prozess Uber die apikale Seite eines polarisierten Epithels nach intrazellular
gelangen [25]. Interessanterweise erfolgt die Penetration der Darmschleimhaut (ber den basolatera-
len Pol, d. h. der freien Oberflache abgewandten Seite [26]. Die priméare Eintrittspforte wird dabei

durch die im Oberflachenepithel lokalisierten M-Zellen realisiert. Die M-Zellen sind als Teil des MALT
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(engl. mucosa-associated-lymphatic-tissue) fahig, an der Kolonschleimhaut auftretende Antigene zu
erkennen und aufzunehmen, um diese dann auf der gegenlberliegenden Seite Makrophagen, dendri-
tischen Zellen und B-Lymphozyten zu préasentieren. Die Erkennung dieser zahlenm&Big auf der Darm-
oberflache weit unterlegenen Zellspezies durch entsprechende Mikroben basiert auf der Prédsenz spe-
zifischer Oligosaccharidepitope innerhalb der Membran der M-Zellen, die Lektin-&hnlichen bakteriellen
Adhasinen als Rezeptoren dienen [27]. Die Aufnahme der Mikroorganismen erfolgt via Phagozytose.
Obwohl innerhalb der Phagosomen in den M-Zellen ein saures Milieu vorherrschen kann, erreichen
die meisten Pathogene die basale Zellseite lebendig [28]. Dort sind die Shigellen teilweise frei beweg-
lich in der Submukosa und kénnen die Kolonzellen direkt invadieren. Ein anderer Teil von Shigella wird
direkt durch residente Makrophagen phagozytiert [29]. Durch bakterielle Sekretion von IpaB wird ei-
nerseits die Apoptose der Makrophagen bedingt, wodurch sich Shigella der lytischen Verdauung ent-
zieht [30]. Andererseits aktiviert IpaB die Cysteinprotease Caspasel, die dann die katalytische Spal-
tung der Makrophagenzytokine Pro-IL-1B8 und Pro-IL-18 in die biologisch aktiven Formen IL-18 bzw.
IL-18 gewadhrleistet [31]. IL-18 induziert die Synthese von y-INF, einem von T-Lymphozyten sezernier-
ten Zytokin, welches essenziell fir die effektive Eradikation einer Infektion mit Shigella ist [32]. IL-18
verursacht die Chemotaxis polymorphkerniger Leukozyten, die dann in die Zellzwischenrdume trans-
migrieren. Interessanterweise ist die Transmigration dabei kein indirekt bakterieller Effekt, etwa durch
Expression spezifischer Oberflachenantigene oder der vermehrten Synthese von Zytokinen durch
entsprechende Wirtszellen. Vielmehr konnte in vitro gezeigt werden, dass sie direkt bakteriell durch
Ausschiittung von Ipa-Proteinen hervorgerufen wird. Es scheint jedoch die Gesamtheit der sezernier-
ten Ipa-Invasine entscheidend zu sein. So ist nur der invasive Wildtyp M90T, nicht jedoch einzelne ipa-
Mutanten bzw. der nicht-invasive Stamm BS176, bezlglich der Leukozytentransmigration kompetent
[33].

Im Verlauf der fortschreitenden Inflammation wird Shigella zwar dezimiert, allerdings kommt es ebenso
zur Auflockerung der tight junctions und somit zur Untergrabung der Integritat des Kolonepithels. Der
Mechanismus beruht nach Sakaguchi et al. auf der Interaktion von Shigella mit den innerhalb der tight

junctions vorhandenen Strukturproteinen Occludin, E-Cadherin, Zo 1 und Zo 2 [34].

Ist die Barriere des Darmepithels Uberwunden und Shigella in den Intrazellularraum gelangt, syntheti-
sieren die Kolonzellen eine Reihe proinflammatorischer Molekdlle, unter ihnen IL-8, das polymorph-
kernige Leukozyten anlockt und die lokale Entziindung weiter férdert [35]. Insofern sind wirtseigene
Abwehrmechanismen auch als Trigger der fortschreitenden Invasion durch Shigella und den damit
verbundenen massiven Schleimhautdestruktionen zu bewerten. Es ist daher auch nicht verwunderlich,
dass der experimentelle Einsatz von IL-1 Rezeptorantagonisten und Leukozytenmigration-hemmender
CD18-Antikérper die Entziindungsreaktion, die Bakterieninvasion und die Gewebszerstdrung erheb-
lich eindammen [36, 37].
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1.2.4 Intrazelluldre Bewegung und laterale Ausbreitung von Shigella

Shigella ist aufgrund ihrer Unbeweglichkeit auf passive intra- und interzellulare Transportformen an-
gewiesen. Die priméare Invasion wird dabei Uber einen der Phagozytose &hnelnden Mechanismus
realisiert [38]. Mikroskopische Studien an HelLa-Zellen zeigten die Ausbildung von Aktinnukleationszo-
nen nach Kontakt von Shigella mit der Zelloberflache in unmittelbarer Nahe der Kontaktstelle, welche
Ausgangspunkt beidseitig lateral von Shigella aufwachsender, zellularer Membranprotrusionen sind.
Diese werden von langen, parallel angeordneten und dicht gebundelten Aktinfilamenten getragen.
Durch Konfluenz der beiden freien Enden wird das Bakterium unter Vakuolenbildung letztlich internali-
siert [39]. Ca. 15 min nach der Vesikelinkorporation sind 90% der Vesikel lysiert. Die nun frei im Zyto-
plasma befindlichen Bakterien vermehren sich rapide. Eine zytotoxische Wirkung infolge der Bakteri-
envermehrung ist gegensatzlich zu Makrophagen fir Enterozyten nicht beschrieben [40, 41]. Clark et
al. zeigten, dass durch Inhibition des Effektorproteins Caspase 3 die Apoptose infizierter Darmzellen
verhindert wird [42]. Tattoli et al. konnten klrzlich nachweisen, dass eine intraepitheliale Bakteriolyse
wiederum eine Apoptose der infizierten Zellen zur Folge hatte. Diese wurde induziert durch die mito-
chondriale Freisetzung von Cytochrom C und der konsekutiven Aktivierung der Caspasenkaskade
[43]. Insofern ist es ein aktiver Eingriff von Shigella, der das intrazellulare Uberleben in infizierten
Darmepithelien mdglich macht.

Im Intrazellularraum kann Shigella seine Motilitdt unter Ausnutzung wirtszelleigener Strukturen entfal-
ten. Dabei kdnnen zwei Phanotypen unterschieden werden. Eine icsA-unabhéngige, Organellen-
ahnliche Fortbewegung (Olm) entlang intrazelluldr vorkommender Stressfasern und eine icsA-
abhéangige, eine auf Nukleation, Polymerisation und polarer Organisation von Aktin zurlckfihrbare
Motilitat [44, 45].

Das icsA-Gen ist auf dem Virulenzplasmid von Shigella lokalisiert und kodiert ein 120 kDa Protein der

bakteriellen AuBenmembran [44].

Der Olm-Phanotyp ist in den ersten beiden Stunden nach Invasion vorherrschend und zeigt drei Pha-
sen: Invasion im Gebiet des Adh&sionsplaque, kernwértsgerichtete Bewegung entlang radiarer Stress-

fasern und kernnahes bakterielles Wachstum in Mikrokolonien [45, 46].

Stressfasern sind voriibergehend gebildete Biindel aus Aktin und Myosin-1l, die mit einem Ende in
einem sogen. Fokalkontakt bzw. Adhasionsplaque innerhalb der Plasmamembran inserieren. Das
andere Ende der Stressfasern kann in einem weiteren Fokalkontakt oder in ein den Zellkern umge-
bendes Geflecht von Intermediérfasern inserieren. Ihre Formierung bestimmt u. a. Zellform und Zell-

bewegung.

Ca. zwei Stunden postinvasiv kann elektronenmikroskopisch die schnellere und ungerichtete icsA-

abhangige Bewegung der Bakterien innerhalb der HeLa-Zellen beobachtet werden [44].

Das icsA (= virG)-Genprodukt besitzt drei Doméanen, den N-Terminus (52 AS), die a-Domane (706 AS)
und die C-terminale B-Domane (343 AS). Die a-Doméne wird asymmetrisch verteilt auf der Oberflache

von Shigella prasentiert. Sie ist essenzielle Voraussetzung der membrannahen F-Aktinakkumulation



Einleitung 9

intrazellular befindlicher Shigellen. Die B-Doméne verankert VirG innerhalb der AuBenmembran des
Bakteriums. VirG induziert die unipolare Aktinpolymerisation und die Ausbildung eines in der Lange
variierenden Schweifes an einem Bakterienpol [47, 48]. Aktin-assoziierte Proteine wie Vinculin,
Plastin, Filamin, a-Actinin, Vasodilatator Stimuliertes Phosphoprotein (VASP), Ezrin, Cofilin und Neura-
les- Wiskott Aldrich Syndrom Protein (N-WASP) konnten im Zusammenhang mit der Generierung des

Aktinschweifes gezeigt werden.

Hinsichtlich der Kausalitat der akitinpolymerisierenden Wirkung von VirG bestehen verschiedene theo-

retische Ansétze.

Erstens kann VirG seinen Effektor N-WASP durch Bindung innerhalb der a-Doméne aktivieren. Konsti-
tutionell liegt N-WASP in einem inaktiven Zustand vor, der eine Interaktion mit IcsA nicht gestattet. Erst
das Protein Toca-1 Uberfihrt N-WASP durch Konformationsénderung in einen bindungsfahigen Zu-
stand. Interessanterweise erfolgt die Rekrutierung von Toca-1 durch Effektorproteine des Typ Il Sek-
retionsapparates. Die Rekrutierung von N-WASP hingegen ist von IcsA abhangig [49]. Aktiviertes N-
WASP rekrutiert dann Arp2/3. Der entstandene Komplex ist nun in der Lage, lokal Aktinpolymerisation
zu induzieren. Daneben ist N-WASP ein downstream-Effektor der GTPase Cdc42, wodurch aktivier-
tes Cdc42 die Aktinpolymerisation verstarken kann [50, 51]. Zweitens kann Vinculin, insbesondere
das aus der proteolytischen Spaltung hervorgegangene 90 kDa Fragment, in der a-Doméane von VirG
binden. Somit wird wiederum eine Interaktion mit VASP, ebenfalls ein Protein mit aktinpolymerisieren-
der Wirkung, méglich [52].

IcsA- bzw. virG-negative Mutanten sind in vitro zwar zur Invasion fahig, eine intra- oder interzellulare

Ausbreitung der Mikroben ist jedoch nicht méglich [53, 54].

Einige Shigellen erreichen die Oberflache infizierter Zellen und dringen in durchschnittlich 2,0 um,
teilweise bis zu 20 um langen Membranprotrusionen in die Membranen benachbarter Zellen vor. Das
distale Ende wird schlieBlich mit dem Bakterium in Form einer doppelwandigen Vakuole abgeschnrt.
Intrazytoplasmatisch findet dann die Lyse des Vesikels statt und Shigella gelingt somit die laterale
Ausbreitung der Infektion [55]. Interessanterweise scheint initial der icsA-bedingte Bewegungstyp mit
einer Bakterienteilung einherzugehen. Erst anschlieBend kommt es zu einer polar orientierten Aktin-
biindelung. Diese wiederum geht mit einer vermehrten Rekrutierung von Plastin, einem Aktinblinde-

lungsprotein, einher [55].

1.3 Genetische und molekulare Aspekte der Invasion

Shigella ist als Klon innerhalb der E. coli Spezies anzusehen (s.1.1). Die auBerordentliche Pathogeni-
tat gegeniber den vor allem als Kommensalen im menschlichen Gastrointestinaltrakt lebenden Koli-
bakterien ergibt sich aus der unterschiedlichen genetischen Information von Shigella. Diese verteilt
sich auf das Virulenzplasmid und das Bakterienchromosom. Auf dem Chromosom sind Regulatorgene
bestimmter Virulenzgene des Plasmids und Strukturgene verschliisselt. Zu den Strukturgenen gehéren

unter anderem Lipopolysaccharidgene und Siderophorengene. Bemerkenswert sind die durch Maurelli
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et al. als “black holes* umschriebenen, chromosomalen Gendeletionen [56]. Besonders der Verlust der
Lysindecarboxylase-Aktivitat (LDC-Aktivitat) zeigt sich fir E. coli Flexneri als pathogenitatsférdernd.
So sind Mutanten mit bestehender LDC-Aktivitat zwar weiterhin invasiv. Die Wirksamkeit der Enteroto-
xine ShET1 und ShET2 von E. coli Flexneri 2a ist aber durch einen wahrscheinlich zytoprotektiven
Effekt des LDC-Produktes Cadaverin eingeschrankt [56].

Weitaus wichtiger bezliglich der Pathogenitat von Shigella ist das insgesamt 220 kb umfassende 140
MDa Virulenzplasmid [57]. Stdmme, die das Plasmid nicht besitzen, sind nicht zur Invasion beféhigt
und somit apathogen [58, 59]. Retransfer des Plasmids auf E. coli Flexneri konnte die Pathogeniéat
dagegen reakquirieren [58]. Wird auf den nicht-invasiven Stamm 395.1 von E. coli K12 das Viru-
lenzplasmid Ubertragen, ist dieser zwar im HelLa-Zellmodell invasiv, jedoch féllt der Sereny Test nega-
tiv aus, und auch die histopathologische Begutachtung infizierter Hasendarmschlingen zeigt nur eine
schwache, aber definitive Reaktion. Um volle Pathogenitat, d. h. positiver Sereny Test und fluide Sek-
retion im Hasendarmmodell, zu erreichen, ist eine gleichzeitige Ubertragung chromosomaler DNA-
Abschnitte von Shigella, speziell der his-Region und der Loci kcp und mtl, erforderlich [60]. Daraus
wird erneut deutlich, dass sowohl chromosomale als auch Plasmid-kodierte Struktureinheiten im

Rahmen der Shigellenruhr aktiviert werden missen.

Die bedeutenden Gene des invasiven Phanotyps von Shigella sind in einem 31 kb umfassenden Ab-
schnitt innerhalb des Plasmids eingebettet [57]. Diese Region verschliisselt die Gene des Mxi-Spa Typ
[ll-Sekretionsapparates, die Ipa-Invasine, die Chaperone IpgC und IpgE, IpgD, VirA und weitere Prote-
ine unbekannter Funktion. IpgC verhindert die Degradation von IpaB und IpaC im bakteriellen Zytop-
lasma. Dadurch kann das Bakterium einen zytoplasmatischen Pool notwendiger Ipa-Invasine auf-
rechterhalten und entsprechend groBe Mengen ausschitten. Im extrazellularen Medium fehlt die
Chaperonwirkung, so dass IpaB und IpaC und evtl. zusatzlich IpaA einen Proteinkomplex formen [61,
62]. IpgE ist Chaperon von IpgD, einem bakteriellem Virulenzfaktor mit Phosphatasefunktion, der zy-
toplasmatisch gespeichert wird. Das Substrat 4,5-PtdInsP, wird in 5-PtdInsP gespalten und verursacht
unabhéngig von den Ipa-Invasinen Aktin-Remodelling und Membranfaltung der Zielzelle [63, 64]. VirA,
ein fir ein 46 kDa Protein kodierender Abschnitt des Virulenzplasmids, wird unmittelbar nach der pri-
maren Invasion von Shigella vermehrt transkribiert. Der Effekt virA-negativer Mutanten wird unter-
schiedlich bewertet. Nach Uchiya et al. waren sowohl die priméare Invasion, als auch die laterale Aus-
breitung der Infektion in MK2-Epithelzellen betroffen [65]. Demers et al. dagegen konnten dagegen
keinen Effekt einer virA-Mutation hinsichtlich der initialen Invasion beobachten [66].

Beide Autoren konnten allerdings eine Beziehung zwischen virA-Mutation und icsA-Expression nach-
weisen, die als Ursache der verminderten Lateralausbreitung nach erfolgter Primérinfektion zu disku-

tieren wére [65, 66].

Der mxi-spa-Locus verschlisselt einen Typ IlI-Sekretionsapparat, der fir die Sezernierung der Ipa-
Proteine binnen weniger Minuten direkt nach Kontakt von Shigella mit der Oberflache der Zielzelle

verantwortlich gemacht wird [67].
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Morphologisch kann ein innerhalb der Bakterienmembran eingebetteter Basalkdrper von etwa 300x20
nm Ausdehnung und eine hiervon ausgehende nadelférmige, ca. 45x8,4 nm Membranprotrusion
(needle like structure) unterschieden werden. Auf molekularer Ebene konnten Proteine unterschiedli-
cher molarer Massen MxiD (63 kDa), MxiG (43 kDa), MxiJ (27 kDa) und MxiH (9 kDa) identifiziert wer-
den [68]. MxiD ist in der &uBeren Membran lokalisiert, bildet dort ringférmige Strukturen und zahlt zur
Familie der Sekretine. MxiG und MxiJ sind integrale Membranproteine der inneren Membran. Inaktivie-
rung des mxiD- und mxiG-Gens gingen mit Verlust der invasiven Fahigkeiten von Shigella einher [69,
70]. Bisher nicht nadher charakterisierte Interaktionen scheinen notwendig fir die Formierung eines
funktionierenden Sekretionsapparates. MxiH konnte hauptsachlich in der needle like structure lokali-
siert werden. MxiH scheint essenziell fir die Bildung eines funktionierenden Sekretionsapparates.
Entsprechende Nullmutanten waren nicht invasiv und sezernierten keine Effektorproteine. Des weite-
ren fehlte die needle like structure. Dagegen fiihrte die Uberexpression von MxiH zur Bildung auBer-
gewohnlich langer Protrusionen bis max. 1000 nm und einer verdoppelten Invasionsrate [68]. Tamano
et al. interpretierten das als Méglichkeit, den Kontakt von Bakterium und Zielzelle auch (ber gréBere
Distanzen als die durchschnittliche Lange der Protrusionen von 45 nm zu gewahrleisten [68].
Insbesondere unter Berlicksichtigung des Umstandes, dass eine Interaktion des Typ IlI-Sekretons und
der Membran der Zielzelle nach Blocker et al. bis max. 100 nm mdglich ist, scheint MxiH-
Uberexpression eine Option zur Steigerung des Invasionspotenzials von Shigella [71]. MxiM, ein
ebenso auf dem mxi-spa-Operon hinterlegtes Lipoprotein der &uBeren Membran mit Chaperon-
ahnlicher Funktion beeinflusst Stabilitdt, Membranassoziation und Multimerisation von MxiD. Nach
Schuch et al. ist seine Funktion unabdingbare Voraussetzung fiir die Ipa-Sekretion und die Invasivitat

von Sh|<T:;eIIa [72, 73].
Ebenfalls wichtig in dlesem Zusammenhang sind die gleichermaBen vom mxi-spa-Operon kodierten

EiweiBe Spa32, 33 und 47 [71, 74, 75]. Die ATPasen Spa47 und Spa32 sind involviert in die Formie-
rung und Funktion der needle like structure. Depletion des spa47- oder des spa32-Gens flhrten zu
einem bezlglich der Sezernierung von Effektorproteinen defekten Typ Ill-Sekreton [68, 75]. Spa32
kontrolliert daneben Lange der Membranausstiilpungen. So streute die Lange der Protrusionen bei
spa32-negativen Mutanten zwischen 40 und 1150 nm [75]. Spa33 reguliert den Transfer der Ipa-
Proteine vom Innenblatt zum AuBenblatt der Bakterienmembran. Es ist essenzieller Bestandteil des C-
Rings, einem nur bei Shigella vorkommenden Bestandteil des Sekretionsapparates [76, 77]. Spa33-
Negativitat driickte sich durch fehlende Invasivitéat infolge mangelnder Ipa-Sekretion aus [74]. Interes-
santerweise kam es durch alleinige Uberexpression von Spa33 oder Spa32 zur Blockade der Ipa-
Sekretion bzw. der Invasionsféhigkeit. Parallele Uberexpression von Spa32 und Spa33 fiihrte dagegen
zu dem Wildtyp entsprechenden Invasionsraten. Schuch et al. nahmen diesbezlglich folgende
Interaktion an: Spa33 reguliert den transmembrandsen Verkehr, Spa32 induziert die Freisetzung der

Ipa-Proteine [74].

Die Aktivierung des Sekretionsapparates erfolgt durch den Kontakt von Bakterium und AuBenmemb-
ran der jeweiligen Zelle und ist abhangig von der Wachstumsphase. Die Ausschittung der Ipa-

Invasine ist am grdBten in der friihen exponentiellen Phase zum Zeitpunkt der Zellteilung [78, 79].
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Sie scheint im Vergleich zur apikalen Zelloberflache effizienter zu sein, wenn der Kontakt mit der baso-
lateralen Oberflache polar organisierter Caco2-Zellen stattfindet. Dies kann damit zusammenhéangen,
dass die dort im UbermaRB vorkommenden Proteine Fibronektin, Laminin und Kollagen IV die Sekreti-

on von Ipa-Invasinen triggern [80].

Der Hyaloronrezeptor CD44 ist beféhigt mit seiner extrazelluldaren Doméane IpaB zu binden. Als Folge
der Interaktion kommt es zur Rekrutierung des Rezeptors im Bereich der Eintrittsstelle von Shigella
und in den zellularen Membranprotrusionen. Die Inhibition dieser Bindung mit CD44 Antikdrper konnte
die Invasion von Shigella und die Aktinpolymerisation signifikant eindammen. Im Gegensatz dazu
fihrte Transfektion der DNA des Rezeptors in CD44-negative Zellen zur Internalisation von Shigella
[81].

Watarai et al. konnten eine proportionale Abhangigkeit zwischen Invasionsrate von E. coli Flexneri und
Anzahl exprimierter a5B1-Integrine auf der Oberflache von CHO-Zellen zeigen, so dass auch hier eine

Interaktion angenommen werden muss [82].

Die im bakteriellen Zytoplasma gespeicherten Ipa-Invasine einschlieBlich der Chaperone werden nach
Kontaktaktivierung durch etwaige Zielzellen oder durch den Farbstoff Kongorot freigesetzt [67]. Unter-
schieden werden IpaA, IpaB, IpaC und lpaD mit Molekulargewichten von 38 kDa (lpaD) bis 70 kDa
(IpaA). Des weiteren ist IpaH beschrieben [83]. Die genaue Charakterisierung der Ipa-Invasine ergab,

dass auBer IpaA und IpaH alle absolut erforderlich fir die Zellinvasion von Shigella sind [83-85].

Die Sekretion von IpaH geschieht lber das Typ lll-Sekreton etwa 2 h nach bakteriellem Eintritt. Nach
dem Transport entlang tubuldrer Strukturen wird IpaH perinukledr akkumuliert und schlieBlich nach
intranuklear transloziert und bindet an den SpleiBingfaktor U2AF. Durch Beeinflussung der Ge-
nexpression wird die antiinflammatorische Antwort der Wirtszelle so moduliert, dass letztlich eine ver-

mehrte Invasion stattfindet [83, 86].

IpaA erhdht die Invasionsrate von Shigella durch Bindung an Vinculin zehnfach. Die Bindung erfolgt
nach dhnlichem Muster wie das der nativen Bindungspartner Talin und o-Actinin. Hamiaux et al. be-

zeichneten die Interaktion daher als strukturelles Mimikry [87, 88].

Ein geringer Teil der IpaB-Proteine ist gemeinsam mit IpaD in der bakteriellen AuBenmembran gespei-
chert. Eine regulierende Funktion im Kontext der Sekretion wird fir beide Invasine vermutet [89]. IpaB
und IpaC sind mit dem stabilisierenden Chaperon IpgC als Komplex zytoplasmatisch gespeichert [62].
IpaB und IpaC bilden nach ihrer Sekretion mittels ihrer hydrophoben Molekilanteile einen Komplex mit
der Zielmembran. Dieser enthélt eine ca. 25 A groBe Pore, Uber die weitere Effektorproteine in die
Zielzelle eingeschleust werden [71]. IpaD-Proteine sind involviert in die Regulation der Sekretion von
IpaB und IpaC und die optimale Insertion des IpaB-lpaC-Komplexes in die Zellmembran. Sie werden
zusammen mit IpaB und IpaC unmittelbar nach Aktivierung des Typ llI-Sekretionsapparates ausge-

schittet und sind an der Spitze der needle like structure lokalisiert [90, 91].

Auf die Funktion der Ipa-Proteine, im Besonderen von IpaB, wahrend der Apoptose von Makrophagen

wurde bereits hingewiesen (s.1.2.3).
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1.4 Die Rolle der kleinen GTPasen der Rho-Familie

Die Rho-GTPasen gehdren zur Superfamilie der Ras-GTPasen. Unterschieden werden sieben Protei-
ne: RhoA-C, Rac1 und 2, Cdc42 (Hs und G25K), RhoD, RhoG, RhoE und TC10. Beschrieben ist ein
GTP-gebundener aktiver und ein GDP-gebundener inaktiver Zustand. Der aktive Zustand wird mittels
Austausch von GDP und GTP Uber GEF-Proteine (Guanin-Nucleotid-Exchange-Factors) realisiert. Der
inaktive Zustand wird durch Aktivierung der intrinsischen GTPase mittels GAP-Proteine (GTPase-
activating-Proteins) erreicht. GDI-Proteine (Guanin-Nucleotid-Dissociation-Inhibitor) stabilisieren den
inaktiven Zustand [92]. Rho ist in die Formierung von Stressfasern und deren Kontraktion sowie in die
Ausbildung von Fokaladh&sionskontakten involviert. Rac vermittelt die de novo Aktinpolymerisation zur
Bildung von Lamellipodien in der Zellperipherie. Cdc42 triggert die de novo Aktinpolymerisation zur
Bildung von Filopodien [92].

Aus dem Geschilderten wird deutlich, dass Rho-GTPasen eine entscheidende Bedeutung im Rahmen
der Umformierung bzw. Neuformation des Aktinzytoskeletts einnehmen, so dass eine funktionelle Be-
deutung im Zusammenhang mit dem Fortschreiten der Zellinvasion durch Shigella nahe liegt. Unmit-
telbar nach Kontakt von Shigella mit der Zelloberflache kénnen unterhalb der Kontaktstelle Aktinpoly-
merisationszonen und spater von diesen ausgehende Membranprotrusionen, die letztlich fusionieren
und das Bakterium einschlieBen, beobachtet werden [39]. Im Bereich der Kontaktstellen werden die
Isoformen RhoA-C rekrutiert. Wobei RhoA um das Bakterium, RhoC und RhoB im Bereich der
Membranprotrusion akkumuliert werden [93, 94]. Interessanterweise ist lediglich die Aktinelongation,

nicht aber die Aktinnukleation von Rho abhangig [94].

Mounier et al. zeigten, dass die GTPasen Rac und Cdc42 im Bereich der Eintrittsstelle von Shigella
rekrutiert werden. Gleichzeitig zeigten Zellen mit inaktivem Cdc42 und Rac eine deutlich verminderte
Internalisation von Shigella. Es kann also angenommen werden, dass die Aktinnukleation am Beginn
der Invasion durch Cdc42 und Rac vermittelt wird. Die intrazelluldre, durch icsA vermittelte Motilitat

der Bakterien war ganzlich unabhéngig von den Rho-GTPasen [93].

Ipg1 und Ipg2 sind bakterielle Effektorproteine mit funktioneller Verwandtschaft zu den Ras-GTPasen,
die Uber das Typ Ill-Sekretionssystem aktiv von Shigella sezerniert werden. Ipg2 ist funktionell dem
RhoA ahnlich, wogegen Ipg1 eher Rac und Cdc42 &hnelt. Es besteht aber keine strukturelle Ver-
wandtschaft, so dass keine Abhangigkeit von Gunaninnukleotiden vorhanden ist. Mutanten mit einem
simultanen Defekt fir beide Gene ipg1 und jpg2 zeigten eine um 70 % verminderte Invasion von pola-
risiert organisierten Caco2-Zellen. Separate Gendefekte waren aber deutlich weniger wirksam [95,
96].
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1.5 Phospholipidstoffwechsel

1.5.1  Phospholipide sind involviert in signaltransduktive Prozesse

PL machen den grdBten Anteil der Membranlipide aus und sind somit wesentlich an der Strukturerhal-
tung der Zellen beteiligt [97]. AnteilsmaBig der geringere Teil Gbernimmt wichtige Funktionen fiir die
Transduktion extrazellularer Signale in intrazelluldare Aktivitdten. Wesentlich sind die Phosphatidyli-
nostitolphosphate, vor allem PtdInsP,, dessen meist hormonaktivierte Spaltung durch die Phospholi-
pase C (PLC) Inositol-(1,4,5)-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) ergibt. IP3 ist fahig, Ca® aus
dem endoplasmatischen Retikulum zu mobilisieren. Es aktiviert und hemmt diverse intrazellulare En-
zyme, lonenkanale und andere Transportproteine. Die Wirkung des Ca®* wird zum Teil tiber Bindung
an Calmodulin entfaltet. Der resultierende Calcium-Calmodulin-Komplex aktiviert sogen. Calmodulin-
abhéangige Kinasen. DAG ist ein Aktivator der Proteinkinase C (PKC) [98]. DAG kann des Weiteren
durch die nacheinander geschalteten Aktionen der Phospholipase D (PLD) und Phosphatidylphospho-
hydrolase (PPH) synthetisiert werden. Hierbei wird jedoch kein Ca™ liberiert.

1.5.2 Phospholipasen

Phospholipasen sind Phosphoglycerid-spaltende Enzyme. Die Position der Spaltung am Glycerinkér-
per definiert die jeweilige Familie der Phospholipasen. Drei verschiedene Lipasen lassen sich klassifi-
zieren. Unterschieden werden in Abhangigkeit vom Ort des C-Atoms im Glycerinkérper die Phospholi-
pasen A PLA; und PLA,, deren Produkte dementsprechend ein verestertes 1- bzw. 2-Akyl-
Lysophospholipid (LPL) und eine freie Fettsdure sind. Die Phospholipase C (PLC) spaltet die Seiten-
kette proximal am Cs-Atom des Glyceringrundkérpers, so dass DAG und ein Phosphatester entstehen.
Die Phospholipase D (PLD) spaltet die Seitenkette distal des mit dem am C;- Atom des GlyceringerUs-
tes veresterten Phosphates ab. Dementsprechend werden Phosphatidsdure und eine alkoholische

Verbindung generiert.

1.5.2.1 Phospholipase A

Von den beiden Subtypen der PLA ist die PLA, wesentlich besser charakterisiert. Die PLA; stellt eine
Superfamilie dar, die anhand der Nukleotidsequenzen in mindestens zehn Typen untergliedert werden
kann [99]. Die sekretorische sPLA, (Typ I-1ll,V,IX,X) mit Molekulargewichten (MG) von 14-18 kDa wird
von der Zelle sezerniert, ihre Esteraseaktivitat erfordert Ca®* im milimolaren Bereich. Sie ist im Gegen-
satz zur zytosolischen cPLA, nicht selektiv fir Arachidonsdure. Isoformen der cPLA; (Typ 1Va.g) haben
ein MG von ca.85 kDa. Die Translokation zu den PL der Membran ist von Ca®* in mikromolaren Men-
gen abhingig. Die Ca**-unabhingige iPLA, (Typ V¢, VI, VI, VI sind im Zytosol und in der Membran-
fraktion ansassig und haben mit 29 bis 85 kDa ein breites MG-Spektrum [100, 101].
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Ein Metabolit der PLA-Spaltung ist Arachidonsaure, eine Cy-Karbonsaure mit vier Doppelbindungen.
Sie wird vor allem mit der Genese von Entziindungsmediatoren wie Prostaglandine und Leukotriene,
mit Membranfusionsprozessen und mit Enzymaktivierung in Zusammenhang gebracht [102]. Das an-
dere Produkt der PLA-Katalyse ist die Lysophosphatidsaure (lyso-PS). Lyso-PS ist ein bedeutender
Lipidmediator mit Wachstumsfaktor-ahnlichen Eigenschaften. Mindestens zwei G-Protein gekoppelte
Subtypen von lyso-PS-Rezeptoren vermitteln Anderungen der Zellmorphologie. Dabei konnte an Neu-
roblastzellen von Mausen gezeigt werden, dass sowohl Aktinpolymerisation als auch Aktindepolymeri-
sation Uber einen singuldren Rezeptor gesteuert werden kénnen. Die Polymerisation ist auf molekula-
rer Ebene durch Aktivierung der Rho-Kaskade, die Depolymerisation von einem intrazelluldren
Calcium-Shift und a-Actinin-Aktivitat, begleitet [103, 104].

In humanen immunkompetenten dendritischen Zellen wechselt die Zellantwort auf lyso-PS wéahrend
des Reifungsprozesses. Wahrend unreife Zellen mit einem intrazellularen Calciumanstieg, mit Aktinpo-
lymerisation und Chemotaxis auf die Aktivierung des lyso-PS-Rezeptors, einem G-Protein gekoppelten
EDG-Rezeptor, antworten, verlieren reife Zellen diese Fahigkeit. Hier modelliert lyso-PS stattdessen
die Immunreaktion. Ursé&chlich ist die Synthese verschiedener m-RNAs mit daraus folgendem Rezep-
torwandel [105].

Kou et al. wiesen die vom EDG-Rezeptor unabhangige Aktivierung der endothelialen Stickoxidsynthe-
tase eNOS durch Phosphorylierung durch die Serin-Threonin-Kinase Akt mittels lyso-PS in Endothel-
zellen nach. Die eNOS Aktivierung ist hierbei abhangig von Pertussistoxin sensitiver G-Proteine und
der PtdIns-(3)-Kinase-Akt- Kaskade [106].

Eine Involvierung der PLA, im Rahmen des Noxen-bedingten oder programmierten Zelltodes ist be-
schrieben. Die genauen Mechanismen sind allerdings nur unvollstandig untersucht [107]. Bekannt ist,
dass nach Erhdhung der zytosolischen Ca®*-Konzentration, beispielsweise durch externe Noxen Cal-
cium-abhangige PLA, aktiviert und zur Membran transloziert werden, wo sie PL spalten und dezimie-

ren, was schlieBlich zur Zerstérung der Membranintegritat beitragt [108].

Weiterhin bekannt ist, dass PLA,-Aktivitat in Mausemakrophagen durch Induktion von TNFa und Frei-
setzung von Cytochrom C aus Mitochondrien zur Aktivierung der Capasenkaskade fiihrt und in die
Spaltung von DNA Reparaturproteinen der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARB) Gruppe mindet
[109]. Caspasen sind Cystinproteasen, die Zielproteine am Aspartatrest spalten und wesentlich zum

programmiertem Zelltod beitragen.

Aber auch eine protektive Funktion der PLA, mittels Entfernung oxidierter Membranlipide wird erwéahnt
[110].
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1.5.2.2 Phospholipase C

Die PLC lasst sich grundsatzlich in eine Ptdins- und eine PtdCho-spezifische PLC untergliedern. Die
Syntheseprodukte DAG und Ptdins(1,4,5)P3 flhren einerseits zur Aktivierung der Proteinkinase C,

andererseits zur Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern.

Wesentlich besser charakterisiert ist die PtdIns-spez. Form. Bekannt sind bisher 13 Isoenzyme mit
sechs Unterformen. Zur Aktivierung der Ptdins-PLC ist Calcium erforderlich [111]. Alle PLC enthalten
eine katalytisch wirksame X- und Y-Region. Eine Phosphotyrosin bindende SH2-Doméne enthalten die
v-Isoformen der PLC. Eine Phosphoinositid-bindende PH-Region sind bei den B-,y- und §- Isoformen
bekannt. Die PLCB wird Uber ein G-Protein Rezeptor reguliert. Zur Aktivierung fiihren entweder die
Bindung der a-Untereinheit bei G,-G-Proteinen oder die Bindung des B-y-Dimeres bei Gi-G-Proteinen

in der PH-Region. Synergistisch wirkt sich PS auf die Aktivierung aus [112-114].

Die PLCy;.. werden durch Rezeptortyrosinkinasen phosphoryliert und damit aktiviert [115]. Ago-
nistisch an Rezeptortyrosinkinasen wirken die Wachstumsfaktoren PDGF, EGF, FGF und NGF. Non-
Rezeptor Tyrosinkinasen wie Src, Syc und Jak/ Tyc stellen Bindeglieder zwischen verschiedenen
PLC-unspezifischen Rezeptoren und der PLCy dar. Daneben kdénnen die vor allem in neuralem Ge-
webe ansassigen Mikrotubulus-assoziierten Tau-Proteine aktivierend sein. Der Effekt wird durch Ara-

chidonsaure verstarkt [116].

Falasca et al. demonstrierten, dass PtdIns(3,4,5)P; nach Stimulation durch Growth Hormon (GH) an
die Pleckstrin-Region (PH Region) der PLCy; gebunden wird und so zur Translokation zur Membran
und zur Aktivierung der PLCy, in COS-Zellen fiihrte. Gleiches wurde durch Aktivierung der PtdIns(3)-
Kinase hervorgerufen. Inhibition der Kinase hingegen unterband diesen Mechanismus. Insofern er-
scheint ihre Funktion essenziell [117]. Die PH-Region ist ein Proteinmodul von ca. 120 Aminosauren,
welches bei Uber 100 Proteinen nachgewiesen werden konnte. Da sie keine katalytische Fahigkeit
besitzt und ein vermehrtes Vorkommen in Proteinen mit Assoziation zur Membran besteht, ist eine
Adapterfunktion fir die Membrananbindung der entsprechenden EiweiBe anzunehmen. Im Gegensatz
zur y-Isoform bindet die PLCS PtdIns(4,5)P,. Die PLCRB ist nicht spezifisch fir ein bestimmtes Po-
lyphosphoinositid, wenngleich die PH-Region auch hier eine Membrananbindung vermitteln kann
[118].

Die Aktivierung der PLCS erfolgt Gber Transglutaminase Il, ein atypisches G-Protein mit GTPase- und
Transglutaminase-Aktivitat [119]. In der Folge kommt es zur Erhdéhung des intrazelluldaren Calciums,
das letzilich die Aktivierung der PLCS bedingt. Interessanterweise erfolgt die PLCd-Aktivierung nur
durch Agonisten des G-Protein gekoppelten Rezeptors. Freisetzung aus intrazytoplasmatischen Cal-
ciumspeichern fihren zur Deaktivierung [120]. Generell scheint die PLC3 in Gegenwart von Calcium
eine erhéhte Aktivitat zu entfalten. So zeigte sich in Abwesenheit aktivierender G-Proteine bzw. Prote-

inkinasen eine 50- bis 100-fache Aktivitat der PLCJ, verglichen mit den Isoformen  und y [121].

Ein funktionell dem Rho-GAP entsprechendes Protein p122 fihrt in Anwesenheit geringer Mengen

Calciums (ca. 0,1 pM) zur etwa 10-fachen PLCS Aktivitat [122]. Uber die Konsequenzen kann nur spe-
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kuliert werden. Der Umstand, dass sowohl PLCS, p122 und mit dem Aktinzytoskelett assoziierte Prote-
ine wie Gelsolin und Vinculin in Kolokalisation vorgefunden werden, lasst eine Involvierung in die Or-
ganisation des Aktinzytoskeletts vermuten [123]. Méglicherweise beruht diese auf der Fahigkeit der
PLCS9, proteingebundenes PtdIns(4,5)P, zu spalten. Fir die PLCy; konnte diese Eigenschaft nach
EGF-Aktivierung gezeigt werden [124]. Die PLCS kann in diesem Kontext als Antagonist des Aktinak-

kumulation vermittelnden RhoA verstanden werden.

Die PLCe besitzt eine Bindungsstelle fiir das GEF-Protein der Ras-GTPasen im N-Terminus des Mole-
kils. Zwei Bindungsstellen fir Ras-Proteine befinden sich im Bereich des C-Teminus. Stope et al.
beschrieben anhand von HEK293-Zellen einen Aktivierungsmechanismus, der nach Stimulation mit
EGF sowohl zur Aktivierung der PLCy, als auch der PLCe fiihrte. Die agonistische Stimulation am
EGF-Rezeptor fuhrte zum einen zur Phosphorylierung und Aktivierung der PLCy,, zum anderen wurde
die Tyrosinkinase c-SRC nach Phosphorylierung aktiviert. Der PLCy;-induzierte Calcium-Anstieg intra-
zellular und die Phosphorylierung durch die Kinase c-SRC aktivieren das GEF-Protein Ras-GRP3,
das die GTPase Rap2B durch Nukleotidaustausch aktiviert. Aktiviertes Rap2B fuhrt letztlich zur Akti-

vierung und Translokation der PLCe zur Zellmembran [125].

Zusammenfassend ist die PLC aufgrund vieler Vernetzungen mit verschiedenen Transduktionskaska-
den ein wichtiges Schlisselenzym, das sowohl der upstream-Regulation unterliegt als auch

downstream mittels der Syntheseprodukte DAG und PtdIns(1,4,5)P3 in zelluldre Prozesse eingereift.

1.5.2.3 Phospholipase D
Die humanen Isoformen der Phospholipase D (hPLD,, hPLD,) kommen ubiquitar bei Mammaliern vor.

Die hPLD, wird aufgrund einer anderen Aminosauresequenz am C-Terminus in die zwei Subtypen
hPLD+, und hPLDy, untergliedert. Die dabei fehlende Sequenz von 38 AS bei der hPLD+, ist Folge des

posttranslationalen SpleiBings [126].

Eine hPLD,-Aktivitat findet sich zum GroBteil in der Plasmamembran, wogegen die hPLD; hauptsach-
lich in der perinukledren Region innerhalb des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-

Apparates lokalisiert ist [127].

Die hPLD+,, werden aktiviert durch die kleinen GTPasen RhoA, Rac, Cdc42 und Arf sowie die Prote-
inkinase C (PKC). Arf, Rho und die PKC zeigen Synergieeffekte. Des weiteren sind PtdIns(4,5)P, und
PtdIns(1,4,5)P; aktivierend [126]. Magnesium ist flr die Aktivierung zwingend erforderlich. Calcium ist

hingegen nicht notwendig [126].

Von der hPLD, sind zwei SpleiBing-Varianten beschrieben, die sich aber funktionell nicht unterschei-
den [128].

Die beiden hPLD-Varianten zeigen eine basale Aktivitat in Gegenwart von PtdIns(4,5)P,. Die Stimula-
tion der hPLD, durch Arf ist allerdings nur zweifach, verglichen mit einer etwa 20-fachen Stimulation
der hPLD, [129]. Die im Vergleich héhere basale Aktivitat der hPLD, erklart sich zum Teil aus dem
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Fehlen der fir die hPLD; typischen sogen. Loop-Sequenz. Diese ist den beiden katalytischen Zentren
des Enzyms, die notwendigerweise zur vollen Aktivitdtsentfaltung angendhert werden muissen, zwi-
schengelagert und wirkt so autoinhibitorisch. Wird der hPLD, die Loop-Sequenz entfernt, entfaltet sie
eine hohe basale Aktivitdt. Umgekehrt kommt es durch Einflgen dieser Sequenz in hPLD, zum Verlust
der héheren Basalaktivitat [130, 131].

Ahnlich der PLC findet sich auch bei der hPLD eine PH-Region. Diese bindet spezifisch Ptdins(4,5)P
und PtdIns(1,4,5)P;. Es zeigte sich jedoch, dass diese Region flir die Esterhydrolyse nicht notwendig
ist. Auch scheint ihr Vorkommen nicht die Erklarung fir die Ptdins(4,5)P,-Abhangigkeit der hPLD4,, zu
sein [130, 131]. Sciorra et al. konnten eine zweite PtdIns(4,5)P.-bindende Region mit einem hohen
Anteil basischer Aminosauren innerhalb des Proteins zwischen den beiden katalytischen Zentren iden-
tifizieren. Diese scheint verantwortlich fir die PtdInsP,-Abhangigkeit der hPLD-Aktivitdt zu sein [132,
133].

Vor allem die hPLD; ist durch die PKC aktivierbar [134]. Dabei zeigt sich eine Assoziation beider Pro-
teine am N-Terminus der hPLD, [135]. Die Aktivierung des Enzyms ist jedoch auch ohne ATP mdglich,
so dass sie unabhangig von der Kinasefunktion der PKC zu sein scheint [136]. Andere Untersuch-
ungen konnten allerdings zeigen, dass PKC hPLD; in vivo phosphoryliert. Inhibition dieser Interaktion
durch Veranderung der phosphatbindenden Region, flihrten zur Abnahme der durch PKC-aktivierende
Phorbolester bedingten hPLD-Aktivitat [137].

Auch fir die als PKC-insensitiv geltende hPLD, konnten Siddiqui et al. bei Koexpression beider Prote-

ine eine Phorbolester-induzierte Aktivitatssteigerung der PKC in Sf9-Zellen demonstrieren [138].

Schmidt et al. konnten an HEK293-Zellen zeigen, dass die Rho-Kinase, ein RhoA-phosphorylierendes
Enzym in die M3-Acetylcholin-Rezeptor vermittelte PLD-Stimulation eingebunden ist. Einsatz eines
Inhibitors bzw. Expression einer katalytisch inaktiven Rho-Kinase blockierte die Agonist-induzierte
PLD-Aktivierung. Unabhangig von der Rho-Kinase ist die PLD-Aktivierung Uber die PKC-Kaskade
[139]. In diesem Zusammenhang zu bemerken ist die Involvierung durch Ral-GTPasen in die
PKC/PLD-Kaskade. Die Acetylcholin abh&ngige PLD-Aktivierung wird dagegen durch Rho-GTPasen
vermittelt [140].

Die hPLD, scheint dagegen weniger durch GTPasen als durch die Interaktion mit der PtdIns(4,5)P-

generierenden Kinase reguliert [141].

PLD-Aktivitat 1asst sich fur viele zelluldre Prozesse demonstrieren. Unter anderem wird eine maBgeb-
liche Beteiligung der PLD durch Generierung des 2nd messenger PS bei Sekretionsprozessen, bei
der Mitogenese, bei der Generierung freier Radikale und bei Transportprozessen innerhalb des Golgi-
Apparates angenommen. Weiterhin aktiviert PS in vitro unter anderem die PLCy, die PtdIns(3)-Kinase
und die PLA; [142].

Bezlglich der Radikalbildung ist eine durch PS-aktivierte Kinase beschrieben, die p47phox, eine Un-

tereinheit der NADPH-Oxidase, mittels Phosphorylierung aktiviert [143].
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Eine Beteiligung vor allem Arf-induzierter PLD-Aktivitdt am Vesikeltransfer im Golgi-Apparat und wah-

rend der Exozytose konnte gezeigt werden [144, 145].

An der MAPK-Kaskade (Mitogen Aktivierte Protein Kinase) ist PLD durch Produktion von PS beteiligt.
Am Ende dieser Transduktionskaskade steht die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren, die
regulierend auf zellproliferative Prozesse wirken. PS kann in diesem Zusammenhang durch Assoziati-
on mit der Serin/ Threoninkinase Raf-1 deren Rekrutierung zur Membran bewirken. PS bindet dabei
nahe dem C-Terminus innerhalb der sogen. CR3-Domaéne, den fiir die endogene Kinasetatigkeit ver-
antwortlichen Proteinanteil. Die Blockade dieser Bindung flihrte zu einer Stérung der Translokation
von Raf-1 und somit zur gestdrten Aktivierung der MAPK-Kaskade in HIRcB-Zellen. Die alleinige
Membranassoziation scheint zur Aktivierung von Raf-1 aber nicht ausreichend, sondern wiederum
Funktion der GTPase Ras zu sein [146].

Zahlreiche Hinweise auf eine Assoziation der PLD bzw. ihrer Hydrolyseprodukte mit der Organisation
des Aktinzytoskeletts sind in der Literatur erwahnt. So wird eine relevante PLD-Aktivitat zusammen mit
Proteinen des Zytoskeletts in der gleichen Zellfraktion gefunden. Die Proteine a-Actinin und Gelsolin
konnten im Zusammenhang erhdhter PLD-Aktivitat identifiziert werden. Fodrin gilt hingegen als Inhibi-
tor der PLD [147-149].

Neben der oben schon geschilderten Hydrolyseaktivitét katalysiert PLD die Transphosphatidylierung
von Phosphatidsdure, eine Reaktion, die sich auch zur Bestimmung der PLD-Aktivitat nutzen lasst. Im

Beisein eines primare Alkohols entsteht so eine Phosphatidylalkohol und DAG [150].

1.5.3 Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat beeinflusst das Aktinzytoskelett-Remodelling

Mehrfach finden sich in der Literatur Hinweise auf eine Verbindung zwischen dem Phosphoinositid
PtdIins(4,5)P, und dem Zytoskelett. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass vom
PtdIns(4,5)P, ein positiver Effekt auf die Aktinpolymerisation ausgeht. Bekannte Mechanismen sind die
Dissoziation vom G-Aktin-bindenden Profilin, die Inhibition der depolymerisierend wirkenden Proteine
Cofilin, Villin, Severin und Gelsolin und die Trennung der molekularen Schutzkappen (Cap Proteine)
vom (+)-Ende des Aktinmolekils, wodurch eine erneute Anlagerung von G-Aktin und Molekdilverlange-
rung erreicht wird [151]. Des weiteren férdert Ptdins(4,5)P, die Quervernetzung von Aktinmolekulen
untereinander durch Aktivitatssteigerung von a-Actinin, Talin und Vinculin [151]. Auf die Adapterprote-
ingruppe ERM, die Bindungsstellen einerseits fiir die Membranmolekiile CD43, CD44 und ICAM-2 und
andererseits fir F-Aktin besitzen, scheint Pidins(4,5)P, einen aktivierenden Einfluss auszuiiben [152-
154].

Zusétzlich ist auch ein aktivierender Einfluss auf das N-WASP bekannt. Uber eine Aktivierung des
Arp2/3-Komplexes kommt es schlieBlich zur Aktinnukleation. Sowohl Cdc42 als auch PtdIns(4,5)P,
werden im Protein gebunden. Damit einhergehend ist eine Konformationswandel des N-WASP, der
zur Aktivierung von N-WASP fiihrt. Ptdins(4,5)P, kann direkt aktivierend wirken. Es wird aber auch ein
indirekter Effekt Uber eine Aktivierung von Cdc42 vermutet [155].
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1.5.4  Schnittstellen zwischen der bakteriellen Invasion und dem Phospholipidstoffwechsel

Uber die Stoffwechselwege der Phospholipide im Zusammenhang mit der Infektion eukaryoter Zellen
durch Shigellen ist wenig bekannt. Unter anderem bekannt ist die Rolle der Ptdins(4)-Phosphatase
IpgD, die zusammen mit anderen Effektorproteinen Gber den bereits oben beschriebenen Typ llI-
Sekretionsapparat sezerniert wird [64]. Das durch die Phosphatase IpgD generierte Ptdins(5)P wird
in der unmittelbaren Umgebung des Eintrittsfokus von Shigella und interessanterweise zusammen mit
der aktivierten Serin-Threonin-Kinase Akt, die der Proteinkinase B entspricht, akkumuliert [156].
PtdIins(5)P aktiviert die PtdIns(3)-Kinase, deren Produkt PtdIns(3)P zur Aktivierung von Akt flhrt [156,
157]. Akt ist ein Phosphoprotein, das zundchst nach Bindung entsprechender 3-Phosphoinositid-
Derivate aus dem zytosolischen Kompartiment zur Plasmamembran transloziert wird. Als Folge der
Phosphoinositidbindung innerhalb der PH-Region des Proteins kommt es zum Konformationswandel,
wodurch zwei Phosphatbindungsplédtze an die freie Oberflache des Moleklls gelangen. Erst nach
Phosphorylierung dieser Threonin 308- und Serin 473-Reste durch entsprechende Kinasen erreicht
Akt seine Kinaseaktivitéat [157]. Wichtige Regulatorfunktionen Gbernimmt Akt im Zusammenhang mit
dem zellularen Uberleben bzw. der Apoptose, wobei eine Aktivierung von Akt downstream-
Phosphorylierungen entsprechender Effektorproteine zur Folge hat, wodurch in der Konsequenz ein
Uberleben der Zelle respektive eine Vermeidung von Apoptose gesichert wird. Zum einen ist das
durch Phosphorylierung und somit Inaktivierung der Caspase 9 mdglich. Zum anderen wird die Ex-
pression von in die Apoptose involvierten Genen mittels Akt-Aktivitat reguliert. Durch Phosphorylierung
der zur Forkhead-Familie gehérigen Transkriptionsfaktoren werden diese inaktiviert und nicht in den
Nukleus transportiert, was eine Apoptose verhindert. Durch Phosphorylierung von upstream-Kinasen
via Akt wird der Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert und dadurch Gene, die das zellulare Uberleben

sichern, im Nukleus angeschaltet [157].

Zusammenfassend kann hieraus geschlussfolgert werden, dass IpgD ein wichtiger Garant der intra-

zellularen bakteriellen Replikation durch Induktion der PtdIns(3)- Kinase/ Akt-Kaskade ist.

Eine Involvierung der Phospholipasen C und D wahrend der bakteriellen Infektion ist unter anderem
fur Listeria monocytogenes beschrieben [158]. Goldfine et al. infizierten Mausemakrophagen mit
Listeria und beobachteten eine Aktivierung der wirtszelleigenen PtdIns-spezifischen PLC und der PLD.
Die PLC-Aktivierung der Wirtszelle war abhangig vom Antigen Listeriolysin O (LLO) und der bakteriel-
len PLC. Die PLD-Aktivierung erforderte LLO und eine Aktivierung der PKC3. Die PLD-Aktivierung war
hierbei durch den PKCd-Inhibitor Rottlerin hemmbar, so dass die PLD als downstream-Effektor der

PKC im Rahmen der Infektion durch Listeria anzunehmen ist [158].

Mumy et al. konnten zeigen, dass nach Infektion von Darmepithel durch E. coli Flexneri vermehrt He-
poxilin A durch die Wirtszellen sezerniert wird. Hepoxilin A entsteht in einer Mehrschrittsynthese aus
Arachidonsaure und ist ein Chemokin, das eine vermehrte Leukozytenmigration zur Folge hat. Ein
SchlUsselenzym hierbei ist die 12/ 15-Lipoxygenase. Zuséatzlich konnte eine Induktion der PLA, ge-
zeigt werden [159]. Hieraus ist zu schlieBen, dass die Infektion mit Shigella zunachst eine Induktion

der PLA, mit konsekutiver Freisetzung von Arachidonséure bedingt und im Verlauf durch Aktivierung
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der 12/ 15-Lipoxygenase Hepoxilin A entsteht. Hepoxilin A kénnte daher eine Triggerfunktion wahrend

der transepithelialen Migration der Leukozyten bei der priméren Invasion von Shigella besitzen.

Im Zusammenhang mit der zellularen Abwehr konnten He et al. eine verstarkte Aktivitdt der Ptdins-
spez. wirtszelleigenen PLC nach Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulus von Salmonella in aviaren
Makrophagen mit konsekutiv verstarkter NO-Synthese beobachten [160]. Eine Involvierung der
PtdCho-spez. PLC und der PLD konnte mittels selektiver Inhibitoren ausgeschlossen werden [160].
Zhang et al. konnten mit Inhibitorexperimenten wiederum zeigen, dass die Immunantwort in LPS-
stimulierten M&usemakrophagen durch PtdCho-spez. PLC und PtdCho-spez. PLD vermittelt wird
[161]. Die Phagozytose von Mycobacterium tuberculosis in humane Monocyten scheint direkt abhan-
gig von der PLD-Aktivitdt und ist signifikant reduziert unter Einsatz von 2,3-Diphosphoglycerinsaure,

einem kompetitiven PLD-Hemmer [162].

Die im Labor T. Adam gewonnenen Erkenntnisse mit dem PLC-Inhibitor D609 und dem PPH-Inhibitor
Propranolol weisen auf eine Involvierung der PLD und der PPH in den Invasionsprozess von Shigella
hin. Wurden HelLa-Zellen vor einer geplanten Infektion mit Shigella mit D609 inkubiert, zeigte sich die
Invasionseffizienz erhdht. Prainkubation mit Propranolol dagegen bewirkte eine verminderte Invasi-
onsrate bzw. geringere zytoskelettale Rearrangements (T. Adam, E. Far, unveréffentlichte Daten).
Insofern scheint DAG, das gemeinsame Produkt der PLC- und der kombinierten PLD/PPH-Reaktion
einen invasionssteigernden Effekt von Shigella zu haben. Die DAG-Synthese Uber die PLC-Katalyse
scheint jedoch ohne Bedeutung fir die Quantitat einer Invasion zu sein. Die Funktion des DAG wah-
rend der Infektion durch Shigella ist bisher allerdings unklar. Bekannt hingegen ist, dass Chlamydia
trachomatis DAG in der als Uberlebensraum dienenden Vakuole akkumuliert [163]. Hierdurch kommt
es zur Rekrutierung der proapoptotisch wirkenden PKC3. Insofern fehlt die durch die PKC vermittelte
Cytochrom C freisetzende Wirkung an den Mitochondrien und auch die hemmende Wirkung auf DNA
Reparaturenzyme. Letztlich wird hierdurch das Uberleben der Wirtszelle damit die Vermehrung von
Chlamydia gesichert [163]. Ob sich hieraus auch eine Uberlebensstrategie fiir Shigella ergeben kénn-

te, ist noch unklar.

1.6 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Versuchsaufbau zu etablieren, der es ermdglicht, eine
invasionsabhangige Konzentrationsverédnderung von Diacylglycerol in Hela-Zellen nach Infektion mit
E. coli Flexneri, nachzuweisen. Dabei war insbesondere von Interesse, ob es mit dem zeitlichen Fort-

schreiten einer Infektion durch E. coli Flexneri zu einer vermehrten DAG-Produktion kommt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Biologisches Material

2.1.1.1 Zellulare Komponenten

Als zellulare Grundlage werden fir alle Versuche, die auf Grund der Fragestellung eine Zellkultur ver-
langten, HelLa-Zellen verwendet. Diese nach ihrer Spenderin Henrietta Lack benannten Tumorzellen
wurden 1951 aus einer Gebarmuttergeschwulst isoliert und geziichtet [164]. Das Patent obliegt der

American-Type-Culture-Collection in Rockville.

2.1.1.2 Bakterielle Komponenten

Untersucht werden prokaryotische Mikroorganismen aus der Familie Enterobacteriaceae der Gattung
Shigella. Dabei interessiert insbesondere E. coli Flexneri Serotyp 5. Verwendet werden folgende

Stamme:
e SC301 mit dem 140 MDa Plasmid pWR 100 und dem Plasmid pIL 22
e SC300 mit dem Plasmid piL 22

Das 140 MDa Plasmid pWR 100 ist verantwortlich fir die invasiven Eigenschaften von SC301 und
kodiert zusatzlich durch Einfligung des Transposons Tn5 firr die Kanamycinresistenz dieses Stammes
[58]. Das beiden Stammen gemeinsame Plasmid plL 22 kodiert neben der Ampicillinresistenz flr das
afimbrische Adhédsin AFA 1 von E. coli. Mit Hilfe von AFA 1 kénnen SC300 und SC301 an epithelialen

Zelloberflachen adhérieren [165].

2.1.2 Geréte

Die folgenden Gerate wurden fir die Erflllung der Aufgabenstellung verwendet.

e Abzug bei Umgang mit gefahrlichen Substanzen

Typ 2-418 Koéttermann
e Autoklav Heraeus
e Bakterieninkubator Inkubator 1000 Heidolph

e Bakterienschittler Unimax-Schdittler 1010 Heidolph



Material und Methoden

23

e Begasungsbrutschrank Typ BB 16

e Bunsenbrenner Fireboy plus

e DC—-Kammer (geeignet fir 20x20 DC Platten)

e Eindampfungsanlage (bestehend aus N»-Hochdruckflasche,

Schlduchen, Ventilen, Pasteur Glaspipetten)

e Fotoentwicklungsmaschine fir Rdntgenfilme

Hyperprocessor

e Kihlschranke:

+4°C
-20 °C
-80 °C

e Magnetrihrer mit beheizbarer Platte MR 3001

e Mikroskope:

e pH-Meter

e Photometer:

e Sterilbank
e Vortexgerat

e Waagen:

e Warmeblock

e Wasserbader:

e Zentrifugen :

Telaval 131
Axiovert 135

pHI ™

Spectronic 20 D*
Ultrospec 111

Antair BSK 4 MP
Reax 2000

A120 S
LC 6210

DB 2A

10L-M-BB
ET 232320

Labofuge 400 R
eppendorf centrifuge 5402
Hettich Zentrifuge

Heraeus

Integra

Bioscience AG

Desaga

Eigenbau

Amersham

Liebherr
Liebherr

Heraeus
Heidolph

Zeiss

Zeiss
Beckmann

Spectronic

Pharmacia
Heraeus
Heidolph

Sartorius

Sartorius
Techne

Bioblock Scientific
Dinkelberg Labor-

technik

Heraeus
Eppendorf
Hettich
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2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind nachfolgend in alphabetischer Reihenfolge genannt.

Aceton pro analysi

Ampicillin

Adenosintriphosphat (ATP); 250,0 mM
Bodipy—phallacidine Molecular probes
Cardiolipin from bovine heart (Kat.Nr. C5646)
Chloroform pro analysi

Diethylentriaminpentaessigsaure
DETAPAC (Kat.Nr.D6518)

1,2-Dioleyl-sn-Glycerol (Kat.Nr. B21876)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylen-Glycol-Tetraacetat (EGTA)
Essigsaure pro analysi

Glycin pro analysi

Glycerin; wasserfrei

Imidazol

Kanamycin

Magnesiumdichlorid (MgCly)

Methanol pro analysi

Mopso (Morpholino-2-hydroxy-propansulfonséure)
Mowiol 4-88

Natriumchlorid pro analysi

n—Octyl-B-D-Glucopyranosid
ULTROL® Grade (Kat.Nr. B20129)

— syn. n-Octylglucosid
Natriumhydroxid (NaOH)

%p. y- Adenosintriphosphat
(spez. Aktivitat= 6.000 Ci/ mmol; 270 uCi; 25,0 pl)

Paraformaldehyd (PFA)
Réntgenfilmentwickler

Roéntgenfilmfixierer

Merck (Darmstadt)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)
Merck (Darmstadt)
J.T. Baker (Holland)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Calbiochem ®
Merck (Darmstadt)

Hartmann Analytic

(Braunschweig)

Fluka (Neu-Ulm)
Fuji (Dusseldorf)
Fuji (Disseldorf)
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e Salzsaure 25 % (HCI) Merck (Darmstadt)

e Serva Blue R 100 mg Coomassie®

e Sodiumdodeylsulfat (SDS) Bio-Rad (Miinchen)

e Triton-X-100 Sigma (Deisenhofen)
2.1.4 Enzyme

e Trypsin 2,5 % Gibco BRL (Eggenstein)

e sn-1,2-Diacylglycerol-Kinase,

E. coli recombinant Calbiochem®

2.1.5 Nahrmedien

e Minimal Essential Medium (MEM)

with EARLES Salts, with L-Glutamine Gibco BRL (Eggenstein)
e Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom KG (Berlin)
e Tryptic Soy Broth (TSB) Fluka (Neu-Ulm)
e Luria-Bertani-Medium (LB) Fluka (Neu-Ulm)

2.1.6 Bestandteile verwendeter Reagenzien

Nachfolgend sind die Zusammensetzung und die Herstellung der erforderlichen Versuchsreagenzien
beschrieben.

2.1.6.1 Antibiotika

Die in fester Form vorliegenden Antibiotika Ampicillin und Kanamycin werden zu Vorratsldsungen ver-
arbeitet. Dazu werden 1000 mg Ampicillin bzw. 100 mg Kanamycin in 5,0 ml A. bidest aufgenommen
und anschlieBend ad 10,0 ml antibiotische Lésung mit A. bidest verdinnt. AbschlieBend wird steril
filtriert. Die entstandenen Lésungen enthalten dadurch 100,0 pg Ampicillin bzw. 10,0 pg Kanamycin

pro pl Vorratslésung. Die Lagerung der Vorratslésungen erfolgt bei +4° C.
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2.1.6.2 Medien

2.1.6.2.1 Flissigmedien
e Nahrmedium fiir HeLa-Zellen:

Zur Kultivierung der HelLa-Zellen wird flr diese Versuchsreihe ein Ndhrmedium bestehend aus MEM
und FCS gewéhlt. Der FCS-Anteil liegt im Regelfall bei 10 % bzw. 0,5 % unter “serum-starved” Bedin-

gungen.
e Nahrmedium fir SC300:

30 g Tryptic Soy Broth (TSB) Trockenpulver werden in 1,0 | A. bidest geldst und bei 121° C fiir 15 min
autoklaviert. Die Lagerung erfolgt bei Rt. Vor jeder Inokulation mit SC300 wird dem TSB-Medium Am-
picillinlésung hinzugegeben, so dass Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ ml TSB-Medium

vorliegt.
e Nahrmedium fir SC301:

Die Herstellung erfolgt analog dem SC300 Medium. Zusétzlich wird Kanamycinvorratslésung beige-

mengt. Pro ml Nahrmedium liegen 50 pg Kanamycin vor.

2.1.6.2.2 Feste Medien
e |B-Agarplatten fur SC300:

30 g Luria-Bertani-Trockenmedium (LB), bestehend aus Trypton, Hefeextrakt und NaCl, sowie 15 g
Agarose, ein aus D-Galactose und 3,6- Anhydro-L-Galactose Disaccharideinheiten linear aufgebautes
Polysaccharid verschiedener Rotalgenarten werden in einem Liter A. bidest geldst und im Anschluss
fir 15 min bei 121° C autoklaviert. Nach Abklhlung des Nahrmediums wird Ampicillin (c=100 pg/ ml)
hinzugeflugt. Das resultierende Gemisch wird unter sterilen Bedingungen auf Agarplatten ausgegos-
sen, bis zur Verfestigung bei Rt abgekiihlt und anschlieBend bei 4° C gelagert.

e | B-Agarplatten fiir SC301

Zubereitung ist gleich der von SC300 mit Ausnahme einer weiteren Beimengung von Kanamycin (c=
50 pg/ ml) vor dem AusgieBen.



Material und Methoden

27

2.1.6.3 Puffer und Lésungen

ATP-Vorratslésung

DAG-Kinase-Lésung

DETAPAC-L8sung (100 mM)

DAG-Lésung (10 pg/ pl)

DTT-Ldésung

10X EDTA (Salzlésung) fir die

Trypsinierung der HeLa-Zellen

7,5 % n-Octyl-B-Glucopyranosid

Imidazol (1,0 M)

Mowiol

Mopso (Morpholino-2-hydroxy-

propansulfonsaure)

0,2 M Natriumchloridlésung

20,0 mM ATP; 100,0 mM Imidazol; 1,0 mM DETAPAC;
Solvens: A. bidest; pH 6,6 einstellen und Molaritat des
ATP durch Messung der Absorption bei 259 nm verifizier-
en (mol. Extinktionskoeffizient=15,4);

Lagerung bei -80°C

10,0 pl 1,0 M Imidazol; 10,0 pl 100,0 mM DETAPAC;
0,5 mg sn-1,2-DAG-Kinase von Calbiochem

ad 1,0 ml A. bidest; Herstellung von 100,0 pl Aliquoten;
Lagerung bei -80°C

393,3 mg Diethylentriaminpentaessigsaure (DETAPAC)
ad 10,0 ml A. bidest; pH 7,0 einstellen; Lagerung bei
-80°C

2,0 mg 1,2-Dioleyl-sn-Glycerol (C 18:1, (Cis)-9) von
Sigma ad 200,0 pl 1:1 Chloroform-Methanol-Gemisch,
Aliquotierung zu je 50,0 pl; Lagerung bei -80° C

20,0 mM DTT; 1,0 mM DETAPAC; Lésungsmedium:

A. bidest; (vor jedem Experiment neu herstellen)

2,0 mg/ ml EDTA; 80 mg/ ml NaCl; 2,0 mg/ ml KCl;
11,5 mg/ ml Na,PO,; 2,0 mg/ ml KH,PO,4 ad 100 ml

A. bidest; pH 7,5; steril filtrieren bzw. autoklavieren

250 mg n-Octyl-B-D-Glucopyranosid von Calbiochem zu
3,37 ml 1,0 mM DETAPAC-L&sung geben; starkes Vor-
texen bis zur Schaumbildung (Indikator fiir L6sung);
Aliquotierung zu je 100 pl; Lagerung bei —80° C

680,0 mg Imidazol ad 10,0 ml A. bidest; pH 6,6 einstel-
len; Lagerung bei -80°C

6,0 g Glycerol; 2,4 g Mowiol 4-88 von Sigma ad 6,0 ml
A. bidest I6sen und 2 h bei Rt inkubieren; 10 ml 0,2 M
Tris-HCI (pH= 8,5) zugeben; Inkubation: 10 min, 50° C;
Zentrifugation: 15 min, 7500 rpm (2830 g), Eppendorf Zentrifu-
gen; Lagerung bei -20°C

0,5 M Ldsung; Solvens A. bidest

1,16 g NaCl ad 100,0 ml A. bidest
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e 7,5% Octyl-B-Glucosid/
5,0 mM Cardiolipin-Lésung

o  ¥p.y-ATP-Lésung

e Paraformaldehyd 3,7 %
(PFA-L6sung)

e 10X PBS

e 2X Reaktionspuffer

e 0,2% SDS-Lésung

e stock solution nach Bradford

e 11X Trypsin-Lésung

e working buffer nach Bradford

5,0 mg N,-getrocknetes Cardiolipin von Sigma;

250 mg n-Octyl-B-Glucosid von Calbiochem; 3,37
ml 1,0 mM DETAPAC-L&sung zugeben; starkes Vor-
exen bis zur Schaumbildung (Indikator fiir Lésung
der Reagenzien); Aliquotierung zu je 100,0 pl,
Lagerung bei -80°C

2,0 pl (ca. 20,0 pCi) in 48,0 ul A. bidest I6sen

3,7 g PFAin 20 ml A. bidest l16sen; Erwarmung auf
ca. 60 °C; Zugabe von 10 M NaOH bis zur
vollstandigen Lésung des PFA; Abkiihlung auf Rt;
10,0 ml 10X PBS hinzupipettieren und pH 7,6
einstellen; ad 100,0 ml A. bidest verdiinnen;
Lagerung bei —20°C

80,0 g/ 1 (1,36 M) NaCl; 2,0 g/ | (27 mM) KClI; 14,4 g/ |
(101 mM) Nay,HPOy; 2,4 g/ | (18 mM) KH,PO,4;ad 1,0 |
A. bidest; pH 7,4 einstellen; autoklavieren

100 mM Imidazol; 25,0mM MgCl,; 100 mM NaCl; 2,0 mM
EGTA; Losungsmedium: A. bidest; pH 6,6 einstellen;
Lagerung bei -80°C

Herstellung einer 10 %igen Vorratslésung

(100 mg SDS/ ml A. bidest) und anschlieBend 50-fach

verdiinnen; Lagerung bei Rt

100 ml Ethanol p. A.; 200 ml 85 % H3PQOy4; 350 mg
Serva Blue R von Coomassie (Kat.Nr.35051);
Lagerung bei 4°C

Herstellung von 1X EDTA (1 Vol. 10X EDTA

+ 9 Vol. A. bidest);

Herstellung von 1X Trypsin (1 Vol. 2,5 % 10X Trypsin
+ 9 Vol. 1X EDTA)

15,0 ml Ethanol p. A.; 30,0 ml 85 % HsPQy,; 30,0 ml stock
solution nach Bradford; 425 ml A. bidest; Filtrieren;
Lagerung bei Rt
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2.1.7 Sonstige Materialien
e Parafilm “M* American National Com TM

e Scientific Imaging Film
(20,3x25,4 cm) Kodak

e DC-Platten (20x20 cm) Sigma Aldrich (Kat. Nr. Z 292893)

e BioMax Tran Screen-HE

Intensifying Screen Kodak

e Whatman-Papier

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Im Folgenden sind die Arbeitsmethoden aufgefihrt, die auf zellularer Grundlage basieren.

2.2.1.1 Anlegen einer HelLa-Zellkultur mit definierter Zellzahl

Vor Anlegen einer Zellkultur muss geprift werden, ob ausreichend Zellmaterial fir die Versuche zur
Verflgung steht. Dies kann durch den lichtmikroskopischen Nachweis eines konfluenten Zellrasens
auf dem Boden der Zellkulturflaschen festgestellt werden. Zum Zweck der Ablésung adhérenter HelLa-
Zellen vom Boden einer 500 ml Zellkulturflasche erfolgt die Trypsinierung mit 1X Trypsin (s. 2.1.6.3).
Dazu wird zunachst das die HelLa-Zellen bedeckende MEM aspiriert und verworfen. Im Anschluss
daran werden die HelLa-Zellen kurz mit 3,0 ml 1X Trypsin gewaschen, um restliches MEM und abge-
storbene Zellen zu entfernen. Zur vollstdndigen Lésung des Zellrasens werden erneut 4,0 ml 1X
Trypsin in die Zellflasche pipettiert und einige Minuten bei 37° C inkubiert. Danach muissen 9,0 ml
MEM in die Zellflasche gegeben werden. Diese 13,0 ml Zellsuspension werden dann in ein 15,0 ml
Zentrifugationsréhrchen Uberflhrt und flr 4 min bei 2675 rpm (800 g) und Rt zentrifugiert (Labofuge
400 R). Nach abgeschlossener Zentrifugation wird das Medium oberhalb des Zellpellets aspiriert und
verworfen. Das Pellet wird dann in 3,0 ml MEM resuspendiert, wobei auf eine vollstandige Resuspen-
sion der Zellen zu achten ist. AnschlieBend wird die Zellkonzentration mit Hilfe der Neubauer Zahl-

kammer bestimmt.
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Quantifizierungsbeispiel :

Neubauer Zihlkammer: Die Oberflache ist aus diversen Quadraten von 0,0025 mm? zusammenge-
setzt. Bei einer Kammertiefe von 0,1 mm entspricht jedem Oberflachenquadrat ein Volumen von

0,00025 pl. 16 Quadrate sind in einem durch Tripellinien abgegrenzten 16-er Feld zusammengefasst.
Ermittlung der in der Zellsuspension vorhandenen Zellen:

Lichtmikroskopische Auszé&hlung der Zellen in vier 16-er Feldern mit anschlieBender Bildung des
arithmetischen Mittels.

n Zellen/ 4= Mittelwert eines 16-er Feldes (MW)
c= MW/ 16/ 0,00025 pix1000 [n Zellen/ ml]
Ermittlung des bendtigten Zellsuspensionsvolumen:
Z:\Vy=2,:V,

Z= Zellzahl in der Suspension [n Zellen]

V,= gesuchtes Volumen [ml Suspension]

Z,= gewlnschte Zellzahl [n Zellen]

Vo= gewiinschtes Volumen je Zellkultur [ml]

Die Konzentration der Zellkulturen soll 3x10° HelLa-Zellen pro ml Medium betragen, das entspricht
einer Zellmenge von 4,5x10° bei einem Volumen von 15,0 ml pro Kultur. Zur Vereinfachung und Ge-
wahrleistung einer konstanten Anzahl von Zellen in den einzelnen Kulturen wird eine Suspensionslé-

sung folgender Zusammensetzung benutzt:

n sei die Anzahl benétigter Zellkulturen, dann enthalt die Suspension nx15 x3 x10° Zellen und nx15,0

ml Volumen.

Die Zellsuspension wird dann gemaB der Anzahl benétigter Kulturen auf entsprechende 100 mm Kul-
turschalen aufgeteilt, die dann wiederum 20 bis 24 h bei 37° C in einem mit 10% CO, angereicherten
Umgebungsmilieu inkubiert werden. Ist eine Infektion mit Shigella vorgesehen, wird am Vorabend das
10%ige FCS/ MEM durch 0,5%iges FCS/ MEM Nahrmedium ersetzt. Durch diese “serum-starved”
Bedingungen soll eine Sensibilisierung der HeLa-Zellen erreicht werden. Letztlich ist durch diese Ma-
nipulation, eine Beeinflussung des Signaltransduktionsprozesses im Sinne einer verstérkten Reaktion

auf den Stimulus der Shigelleninvasion zu erhoffen.
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2.2.1.2 Anfarbung des zytoskelettalen F-Aktins durch Bodipy markiertes Phallacidin

Diese Methode dient in dieser Versuchsreihe zur Kontrolle der Infektion von Hela-Zellen durch
SC301. Fir den nicht-invasiven Stamm SC300 ist dies nicht sinnvoll. Erfolgreich ist eine Infektion,
wenn sich das charakteristische Bild der Membrankrausel zeigt. Diese sind eine das Bakterium umge-
bende Membranstruktur mit diversen zellularen, pfeilerartigen Ausstiilpungen, sogenannten Protrusio-
nen. Diese Protrusionen verschmelzen miteinander, wodurch die Bakterie internalisiert wird, was letzt-
lich zur Infektion der entsprechenden Zelle fihrt. Zugrunde liegen diesem Prozess zytoskelettale Re-
und Umformierungen. Das hierbei maBgeblich beteiligte F-Aktin 1asst sich indirekt durch Verwendung
spezieller Antikérper und des Farbstoffes Phalloidin im Fluoreszenzlicht mikroskopisch darstellen (s.
Tabelle 1). Beim Anlegen der Zellkulturen (s.2.2.1.1) ist in jede 100 mm Kulturplatte ein steriles
22x22 mm Deckgléaschen zu legen. Im weiteren Verlauf wird nur noch eine mit SC301 infizierte Zellkul-
tur, die stellvertretend fir alle involvierten Kulturen steht, hinsichtlich des Infektionserfolges tberpriift.
Die Infektion erfolgt bei 37° C fiir 20 min. Vor der Farbung sind die in tabellarischer Form aufgezahlten

Prozeduren erforderlich.

Tabelle 1: Vorbereitung der Hela-Zellen fir die Aktinfarbung

Prozedur Bedingungen Bemerkungen
Aspiration des Zellmediums, Rt Gewihrleistung einer bakteri-
viermalige Waschung in 1X enfreien Zelloberflache
PBS
Inkubation in 3,7% PFA, an- 20 min, Rt Fixierung, Solvens 1X PBS

schlieBende dreimalige Wa-
schung in 1X PBS

Deckglaschen in 30 mm Kul- Zellrasen muss zur freien
turplatte Gberflhren Oberflache zeigen

2 x Inkubation in 0,1 M Glycin, 5 min, Rt Sattigung von Aldehydgruppen
anschlieBende zweimalige und somit Verhinderung un-
Waschung in 1X PBS spezifischer AK-Bindungen,

Solvens 1X PBS

Inkubation in 0,2 % Triton X- 5 min, Rt Permeabilisation der Zell-
100, anschlieBende Waschung membran, Solvens 1X PBS
in 1X PBS

Hieran schlieBt sich die Inkubation mit speziellen Antikérpern und Farbstoffen an. Verwendet werden
ein Primarantikérper (P5D4 anti-vsv, monoklonal, Maushybridom) und ein fluoreszenzmarkierter Se-
kundarantikdrper (Ziegenantikdérper anti-Maus IgG), die jeweils in sterilem 1X PBS verdiinnt werden.
40 pl Primarantikorperldsung (1:200 in 1X PBS) werden auf Parafilm pipettiert und 20 min bei Rt in
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lichtgeschutzter, feuchter Umgebung mit den nach oben beschriebener Prozedur behandelten Deck-
glaschen inkubiert. Hierbei ist auf direkten Kontakt von Antikdrper und infizierten HeLa-Zellen zu ach-
ten. Nach dreimaligem Waschen mit 1X PBS erfolgt die Inkubation fiir 20 min bei Rt in feuchter Um-
gebung mit dem sekundaren Antikérper und Phalloidin zur Farbung des F-Aktins. Solvens ist steriles
1X PBS. Der Antikérper wird 1:100, das in Methanol geléste Phalloidin nach vorheriger Lufttrocknung

1:50 verdiinnt. Vor dem abschlieBenden Eindecken in Mowiol wird dreimal mit 1X PBS gewaschen.

2.2.1.3 Eindecken der Deckglaschen auf einen Objekttrager

Zunachst wird ein Tropfen auf 37° C erwarmtes Mowiol auf jeden Objekttrager pipettiert. Dann werden
die Deckglaschen mit der bewachsenen Seite auf den Objekttrager gelegt, so dass sich das Mowiol
dazwischen ausbreiten kann. Zur Trocknung missen die Objekttréger fiir ca. 10 min bei 37° C inku-

biert werden. Die langfristige Lagerung erfolgt bei 4° C.

2.2.2 Bakteriologische Methoden

2.2.2.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgt mittelfristig auf LB-Agarplatten mit antibiotischen Zuséatzen bei 37° C. Lang-
fristig werden die Bakterien bei -80° C jedoch ohne Antibiotika gelagert. Zur Anzucht einer groBen

Bakterienpopulation werden antibiotisch beimpfte TSB-Flissigmedien verwendet (s. 2.1.6.2.1).

2.2.2.2 Inokulation

Die Inokulation erfolgt derart, dass mittels steriler Ose SC300 bzw. SC301 in 10,0 ml TSB-

Flissignahrmedium (s. 2.1.6.2.1) Ubertragen und im Anschluss ca. 17 h bei 37° C geschttelt werden.

2.2.2.3 Herstellung infektiéser Lésungen mit definierter Anzahl Bakterien

Far die Durchfihrung eines Experimentes zur Aufklarung der Signaltransduktionsprozesse der Stém-
me SC300 und S301 wird eine Menge von 9x10® Shigellen pro HeLa-Zellkultur mit 4,5x10° Zellen
gewahlt. Dies entspricht einer Konzentration von c=1 ,8x10°® S300 bzw. S301 je ml Medium. Das E. coli
Flexneri Suspensionvolumen fiir die Infektion einer HeLa-Kultur betrégt 5,0 ml. Damit ist eine ausrei-
chende Bedeckung der Zellkultur mit Bakterienmedium als Grundlage einer hohen Infektionsrate ge-
wahrleistet. Um eine solche Anzahl von SC300 bzw. SC301 zu erhalten, werden die am Vorabend
inokulierten Bakterien 1:20 in den vorgesehenen Flissigmedien (s. 2.1.6.2.1) verdinnt und flr weitere
zwei Stunden bei 37° C geschttelt. Photometrisch wird im Anschluss die Absorption von 1,0 ml der

SC300- bzw. SC301-Suspensionen bestimmt. Gemessen wird bei 600 nm gegen 1,0 ml TSB als
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Leerwert. Zur Ermittlung der tatsachlich vorhandenen Bakterienanzahl in den entsprechenden Sus-
pensionen wird sich in diesen Experimenten auf den Standardwert 4,0x10® SC300 bzw. SC301 ent-
sprechend einer optischen Dichte (1 OD) bezogen. Die Uber eine einfache Verhaltnisgleichung er-
rechneten Bakteriensuspensionsvolumina werden zum Zwecke der Pelletierung zentrifugiert (4500
rpm, 2260 g, 10 min und 4° C, Labofuge 400 R). Die absolute Bakterienanzahl fiir diese Experimente
soll 39,6 x 10° fiir jeden Stamm betragen. Nach Beendigung der Zentrifugierung wird der Uberstand
abgenommen und verworfen. Das Pellet jedes Stammes wird in 22,0 ml MEM resuspendiert. Zuletzt
erfolgt eine Aufteilung der Resuspensionen in viermal 5,0 ml pro Stamm. Dies entspricht exakt der
Anzahl zu infizierender HelLa-Zellkulturen. Die Bakteriensuspensionen werden bis zum Beginn des

Experiments auf Eis gestellt, um die Anzahl weiterer Teilungsvorgange zu minimieren.

2.2.2.4 Infektion der HelLa-Zellkulturen mit SC300 und SC301

Die Infektion erfolgt fir alle HeLa-Kulturen nach dem im Folgenden beschriebenen gleichen Algorith-
mus. Unterschiedlich sind jedoch die Infektionszeiten, d. h. die Zeit vom Beimpfen der Kulturplatten
mit SC300- bzw. SC301-Suspensionen (s. 2.2.2.3) bis zur Aspiration derselben. Sie betragen finf, 15
und 30 min. Zusétzlich wird je eine Zellkultur pro Stamm mit Bakteriensuspension beimpft, welche

sofort wieder aspiriert wurde. Dieser wird als Null- oder Kontrollwert bezeichnet.

Arbeitsschritte :

e Mediumwechsel der HeLa-Kulturen: Ersatz des 10 %igen bzw. bei serum starved Bedingungen
0,5 %igem FCS in MEM durch 37° C warmes MEM ohne FCS,

¢ Inkubation der HelLa-Zellen bis zur Infektion bei 37°C,
e Erwdrmung der auf Eis stehenden SC300- bzw. SC 301-Suspensionen auf 37° C im Wasserbad,

e Aspiration des den HelLa-Zellrasen bedeckenden MEM und unmittelbar folgende Infektion durch
Zugabe der 5,0 ml SC300- bzw. SC 301-Suspensionen in die Kulturplatte,

e Inkubation der Zellkulturen im 37° C Wasserbad entsprechend der vorgesehenen Infektionsdauer,

e Stoppen der Infektion durch Absaugen der Bakteriensuspensionen, Lagerung der infizierten Zellkul-
tur auf Eis und Waschen der Zellkultur mit eiskaltem 1X PBS,
Kommentar: Durch die kalten Temperaturen ist die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen so
gering, dass der Metabolismus von Zelle und Bakterie als vernachlassigbar angenommen werden

kann.
e grundliches Abpipettieren des 1X PBS,

e Zugabe von 665,0 pl des auf Eis gelagertem 0,2 %igem SDS und Abkratzen der Zellen mit  Zell-

schaber und Uberfiihren des Zelllysates mittels Pipette in 15,0 ml PP-Réhrchen,
e Wiederholung des vorangegangenen Schrittes,

e Mehrmaliges Aspirieren des SDS-Zelllysates bis eine relativ dinnflissige Lésung erscheint,
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e Lagerung der in SDS lysierten HelLa-Zellen auf Eis.

Die weitere Verwendung der lysierten HelLa-Zellen wird weiter unten beschrieben, schlieBt sich jedoch

im Experiment unmittelbar an.

2.2.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteindetektion wird im Rahmen der fir den Versuch notwendigen Normalisation durchgefihrt
(s. 2.2.9). Zur besseren Auswertung der Messdaten erfolgt die Proteinmessung im Doppelansatz. Die
Proteinprobe wird dem SDS-Lysat entnommen. Die photometrische Proteinbestimmung wird bei 595
nm durchgefiihrt. Gemessen wird in Einwegklivetten gegen den in der Tabelle 2 skizzierten Leerwert
(s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Pipettierung der fur Proteinnormalisation vorgesehenen Proben

Reagenzien (in pl) SDS-Lysat der HeLa-Zellen (in pl) Leerwert (in pl)
Probenvolumen 50 0
1X PBS 95,0 95,0
Working buffer nach Bradford 1000,0 1000,0
0,2 % SDS 0 5,0

2.2.4 Phospholipidgewinnung durch Chloroformextraktion

Die Fettextraktion erfolgt nach einem abgewandelten Protokoll von Bollag und Griner [166]. Abwei-
chend von Bollag und Griner wird auf eine ein- bis zweistlindige Inkubationszeit wéhrend der ersten
Chloroformextraktion auf Eis verzichtet. Nachdem aus dem SDS-Lysat Proteinproben entnommen
worden sind, erfolgt die Phasentrennung durch Hinzupipettieren von 1,625 ml CHCI; und 3,25 ml
CH30H in jedes 15,0 ml PP-Réhrchen (s. 2.2.2.4, 2.2.3). Dieses Gemisch wird im Anschluss mit der
Hand ca. 10 s gut geschittelt und ca. 15 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend werden die Proben mit
jeweils 1,625 ml CHCI; und 1,6 ml 0,2 M NaCl verdlnnt. Alternativ kdnnen dem SDS-Lysat direkt 3,25
ml CHCI; in jedes 15,0 ml PP-Réhrchen hinzupipettiert werden. Dieses Gemisch wird im Anschluss
mit der Hand ca. 10 s gut geschittelt. Nachfolgend werden 3,25 ml CHzOH und 1,6 ml 0,2 M NaCl in
jedes 15,0 ml Probenréhrchen pipettiert. Danach wird jede Probe 10 s mit dem Vortexgerat bei maxi-
maler Starke geschuttelt und dann 5 min bei 4° C und bei 4500 rpm (2260g) zentrifugiert (Labofuge
400 R). Im Anschluss wird die untere CHCIs-Phase in ein neues 15,0 ml PP- Réhrchen Uberfiihrt.
Hierauf erfolgt eine zweite Extraktion mit dem Ziel, restliche polare Bestandteile auszuwaschen. Daflr
ist es notwendig 1,6 ml CH;OH und 1,6 ml 0,2 M NaCl der CHCls-Phase jedem Probenréhrchen hin-
zuzufiigen. Es folgen Vortexen und Zentrifugieren wie oben beschrieben. Danach wird die untere

CHCIs-Phase nochmals in ein neues GefaB Uberfihrt. AbschlieBend muss das CHCI; mittels N, einge-
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dampft werden. Die PL erscheinen dann als krustiges Material am Boden des PP-GeféaBes. Bis zur
weiteren Verwendung der PL-Proben werden selbige bei -20° C gelagert, um eine Degeneration der
PL zu verhindern. Eine Lagerung der PL ist unter diesen Bedingungen bis zu drei Tagen vertretbar
[167].

2.2.5 Solubilisation und Aktivierung der Phospholipide

Die Solubilisation der PL wird durch das Detergens n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin realisiert. Pro PL-
Probe werden 20,0 ul eingesetzt. Durch griindliches Spllen der Rander des PP-GefaBes wird ver-
sucht, mdglichst alle PL in den Assay miteinzubeziehen. Das sich anschlieBende intensive Schiitteln
mit dem Vortexgeréat Gber 20 s ermdglicht eine ausreichende Mizellbildung aus dem verwendeten De-

tergens, in welchen letztlich die PL geldst sind. Es folgt eine Inkubation von 15 min bei Rt.

2.2.6 Herstellung eines Reaktionsansatzes fiir die enzymatische Phosphorylierung des

Diakylglycerols

Der Reaktionsansatz besteht aus Einzelkomponenten, die entsprechend der Probenanzahl n n-mal im

Ansatz vorhanden sein missen. (s.2.1.6.3)

Tabelle 3: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes

Reagenz n X in yl

2X Reaktionspuffer (s. 2.1.6.3)

(Pufferlésung fir enzymatische Reaktion) 50,0
DAG-Kinasel6ésung (s. 2.1.6.3) 5,0
ATP-Vorratslésung (s.2.1.6.3) 5,0
DTT-Lésung (s. 2.1.6.3) 10,0

%p-y-ATP-L8sung (s. 2.1.6.3) 5,0
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2.2.7 Enzymatische Reaktion: Initiation, Termination und Phospholipidextraktion

Um die Kinasereaktion zu initileren, werden 80,0 ul des Reaktionsansatzes zu jeder PL-Probe pipet-
tiert. Nach 30 min Inkubationszeit bei Rt wird diese gestoppt, indem 2,0 ml 1:2 CHCIy/ CH3;OH Ge-
misch und 1,0 ml 0,2 M NaCl in die Probenréhrchen gegeben und kurz mit dem Vortexgeréat geschit-
telt wird. Dann sind 2,0 ml CHCI; hinzuzugeben, noch einmal zu vortexen und mit 4000 rpm (1350 Q)
bei 4° C fiir 1 min zu zentrifugieren (Hettich Zentrifuge). Die Extraktion der PL erfolgt durch Uberfiihren
der unteren CHCI3-Phase in je ein neues PP-Réhrchen und anschlieBende Eindampfung des CHCI;
durch No.

2.2.8 Dinnschichtchromatographie

2.2.8.1 Mobile Phase und Dinnschichtchromatographiekammer

Die mobile Phase hat ein Gesamtvolumen von 95,0 ml und enthalt folgende Bestandteile:

e 50,0 ml Chloroform p. a.,
e 20,0 mlAceton p.a.,

e 10,0 ml Methanol p. a.,

e 10,0 ml Essigséure p. a.,
e 50mlA. bidest.

Diese Uberwiegend organische Lésung wird dann in eine mit 1,0 mm starkem Whatman-Papier aus-
gekleidete DC-Kammer gegossen. Die DC-Kammer wird mittels eines Silikongels und einer Glasplatte

abgedichtet, so dass eine UbermaBige Evaporation der mobilen Phase vermieden werden kann.

2.2.8.2 Dinnschichtchromatographieplatten

Die 20x20 cm DC-Platten von Sima Aldrich (Kat. Nr. Z 292893) werden vor ihrer Verwendung zur Lipi-
dauftrennung ca. 60 min bei ca. 110° C hitzeaktiviert. Nach der Hitzeaktivierung sind die Platten 24 h
far eine Diinnschichtchromatographie verwendbar. Sinn der Aktivierung ist die Schaffung freier Hydro-
xidgruppen an der Oberflache der Kieselgelplatten, an die dann entsprechend polare Substanzen Gber

Wasserstoffbriicken gebunden werden kénnen.
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2.2.8.3 Chromatographische Auftrennung der Phospholipide

Zur Separation der einzelnen Phospholipide, insbesondere des DAG, wird wéhrend der gesamten
Versuchsreihe das Verfahren der Dinnschichtchromatographie gewéhlt. Um eine Identifizierung des
DAG mdglich zu machen, 1auft parallel ein Standard Uber die Platte, der dann als separate Bande

erscheint. Dazu wird der Standard folgendermaBen radioaktiv markiert.
Markierung des DAG-Standards:

e 50,0 ul DAG-Lésung (s. 2.1.6.3) mit N» in 15,0 ml PP-Rdhrchen trocknen,

e Zugabe von 100,0 pl n-Octyl-B-Glucopyranosid/ Cardiolipin (dann 20 s vortexen und 15 min bei Rt

inkubieren),

e Hinzupipettieren von 250,0 ul 2X Reaktionspuffer; 50,0 DTT-Losung; 25,0 pl **P-y -ATP-Lésung;
25,0 ul ATP-Vorratsldsung; 30,0 ul DAG-Kinaseldsung (s.2.1.6.3),

¢ 30 min Inkubation bei Rt,

e Zugabe von 2,0 ml eiskaltem 1:2 CHCI3/ CH30H Gemisch und 1,0 ml 0,2 M NaCl (Stopreagenz),
e Vortexen,

e Zugabe von 2,0 ml CHCIs,

e \Vortexen, Zentrifugation (4000 rpm (1350 g), 1 min, 4° C, Hettich Zentrifuge),

o Uberpipettieren des CHCI;in ein neues 15,0 ml Polypropylenréhrchen,

e Aliquotieren zu je 200,0 pl, Aliquote mit Stickstoff trocknen und bei -20° C einfrieren.

Zur Auftrennung der einzelnen Lipidfraktionen werden die Lipidproben in je 70,0 pl eines 2:1 CHCly/
CH3;OH Gemisches solubilisiert. In Abhangigkeit vom Proteingehalt der einzelnen Proben werden im
Rahmen der Normalisation (s. 2.2.9) unterschiedliche Mengen des Ausgangsvolumens als stationare
Phase aufgetragen. Als Standard wird eine Masse von ca. 50,0 ug radioaktiv markiertes DAG aufge-
tragen. Dies entspricht der Menge, die in einem Aliquot vorhanden ist. Nachdem das Solubilisations-
gemisch aus CHCI; und CH3;OH vollstandig evaporiert ist, werden die Platten in die DC-Kammer ge-
stellt. Die Dunnschichtchromatographie wird beendet, wenn die mobile Phase noch 2,0 bis 3,0 cm

vom oberen DC-Plattenrand entfernt ist.

2.2.9 Normalisation

Die Einstellung der Lipide erfolgt indirekt Gber die Proteine. Dabei wird davon ausgegangen, dass ein
relativer ProteinUberschuss einer Probe gegenlber dem arithmetischen Mittel aller Proben ebenfalls
einen relativen Lipidiberschuss dieser Probe bedeuten wirde. Als MaBzahl fir den Proteingehalt
dient die optische Dichte oder OD. Ziel ist es, dass sich die absolute Menge an Lipiden in den Proben
untereinander gleicht, denn nur so ist es méglich, die Proben in ihren relativen Lipidmengen, insbe-
sondere DAG, miteinander zu vergleichen. Realisiert wird dies wie folgt: Die Proteinmessung wird im

Doppelansatz durchgefihrt, so dass fir jede Probe 2 OD-Messwerte zur Verfligung stehen, aus de-
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nen dann der Mittelwert dieser Probe gebildet wird. Die OD-Werte der einzelnen Proben werden dann
addiert und durch den Probenumfang dividiert, woraus sich der OD-Mittelwert der Gesamtprobe er-
gibt. Abweichungen der Einzelprobe vom Mittelwert zu héheren OD-Werten bedeuten einen héheren
Protein- bzw. Lipidgehalt. Abweichungen zu kleineren OD-Werten werden gegenteilig bewertet. Fest-
gelegt wird, dass der OD-Mittelwert aller Proben einem Volumen von 50,0 pl solubilisierter PL ent-
spricht. Da zwischen den Messwerten der Proteine bzw. Lipide der einzelnen Proben und dem aufzu-
tragenden Volumen solubilisierter PL eine umgekehrte Beziehung besteht, wird bei einem relativ zum
OD-Mittelwert erhdhten bzw. verringerten OD-Wert der Einzelprobe ein geringeres bzw. héheres Vo-

lumen als 50,0 pl auf die DC-Platte aufgetragen.

2.2.10 Identifizierung in den Proben enthaltener Phospholipide

Die dinnschichtchromatographisch aufgetrennten PL, die in den einzelnen Proben enthalten sind,
kénnen auf einem Rdéntgenfilm qualitativ ermittelt werden. Dazu werden die Chromatographieplatten
nach abgeschlossener DC an der Luft getrocknet und in Cellophanfolie gewickelt. AnschlieBend wird
in der Dunkelkammer ein Réntgenfilm auf die silikatbeschichtete Seite der DC-Platte gelegt. Um das
Bandenmuster zu verstarken, wird ein speziell fir **P-Isotope geeigneter Intensivierungsschirm be-

nutzt. Die Exposition des Filmes erfolgt in einer Fotomappe bei -80° C fir mindestens 3 h.

2.2.11 Herstellung eines Zellpools

Bei entsprechenden Fragestellungen ist die Anlage eines Zellpools sinnvoll. Hierbei werden die HelLa-
Zellen analog 2.2.1.1 ausgesat. Die Zellen jeder einzelnen Kultur werden jedoch im weiteren Ver-
suchsablauf zu einer gesamten Zellmasse zusammengefasst und auch in ihrer Gesamtheit bearbeitet.
Das Splitting des Pools wird erst wieder vor der chromatographischen Auftrennung der PL notwendig.
Die genaue Arbeitstechnik zur Herstellung eines solchen Zellpools ist im Folgenden beschrieben:

e Anlage der bendtigten Anzahl HeLa-Kulturen 24 h vor Experimentbeginn,

e Waschen der Zellen jeder Zellkulturschale mit je 15,0 ml MEM und Absaugen des MEM,

e Spilen mit je 15,0 ml 1X PBS und Absaugen des 1X PBS,

e zweimaliges Abkratzen des auf dem Kulturschalenboden gewachsenen Hela-Zellrasens mit
je 500,0 ul 1X PBS und Uberfithrung der Suspension in ein 50 ml PP-Réhrchen,

e Zentrifugieren der Zellsuspension (2670 rpm (800 g), 4 min, 24° C, Labofuge 400 R),
e Abnahme und Verwerfen des Uberstandes,

o Zellpelletin n x 1,33 ml 0,2 %iges SDS gut suspendieren, der Faktor n entspricht der

entsprechend 2.2.1.1 angelegten HelLa-Zellkulturen,

e Zugabe von n x 3,25 ml CHCl3, n x 3,25 ml CH30OH und n x 1,6 ml 0,2 M NaCl in das GefaB mit
dem SDS-Zelllysat (n: Anzahl angelegter HeLa-Zellkulturen),
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e Vortexen und Zentrifugieren (5 min, 4° C, 4500 rpm (2260 g), Labofuge 400 R),
e Uberpipettieren der unteren CHCl;-Phase in ein sauberes Polypropylengefas,

e nx1,6mlCHOH undnx 1,6 ml 0,2 M NaCl zu der CHCI3-Phase in dem PolypropylengefaB hin-

zupipettieren (n: Anzahl angelegter HeLa-Zellkulturen),
e Vortexen und Zentrifugieren (5 min, 4° C, 4500 rpm (2260 g), Labofuge 400 R),
o Uberpipettieren der unteren CHCl; -Phase in ein sauberes PolypropylengefaB,
e No-Trocknung der PL.

Auf die in 2.2.9 beschriebene Normalisation der PL kann dann verzichtet werden, da die Anlage eines

Pools Pipettierungenauigkeiten und ahnliche Fehlerquellen relativ gut kompensiert.

2.2.12 Phospholipidanteil bakterieller Membranen

Getestet wird eine absolute Menge von 9 x 10° Bakterien. Diese entspricht der Anzahl an Bakterien,
die Ublicherweise fir die Infektion von 4,5 x 10° HelLa-Zellen, der fiir die Versuche tiblichen Zellanzahl
einer Zellkultur, eingesetzt wird. Zusétzlich wird parallel die Hélfte der Bakterienanzahl untersucht. Die
Versuche werden analog den in oben beschriebenen Prozeduren durchgefuhrt (s. 2.2.2, 2.2.3, 2.2.4,
225,226,227, 2.2.8, 2.2.9, 2.2.10). Die Infektion (s. 2.2.2.4) wurde simuliert, indem die Suspensi-
onen aus SC300 und SC301 30 min bei 37° C inkubiert wurden.

2.2.13 Abhangigkeit der DAG-Kinase von der Reaktionszeit

Analog 2.2.1.1 werden vier HelLa-Zellkulturen hergestellt und ohne vorherige Infektion mit E. coli Flex-

neri nach dem in 2.3.11 beschriebenen Muster als Zellpool weiterverwendet (s. 2.2.11).

Die Lésung der getrockneten PL erfolgt in 96,0 ul n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin. Nach 15 min an-
dauernder Inkubation bei Rt werden die geldésten PL in Eiswasser gestellt, und 344,0 ul des Reakii-
onsansatzes hinzugegeben (s. 2.2.6). In einem geeigneten PP-Réhrchen erfolgt die Zentrifugierung (2
min, 0° C, 4000 rpm (1340 g), Hettich Zentrifuge). Dann wurden je 100,0 ul des Uberstandes auf ins-
gesamt vier 15,0 ml PP-GefaBe verteilt. Eine Probe wurde ohne Inkubationszeit It. 2.2.7 weiterverar-
beitet. Die anderen drei Proben wurden bei 20° C im Wasserbad inkubiert. Die Inkubationszeiten soll-
ten 10, 30 und 60 min betragen. Nach abgelaufener Inkubation entsprach der weitere experimentelle
Ablauf 2.2.7, 2.2.8 und 2.2.10.

2.2.14 Abhéngigkeit der DAG-Kinase von der Reaktionstemperatur

Es werden Temperaturen zwischen 17° C und 30° C als Inkubationstemperatur gewahlt, die der
Schwankungsbreite der Raumtemperatur entsprechen. Weiterhin werden in jedem Experiment Nega-

tivkontrollen, die nicht mit der DAG-Kinase Uber 30 min inkubiert werden, durchgefiihrt. Zu Beginn
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werden acht HelLa-Zellkulturen hergestellt. Eine Infektion findet nicht statt. Die Bearbeitung der Zellkul-
turen erfolgt wie 2.2.11 beschrieben. Die getrockneten PL werden im Anschluss in 192,0 pl n-Octyl-B-
Glucosid/ Cardiolipin-Lésung gut solubilisiert und fir 15 min bei Rt inkubiert. Nach abgelaufener Inku-
bationszeit wird diese PL-Suspension in Eiswasser gestellt. Der Reaktionsansatz wird entsprechend
2.2.6 hergestellt und 688,0 pl desselben zu der PL-Suspension hinzupipettiert. 840,0 pl dieses Gemi-
sches aus PL, Detergens und Reaktionsansatz werden in ein 1,5 ml Eppendorf-GeféB pipettiert und
zentrifugiert (2 min, 0° C, 4000 rpm (1018 g) Eppendorf Zentrifuge). Der Uberstand ist dann in ein
weiteres 1,5 ml Eppendorf-GefaB zu Uberfihren und zu je 95,0 ul auf acht 15,0 ml Polypropylenréhr-
chen zu verteilen. Bei allen Arbeitsschritten, die nach der Inkubation der PL im Detergens bis zur en-
zymatischen Reaktion stattfinden, muss eine Temperatur von 0° C gewéhrleistet sein. Die Enzymreak-
tion wird in auf die Wunschtemperatur eingestellte Wasserbader durchgefuhrt. Die Enzyminkubation
der Proben erfolgt fir jede Temperatur im Doppelansatz. Der weitere Versuchsablauf entspricht den
bereits beschriebenen Prozeduren (s. 2.2.7, 2.2.8, 2.2.10).

2.2.15 Solubilisierung der Phospholipide in unterschiedlichen Chloroform/ Methanol-Gemischen

Geprift werden neben dem konventionellen Chloroform/ Methanol-Mischungsverhéltnis vier zusatzli-

che, die, wie in der folgenden Tabelle aufgezeigt, zusammengesetzt sind (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Mischungsverhaltnisse CHCI3:CH;OH

Mischungsverhiltnis CHCl; in pl CH;OH in pl
CHCI;:CH;0H
1:0 200,0 0
3:1 150,0 50,0
1:1 100,0 100,0
1:3 50,0 150,0
2:1 133,0 67,0
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Als Indikator fur eine qualitativ bessere Lésung wird eine intensivere Bandenschwérzung des mit der
DC-Platte exponierten Réntgenfilmes angenommen (s. 2.2.10). Es kdnnen jedoch nur Bandenmuster
einzelner Proben miteinander verglichen werden, wenn vorausgesetzt werden kann, dass die Exposi-

tionszeit des Rontgenfiimes mit der DC-Platte gleich ist.

Bendtigt werden fur diesen Versuch flnf HelLa-Zellkulturen, die entsprechend 2.2.1.1 hergestellt und
anschlieBend nach dem in 2.2.11 skizzierten Schema gepoolt verwendet werden. Die PL werden
dann in 100,0 pl n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin-L&sung geldst, 20 s gevortext, 15 min bei Rt inkubiert
und danach in Eiswasser gestellt. Jetzt sind 350,0 ul des nach 2.2.6 hergestellten Reaktionsansatzes
zu den PL und dem Detergens hinzuzupipettieren. Diese Lésung wird dann in ein 1,5 ml Eppendorf-
GefaB Uberfihrt und zentrifugiert (2 min, 0° C, 4000 rom (1018 g), Eppendorf Zentrifuge). 400,0 ul des
Uberstands werden im Anschluss in ein 50,0 ml PolypropylengefaB pipettiert und fiir 30 min in einem
auf 20° C erwarmtem Wasserbad inkubiert. Die Beendigung der enzymatischen Reaktion und die
Phasentrennung erfolgt entsprechend dem in 2.2.7 beschriebenen Schema. Die Chloroformphase,
inklusive der gelésten PL, wird dann zu jeweils 500,0 ul auf finf 15,0 ml PP-GefaBe aufgeteilt.
SchlieBlich werden die PL mit N, getrocknet. Die chromatographische Separation der PL geschieht
analog 2.2.8 mit dem Unterschied, dass jede einzelne PL-Probe in einem jeweils anderen Solubilisati-
onsmedium aufgenommen wurde (s. Tabelle 4). Die Identifikation der PL ist oben beschrieben (s.
2.2.10).

2.2.16 Suche nach ungelésten Phospholipiden

Zwei Hela-Zellkulturen werden It. 2.2.1.1 geziichtet und wie in 2.2.11 beschrieben weiter behandelt.
Die PL werden dann in 40,0 ul n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin geldst und analog 2.2.5 weiter verwen-
det . Dieses Gemisch wird in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen tberfihrt, anschlieBend mit 180,0 ul des
It. 2.2.6 pipettierten Reaktionsansatzes versetzt und zentrifugiert (2 min, 0° C, 4000 rpm (1018 g).
Nach der Zentrifugierung sind ein Sediment und ein Uberstand klar zu unterscheiden. Sowohl das
Sediment als auch der Uberstand werden im weiteren auf ihren Gehalt an PL, insbesondere an DAG,
hin untersucht. Je 90,0 ul des Uberstandes werden dazu auf zwei 15,0 ml PP-GefaBe verteilt, welche
sofort auf Eis zu stellen sind. Das Pellet ist, nachdem der restliche Uberstand verworfen worden ist,
erneut in 40,0ul n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin-Lésung aufzunehmen, gut zu lI6sen und wieder mit
180,0 pl des nach 2.2.6 pipettierten Reaktionsansatzes zu mischen. Auch hier werden je 90,0 pl auf
zwei 15,0 ml Polypropylen GeféBe verteilt. Es folgen 30 min Inkubationszeit bei 20° C. Das Stoppen
der Reaktion und die PL-Extraktion sind gleich den in 2.2.7 erlduterten Arbeitsschritten. Die Separation

bzw. die Identifizierung der PL entsprechen 2.2.8 und2.2.10.
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2.2.17 Negativkontrolle

Bendtigt werden drei nach 2.2.11 hergestellte Zellkulturen. Die Gewinnung der PL erfolgt It. 2.2.4 und
deren anschlieBende Aktivierung nach 2.2.5. Proteinbestimmung bzw. Normalisation verlaufen nach
2.2.3 und 2.2.9. Der Reaktionsansatz wird entsprechend 2.2.6 pipettiert und bis zum Einsatz in Eis-
wasser aufbewahrt. Die drei PL-Proben werden dann wie folgt weiter verwendet (s. Tabelle 5). Eine

vierte Probe, die keine zellulare Komponente enthalt, wird in das Experiment miteinbezogen.

Tabelle 5: Negativkontrolle

Probe Arbeitsschritte

1 Es erfolgt die Zugabe von 80,0 pl des Reaktionsansatzes. Unter Beachtung einer
minimalen Kontaktzeit der PL mit der DAG-Kinase wird die Reaktion sofort gestoppt
und die PL extrahiert (s. 2.2.7).

2 Die im Detergens gelésten PL werden nach verstrichener Inkubationszeit 10 min in

Eiswasser abgekuhlt (s. 2.2.5). Die weiteren Schritte entsprechen Probe 1.

3 Zu den im Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin gelésten PL wird vor Zugabe des
Reaktionsansatzes 2,0 ml 1:2 CHCIs/ CH;0H Gemisch, 1,0 ml 0,2 M NaCl und 2,0 ml
CHCl; in das Probenrdhrchen pipettiert. Dann werden 80,0 pl Reaktionsansatz

hinzugegeben, die Reaktion ohne Karenz gestoppt und die Lipide extrahiert (s. 2.2.7).

4 Probe enthélt keine PL. 20,0 ul Detergens werden mit 80,0 ul Reaktionsansatz ge-
mischt und It. 2.3.7. weiter verwendet (s. 2.2.7)

Die im Anschluss durchgefiihrte Chromatographie und deren Auswertung entspricht den in 2.2.8 und

2.2.10 gemachten Angaben.

2.2.18 Untersuchung der Substratkonkurrenz zwischen “kaltem* und “heiBem*“ ATP am Enzym
DAG-Kinase

Untersucht werden vier unterschiedliche Mengen ATP zwischen 0 und 100 nmol, die mit einer jeweils
konstanten Menge 32P-\(-ATP verglichen werden. 1,0 ul DAG-L6sung (=10 pg Dioleylglycerin) wird je
Probe in geeigneten Polypropylenréhrchen mit N, gasgetrocknet. Jede der vier PL-Proben wird dann
in 20,0 ul Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin gelést, 20 s gevortext und abschlieBend 15 min bei Rt inku-
biert. Der in 2.2.6 beschriebene Reaktionsansatz wird derart modifiziert, dass er auBer ATP-
Vorratslésung alle Komponenten enthalt. Jetzt werden ATP-Lésungen mit c= 20,0 mM, 10,0 mM und
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4,0 mM hergestellt. Dann wird nach dem Pipettierschema der Tabelle 6 vorgegangen und sofort 30
min bei Rt inkubiert.

Tabelle 6: ATP-Versuch

Probe 1 5,0 ul Aqua bidest, 75,0 ul modifizierter Reaktionsansatz

Probe 2 5,0 pl 4,0 mmol ATP, 75,0 ul modifizierter Reaktionsansatz
Probe 3 5,0 ul 10,0 mmol ATP, 75,0 pl modifizierter Reaktionsansatz
Probe 4 5,0 u1 20,0 mmol ATP, 75,0 pl modifizierter Reaktionsansatz

Zu beachten ist, dass der modifizierte Reaktionsansatz als letztes in die Plastikrdhrchen pipettiert wird.

Das weitere Vorgehen ist den Ausfihrungen in 2.2.7, 2.2.8 und 2.2.10 zu entnehmen.

2.2.19 Untersuchung aller Bestandteile des Reaktionsansatzes zum Ausschluss méglicher DAG-

Kontaminationen

Far alle im Anschluss beschriebenen Versuche wird davon ausgegangen, dass das Enzym DAG-
Kinase selbst keiner Kontamination unterliegt. Um durch unsauberes Pipettieren evtl. hervorgerufene
Kontaminationen der Reagenzien ausschlieBen zu kdnnen, werden alle Vorratslésungen neu herge-
stellt (s. 2.1.6.3). In den Experimenten, in denen der aus Imidazol, MgCl,, NaCl und EGTA zusam-
mengesetzte 2X Reaktionspuffer zu ersetzen ist, wird 0,5 M Mopso als Puffer eingesetzt (s. 2.1.6.3).
GroBtenteils wird, falls nicht anders ausgewiesen, nur **P-y-ATP als Substrat fiir die DAG-Kinase ein-
gesetzt. Auf das nicht radioaktive 20,0 mM ATP kann verzichtet werden, da die enzymatische Reaktion
trotzdem gut funktioniert.

2.2.19.1 Untersuchung des 20,0 mM ATP und des 32P-y—ATP

5,0 UCi der *¥P-y-ATP-Stammldsung werden ad 15,0 ul A. bidest verdiinnt und zu jeweils 6,0 pl auf
zwei 15,0 ml Polypropylenréhrchen verteilt, so dass in den Testlésungen 2,0 uCi zur Verfliigung ste-
hen. Dies entspricht der in einem It. 2.2.6 hergestellten Reaktionsansatz tiblichen Menge. Die weiteren

Pipettierschritte sind folgender Tabelle zu entnehmen (s. Tabelle 7).
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Tabelle 7: KontaminationsausschluBB ATP

10,0 ul 0,5 M Mopso, pH=7,0

Testlésung 1 _ )
3,0 ul DAG-Kinase-Lésung

83,0 pl A. bidest

10,0 pl 0,5 M Mopso, pH = 7,0

Testlésung 2 _ )

3,0 ul DAG-Kinase-Lésung
77,0 pl A. bidest

6,0 ul 20,0 mM ATP-Vorratslésung

Anmerkung: Die folgenden Arbeitsschritte sind in den Experimenten 2.19.1,2,3,4,5 identisch und wer-

den dort nicht beschrieben.

AnschlieBend wird 30 min bei Rt inkubiert. Das Stoppen der Reaktion und die PL-Extraktion werden
[t.2.2.7 durchgefiihrt. Die folgende Chromatographie und die PL-ldentifizierung sind in 2.2.8 und
2.2.10 beschrieben.

2.2.19.2 Additionsexperiment zum Ausschluss einer DAG-Kontamination

Hinsichtlich einer DAG-Kontamination werden in den nachstehend aufgelisteten L&sungsansatzen im
Reaktionsansatz enthaltene Chemikalien Uberprift.

Lésungsansatz 1: Test des Puffers,
Lésungsansatz 2: Test des Detergens (Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin-Lésung),
Lésungsansatz 3: Testdes 0,02 M DTT.

Pro Losungsansatz sollen etwa 2,0 uCi zur Verfligung stehen. Dazu wird 1,0 pl der **P-y-ATP-
Stammldsung (spez. Aktivitdt 6000 Ci/ mmol; 270,0 uCi; 25,0 pl) in 49,0 ul A. bidest aufgenommen, so
dass eine Verdiinnung mit 0,2 puCi/ pl entsteht.
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Pipettierung :
Tabelle 8: Additionsexperiment
Lésungsan- 2X Reakti- | Deter- 0,02 M DTT 32P-y-ATP- DAG- 0,5M A. bi-
satz onspuffer |gensin |LOosung in pl | Verdiinnung in |Kinase |Mopso |dest
in pl Kl ul Lésung |in pl in pl
in pl
1 50,0 0 0 10,0 3,0 10,0 27,0
2 0 0 10,0 10,0 3,0 10,0 67,0
3 0 20,0 0 10,0 3,0 10,0 57,0
2.2.19.3 Subtraktionsexperiment zum Ausschluss einer DAG-Kontamination

Nacheinander wird je ein Bestandteil einer Positivkontrolle, die alle evtl. kontaminierten Chemikalien

enthalt, weggelassen. Das fehlende Volumen wird durch A. bidest ersetzt. Eine zusatzliche Positivkon-

trolle, die neben dem 2X Reaktionspuffer 50,0 mM Mopso enthélt wird in das Experiment eingebun-

den, um einen eventuellen Einfluss des Mopso auf den Phosphorylierungsassay mit der DAG-Kinase

nachweisen bzw. ausschlieBen zu kénnen.
Lésungsansatz 1:
Lésungsansatz 2:
Lésungsansatz 3:
Lésungsansatz 4:

Lésungsansatz 5:

Positivkontrolle,

Test des Detergens (Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin Lésung),

Test des Puffers *,

Test des DTT,

Positivkontrolle mit 50,0 mM Mopso.

Pro Lésungsansatz sollen etwa 2,0 uCi zur Verfligung stehen. Entsprechend wird vorverdiinnt:

e 1,5 pl der #P-y-ATP-Stammldsung (spez. Aktivitat 6000 Ci/ mmol; 270,0 uCi, 25,0 pl),

e 73,5 ulA. bidest.
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Pipettierung :
Tabelle 9: Subtraktionsexperiment
L6- Deter- |2X Puf-|0,02 M 32P-\(-ATP- DAG- Aqua 0,5M 0,3M
sungs- gens in | fer in DTT Verdiinnung |Kinase bidestin | Mopso DTT
ansatz ul ul Lésung |in pl Lésung in |l in pl in pl
in pl 11
1 20,0 50,0 10,0 10,0 3,0 0 0 0
2 0 50,0 10,0 10,0 3,0 20,0 0 0
3 20,0 0 10,0 10,0 3,0 40,0 10,0 0
4 20,0 50,0 0,0 10,0 3,0 5,0 0 0
5 20,0 50,0 0,0 10,0 3,0 10,0 9,3 0,7

* Um eine Katalyse der Reaktion durch die DAG-Kinase gewahrleisten zu kénnen, muss der 2X Reaktionspuffer durch ein

entsprechendes Aquivalent ersetzt werden. Dafiir wird Mopso benutzt, welches im Reaktionsansatz ebenfalls in 50,0 mM Kon-

zentration zur Verfigung steht (s 2.1.6.3).

2.2.19.4

Untersuchung der einzelnen Bestandteile des 2X Reaktionspuffers

Zuerst werden Ldsungen mit den einzelnen Bestandteilen des 2X Reaktionspuffers hergestellt. Die

Konzentrationen stimmen mit dem in 2.1.6.3 beschriebenen 2X Reaktionspuffer Gberein. Solvens ist A.

bidest. AnschlieBend wird fir jede Lésung ein pH-Wert von 6,6 eingestellt. Daraus folgen finf L&-

sungsanséatze mit den jeweiligen Einzelkomponenten und eine Positivkontrolle:

Lésungsansatz 1:100,0 mM Imidazol,

Lésungsansatz 2: 25,0 mM MgCls,

Lésungsansatz 3: 100,0 mM NaCl,

Lésungsansatz 4: 2,0 mM EGTA,

Lésungsansatz 5: 2X Reaktionspuffer (Positivkontrolle).
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Pro Lésungsansatz soll etwa 1,0 uCi Radioaktivitat zur Verfligung stehen. Entsprechend wird vorver-
ddnnt:

. 1,0 pl der #P-y-ATP-Stammldsung (spez. Aktivitat 6000 Ci/ mmol; 270,0 pCi, 25,0 pl)

o 99,0 pl A. bidest

Pipettierung :

Tabelle 10: KontaminationsausschluB 2X Reaktionspuffer

Lésungsansatz 1 bis 5 | DAG-Kinase Lésung | *2P-y-ATP-Verdiinnung | A. bidest

50,0 pl 3,0 pl 10,0 pl 37,0 W

2.2.19.5 Untersuchung des Cardiolipins als ein mégliches Substrat der DAG-Kinase

Fir diesen Versuch werden 10,0 mg Cardiolipin in 2,0 ml Chloroform aufgenommen. Daraus werden
sechs Aliquote zu je 300,0 ul entsprechend 1500 pg Cardiolipin Trockensubstanz hergestellt und in 1,5
ml Polypropylen-GefaBen mit Stickstoff getrocknet. Die Lagerung erfolgt bei -80° C. Im Experiment
werden vier PL-Konstellationen folgender Zusammensetzung miteinander verglichen (s. Tabelle 11).
Die Menge Cardiolipin Trockensubstanz entspricht dabei der normalerweise in 20,0 ul Detergens ge-
I6sten Masse. Die DAG Menge wird willkirlich festgelegt.

Tabelle 11: Massenverhéltnisse Cardiolipin und DAG

Konstellation DAG in pg Cardiolipin in pg
1 50,0 150,0
2 50,0 0,0
3 0,0 150,0
4 0,0 0,0

Dazu werden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt:

e Pipettierung von je 5,0 pl DAG-L6sung (=50,0 ug DAG) in zwei von vier ProbegefédBen und an-
schlieBender N,-Trocknung,
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e Herstellung von 1,0 mM DETAPAC (10,0 pl 100,0 mM DETAPAC Lésung + 990,0 pl A. bidest),

e Aufnahme eines Aliquots Cardiolipin in 200,0 pl 1,0 mM DETAPAC (somit entspricht die Konzent-
ration 7,5 pg Cardiolipin/ ul 1,0 mM DETAPAC),

e Pipettierung der **P-y-ATP-Vorverdiinnung (1,0 pl ¥*P-y-ATP-Stammldsung, spez. Aktivitat 6000 Ci/
mmol, 270,0 uCi, 25,0 pl + 99,0 pl A. bidest).

Pipettierung der Testldsungen entsprechend den in Tabelle 12 beschriebenen Konstellationen in

Polypropylentestréhrchen.

Pipettierschema:

Anmerkung: Die Nummerierung der Testldsungen in Tabelle 12 und der PL-Konstellationen in

Tabelle 11 stimmen (berein.

Tabelle 12: Testldsungen Cardiolipinversuch

Test- |2X Puf- |0,02 M DTT- | DAG- P ¥.4ATP- |Cardiolipin |getrockne- |1,0 mM
16- ferinpl |Lésungin |Kinase- Vorverdiin- in1,0mM |tes DAGin |DETAPAC
sung 1 Losung in | nung in pl DETAPAC |pug in pl
1 in ul

1 50 10 3 10 20 50,0 0

2 50 10 3 10 0 50,0 20

3 50 10 3 10 20 0 0

4 50 10 3 10 0 0 20
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3 Ergebnisse

3.1 Ausschluss bakterieller Stérfaktoren

Es stellte sich heraus, dass der in Teil 2 beschriebene Enzymassay nicht die erwarteten Resultate
hinsichtlich eines DAG-Anstiegs bei fortschreitender Infektion mit SC301 erbrachte. Eine Infektion mit
SC300 zeigte ebenfalls keine positive Reaktion. Diese war jedoch auch nicht zu erwarten, da dieser
Stamm nicht das fir die Invasionsféhigkeit des SC301 verantwortliche 140 MDa Plasmid pWR 110

enthalt. Hieraus ergab sich die Notwendigkeit zu einer systematischen Fehlersuche.

Zuerst musste jetzt Uberprift werden, ob eine ausreichende Infektion der HelLa-Zellen, insbesondere
mit dem invasiven Stamm SC301, stattgefunden hatte. Dies konnte in insgesamt vier Experimenten
hinreichend bestatigt werden. Es zeigte sich, dass mit dem gewahlten Infektionsmodus zu allen Mess-

zeitpunkten eine Infektion stattfindet, und die Infektionsrate der HeLa-Zellen mit der Zeit zunimmt.

Des weiteren war die Frage zu beantworten, welchen DAG-Anteil die Bakterienmembranen von
SC300 und SC301 enthalten. Es wurde jedoch in den durchgefiihrten Versuchen deutlich, dass die fir
die Infektion einer Hela-Zellkultur mit 4,5x106 Zellen eingesetzten 9x10® Bakterien kein chroma-

tographisch nachweisbares DAG enthalten (Abb. 1).

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4

Abb. 1: Bakterienmembran

Abb. 1: Gezeigt ist die chromatographische DAG-Analyse der Membranen einer HelLa-Zellkultur (1), SC300 (2), SC301 (3),
DAG-Standard (4)

Auf Héhe des Standards markiert sich fir SC300 und SC301 keine Bande. Es findet keine Phosphory-
lierungsreaktion statt, was durch das nicht vorhandene Enzymsubstrat DAG zu erklaren ist. Daraus ist

zu schlieBen, dass die bakteriellen PL-Membranen kein nachweisbares DAG enthalten. In den Memb-

ranen der HeLa-Zellen ist aber ein nicht unerheblicher Anteil an DAG auszumachen.



Ergebnisse 50

3.2 Charakterisierung des Enzyms DAG-Kinase

3.2.1 Zeitabhangigkeit der DAG-Kinase-Reaktion

Die Phosphorylierung des DAG zu DAG-**P durch die DAG-Kinase befindet sich bereits am ersten
Messzeitpunkt nach 30 min im chemischen Gleichgewicht. Offenbar wird kein weiteres DAG in
DAG-**P umgesetzt, so dass auch nach weiteren 30 Minuten Inkubation am Messzeitpunkt 60 min
kein hoherer Anteil an DAG-*°P visuell zu registrieren ist. Deutlich wird dies durch die gleiche Intensitat
der Banden, die direkt mit der Menge des umgesetzten DAG zu DAG-**P korreliert.

Weiterhin ersichtlich wird, dass selbst ein minimaler Kontakt der Kinase mit ihrem Substrat DAG aus-
reicht, um eine, wenn auch geringfligige Synthese von DAG-*P zu garantieren, da sich auch auf Ho-
he der vermeintlichen Nullprobe eine Bande markiert. Dies verdeutlicht einerseits die hohe Aktivitat
der Kinase, andererseits wird klar, wie schwer sich die Etablierung einer Nullprobe gestalten wiirde.
Hinsichtlich der notwendigen Inkubationszeit lasst sich folgende Aussage treffen: Eine mehr als 30
Minuten andauernde Reaktionszeit verandert den Anteil des in DAG-**P umgesetzten DAG nicht (Abb.
2)

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

Abb. 2: Zeitabhéngigkeit der DAG-Kinase Reaktion

Abb. 2: Die Inkubationszeit steigt von links nach rechts: 0 min (1),10 min (2), 30 min (3), 60 min (4), DAG Standard (5)
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3.2.2 Temperaturabhangigkeit der DAG-Kinase-Reaktion

In Bezug auf die Temperatur ist festzustellen, dass die Aktivitdt der DAG-Kinase im Bereich zwischen
17°C und 30° C keine Unterschiede aufweist. Die DAG-*P Ausbeute ist im Uberpruften Temperaturin-

tervall unter visuellen MaBstaben als identisch anzusehen.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5 Bande 6

Abb. 3: Temperaturabhéngigkeit der DAG-Kinase (17°C, 20°C, 23°C)

Bande 7 Bande 8 Bande 9 Bande 10

Abb. 4: Temperaturabhéngigkeit der DAG-Kinase (25°C, 30°C)

Abb. 3 und 4: Gezeigt ist das Phosphorylierungsprodukt DAG-*2P der DAG-Kinase bei Temperaturen von 17°C (1, 2), 20° C
(8, 4),23°C (5,6),25°C (7, 8),30°C (9, 10)

3.2.3 Abhangigkeit der DAG-Kinase Reaktion von der Ausgangsmenge an Kosubstrat
%p-y-ATP

Der Phosphattransfer von **P-y-ATP auf DAG durch die Kinase ist abhangig von der ATP-
Konzentration im Reaktionsansatz. Dies konnte gezeigt werden, indem eine konstante Menge von

0,18 nmol *

P-y-ATP und 10 pg DAG in jeder Probe des Versuchs zur Verfligung stand. Parallel dazu
wurde in den einzelnen Proben die Menge an nicht-radioaktivem ATP gesteigert. In der Abb. 5 ist zu
erkennen, dass die Kinase unter ausschlieBlicher Verwendung von **P-y-ATP als Kosubstrat des En-
zyms die groBte Menge von an DAG-*P synthetisiert (Bande 1). Ist dagegen eine Menge von 100
nmol nicht-radioaktivem ATP an der Reaktion beteiligt, kann nur eine sehr geringe Synthese von DAG-

2p nachgewiesen werden, was an der sehr schwachen Bande zu erkennen ist (Bande 4).
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Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

Abb. 5: Phosphattransfer auf DAG in Abhangigkeit von der Menge nicht radioaktiven ATP

Abb. 5: (1) 0,18 nM A, kein B ; (2) 0,18 nMA, 20 nM B ; (3) 0,18 nM A, 50 nM B; (4) 0,18 nM A, 100 nM B; (5) DAG-Standard
A: ¥P y- ATP

B: nicht-radioaktives ATP

3.2.4 Reaktivitdt der DAG-Kinase

Zur Beantwortung der Frage, unter welchen Bedingungen eine positive Kinasereaktion unmadglich
ware, wurde ein Nullprobenexperiment simuliert. Das bedeutet, dass die Kontaktzeit zwischen Kinase
und Substrat minimiert wird. Sie entspricht der bendtigten Zeit fiir das Pipettieren des Stopreagenz
und liegt im Bereich von wenigen Sekunden. Zusatzlich wurden Umgebungstemperatur und Tempera-
tur der Reagenzien auf 0° C eingestellt, so dass die Temperatur einen mdéglichst geringen Einfluss auf
die Reaktionsgeschwindigkeit hatte (s. 2.2.17).

Es zeigte sich, dass das Enzym DAG-Kinase eine sehr hohe Kélteresistenz und eine hohe Aktivitat
besitzt. Es wurde festgestellt, dass im Bereich von 0° C trotz minimaler Kontaktzeit, welche die Pipet-
tierung des Stopreagenz umfasste (s. 2.2.7), noch ein erheblicher Umsatz von DAG zu DAG-*P statt-
fand. Wurde jedoch das Chloroform/ Methanol/ 0,2 M NaCl-Stopreagenz vor Zugabe des Reaktions-
ansatzes und der DAG-Kinase den geldsten PL hinzugegeben, fand keine enzymatische Reaktion
statt. Das zeigte sich an der ausbleibenden Bandenbildung nach der chromatographischen Auftren-
nung und sprach fir eine Denaturierung des Enzyms in dem oben beschriebenen organischen L6-

sungsansatz.

Ein erstaunlicher Zufallsbefund lasst sich aus einer Probe, die nur die Bestandteile des Reaktionsan-
satzes enthielt, erheben. Dabei zeigte sich eine Bande, die als ein Indiz fir eine Kontamination mit
DAG im Reaktionsansatz oder im Detergens interpretiert werden kann. Daraus ergibt sich die Not-

wendigkeit, dieser Vermutung nachzugehen (Abb. 6).
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Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

Abb. 6: Negativkontrolle

Abb. 6: Gezeigt ist, dass die Aktivitdt des Enzyms DAG-Kinase trotz Kaltezufuhr noch sehr hoch ist (1, 2). Ein Umgebungsmi-
lieu von Methanol und Chloroform wirkt inhibierend auf das Enzym (3). Spuren von DAG finden sich auch in einer Probe, die nur
Reaktionsansatz und Detergens enthélt (4). DAG-Standard (5)

3.3 Nachweis einer DAG-Kontamination

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass es sich bei der vermuteten Verunreinigung um eine durch unsau-
beres Arbeiten selbst herbeigefihrte Kontamination handelt, wurden vor Beginn der Experimente der
2X Reaktionspuffer, das DTT, das ATP und das Detergens neu hergestellt. Bezlglich der Reinheit des
Enzyms musste auf die Angaben des Herstellers vertraut werden, da ein Nachweis einer Enzymkon-

tamination unter den technischen Méglichkeiten des Labors nicht méglich war.

3.3.1  Ausschluss einer Kontamination von ATP und P -y- ATP

In drei durchgefihrten Versuchen konnte bestatigt werden, dass weder die 20 mM ATP-Lésung noch
die ¥P-y-ATP-Lésung durch DAG kontaminiert waren. In der Abb. 7 zeigt sich auf Hohe des DAG-
Standards fir die beiden Reagenzien eine negative Reaktion, d.h. es fand sich kein Substrat in Form
von DAG fir die enzymatische Reaktion der Kinase.

Bande 1 Bande 2 Bande 3

/M

A

Abb. 7: KontaminationsausschluB des ATP
Abb. 7: (1) Kinasereaktion mit A und ohne B, (2) Kinasereaktion mit A und B, (3) Standard
A: P y- ATP-L6sung;

B : 20 mM ATP-Lésung
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3.3.2 Das Additionsexperiment

Bei dem entsprechend 2.2.19.2 durchgefiihrten Versuch konnten keine Verunreinigungen eines der
Bestandteile des Reaktionsansatzes mit DAG festgestellt werden. In der Abb. 8 sind fiir die Uberprif-
ten Reagenzien n-Octyl-B-Glucosid/Cardiolipin, 2X Reaktionspuffer und DTT keine eindeutig positiven
Markierungen auf Héhe des DAG zu registrieren, so dass nicht auf eine Kontamination mit DAG riick-
geschlossen werden konnte. Die schwach positive Bande des DTT ist am ehesten ein Artefakt. Ein
Einfluss auf den Assay als mégliches Substrat der Kinase ist unter Beriicksichtigung der nur schwa-

chen Bandenintensitat nicht anzunehmen.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4

Abb. 8: Additionsexperiment

Abb. 8: (1) n-Octyl-B-Glucosid/ Cardiolipin (Detergens), (2) 2X Reaktionspuffer, (3) DTT, (4) DAG-Standard

3.3.3 Das Subtraktionsexperiment

Aus flnf Experimenten ging hervor, dass bei einer enzymatischen Reaktion in Abwesenheit des De-
tergens n-Octyl-B-Glucosid/Cardiolipin kein DAG-**P nachgewiesen werden konnte. Gleiches galt fir
eine DAG-Kinase-Reaktion ohne Beteiligung des 2X Reaktionspuffers.

Bande 1 Bande2 Bande3 Bande4 Bande5 Bande6

Abb. 9: Subtraktionsexperiment

Abb. 9: Der Positivkontrolle (1) wurden nachfolgende Reagenzien entzogen: (2) Detergens, (3) 2X Reaktionspuffer, (4) DTT, (5)
Positivkontrolle mit 50,0 mM Mopso, (6) DAG-Standard

Die Probe 1 in der Abb. 9 zeigt die Positivkontrolle, in der alle Komponenten des Reaktionsansatzes
enthalten waren, einen positiven Nachweis fiir DAG-**P. Die Probe 2 war ein Reaktionsansatz ohne
Detergens, die Probe 3 enthielt kein 2X Reaktionspuffer. Durch Fehlen des Detergens bzw. des 2X
Reaktionspuffers konnte kein DAG durch die Kinase zu DAG-**P phosphoryliert werden, was sich im
Chromatogramm als eine ausbleibende Bandenbildung widerspiegelt. Aufgrund dieses Befundes
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass entweder das Detergens n-Octyl-B-Glucosid/Cardiolipin
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oder der 2X Reaktionspuffer mit DAG kontaminiert waren. Ebenso war es méglich, dass Einzelkom-
ponenten beider Reagenzien oder aber das Reagenz als Gesamtheit ein mdégliches Substrat der
DAG-Kinase sind. DTT (Bande 4) zeigte sich als nicht verantwortlich fir DAG-Verunreinigungen im
Reaktionsansatz. Zum Einen boten die fehlenden Banden in Héhe der DTT enthaltenden Proben 2
und 3 keinen Hinweis darauf. Allerdings ist hier einschrédnkend zu erwahnen, dass die Kinase in Ab-
wesenheit des Detergens und des Puffers allenfalls eine geringe Aktivitat entfalten kann. Zum Zweiten
fallt der DAG-*2P-Nachweis in der Probe positiv aus, die kein DTT enthalt.

Mopso schien die Phosphorylierung des DAG durch die Kinase nicht zu beeinflussen. So zeigte die
Probe, die neben allen Bestandteilen der Positivkontrolle zusatzlich 50,0 mM Mopso enthielt, keinerlei
Auffélligkeiten (Bande 5).

3.3.4 Ausschluss einer Kontamination des 2X Reaktionspuffers

Der 2X Reaktionspuffer wurde hinsichtlich einer Verunreinigung mit DAG untersucht. Der Versuchsab-
lauf richtete sich nach den Angaben It. 2.2.19. Dabei konnten keine Banden, die fiir DAG gesprochen
hatten, nachgewiesen werden (s. Abb. 10), so dass insgesamt davon auszugehen ist, dass der 2X
Reaktionspuffer nicht die Grundlage fur eine DAG-Kontamination darstellt. Die schwach positive Reak-

tion im Falle des 100 mM NaCl ist nicht plausibel, so dass hier ein Artefakt anzunehmen ist.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5 Bande5

Abb. 10: KontaminationsausschluB des 2X Reaktionspuffers

Abb. 10: (1) 100 mM Imidazol, (2) 25 mM MgCl,, (3) 100 mM NaCl, (4) 2,0 mM EGTA, (5) Positivkontrolle= 2X Puffer, (6) DAG -
Standard

3.3.5 Nachweis der Kontaminierung des Detergens

Das Detergens wurde nach dem in 2.2.19.5 erklarten Schema aufgetrennt und auf eine etwaige Ver-
unreinigung mit DAG untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Cardiolipin offenbar ein Substrat der
DAG-Kinase ist. Es war eine Bande im Chromatogramm (s. Abb. 11) auf Héhe des DAG-Standards in
Probe 3 zu sehen, obwohl in dieser Probe nur Cardiolipin enthalten war. Somit war davon auszuge-
hen, dass Cardiolipin verantwortlich fur die aus den vorhergehenden Versuchen vermuteten Verunrei-

nigung des Reaktionsansatzes gewesen ist.

Weiterhin war aus dem qualitativen Vergleich der Banden von Probe 2 und Probe 3 anzunehmen,
dass aus den in diesem Versuch eingesetzten 150,0 pg Cardiolipin eine gréBere Menge an DAG-*P
entsteht als aus 50,0 pg DAG. Sind weder Cardiolipin noch DAG an der Reaktion mit der DAG-Kinase
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beteiligt (Probe 4), zeigte sich auf Hohe des DAG-Standards kein Bandenmuster. Damit war in dieser
Probe kein Substrat enthalten.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

Abb. 11: Cardiolipin als Substrat der DAG-Kinase

Abb. 11: (1) 150 pg Cardiolipin, 50 ug DAG, (2) kein Cardiolipin, 50 ug DAG, (3) 150 pg Cardiolipin, kein DAG, (4) kein DAG,
kein Cardiolipin, (5) DAG-Standard

3.4 Aussagen zur Phospholipidfraktion

Vor der chromatographischen Determinierung der mit Stickstoff getrockneten PL mussten diese reso-
lubilisiert werden. Zur Beantwortung der Frage, ob es evtl. ein glinstigeres Solubilisationsgemisch als
das fUr die Experimente verwendete 2:1 Chloroform/ Methanol-Gemisch gibt, wurden vier zuséatzliche
Chloroform/ Methanol-Zusammensetzungen UGberprift (s. 2.2.15). Ziel war es, den Anteil der in Lésung

gehenden getrockneten PL, speziell des DAG, zu erhéhen.

Die Auswertung im optischen Vergleich ergab keine Unterschiede im Vergleich der verschiedenen
Banden auf Héhe des DAG-Standards, die stellvertretend als MaB fiir die geldsten PL standen. So war
nicht davon auszugehen war, dass man die Masse der in L6sung gehenden PL durch Verwendung
eines anderen Chloroform/ Methanol-Gemisches relevant veréandern kénnte.

Die Abb. 12 gibt diesen Sachverhalt wieder. Die Banden zeigen keine visuell fassbaren Unterschiede,
was fiir einen etwa gleichen DAG-*P Gehalt sprach.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5 Bande 6

Abb. 12: Einfluss des CHCI3/ CH;0H-Mischungsverhaltnisses auf die Aktivitat der DAG-Kinase

Abb. 12: Bande (1) bis (5) zeigen, dass durch Verwendung eines anderen Solubilisationsgemisches die Ausbeute des DAG-*2P
nicht verandert wird. Chloroform/ Methanol-Gemische: (1) 1:3, (2) 3:1, (3) 2:1, (4) 1:1, (5) 1:3, (6) DAG-Standard



Ergebnisse 57

In Bezug auf das Spektrum der durch den Assay extrahierten PL wurden ein Uberstand und ein Pellet
untersucht (s. 2.2.16). Dabei zeigten sich im Pellet neben der DAG-*P Bande noch vier zusatzliche
Banden, die jede fir sich flr eine weitere PL-Fraktion standen. Eine genaue Charakterisierung dieser
PL erfolgte jedoch nicht. Der Uberstand ist in Bezug auf die DAG-P-Fraktion als reiner zu bezeichnen.
Zusétzliche Banden markieren sich hier nur schwach, was flr ein quantitativ geringeres Vorkommen
dieser PL spricht. Die Abb. 13 zeigt den Uberstand im Vergleich zum Pellet. Die obere Bande ent-
spricht dem DAG-*P.

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4

Abb. 13: PL- Fraktionen im Pellet und im Uberstand

Abb. 13: PL im Uberstand und im Pellet: (1) Uberstand, (2) u. (3) Pellet, (4) DAG-Standard

3.5 Infektionskinetik

Cardiolipin wurde wegen des in 3.3.5 geschilderten Sachverhaltes nicht mehr als Detergens benutzt.
Ersetzt wurde das urspriingliche Detergens durch eine 7,5 % n-Octyl-B-Glucosid-Lésung. Solvens war
in diesem Fall 1,0 mM DETAPAC.

Aus den Chromatogrammen wurde ersichtlich, dass trotz Beseitigung des Fehlers keine Aussagen zur
Kinetik der Infektion von HelLa-Zellen durch SC300 oder durch SC301 zu formulieren waren. So sind
im optischen Vergleich der Abbildungen, die den DAG-**P Gehalt einer infizierten Hela-Kultur nach
null und fanf (s. Abb. 14) bzw. nach 15 und 30 min Infektion (s. Abb. 15) mit SC300 bzw. SC301 wie-
dergeben, keine deutlichen Unterschiede in der Bandenintensitat zu sehen. Der Gehalt an DAG-**P
schien in allen acht Proben einschlieBlich der Negativkontrolle (Banden 1 und 2 in Abb. 14) gleich zu

sein.
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Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

Abb. 14: Infektionskinetik 1

Bande 1 Bande 2 Bande 3 Bande 4 Bande 5

ad X X X

Abb. 15: Infektionskinetik 2

Abb. 14 u. 15: Die Abbildungen zeigen zwei Chromatogramme eines Infektionsexperimentes. Infiziert wurden HelLa-Zellkulturen
mit je 4,5x10° Zellen. Untersucht wurde der DAG-**P Gehalt einer mit SC300 bzw. mit SC301 infizierten Kultur in Abhangigkeit
von der Infektionsdauer.

Abb. 14: (1) SC300, 0 min Inf.; (2) SC301, 0 min Inf.; (3) SC300, 5 min Inf.; (4) SC301, 5 min Inf.; (5) DAG-Standard

Abb. 15: (1) SC300, 15 min Inf.; (2) SC301, 15 min Inf.; (3) SC300, 30 min Inf.; (4) SC301, 30 min Inf.; (5) DAG-Standard
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1  Zellkulturelle Methodik

Im Vordergrund standen bei der Wahl eines geeigneten zelluldren Mediums ein technisch einfach
durchfuhrbarer Infektionsmodus sowie eine hohe Effizienz der Zellinvasion durch E. coli Flexneri. Mit
Hela-Zellen konnte gezeigt werden, dass sich durch eine 30 min andauernde Inkubation mit Suspen-
sionen von E. coli Flexneri, Serovar 2a bzw. 5, eine 95 %ige Infektionsrate erreichen lasst [40, 168].
Es ist jedoch zu berlicksichtigen, dass HelLa-Zellen nicht konfluent wachsen und keine tight junctions
ausbilden. Des weiteren fehlt die polare Organisation des Zellrasens. Insofern besteht hier eine Diffe-
renz gegenlber den in vivo Verhaltnissen des Kolons. Hinsichtlich der beabsichtigten Untersuchung
des PL-Metabolismus im Rahmen signaltransduktiver Prozesse ist jedoch nur entscheidend, dass es
zur Infektion der Zellen kommt. Hierflr sprechen die anhand von HelLa-Zellen gewonnenen indirekten
Hinweise auf eine vermehrte zellulare Invasion durch Shigellen als Folge einer DAG-Akkumulation (T.

Adam, E. Far unveréffentlichte Daten).

41.2 Infektion

Die Anzahl infizierter Zellen ist unter anderem abhangig von der Konzentration an Bakterien in der zur

Infektion verwendeten Bakteriensuspension, vom pH-Wert und von der Temperatur.

Betrachtet man den Verlauf der natlrlichen Wachstumskurve von Bakterienpopulationen, invadieren
E. coli Flexneri Stdmme, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befinden, am effizientesten.
Verglichen mit Bakterien, die sich vor der Infektion bereits in der stationdren Wachstumsphase befin-
den, zeigt SC301 nach Mounier et al. eine etwa sechsfache intrazellulare Prasenz, wenn sich die

Bakterienkultur vor der Zellinfektion in der exponentiellen Phase befindet [78].

Bei einer Umgebungstemperatur von 37° C ist die Zahl durch Shigella infizierter HeLa-Zellen am
héchsten [39], da es bei dieser Temperatur zur Aktivierung des mxi-spa-Operons und des ipa-ipg-
Operons kommt. Konsekutiv werden der Typ IllI-Sekretionsapparat formiert und die Ipa-Proteine intra-
bakteriell akkumuliert [71, 89]. Eine nach unten abweichende Temperatur wiirde dementsprechend die
Bildung von Ipa-Proteinen und des Sekretionsapparates verhindern. Héhere Temperaturen fiihren

moglicherweise zur Denaturierung an der Invasion beteiligter Enzyme.

Ipa-Proteinen, insbesondere IpaC und IpaB, wird ein wesentlicher Einfluss auf die Zellinfektion durch
Shigella zugeschrieben. Der Komplex aus IpaC und IpaB induziert zum einen die Internalisierung des

Bakteriums innerhalb eines entsprechenden Phagosoms. Zum anderen sind beide Proteine an der
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anschlieBenden Lyse des Phagosoms und somit an der intrazellularen Freisetzung der Bakterien be-
teiligt [89, 169]. De Geyter et al. berichten Uber eine pH-Wert-abhangige Steuerung dieser Prozesse
durch die Ipa-Proteine [170, 171]. Insofern ist auf eine Konstanz der pH-Verhaltnisse wéhrend der

Infektion zu achten.

Wiinschenswert ist eine Stagnation sowohl zellularer als auch bakterieller Stoffwechselreaktionen
nach abgeschlossener Inkubation der HelLa-Zellen mit Shigella. Durch Aspirieren der infektiésen Bak-
teriensuspension und nachfolgendes Waschen der Zellkultur mit 1X PBS kann relativ sicher erreicht
werden, dass keine weiteren Zellen durch E. coli Flexneri infiziert werden.

Schwieriger ist es, die bereits intrazelluldr befindlichen, weiter stoffwechselaktiven Bakterien, zu beein-
flussen. Das sollte durch Abkiihlung des umgebenden Milieus eine Verlangsamung des Metabolismus
erreicht werden. Effektiver und letztlich irreversibel ist die unmittelbar folgende Lyse mit 0,2 %igem
SDS. Dieses negativ geladene Detergens ist der Sulfatester des Dodekanols und bindet mit seinen
hydrophoben Fettsdureanteilen an die lipophilen Abschnitte der Proteine und flihrt damit zu deren
Entfaltung bzw. Denaturierung. Durch diese Schritte ist insgesamt davon auszugehen, dass es zu
keiner relevanten DAG-Biosynthese nach Beendigung der Infektion kommt. Die theoretisch vorhande-
ne Restaktivitét der beteiligten Enzyme im SDS-Lysat wird durch die sich anschlieBende Chloroform/

Methanol-Extraktion beseitigt.

4.1.3 Isolierung der Phospholipide

Um einen wahrend der Extraktionsschritte wesentlichen Verlust von Lipiden zu vermeiden, wurde das
von Bligh et al. vorgeschlagene Mischungsverhaltnis von Chloroform, Methanol und wéssriger Phase
von 1:2:0,8 vor bzw. 2:2:1,8 nach Verdiinnung Gbernommen [172]. Sie fanden in ihren Versuchen
heraus, dass genau diese Proportionen eine maximale Lipidausbeute in der Chloroformphase bei
gleichzeitig minimalem Lipidgehalt in der polaren Phase garantieren [172]. Abweichungen von diesem
Schema hatten eine Durchmischung der Chloroformphase mit Methanol und dem wéssrigen Anteil zur
Folge. Dadurch kdme es zur Verunreinigung mit polaren zellularen Bestandteilen. Das kdnnte vor al-
lem dann von Nachteil sein, wenn die absolute Masse der Lipide durch Wagung bestimmt werden soll,
da sich hier durch den Massenanteil der Nichtlipide, beispielsweise durch Proteine, falsch hohe Werte
ergeben koénnten. Dieser Effekt kann aber durch das von Preiss et al. entwickelte Verfahren weitest-
gehend vernachlassigt werden, da hierbei das DAG mittels radioaktiver Markierung durch die DAG-
Kinase relativ spezifisch bestimmt werden kann [167]. Der oben beschriebene Verlust von Lipiden,
bzw. von DAG in die polare Schicht kann mittels dieses Verfahrens allerdings nicht ausgeschlossen
werden. Um einen solchen Verlust verifizieren zu kdnnen, ware es denkbar, jenen sowohl nach der
ersten, als auch nach der zweiten Chloroformextraktion hinsichtlich eines signifikanten DAG-
Bestandes nach der bei Preiss et al. beschriebenen Methode zu Uberprifen [167]. Alternativ lieBen
sich nicht extrahierte Phospholipide durch Bestimmung des organischen Phosphates nach der von
Van Veldhoven et al. skizzierten Methodik bestimmen [173]. Allerdings kann hierdurch nur die Ge-

samtmenge der PL bestimmt werden. Eine Unterscheidung einzelner PL-Fraktionen wirde weiterfih-
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rende Untersuchungen erfordern. Beide Methoden sind letztlich sehr arbeitsaufwendig und erscheinen
aufgrund der von Bligh et al. gemachten Angaben, die einen Verlust von geringer als ein Prozent in die

wassrige Phase beschreiben, nicht gerechtfertigt [172].

Die zweite Chloroformextraktion ist bei der hier verwendeten SDS-Lyse, als obligat anzusehen, da
dadurch das restliche SDS aus der Lipidphase gewaschen wird. SDS tritt als Proteininhibitor auf, was
sich mdéglicherweise auf die bei der radioaktiven Markierung des DAG verwendeten DAG-Kinase aus-

wirken konnte.

4.1.4 Solubilisierung der Phospholipide

Voraussetzung fir eine enzymatische Reaktion im Bereich von v,y ist die optimale Anndherung des
Substrates an das aktive Zentrum des Enzyms. Die DAG-Kinase ist ein amphipathisches Enzym, be-
sitzt also hydrophile und hydrophobe Molekulanteile [174]. Ihr Substrat DAG dagegen ist ein hydro-
phobes Molekil. Fir die Synthese von DAG-P durch die Kinase muss demzufolge ein Reaktionsmilieu
vorhanden sein, in welchem hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen mit der DAG-Kinase aus-
gewogen sind. Gleichzeitig ist die Losung des ausgesprochen lipophilen Substrates DAG erforderlich.

Diese beiden Bedingungen erflllen gemischte Mizellen.

Erwahnung in der Literatur finden unter anderem die zur Mizellbildung befahigten elektrisch neutralen
Detergenzien Triton X-100 (chem. tert-Oktylphenylpolyoxyethylen) und n-Octylglucosid (chem. n-
Octyl-B-D-Glucopyranosid) [175-177]. Die Konformation von Proteinen beruht auf hydrophoben Wech-
selwirkungen. Anderungen des Ladungsmuster im Umgebungsmilieu, die bei elektrisch geladenen
Detergenzien entstehen, beeinflussen die rdumliche Struktur und fihren in der Regel zu einem rever-
siblen Funktionsverlust des EiweiBes. Die elektrische Neutralitdt beider Detergenzien ist insofern
glnstig, da eine Proteindenaturierung respektive Denaturierung der DAG-Kinase insbesondere fir n-

Octylglucosid ausgeschlossen werden kann [178].

Nachteilig hinsichtlich des Triton X-100 ist die von Gayle et al. beobachtete Phosphorylierung des
Triton X-100 in Abwesenheit von DAG durch die Kinase. Allerdings wurde eine Synthese von
Triton X-100-**P nur bei Mangel des eigentlichen Substrates DAG festgestellt. Substratkonkurrenz ist
aber aufgrund der im Vergleich 300-fachen Affinitat der Kinase fiir DAG, im Normalfall nicht anzuneh-
men [176].

Weiterhin ist die relativ niedrige kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) des Triton X-100 von
0,24 mM im Vergleich zu der hohen CMC des n-Octylglucosids von 25 mM ungtinstig [179, 180]. Die
CMC entspricht der Konzentration an Monomeren, ab welcher Mizellen gebildet werden. Unterhalb der
CMC zerfallen Mizellen in die Monomere des jeweils verwendeten Detergens. Damit einhergehend ist
das Freiwerden der innerhalb der Mizelle gelésten hydrophoben Molekile, die erst dann als freie Mo-
lekile detektiert werden kénnen. Konkret bedeutet dies, dass eine niedrige CMC hohe Verdinnungs-

volumina, die einen Zerfall des Detergens in seine Monomere bedingen, erfordert. Im Gegenzug
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kommt es aber zur schnelleren Mizellbildung, was bei speziellen Fragestellungen von Bedeutung sein

kann.

In der Konklusion erschien das n-Octylglucosid aufgrund der einfacheren Entfernung nach erfolgter
Enzyminkubation bei gleichzeitig vorhandener elektrischer Neutralitdt als das am besten geeignete

Detergens.

Die Mizellbildung lasst sich an der nachlassenden Triibung der Losung erkennen. Dieses ist durch 15
s Ultraschallapplikation im Wasserbad oder durch 20 s intensives Schiitteln mit dem Vortexschittler zu
erreichen. Beide Methoden sind praktikabel und kénnen je nach Verflgbarkeit eingesetzt werden [166,
167].

4.1.5 Enzymatische Reaktion

Die DAG-Synthese durch die DAG-Kinase ist als chemische Reaktion grundsétzlich durch die duBeren
Reaktionsbedingungen beeinflussbar. Der Druck entspricht dem Atmospharendruck und kann als kon-
stant betrachtet werden. Die Reaktionstemperatur sollte wegen der direkt proportionalen Beziehung
zur Reaktionsgeschwindigkeit kritisch betrachtet werden. Insbesondere in nicht klimatisierten Rdumen

besteht eine Varianz der AuBentemperatur.

Schneider et al. untersuchten die Substratspezifitdt der Kinase. Neben DAG sind Ceramid und N-
Dodekanoyl-2-Amino-1-Butanol potente Substrate, die ca. ein Drittel der Aktivitdt des Enzyms im Ver-
gleich zum DAG bedingen kdnnen. Interessanterweise wird die zehnfache Menge S-Ceramid gegen-
Uber dem R-Isomer durch die Kinase umgesetzt [176]. Insofern kann nicht ausgeschlossen werden,
dass wahrend der Enzyminkubation andere Phospholipide neben DAG durch die Kinase phosphory-

liert werden.

Um das Phosphorylierungsprodukt DAG sicher identifizieren zu kdnnen, wurde ein radioaktiv markier-
ter DAG-Standard in den Versuchsablauf eingebunden. Insbesondere wurde eventuell gleiches Lauf-
verhalten im Rahmen der chromatographischen Auftrennung von DAG und Ceramid durch eigens

dazu durchgefihrte Experimente ausgeschlossen.

Essenziell fiir eine erfolgreiche Enzymreaktion der DAG-Kinase sind Lipidkofaktoren, die eine Aktivie-
rung des Enzyms bedingen. Die Abwesenheit entsprechender Lipide hat eine fehlende Produktsyn-
these zur Folge. Des weiteren dienen sie als Enzymstabilisatoren und verhindern eine schnelle Inakti-
vierung des Enzyms als Folge eines negativen Feedback durch das Substrat [177, 181]. Als
Kofaktoren werden unter anderem Dioleylglycerin und Cardiolipin genannt. Cardiolipin gilt als starkster
Enzymaktivator [181]. Spezielle Experimente zur Untersuchung der Substratspezifitit mit DAG und
Cardiolipin bei sowohl gemeinsamer als auch separater Enzyminkubation im Rahmen dieser Arbeit
hatten aber gezeigt, dass Cardiolipin offenbar auch als Substrat der Kinase fungieren kann. Gleichzei-
tig fihrt eine Enzyminkubation ohne Beimischung von Cardiolipin in den Reaktionsansatz zur Pospho-
rylierung des DAG, so dass dessen Identifizierung mdglich war (s. Abb. 11). Insofern wurde auf Car-

diolipin verzichtet. Hieraus ergeben sich allerdings zwei Risiken:
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1. Eine schnelle Inaktivierung der Kinase ist méglich.

2. Im Phospholipidextrakt sind keine geeigneten Lipidkofaktoren, so dass keine Enzymaktivierung
stattfindet.

In diesem Zusammenhang ist jedoch anzumerken, dass Walsh et al. fir viele Lipide aktivierende Ei-
genschaften hinsichtlich der DAG-Kinase zeigen konnten [181]. Trotz sicherlich deutlich héherer erfor-
derlicher Konzentrationen entsprechender Lipide im Vergleich zum Cardiolipin, ist ein Lipidkofaktor-
mangel unter Beriicksichtigung der vielfaltigen Komposition zellularer Membranen unwahrscheinlich.
Far diese Annahme sprechen auch die erfolgreich durchgefiinrten Enzyminkubationen ohne Cardioli-

pin im Reaktionsansatz (s. 3.3.5).

4.1.6 Chromatographie und Detektion der Phospholipide

Die Auftrennung der einzelnen PL-Fraktionen wurde mittels Diinnschichtchromatographie durchge-
fohrt. Das Prinzip der Chromatographie besteht in der unterschiedlichen Affinitat der zu eluierenden

Stoffe zur stationdren und zur mobilen Phase. Sie ist preiswert und einfach durchfihrbar.

4.1.7 Auswertung

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte in dieser Versuchsreihe rein qualitativ durch visuell
vergleichende Begutachtung der Réntgenfilme. Dies erscheint zur Beantwortung der Frage, ob sich
der beabsichtigte Versuchsaufbau prinzipiell eignet, ausreichend. Entscheidend ist, dass ein Signal
entsteht, denn damit kann klar festgestellt werden, dass das System flr die hier beabsichtigten Zwe-
cke geeignet ist. Diese sehr einfache Ergebnisauswertung ist fir den Fall kinetischer Betrachtungen,
bei denen DAG-Massen in Abhangigkeit von einer vorgegebenen Infektionszeit zu bestimmen sind,
nicht mehr ausreichend. Hier kénnte das DAG-*P mittels Fliissigkeitsszintillationsmessung quantifi-
ziert werden, was bei einem hochenergetischen B-Strahler wie **P problemlos funktioniert. Auf den
DAG-Gehalt der Probe lasst sich dann anhand vorher ermittelter Eichkurven schlieBen. Verglichen
wird der DAG-Gehalt einer mit dem invasiven Stamm SC301 infizierten HelLa-Zellkultur und einer mit
dem nicht-invasiven Stamm SC300 infizierten Hela-Zellkultur. Eine Differenz zugunsten der invasiven

Mutante SC301 ware beweisend fir eine DAG-Synthese im Verlauf einer fortschreitenden Infektion.



Diskussion 64

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Theoretische Betrachtungen zur Rolle des Diacylglycerins wahrend der Infektion von

Zellkulturen durch E. coli Flexneri

Arbeitshypothese der hier vorliegenden Arbeit war, dass die Infektion von HelLa-Zellen mit E. coli Flex-

neri, Stamm SC301, zu einer Erhéhung der DAG-Konzentration fihrt. Um diese Hypothese untersu-

chen zu kénnen, wurde der im Teil 2 skizzierte Invasionsassay etabliert. Eine Untermauerung dieser

Hypothese gelang allerdings nicht.

Einerseits ware es mdglich, dass keine endogene DAG-Produktion stattfindet. Dagegen sprechen

aber die im Labor T. Adam durchgeflihrten Invasionsexperimente mit SC301 unter Verwendung von

Inhibitoren der PLC und der PPH, die eine Synthese von DAG aus Phosphatidsdureestern durch

enzymatische Katalyse der PLD und der PPH vermuten lassen.

Andererseits kann es aber sein, dass die Zunahme der DAG-Konzentration nicht nachweisbar ist.

Ursachlich kénnte eine mit dem gewéhlten Versuchsaufbau nicht erfassbare Kinetik des Konzent-
rationsanstieges sein. Das heiBt, DAG kénnte zum einen erst nach 30 min ansteigen und wére
damit auBerhalb des hier betrachteten Zeitfensters. Das ist aber eher unwahrscheinlich, da die In-
fektion, die als Ausldser der Transduktionskaskade anzusehen ist, bereits nach 20 min nahezu
komplett vollzogen ist [38]. Eine erhebliche zeitliche Verzégerung der Reaktionskette Infektions-
stimulus— PLD-Reaktion - PPH-Reaktion— nachweisbarere DAG-Moleklle ware ebenso még-
lich. Dagegen spricht, dass Signaltranduktionen i. d. R. eine schnelle Antwort auf einen Stimulus
hin realisieren. Werden beispielsweise Blutplattchen mit Thrombin stimuliert, ist schon nach 30 s

ein 2- bis 3-facher DAG-Anstieg regelméaBig zu beobachten [167].

Ware mit einer sehr geringen Enzymaktivitat der PLD und der PPH, die ja nach unserer Arbeits-
hypothese als Katalysatoren der DAG-Synthese aus Phosphatidsaureestern angesehen werden,
zu kalkulieren, kénnte es ebenfalls sein, dass DAG nur in sehr kleinen und eventuell schwer
messbaren Mengen entsteht. Dem widerspricht allerdings, dass aufgrund der vorhandenen Kine-
tikuntersuchungen davon auszugehen ist, dass bei 37° C Inkubationstemperatur innerhalb von 30
min nach Stimulation eine hohe enzymtische Aktivitat entfaltet wird [182, 183]. Hinsichtlich der
Messbarkeit ist zu konstatieren, dass mit der gewéhlten Methodik Stoffmengen im pikomolaren

Bereich erkannt werden [166].

Ebenso ist vorstellbar, dass DAG schon am ersten Messpunkt nach fiinf Minuten nicht mehr de-
tektierbar ist. Dieses kdnnte dadurch bedingt sein, dass DAG in den ersten finf Minuten nach In-
fektion der HeLa-Zellkultur mit Shigella ein Maximum durchlauft, welches dann recht schnell ab-
klingt und am Messpunkt wieder die DAG-Werte der Negativkontrolle widerspiegelt.

Seishima et al. fihrten DAG-bezogene Kinetikuntersuchungen mit Pemphigus-IgG stimulierten
DJM-1-Zellen durch. Dort zeigte sich ein biphasischer Verlauf des DAG. Eine erste Spitze konnte

nach 30 s nachgewiesen werden, gefolgt von einem steilen Abfall innerhalb von zwei Minuten auf
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den Ausgangswert und einem erneuten plateauférmigen Anstieg [184]. Diese Resultate fihrten sie
auf eine kombinierte Aktion von Ptdins-PLC und PtdCho-PLC zurlick, d. h. der erste Peak ist
durch eine PtdIns-, der zweite einschlieBlich Plateau durch eine PtdCho- spezifische Lipase her-
vorgerufen [184]. Es ist also denkbar, dass das Zusammenspiel von PLD und PPH einen dem ers-
ten Teil der skizzierten Kinetik entsprechenden DAG-Verlauf hervorrufen kann. Bedingt durch die
im Versuchsprotokoll festgelegte Latenzzeit von 5 min bis zur ersten Messung ware in diesem Fall
kein DAG-Anstieg verifizierbar. Wiederum ware es dann unwahrscheinlich, dass die Phospholipide
eine zentrale Rolle im Fortschreiten der Invasion von HeLa-Zellen durch Shigella einnehmen, da
die Anzahl internalisierter Bakterien auch nach den ersten 5 min kontinuierlich zunimmt. Unter
diesem Gesichtspunkt wére hinsichtlich einer Zellinfektion durch Shigella allenfalls eine noch na-
her zu untersuchende Initiatorfunktion des PL-Stoffwechsels denkbar. Konkret ausschlieBen lieBe

sich diese Variante durch engere Messintervalle am Beginn des Invasionsassays.

Wird das DAG sehr schnell metabolisiert, kann infolge der Verstoffwechselung weniger DAG in den

Einzelproben nachgewiesen werden.

Vorstellbar ist eine DAG-Kinase-Aktivitdt der verwendeten Shigellenstdmme SC300 bzw. SC301.
Das Genom von E. coli Flexneri ist komplett entschllisselt. Venkatesan et al. sequenzierten das
Virulenzplasmid pWR501 von E. coli Flexneri 5a [185]. Insgesamt konnten 293 ORF (open-
reading-frames) gefunden werden, 286 hiervon waren dem Genom von Shigella zuzuordnen. Die
Ubrigen 7 ORF entsprachen dem aus der Kreuzreaktion mit dem E. coli Plasmid pMT999 ent-
stammenden Transposon Tn501. 19% der ORF verschllsseln bekannte Proteine von Shigella, un-
ter anderem Mxi, Spa, Ipa und VirG. Vier ORF zeigten Sequenzhomlogien mit bekannten Virulenz-
vermittelnden Proteinen. Eine DNA-Sequenz der DAG-Kinase wurde allerdings nicht gefunden
[185]. Nie et al. verglichen die Sequenz des Bakterienchromosoms von E. coli Flexneri 2a und 5b
untereinander und mit E. coli K12 Stamm MG1655 [186]. Beide Shigella Stdmme besitzen ein zir-
kuldres Chromosom von ca. 4,6x106 Basenpaaren. Das Chromosom von E. coli Flexneri 5b ist
etwas kiirzer, was durch eine Deletion des Oberflachenantigens SHI-1 bedingt ist. Die Genomse-
quenz beider Stdmme ist zu 97 % identisch. 74 % des Proteoms stimmen mit dem Proteom des E.
coli K12 Stammes MG1655 berein. Die Shigella Flexneri Stdmme 2 a und 5 b weisen beide in ih-
rem Genom ein DAG-Kinase Gen auf [186, 187].

Des weiteren sind bisher zehn Isoformen der DAG-Kinase bei Mammaliern bekannt, die in finf
Subklassen unterteilt werden [188, 189]. Neben den klassischen Isoformen sind durch alternatives
SpleiBen entstandene Varianten der B-, y-, 8-, -, 1- und &-Formen bekannt [189]. Hier ist eine Me-
tabolisierung in den flr den Assay benutzten HelLa-Zellen durchaus vorstellbar. Relativ wenig be-
kannt ist Gber die kirzlich entdeckte k-Isoform. Man nimmt fir dieses in der Membranfraktion loka-
lisierte Enzym eine regulative Funktion im Zusammenhang mit oxidativem Stress an [190]. Gut
untersucht sind die Isoformen o und {. Die DAG-Kinasea, eine Klasse 1-Isoform, ist die am meis-
ten vorkommende Isoform in T-Lymphozyten. Nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors erfolgt eine
Tyrosinkinase- und Calcium- abhangige Translokation des Enzyms vom Zytosol zur Plasma-

membran [191]. In negativer Korrelation mit der gesteigerten Kinaseaktivitat in der Plasma-
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membran befindet sich die Aktivitdt des G-Proteins Ras. Dieser Umstand ist durch die nachlas-
sende Aktivitat des GTP-Austauschproteins Ras-GRP bedingt. Ras-GRP wird durch Bindung von
DAG in der C1-Doméane des Proteins aktiviert. Die zunehmende Synthese von Phosphatidsaure
durch die DAG-Kinase fuhrt allerdings zum Mangel an DAG. In der Folge wird das inaktive Ras-
GRP aus der Membranfraktion ins Zytosol transloziert [192]. Die DAG-Kinase(, eine unter ande-
rem im Zellkern vorkommende DAG-Kinase, wird durch Phosphorylierung infolge der PKCa-
Aktivitat inaktiviert und konsekutiv aus dem Nukleus transloziert. Dadurch kommt es zur Abnahme
der intranuklearen DAG-Konzentration, wodurch zellproliferative Prozesse beeinflusst werden
[193, 194].

e Waggoner et al. beschrieben eine in vielen humanen Geweben nachweisbare Phospholipidkinase.
Ungewdhnlich ist die fiir tierische Zellen fehlende Substratspezifitdt. So konnte eine Phophorylie-
rungspotenz der Kinase gegenlber DAG, Ceramid und Monoacylglycerin gezeigt werden. Dieser
Fakt ergab den Namen Multisubstrat-Lipidkinase (MuLK). Méglicherweise ist DAG aber das be-
vorzugte Substrat, so zeigte MuLK gegenlber DAG die héchste v, [195]. Die Aktivitéat der MuLK
lieB sich durch Membrankomponenten wie Cardiolipin und ionischen Zusatze (C**, Mg®*) modulie-
ren, so dass die bevorzugte Substratspezifitdit méglicherweise vom Umgebungsmilieu bzw. der

jeweiligen zellularen Lokalisation abh&ngt [195].

e Wurden Endothelzellen mittels Acetylcholin stimuliert, konnte eine Freisetzung von Arachidonsdu-
re aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin beobachtet werden. Involviert in diesen
Stoffwechselpfad ist die DAG-Lipase, die mittels Hydrolyse 2-Arachidonyl-Glycerin und Arachidon-
saure synthetisiert [196]. Eine Abspaltung der Carbonsauren via Diglycerin- bzw. Monoglycerin-
Lipase fihrt zur Bildung von Glycerin, das unter anderem in die Glycolyse eingeschleust werden

kdnnte.

e Cardiolipin, welches ein haufiger Bestandteil bakterieller Membranen ist, entsteht in einem mehr-
stufigen Syntheseprozess aus CDP-DAG und a-Glycerophosphat und wére eine andere denkbare

Variante.

Zur Uberpriifung dieser theoretischen Varianten wére der Einsatz von entsprechenden spezifischen
Enzyminhibitoren denkbar. Damit kénnte ein vorzeitiger Abbau des DAG durch die 0. g. Enzyme ver-
hindert werden. Bei der Verwendung von Enzyminhibitoren muss aber beriicksichtigt werden, dass der
Einsatz solcher Hemmer unerwiinschte direkte und indirekte Einflisse auf andere Stoffwechselwege
ausuben kénnen. So kénnte die Verwendung des DAG-Kinase Inhibitors R59949 eine Akkumulierung
von DAG und eine Verminderung von Phosphatidsdure bedeuten. DAG wiederum ist neben Ca** und
Phosphatidylserin als potenter Aktivator der PKC, insbesondere der konventionellen Isoformen
PKCa.,B,y, bekannt [197]. Die PKC ihrerseits wird mehrfach als Aktivator der PLD erwéhnt [134].

4.2.2 Biomembranen als Ressourcen

Um eine Aussage Uber mdgliche Einflisse der in den Bakterienmembranen vorhandenen Substrat-

mengen flir die DAG-Kinase formulieren zu kénnen, wurde in eigens dazu hergestellten Bakteriensus-
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pensionen nach DAG gefahndet. Dieser Test fiel fur die im Rahmen der Infektionsexperimente ver-
wendeten Bakterienzahl pro Hela-Zellkultur (9x10° Bakterien) negativ aus. Dies bedeutet, dass sich
kein Substrat fir die DAG-Kinase in den Membranen von SC300 und SC301 mit der in der vorliegen-

den Arbeit benutzten Methode nachweisen lasst. Auch hier gibt es zwei mégliche Varianten:

e Inden Membranen kommt kein oder wenig DAG vor.

e Das vorhandene DAG lasst sich nicht nachweisen.

In diesem Fall ist aber die erste Méglichkeit wahrscheinlich, da erstens die prinzipielle Funktionsfahig-
keit des Versuchs im Falle einer positiven DAG-Probe durch eigene Experimente unter den hiesigen
Bedingungen mehrfach nachgewiesen wurde. Deshalb wéare auch im Falle einer signifikanten DAG-

Akkumulation in bakteriellen Membranen ein positiver Bandennachweis zu erwarten gewesen.

Zweitens ist DAG bisher nicht als relevanter Strukturbaustein bakterieller Membranen beschrieben.
Raetz et al. konnten einen Anteil von 0,5 % in den Membranen des E. coli Wildtyps nachweisen [198].
Dies erscheint zunachst verwunderlich, wenn man bedenkt, dass Phosphatidsadure die entscheidende
Vorstufe fir die Synthese aller PL in Bakterien darstellt [199]. Zusatzlich kann Phosphatidsdure durch
die DAG-Kinase von E. coli aus DAG synthetisiert werden [200, 201]. Dieser stellt jedoch allenfalls
eine Nebenroute dar. Der Hauptweg ergibt sich aus der 2-Schritt-Alkylierung von a-Glycerophosphat

durch eine Transferase [202].

Betrachtet man die Zusammensetzung der Membranen von E. coli genauer, lasst sich zeigen, dass
Phosphatidylethanolamin (Ptdetn) den Hauptanteil am PL-Gesamtpool mit 70 bis 80 % bildet.
Phosphatidylglycerol (PtdG) ist mit 15 bis 20 %, Cardiolipin mit maximal 5 % vertreten [203, 204]. We-
sentliche Unterschiede in der Phospholipidzusammensetzung zwischen der inneren und auBeren
Membran bestehen nicht. Der Anteil der duBeren Membran am Gesamtpool der PL ist mit 60 % aller-
dings héher. Weitere Unterschiede sind die komplexere Proteinvielfalt der inneren Membran, u. a.
Syntheseproteine, TransporteiweiBe sowie Enzyme der ATP-Generierung und die nur in der duBeren

Membran gramnegativer Bakterien vorkommenden Lipopolysaccharide [205].

DAG ist eine Struktureinheit der aufgezahlten PL. Es wére also denkbar, dass durch enzymatischen
Umsatz unspezifischer oder spezifischer Esterasen DAG anféllt. Ptdetn als wichtigstes PL ist sehr
stabil und zeigt lediglich eine Fluktuation von 5 % je Generation [204]. Es ist daher nicht als Quelle fr
DAG beispielsweise durch eine Esterhydrolyse am Cs-Atom vorstellbar. PtdG dagegen hatte mit 25 %
Umsatz zu DAG und Glycerophosphat innerhalb einer Generationszeit das Potenzial, eventuell nach-
weisbare DAG-Mengen hervorzubringen. Diese beiden Metabolite werden aber von E. coli in anderen
Stoffwechselreaktionen weiterverwendet. Das DAG wird zur Lipoproteinsynthese, das Glyce-
rophosphat zur Synthese sogen. MDO (engl.: membrane-derived-oligosaccharides) benétigt. Die MDO
sind eine erstmals 1973 von van Golde et al. beschriebene negativ geladene Substanzklasse aus acht
bis zehn verzweigten, mit Glycerophosphat oder Phosphoethanolamin veresterten Glucosemolekdilen.
Sie kommen im periplasmatischen Raum vor und werden mit osmoregulatorischer Anpassung von E.

coli an das Umgebungsmilieu in Zusammenhang gebracht [206, 207].
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Obwohl in den durchgeflhrten Experimenten mit Shigella gearbeitet wurde, ist es aufgrund der bei
Pupo et al. aufgezeigten Parallelen von E. coli und Shigella zuldssig, dass die hinsichtlich der Memb-
ranzusammensetzung an Kolibakterien gewonnenen Erkenntnisse auf Shigella Ubertragen werden

kénnen [4].

4.2.3 Verlangerte Inkubationszeiten ergeben keine héhere DAG-Utilisation

Die Phosphorylierung von DAG durch die DAG-Kinase verlief als Funktion der Zeit. Innerhalb der
ersten 30 Minuten lieB sich eine ansteigende Menge an radioaktiv markierter Phosphatidsdure nach-
weisen. Eine verlangerte Enzyminkubation auf 60 Minuten ergab im visuellen Vergleich keine zusétz-
liche DAG-P Synthese. Das stimmt mit dem von Kennerly et al. beschriebenen Sachverhalt Uberein,
die wahrend ihrer kinetischen Untersuchungen feststellen konnten, dass die DAG-P Synthese aus
mittels Saulenchromatographie gereinigten DAG-Extrakten roter Blutzellen Uber die ersten 15 min
linear anstieg und nachfolgend abflachte. Zwischen der dreiBigsten und sechzigsten Minute betrug die
Phosphorylierungsrate gerade einmal 20 bis 25 % des Ausgangswertes [208]. Als Grund vermuteten
sie Inaktivierung der Kinase durch enzyminhibitorische Effekte des MgCl, und des Detergens Cuts-

cum.

Die fur die Enzyminkubation eingesetzten MgCl,-Mengen lagen jedoch mit 12,5 mM im Reaktionsan-
satz deutlich unter denen von o. g. Autoren als enzymbehindernd genannten Konzentrationen, die
jenseits der 30 mM lagen. Walsh et al. schrieben dem ionisierten Mg®* oberhalb 5,0 mM eine aktivi-
tatssteigernde Komponente durch direkte Interaktion mit der Kinase zu, die zwischen 10 und 20 mM
maximal wird und dann abebbt [175]. Insofern ist MgCl, als mitverantwortlicher Faktor fir den Aktivi-
tatsverlust der Kinase weitestgehend auszuschlieBen. Fir eine Inaktivierung des Enzyms durch das
Detergens n-Octylglucosid, durch freies ATP und weitere Bestandteile des Reaktionsansatzes boten

sich keine Hinweise.

Weiterhin zu berlcksichtigen ist die Reaktionswarme. Hinsichtlich einer méglichen Inaktivierung des
Proteins ist bekannt, dass 37° C Umgebungstemperatur zu einer 50 %-igen Inaktivierung der Kinase
innerhalb von 30 min flhren [181]. Bei der flr unsere Experimente gultigen Reaktionstemperatur von
25° C verléngert sich die Inaktivationshalbwertszeit auf 70 min, so dass von einem stabileren Enzym

und somit von einer Uber die Reaktionszeit konstanten Aktivitat ausgegangen werden kann [175].

Daraus ergibt sich aber gleichzeitig, dass hier ein anderes Phanomen fir die Stagnation der DAG-*P
Synthese nach 30 Minuten verantwortlich gemacht werden muss. Untersuchungen mit Derivaten des
sn-1,2-Diacylglycerol zeigten, dass sich die Kettenldnge der Carbonséuren und die Modifikationen der
sn-2-Veresterung nicht auf die Maximalgeschwindigkeit vy, sondern vielmehr steigernd auf die Mi-
chaeliskonstante Ky auswirkten. Veranderungen des sn-1-Esters, des sn-3-Methylens und der sn-3-
Hydroxylgruppe wirken hingegen hemmend auf v, und zeigen kaum Einfluss auf Ky, so dass sie als
nicht-kompetitive Antagonisten die Aktivitat beeinflussen kénnen [209]. So ist es vorstellbar, dass die
verschiedenen Lipidfraktionen der Membranextrakte auch solche inhibitorischen Derivate des DAG

aufweisen. Diese kénnten dann die abnehmende Aktivitat der DAG-Kinase bedingen.
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DAG ist daneben als Inaktivator der DAG-Kinase beschrieben. Die Inaktivierung verlauft nach einer
Kinetik erster Ordnung, d. h. ausschlieBlich die Substratmenge bestimmt den Grad der Inaktivierung
[181]. Auch wenn sich MgATP und einige Lipidaktivatoren wie Phospholipide, Sulfolipide oder auch
Neutralfette protektiv auswirken [181], sind Inaktivierung und Inhibition der Kinase die wahrscheinliche

Ursache fiir die allenfalls nichtsignifikante DAG-P Genese nach 30 Minuten.

Maogliche pH-Wert-Verschiebungen im Bereich von 6,5 bis 7,5 im Reaktionsansatz sollten angesichts
der nur geringen Auswirkungen des pH-Wertes auf die DAG-Phosphorylierung ohne Bedeutung fir die
beobachtete Abnahme der katalytischen Aktivitat sein [208].

Selbstverstandlich ist auch Substratmangel in einem kausalen Kontext mit der herabgesetzten En-
zymaktivitdt zu sehen. In dem zur Bearbeitung der Aufgabenstellung gewdahlten Assay ist die
Gesamtaktivitat der Kinase auf die einzelnen Mizellen konzentriert und abh&ngig vom DAG-Angebot

vor Ort, welches jedoch ausreicht und die Aktivitat nicht limitiert [175].

4.2.4 Inkubationstemperatur unter Berlicksichtigung enzymkinetischer Aspekte

Ungewdhnlich erscheint unter Berlicksichtigung des bereits von Arrhenius beschriebenen Prinzips,
wonach eine exponentielle Abhé&ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Reaktionstemperatur
besteht (RG~e "), dass trotz Temperaturdifferenz von 13 K kein vermehrter Umsatz von DAG zu
DAG-P beobachtet werden konnte (s. 3.2.2). Insbesondere erscheint dies unter Beriicksichtigung der
weiteren Annaherung an das Temperaturoptimum von 37° C ungewdhnlich [210]. Dieses kann damit
zusammenhangen, dass sich die Reaktion bereits bei 17° C Inkubationstemperatur im chemischen
Gleichgewicht befindet, d. h. die Geschwindigkeit der Hinreaktion und Riickreaktion befinden sich auf

gleichem Niveau. Es findet demnach keine Nettoproduktion von DAG-P statt.

Eine andere Variante zur Erklarung ware, dass das Enzym aufgrund der Distanz zwischen der im Ver-
such festgeschriebenen und der optimalen Temperatur nur einen Teil seiner vollen Aktivitat entfalten
kann. Das ist aber wegen der Herstellerangaben nicht nachvollziehbar, weil danach bei 25° C und
pH=6,85 12 Units pro mg Protein umgesetzt werden. Bezogen auf die in einer Probe befindlichen En-
zymmenge von 2,5 pg ergébe sich ein Minutenumsatz von 0,03 umol DAG, was 18,6 ug Dioleylglyce-
rol gleichkommt. 90 % der maximalen Umsatzgeschwindigkeit kdnnen bei einer 10-fachen, bzw. 99 %
bei einer 100-fachen Substratkonzentration bezogen auf die Michaeliskonstante Ky erreicht werden,
die bei 25° C 0,92 mol% betragt [175]. Aus der molaren Masse des Dioleylglycerols von 620 g/ Mol
folgt, dass der Ky-Wert einer Substratkonzentration von 5,7 pg/ pl DAG entspricht. Dementsprechend
waéren bei zehnfachen DAG-Konzentrationen von 57,0 pug/ ul im Reaktionsansatz (=90% Enzymaktivi-
tat) lediglich 10,8 U pro mg DAG-Kinase erreichbar. Insofern ist die Substratkonzentration, nicht die

Enzymaktivitat, als limitierender Faktor einzuschétzen.

Temperatursteigerungen Uber 25° C sind allerdings nur wenig einflussnehmend auf die DAG-Ausbeute
und flhren stattdessen zur nachteiligen Inaktivierung des Enzyms infolge von Denaturierungsprozes-

sen, so dass die Enzymaktivitat im Verlauf der 30 min Inkubation stark abféllt und den Vorteil der an-
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fanglich héheren Umsatzrate von DAG zu DAG-P, die bis 28 umol/ min betragen kann, aufhebt [209].
In diesem Sinn sind die suboptimalen Temperaturen der Kompromiss zugunsten einer méglichst lan-

gen katalytischen Tatigkeit der Kinase.

Das in den Abb. 3 und Abb. 4 im Ergebnisteil dargestellte Resultat ist in Bezug auf die kinetischen
Daten so zu verstehen, dass die Enzymaktivitat im suboptimalen Temperaturbereich vermutlich gleich
ist. Die Inaktivierung des Enzyms scheint erst in Temperaturbereichen jenseits der 30° C bzw. bei er-

heblich verlangerter Inkubationszeit wichtig zu werden.

4.2.5 Interaktionen zwischen ATP und 32P-y—ATP als Kosubstrate der DAG-Kinase

Wurden 10,0 ug sn-1,2-Dioleylglycerol mit konstanten Mengen 32P-\(-ATP und ansteigenden Mengen
nichtradioaktiven ATPs mit der DAG-Kinase fiir 30 min inkubiert, zeigte sich eine negative Korrelation
zwischen der verwendeten Menge nichtradioaktiven ATPs und der Synthese des radioaktiven
DAG-**P. MgATP ist ein negativ geladener Metallionkomplex, welcher sich in der Anwesenheit freier
Mg**-lonen bei annahernd neutralen pH-Werten bildet. MgATP ist ein direktes Substrat der DAG-
Kinase. Es wird in Anwesenheit von DAG durch direkten Phosphattransfer zu MgADP umgesetzt
[211]. Insofern kann angenommen werden, dass es zur Konkurrenz zwischen Mg32P-y-ATP und nicht-
radioaktivem MgATP um Bindungsplétze innerhalb des aktiven Enzymzentrums kommt. Die Phospho-
rylierung des DAG bzw. die DAG-P-Synthese fande hierbei im gleichen Ausma@ statt, sie ist aber we-

gen des verminderten Einbaus des **P-Isotops in das DAG-P auf dem Réntgenfilm nicht sichtbar.

Badola und Sanders beschreiben einen Faktor o, der die Michaeliskonstante Ky so korrigiert, dass die
gegenseitige Beeinflussung von DAG und MgATP beriicksichtigt wird. Die durch den Faktor o korri-
gierte Michaeliskonstante Ky, betragt 0,58+0,25 mM [211].

Im Experiment 3.2.3 konnte gezeigt werden, dass héhere Mengen nicht-radioaktiven ATPs bei kon-
stanter Menge radioaktiven ATPs nach 30 min Inkubation von 10 pg DAG mit der DAG-Kinase zu ei-
ner verminderten Synthese von DAG-*P fiihren. Das zeigte sich anhand der schwiacheren Bandenin-
tensitdt im Chromatogramm (s. Abb. 5). Nimmt man die von Badola und Sanders angegebene
Michaeliskonstante Ky= 0,58 mM zur Grundlage, muissten 0,29 pg/ pl ATP fir das Erreichen der
halbmaximalen Geschwindigkeit der Kinasereaktion zur Verfligung stehen [211]. Unter der Annahme,
dass ATP als Substratkonzentration in die von Michaelis und Menten aufgezeigte Funktion zwischen
Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit eingetragen wird, ist die ausschlieBlich 32P-y—
ATP enthaltende Probe am weitesten links zu suchen, was letztlich eine geringe Reaktionsgeschwin-
digkeit bedeutet. In den weiteren Proben wird mit ansteigenden Mengen von nicht-radioaktivem ATP
kombiniert, so dass aufgrund gréBerer Substratmengen hdhere Umsatzgeschwindigkeiten im Ver-
gleich zur alleinigen Verwendung von 32P-\(-ATP erreicht werden. Allerdings sind die vermehrten Syn-
theseraten zu Ungunsten des radioaktiv markierten Phosphatidats. Das ist wiederum dadurch begrtn-
det, dass die Stoffmenge “kaltes” ATP 111 bis 555 mal gr6éBer ist. Dieser Umstand kommt vor allem

dann zum Tragen, wenn DAG als Reaktionspartner nur in geringer Konzentration vorkommt. Dann ist
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natirlich auch die Zahl enzymatischer Reaktionen begrenzt und wegen des ungleichen Mengenver-
héltnisses stehen die "kalten* Phosphorylierungen im Vordergrund, was sich letztlich in der nachlas-
senden Bandenintensitat ausdriickt. Ist DAG dagegen im Sattigungsbereich vorhanden, werden abso-
lut mehr radioaktive Phosphate auf DAG (bertragen, wobei sich das Verhéltnis “heiBe” zu “kalte”
Phosphorylierung nicht &ndert. Dies héngt urspringlich mit der héheren Zahl ablaufender Reaktionen
zusammen, so dass auch zahlenmaBig mehr radioaktives Phosphat mit DAG verestert werden kann
(Abb. 5).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war dieses Ergebnis vor allem fur die Kontaminationsversuche
verwertbar, da es sich hierbei um Ausschlussergebnisse handelte. Der Vorteil liegt in der Verwendung
geringerer Mengen **P-y-ATP, der hauptsachlich arbeitsschutztechnisch und preislich zu sehen ist.
Der Nachteil der langsamen Reaktionsgeschwindigkeit sollte hierbei durch die relativ lange Inkubati-

onszeit in Bezug auf die erwarteten Reaktionsprodukte kompensiert werden.

4.2.6 Cardiolipin ist ein Kofaktor und Substrat der DAG-Kinase

Im Abschnitt 3.2.4 des Ergebnisteils ist beschrieben, dass ohne das Enzymsubstrat DAG eine Bande
auf dem Roéntgenfilm nachweisbar ist (s.3.2.4, Abb. 6). Dieser Zufallsbefund kann in zweierlei Weise

gedeutet werden:

Erstens kann dieses Phanomen durch einen Artefakt bedingt sein. Loomis und Walsh gehen allerdings
von einem maximal 2%-igen Hintergrundanteil an der messbaren Gesamtaktivitat aus, d. h. 98 % sind
tatsachlich entstandenem DAG-P zuzuordenen [174]. Auch wenn hier im Gegensatz zu den genann-
ten Autoren nur der visuelle Vergleich herangezogen wurde, erscheint die gesehene Bande relativ
zum DAG-Standard (50 ug) und den Proben 1 und 2 (Membranpraparation von 4,5x10° Zellen) starker

als der 0.g9. Prozentsatz, so dass nicht nur Hintergrund zu vermuten ist.

Zweitens kann tatséchlich DAG-P entstehen. Das wiirde den Verdacht auf eine unbekannte DAG-
Ressource, am ehesten bedingt durch eine Kontaminierung des Reaktionsansatzes oder des Deter-
gens, lenken. Daflir kamen zahlreiche Analoga des sn-1,2-DAG in Frage, da sie von der Kinase mit
jeweils unterschiedlicher Affinitdt als moégliche Substrate phosphoryliert werden kénnen [209]. Auf-
grund des unterschiedlichen chromatographischen Laufverhaltens im Vergleich zum Standard sn-1,2-
Dioleylglycerol kann durch Vergleich der Rf-Werte schon ein GroBteil der potenziellen Enzymsubstrate
ausgeschlossenen werden [209]. Da zusétzlich eine Verunreinigung, beispielsweise durch unsaubere
Arbeitsweise, moglich war, wurden alle Reagenzien neu hergestellt und die bis dahin verwende-
ten verworfen. Die separate Analyse der an der Enzymreaktion beteiligten Einzelkomponenten lief3

keinen Rickschluss auf endogen vorkommendes Enzymsubstrat zu (s. Abschnitt 3.3, Abb. 7, Abb. 8).

Wourden einer Positivkontrolle einzeln die Substrate des Reaktionsansatzes (Detergens, 2X Puffer,
DTT) entzogen, zeigte sich jedoch, dass keine dem DAG entsprechende Bande in den Proben ohne
2X Puffer oder Octyl-B-Glucosid/Cardiolipin nach Diinnschichtchromatographie und Filmexposition

sichtbar wurde (s. 3.3.3, Abb. 9). Das konnte heiBen, dass der verwendete 2X Puffer oder das Deter-
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gens mogliche Substrate des Enzyms darstellen. Der 2X Puffer bzw. eines seiner Bestandteile war als
Substratquelle unwahrscheinlich. Dementsprechend fiel der Nachweisversuch auch negativ aus (s.
3.3.4, Abb. 10).

Wie war die negative Kinasereaktion nach Weglassen des Puffers dann zu erklaren? Verbunden mit
dem fehlenden Puffer hatten pH-Wert-Instabilitdten auftreten kénnen, die sich dann eventuell aktivi-
tatsmindernd auswirkten. Entscheidender ist jedoch der Fakt, dass im Puffer unter anderem 25,0 mM
MgCl, geldst sind. In Lésung dissoziiert das Salz Magnesiumdichlorid in die ionischen Komponenten.
Die freiwerdenden Mg®* lonen kénnen so an ATP binden. Das entstehende MgATP ist essenziell, da
freies ATP nicht als Kosubstrat der Kinase fungieren kann [211]. Fehlt der Reaktionslésung also freies

Magnesium, ist die Phosphorylierung des DAG nicht mdglich.

In der Konsequenz musste das Detergens als Substrat der DAG-Kinase angenommen werden. Ent-
sprechend zeigte die Inkubation mit 150,0 pug Cardiolipin (CL) nach 30-min(tiger Inkubationszeit mit
der Kinase eine positive Reaktion (s. 3.3.5, Abb. 11). Bekannt war bisher die Rolle des Lipidkofaktors,
ohne den das Apoprotein keine katalytische Aktivitat entfalten kann. Diese Funktion konnten aber auch
andere Lipide Ubernehmen, auch wenn CL am effizientesten wirkt [175, 212]. Betrachtet man die
chemische Strukturformel von CL, féallt ein Glyceringrundkdrper auf, an dessen C4- und Cs-Position je
ein Phosphatidylrest verestert ist. Die einzige freie Hydroxidgruppe wére die an C,-Position des Glyce-

rolgrundgerustes.
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Abb. 16: Strukturformel Cardiolipin

Genau diese alkoholische Gruppe scheint es zu sein, die letztlich die Esterbriicke zum in der enzyma-
tischen Reaktion angenaherten y-Phosphat des ATP aufbaut. Walsh et al. negieren zwar 1,3-
Dioleylglycerolester als mdgliche Substrate der DAG-Kinase [175]. Mdglicherweise sind aber aufgrund
der unterschiedlichen Polaritat der Phosphatidylreste im Cardiolipinmolekil gegentber den Alkylresten
im 1,3-Dioleylglycerol die Wechselwirkungen zwischen Protein und Substrat derart optimiert, dass ein
direkter Phosphattransfer realisierbar wird. Reaktionsprodukt dieser Enzymkatalyse wére das radioak-
tiv markierte Diphosphatidylglycerolphosphat, das sich chromatographisch &hnlich dem DAG zu ver-

halten scheint und deswegen eine Bande auf gleicher H6he hervorrufen kann.
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Zusammenfassend scheint aufgrund unserer Beobachtungen, dem CL neben seiner Rolle des
aktivierenden Lipidkofaktors  gleichzeitig eine  Substratfunktion zuzukommen. Fir das
1-Monooleoylglycerol ist ein solches Verhalten durch Bohnenberger und Sandermann bereits charak-

terisiert worden [212].

Da aufgrund der skizzierten Beobachtungen CL als Substrat der DAG-Kinase angenommen werden
kann, wére bei gemeinsamer Inkubation von DAG und CL eine Substratkonkurrenz denkbar. Die Be-
gunstigung des DAG hierbei kdnnte durch die bessere Interaktion mit dem aktiven Zentrum oder auch
thermodynamisch bedingt sein. Ist aber das eigentliche Substrat DAG nicht prasent, kénnte dann bei-
spielweise auch das weniger affine CL phosphoryliert werden. Die enzymaktivierende Wirkung des CL
ist etwa 5-fach und beruht auf einer Komplexbildung zwischen DAG und CL. Dieser Komplex fuhrt
durch optimale Enzym-Substrat-Wechselwirkung zu maximaler DAG-P Synthese [181]. Es muss auch
die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, dass CL direkt an die Kinase bindet und so durch Kon-
formationsvariation eine Aktivitatssteigerung hervorruft. Da CL parallel als Substrat zu dienen scheint,
musste die Bindung diskontinuierlich sein, oder nur ein geringer Teil der gelésten Menge wird an das
Protein gebunden. Letzteres ist nicht auszuschlieBen, da schon etwa ein Drittel der sonst verwende-
ten CL-Konzentration von 3,5 mol% zu einer 50%igen Aktivierung der DAG-Kinase fiihren [181]. M&g-
licherweise ist die resultierende Aktivitdt ausreichend, um geléstes CL in Abwesenheit von DAG in

dem MaBe zu phosphorylieren, dass sich eine Bande auf dem Rdntgenfilm zeigt.

Irritierend ist die Beobachtung, dass nach 30 min Enzyminkubation DAG eine schwéachere Bande als
CL hervorruft (s. 3.3.5, Abb. 11). Hier ist denkbar, dass in Abwesenheit von CL die Aktivitat der Kinase
so schwach ist, dass nur geringe Mengen DAG phosphoryliert werden und insofern nur eine schwa-
che Bande sichtbar ist. In Anwesenheit von CL dagegen kdnnte die Aktivitét so stark zunehmen, dass
letztlich sogar mehr Diphosphatidylglycerolphosphat aus CL als Diacylglycerolphosphat aus DAG oh-
ne Lipidaktivator im Reaktionsansatz entsteht. Wegen des dann hdheren %p_Tranfers auf CL ergibt

sich eine breitere Bande.

Zusammenfassend lasst sich formulieren: Cardiolipin ist in erster Linie als potenter Aktivator der DAG-
Kinase zu sehen. Liegt aber Substratmangel vor, ist es nach unseren Daten mdglich, dass CL auch
Substrat des genannten EiweiBes wird. Wir haben CL deshalb nicht mehr fiir die Enzyminkubationen
im Rahmen kinetischer Untersuchungen eingesetzt. Aufgrund der vorherigen Membranpréparation aus
Hela-Zellen erschien das auch nicht zwingend, da, wie schon genannt, neben dem CL auch andere in

Membranen vorkommende aktivierende Lipidfaktoren existieren [209, 212].

4.3 Diskussion der Strategie

4.3.1 Der theoretische Ansatz

Fir die Richtigkeit der Annahme, dass DAG im Verlauf einer zellularen Infektion durch E. coli Flexneri

entsteht, sprechen einige Beobachtungen, die in der Arbeitsgruppe von T. Adam gewonnen wurden.



Diskussion 74

So fuhrte die Prainkubation von HelLa-Zellen mit D609, einem spezifischen PLC-Inhibitor, zu einer
erhdhten Shigellen-Invasion. Einen gegenteiligen Effekt hat die Einschleusung von Propranolol, einem
spezifischen PPH-Hemmer und nicht-selektiven B-Blocker, in den Versuchsablauf (T. Adam,

unverodffentlichte Daten).

Die geschilderten Beobachtungen legen nahe, dass DAG ein Mediator wahrend des Fortschreitens
einer Infektion mit E. coli Flexneri sein kdnnte. Seine Synthese erfolgt allerdings nicht Uber die
Phospholipase C, sondern (ber eine Zwei-Schritt-Synthese Uber die PLD und die PPH. Gegen eine
Beteiligung insbesondere der Phosphatidylinositolphosphat (PtdinsP)-spezifischen PLC spricht wei-
terhin die fehlende Calcium-Liberation, die Folge der Inositoltriphosphat (IP;) Synthese, neben DAG
ein Produkt der PtdInsP,-Spaltung durch die PLC, ist [213].

Lediglich fur E. coli Dysenteriae Typ | ist eine Shiga-Toxin vermittelte Modulation des intrazellularen
Calciumhaushaltes beschrieben, die nach Kaur et al. neben der erhdhten PKC-Aktivitat innerhalb der
Membranfraktion einen wesentlichen Bestandteil bei der Pathogenese der resultierenden erhdhten
Darmsekretion darstellt [214]. Die in unseren Experimenten verwendeten E. coli Flexneri-Isolate syn-

thetisieren jedoch kein Shiga-Toxin.

4.3.2 Der experimentelle Ansatz

Zur Uberpriifung unserer Hypothese waren unterschiedliche Ansatze méglich. Zum einen war der
direkte Nachweis des DAG denkbar. Andererseits wére aber auch vorstellbar gewesen, den interme-
didren Metaboliten, das PLD-Produkt Phosphatidat, nachzuweisen. Hier war aber zu bedenken, dass
der Nachweis eine vorherige radioaktive Markierung der HelLa-Zellen notwendig macht, um letztlich
die Phosphatidsdure chromatographisch nachweisen zu kénnen. Dazu miissen Tritium oder "*C- Koh-
lenstoffisotope in die Phospholipidmembran wahrend der Zellteilungen integriert werden. Der Nachteil
ist, dass von Beginn an mit Radioaktivitat gearbeitet werden muss. Nachteilig war das vor allem auf-
grund der hiesigen Laborbedingungen, da im Isotopenlabor kein Brutschrank mit der Mdglichkeit zur
Kohlendioxidbegasung zur Verfigung stand. Das ist wiederum eine notwendige Voraussetzung flr die

Zellkultivierung.

Weiterhin ungiinstig sind die langen Halbwertszeiten des °H (12,3 Jahre) und '*C (5568 Jahre) ge-
geniiber *P (14 Tage). Hieraus resultieren vor allem Entsorgungsschwierigkeiten. Die nachtragliche
radioaktive Markierung des DAG mittels **P-y-ATP ist insofern als verniinftige Alternative zu sehen.

Offenkundige Nachteile ergeben sich nicht.
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5 Zusammenfassung

Shigella wird zunehmend unter Berucksichtigung phylogenetischer Analysen als Klon der Spezies
Escherichia coli betrachtet. Es kdnnen vier unterschiedliche Subformen E. coli Flexneri, Sonnei, Boydii
und Dysenteriae unterschieden werden. Shigella ist der Erreger der bakteriellen Ruhr bzw. der Dysen-
terie beim Menschen. Insbesondere galt dem Invasionsprozess von E. coli Flexneri im Rahmen dieser
Arbeit ein besonderes Interesse. Bekannt war, dass Shigella unter anderem durch die Sekretion von
Proteinen, sogen. Ipa-Proteinen, die Zellinvasion in erheblichem Maf aktiv beeinflusst. Morphologisch
zeigten sich elektronenmikroskopisch zytoskelettale Rearrangements, einhergehend mit der Ausbil-
dung von Bliten-&hnlichen Membranprotrusionen, in deren Zentrum sich Shigella befand. Die Kon-
fluenz dieser Protrusionen fihrte letztlich zur Internalisierung des Bakteriums. Auf molekularer Ebene

ist die Aktinpolymerisation der entscheidende Faktor.

Aufgrund vorliegender Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe mit Propranolol, einem spezifischen Inhibitor
der Phosphatidat Phosphohydrolase (PPH), und D609, einem spezifischen Inhibitor der Phospholipa-
se C (PLC) konnte eine allerdings unbekannte Funktion des Diakylglycerols im Kontext mit dem Inva-
sionsprozess von Shigella vermutet werden. Insbesondere fliihrten die Invasionsexperimente mit D609
zu einer vermehrten, die Invasionsexperimente mit Propranolol hingegen zu einer verminderten An-
zahl elektronenmikroskopisch verifizierbarer zytoskelettaler Rearrangements bzw. einer geringeren
Infektion von HelLa-Zellen durch E. coli Flexneri. In der Konklusion war davon auszugehen, dass DAG
die bakterielle Infektion von HelLa-Zellen positiv beeinflusst, der Syntheseweg jedoch eine zweimalige
Hydrolyse eines Phospholipidesters, beispielsweise des Phosphatidylcholin, durch die PLD und die
PPH darstellt.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, den direkten qualitativen Nachweis einer Beteiligung des DAG am
Invasionsprozess von E. coli Flexneri in HeLa-Zellen zu erbringen. Zum anderen sollte der Hypothese,
dass es mit fortschreitender Infektionsdauer zur Akkumulation von intrazellularem DAG kommt, nach-

gegangen werden.

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden Hela-Zellen mit dem invasiven E. coli Flexneri Stamm
SC301 und dem nicht invasiven Stamm SC300 infiziert. Die Infektion wurde nach funf, 15 und 30 min
gestoppt. Im Anschluss wurden die Phospholipide extrahiert. Zur Detektion des DAG erfolgte zunéachst
eine radioaktive Phosphorylierung durch die Enzymkatalyse der DAG-Kinase. Im Anschluss wurden
die Phospholipide chromatographisch mittels Dinnschichtchromatographie aufgetrennt. Die Sichtbar-

machung der Phosphatidsdure wurde durch Exposition auf einem Rdntgenfilm realisiert.

Letztlich gelang es lediglich, DAG als Bestandteil der Membranpréparationen nachzuweisen, der sich
jedoch im visuellen Vergleich der Chromatogramme trotz zunehmender Infektionsdauer fir SC301
nicht unterschied. Des weiteren ergaben sich keine Unterschiede im Vergleich mit dem nicht invasiven
Stamm SC300.
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Wegen der insgesamt fehlenden Plausibilitdt dieses Resultates wurden Modifizierungen im
experimentellem Ablauf mit dem Ziel unternommen, Aussagen zu den Versuchsbedingungen, zur

DAG-Kinase selbst und zu den notwendigen Reagenzien treffen zu kénnen.

Festgehalten werden kann, dass die DAG-Kinase geeignet ist, DAG sicher nachzuweisen. Die Reakti-
onswarme beeinflusst die Enzymaktivitat im Bereich zwischen 17°C und 30°C nur unwesentlich. Eine
Verlangerung der Inkubationszeit auf 60 min ergab keine vermehrte DAG-Synthese. Die erforderliche
Menge radioaktiven **P-y-ATP konnte bei gleicher Aussagekraft durch die Reduktion des nicht-
radioaktiven ATP im Experiment und damit verminderter Substratkonkurrenz verringert werden. Cardi-
olipin konnte neben seiner bekannten Funktion als Aktivator der DAG-Kinase erstmalig als Substrat
der Kinase nachgewiesen werden. Fiir die Phosphorylierung des DAG durch die Kinase ist es bei
Vorhandensein anderer Lipidaktivatoren, die ausreichend in den Membranpréparationen vorkommen,

entbehrlich.

Die méglichen Ursachen der gefundenen Ergebnisse werden im Kontext der vorhandenen Literatur

ausfuhrlich diskutiert.

Zusammenfassend konnte durch unsere Experimente ein geeignetes Versuchssystem zur Untersu-
chung der Funktion des DAG wahrend der zellularen Invasion durch E. coli Flexneri etabliert werden.
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