Inflammasom-Aktivierung in murinen Makrophagen
nach Infektion mit Burkholderia pseudomallei

und deren Bedeutung fur die Virulenz

Inauguraldissertation

zur
Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der
Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald

vorgelegt von
Kathrin Matschinski
geboren am 02.10.1984

in Brandenburg an der Havel

Greifswald, 09. Juli 2013



Dekan: Prof. Dr. Klaus Fesser

1. Gutachter : Prof. Dr. lvo Steinmetz

2. Gutachter: Prof. Dr. Dirk Schluter

Tag der Promotion: 13.12.2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1. Einleitung ..o 1
1.1 Burkholderia pseudomallei und Burkholderia thailandensis ............................. 1
1.1.1  Burkholderia pseudomallei als Erreger der MelioidoSe ............cccoveviiiiiiiiieeiineens 1
1.1.2 Melioidose - Epidemiologie und Pathogenese............ccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
1.1.3  Wirt-Pathogen-Interaktion ...............ooii i 3
1.1.3.1 Aligemeine Virulenzfaktoren von B. pseudomallei ...................ccccccuuuuunnn. 3
1.1.3.2 Typ-llI-Sekretionssysteme von B. pseudomallei ..................ccccouveuuennnnnnn. 4
1.1.3.3 Intrazellularer Lebenszyklus von B. pseudomallei ....................cccoeevunnnnnn. 6
1.1.4 Charakterisierung von Burkholderia thailandensis..................ccccccuueeeuuuunininnnnennnns 7
1.2 Programmierter Zelltod in Makrophagen ............ccovieemniiiiniiinnnneessnn e 8
(P B 7T o = -1 Y o RSP 8
I N o o] ] (o 1T TSN 10
1.2.2.1 Der extrinsische AKtVIErUNGSWEG .........oociiiiiiiiiiiiieeecieeeei e 11
1.2.2.2 Der intrinsische AKtVIEMUNGSWEG ........oovviiiiiiiiiiiie e 12
1.2.3 Inflammasom-abhangige Aktivierung von Caspase-1..........cccccuvvvvveveiiiiniinnennnnns 13
1.2.3.1 PYFOPIOSE ..ot 13
1.2.3.2 NOD-like REZEPLOIEN .....eeiiieiieeeeee e 14
1.2.3.3 Das NIrp3 Inflammasom ..........oooiiiiiiiiii e 15
1.2.3.4 Das NIrc4 Inflammasom ...........euuueuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
1.3 ZielSetZUNG.....ccoviiiieriieii i —————— 18
2. Material und Methoden............cccooiiiii 19
2.1 Gerate und Material ..o 19
Nt T =T = (TR 19
2.1.2 EINWEMAtErial.......oooiiiiiiii e 20
2.1.3  ChemIKalEN .....uuiiiiiiiiiii e 21
2.1.4 Fertiglosungen uUnd KitS.........cooiiiiiimiiiiiee e 23
205 ENZYIME . e e eeee 24
2.1.6 Inhibitoren und SUDSIrate ..............uuuiiiiiiiiiiiii 24
O A N 0111 (o1 o 1= TSP 24
2.1.7.1 PrimarantikOrper ... oo 24
217.2  ANntiKOrperkonNjUgate..........cooviiiiiiiiiii e 25
2.1.8  OliGONUKIEOLIAE .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e enneee 25

2.1.8.1 Oligonukleotide fur die reverse Transkription...............ccccciiiieiiiinnins 25



Inhaltsverzeichnis

2.1.8.2 Oligonukleotide fur die quantitative Real-time PCR............cccccceinnnnn. 25
2.1.8.3 Oligonukleotide fur die KIONIErUNG..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 27
2.1.8.4 Oligonukleotide fur die gezielte Mutagenese............cccccccvvviviiiiiinnnnnnn. 27
2.1.8.5 Oligonukleotide fir die Overlap Extension PCR .........cccccccvviiiiiiinnnnnnn. 28
21,9 PlaSMUOE ...t 29
2.1.9.1 pcDNAS uNd Derivate.........couuiiiiiiiie e 29
2.1.9.2 PEX-KMS. oot 30
2.1.10 Organismen und KUuUrMEI€N ............ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 31
2.1.10.1 BaKEEIIEN ...ceeeiiie e 31
2010, 2 ZEIEN .ot 31
21103 MAUSE ...t 32
2.1.10.4 Nahrmedien und Zusatze fur die Kultivierung von Zellen .................... 32
2.1.10.5 Nahrmedien und Zuséatze fir die Kultivierung von Bakterien ................ 32
2.1.11 PUffer Und LOSUNGEN ........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeee et seenannnnnnnes 33
2.1.11.1 Puffer und Gele fur Arbeiten mit DNA..........cooiii 33
2.1.11.2 Lésungen fur Arbeiten mit RNA ... 34
2.1.11.3 Puffer fir proteinbiochemische Arbeiten..................iiii s 34
2.1.11.4 Puffer und Gele fur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ................... 35
21115 WeStern BIOt ......e e 35
2.1.11.6 Puffer und Lésungen flir Zell-basierte Assays .........ccccccovvviiiiiiiiinnnnnnn. 37
2.1.11.7 Lésungen flur Nadhrmedien zur Kultivierung von Bakterien.................... 37
2.2 MethOden ......cceeeeeeiii i 39
A B (N (o] 0111 U o To PP 39
2.2.1.1 Isolation genomischer DNA aus Bakterien ...............cccveiiiiiiiiiiinennns 39
2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)........ccccovviiiiiiiiiii 39
2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese ...........ccuuuuiiiiiiieiiiiiiiii e 40
2.2.1.4 Reinigung von DNA-Fragmenten ...........ccccoveeiimiiiiiieiiieee e 41
2.2.1.5 Restriktionsspaltung und Dephosphorylierung ...........cccocoiiiiiiiiieiiennnnnn. 41
2.2.1.6 LIiQation ..coeeeiiiiiiii e 41
2.2.1.7 Hitzeschocktransformation ...........cccccviiiiiiii 42
2.2.1.8 Minipraparation von Plasmid-DNA...........oo e, 42
2.2.1.9 Maxipraparation von Plasmid-DNA............cii e, 43
2.2.1.10 Herstellung CaCl, kompetenter Zellen............eiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 43
2.2.2 Gezielte Mutagenese von B. pseudomallei - Genen.................eeevveeeevvenieniennnnnnns 43
2.2.2.1 Herstellung und Klonierung der knockout Konstrukte ..................cccce. 43
2.2.2.2 KONJUGALION ..ttt ettt eeee 44



Inhaltsverzeichnis

223

224

2.2.5

2.2.6

227

2.2.2.3 Isolation markerloser Deletionsmutanten................ooeviiiiiiiiiieeieeens
2.2.2.4 Overlap Extension PCR........coooiiiiiii e
Zellbiologische Arbeiten .........ooouiimiiii e
2.2.3.1 Kultivierung von HEK-293 Zellen ...
2.2.3.2 Kultivierung von HEpG2 Zellen ............euviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieieinennes
2.2.3.3 Praparation und Anzucht muriner Knochenmarkmakrophagen............
2.2.3.4 Aussaat von Knochenmarkmakrophagen ...............cccvveemiiiiiiiiineeeieeenns
2.2.3.5 Bestimmung der Zellzahl ...
2.2.3.6 Invasions- und ReplikationSassay............ccoureruummiiiieeeiiieeiiie e
2.2.3.7 Infektion von Knochenmarkmakrophagen zur Gewinnung von
Gesamt-RNA und Proteinen ..............ouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiies
2.2.3.8 Infektion von Knochenmarkmakrophagen zur Gewinnung von
Proteinen fur die Proteomanalyse............cccccoiiii
2.2.3.9 Lactat-Dehydrogenase (LDH) - ASSAY ..........cuuuuumimmiiiiimniiiiiiiiiiiiininnnnnns
2.2.3.10 Caspase-AKtIVItAIS-ASSAY .......uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
2.2.3.11 Immunfluoreszenzfarbung .............euviiiiiiiiiiiiiiiiii s
2.2.3.12 Transiente Transfektion ...
Mikrobiologische Methoden............coouiuiiiii i
2.2.4.1 Herstellung von BakterienstockIosungen ...........cevviiiiiiiiiiiiiiiie e,
2.2.4.2 Anzucht von Bakterien............ooooiiiii e
2.2.4.3 Einstellung der INfEKtONSAOSIS .........euvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiee
2.2.4.4 Erstellung von WachstumsKurven ...
2.2.4.5 Gewinnung von Gesamt-RNA und Proteinen aus Bakterien................
Arbeiten mit NUKIEINSAUIEN ... e
2.2.5.1 Isolation von Gesamt-RNA ...........ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e
2.2.5.2 Reverse Transkription........c..oo e
2.2.5.3 Quantitative Real-time PCR.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeees
Proteinbiochemische Arbeiten..............ooi i
2.2.6.1 Proteinpraparation ...
2.2.6.2 Proteinfallung mit TrichloressigSaure ................uuuvvieiiiiieiiieiiiiiiiiiiiiinnnns
2.2.6.3 Proteinmengenbestimmung nach Bradford...............cccccvviiiiiiiiiiiiinnnns
2.2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) .............cuvvvvvnnnnes
2.2.6.4 Western Blot.. ...
2.2.6.5 ProteomanalySe........coouuuuuiiiiiiiiiiiii e
Arbeiten mit MEUSEN ... e
2.2.7.1 Rechtliche Grundlagen .................uuuueiuiiiiiiiiiiiiieiiieiieeeeee e
R I 1 (01T =S



Inhaltsverzeichnis

2.2.8

2.2.9

3. Ergebnisse

3.1 Die Bedeutung von Caspasen bei muriner Melioidose

3.1.1

3.1.2

2.2.7.3 Intranasale INfeKtioN ..o
2.2.7.4 Intravenose INfEKON . ..o

2.2.7.5 0rganentnahme ..........coooviiiiiiiiiiiiiiii

2.2.7.6 Gewinnung von Serum und Bronchoalveolar-Lavage-Flissigkeiten

(BALF) ettt a e
Bestimmung von Cytokin- und Chemokinkonzentrationen ................ccoeeeeeen.
2.2.8.1 IL-1B- und Myeloperoxidase (MPO) - ELISA ...,
2.2.8.2 Cytometric Bead Array (CBA).......ccooiiiiiiiiiiiiiiiii

Graphische Darstellung und statistische Auswertung............ccccccin.

Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen in C57BL/6 Makrophagen

nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis.................cccccccoceuun....

Caspase-1 und -9-abhangige Aktivierung von Caspase-7

iN C57BL/6 MaKrOPhageN ...

Relative Genexpression proinflammatorischer Cytokine und

Inflammasom-assoziierter Sensoren in C57BL/6 Makrophagen

nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis.................ccccccccceuu.....

Nirc4-abhangige Aktivierung von Caspase-1 in murinen Makrophagen

nach Infektion mit B. pseudomall@i................ccooooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e,

Aktivierung apoptotischer Signalwege in Caspase-1/11 knockout

Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis ...........

3.1.5.1 Intrazellulare Replikation und Zytotoxizitat von B. pseudomallei und

B. thailandensis in Caspase-1/11-/- Makrophagen ............................

3.1.5.2 Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen und MAP-Kinasen
in C57BL/6 und Caspase-1/11-/- Makrophagen nach Infektion

mit B. pseudomallei und B. thailandensis ............c....cccccoeiiiiiiiiieaeenns.

3.1.5.3 Die Rolle von Caspase-11 in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion

mit B. pseudomallei und B. thailandensis ................cccccocioiieaiinneenns.

3.1.5.4 Cytokinprofil von C57BL/6 und Caspase-1/11-/- Makrophagen

nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis....................

Die Rolle von Caspase-7 bei muriner Melioidose.............ccooeiiiiiiiiiiiiiiceiinnnnnn.

3.1.6.1 Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen in C57BL/6 und

Caspase-7-/- Makrophagen nach Infektion mit

B. pseudomallei und B. thailandensis...............ccccoooiiiiiiiiiiiiiieeeenne.



Inhaltsverzeichnis

3.1.6.2 Intrazellulare Replikation und Zytotoxizitat von B. pseudomallei und

B. thailandensis in Caspase-7-/- Makrophagen ...............c..oooovviiinnnnnn. 80
3.1.6.3 Cytokinprofil von C57BL/6 und Caspase-7-/- Makrophagen
nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis...................... 82

3.1.6.4 Vergleichende in vivo Analysen von C57BL/6 und Caspase-7-/- Mausen

nach Infektion mit B. pseudomallei ...............cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 84

3.2 Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter C57BL/6 und

Caspase-1/11 knockout Makrophagen...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiincccccees e 86
3.2.1 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Makrophagen mit nicht infizierten Kontrollzellen .............ccccccccin. 86
3.2.2 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen....................oooce. 88
3.3 Die Aktivierung des Inflammasoms durch Burkholderia pseudomallei.......... 20
3.3.1 Der Einfluss von cytosolischem Flagellin fir die B. pseudomallei - induzierte
AKLIVIErung VON Caspase-1 .........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 90
3.3.2 Caspase-1 Aktivierung durch den Bsa T3SS-Effektor BopE............ccccceeiene. 91
3.3.3 Vergleichende Analyse der BopE-Sekretion durch
B. pseudomallei und B. thailandensis...............ccooiiiiiiiiiiiiiiie e, 93
3.3.4 Die Aktivierung von Caspase-1 in C57BL/6 Makrophagen wird durch das
Bsa T3SS-Protein BsaK jedoch nicht BopE induziert .............ccccovviiiiiiin. 94
3.3.4.1 Vergleichende Analyse der Aktivierung von Caspasen in
C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit einer
B. pseudomallei BopE-Deletionsmutante...............cocooiiiiiiiiin s 94
3.3.4.2 Vergleichende Analyse der Aktivierung von Caspasen in
C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit einer
B. pseudomallei BsaK-Deletionsmutante ...............ccooiiiiiiiiiin s 95
3.3.5 Auswirkungen der BopE- und BsaK-Deletion in Vitro............cccccoooiiiiiiiii s 97
3.3.5.1 Wachstumsverhalten der BopE- und BsaK-Deletionsmutanten ........... 97
3.3.5.2 Intrazellulare Replikation und Zytotoxizitat von BopE- und BsaK-
Deletionsmutanten in C57BL/6 Makrophagen...........cccccccvviiiiiiininnnnn. 97
3.3.5.3 Cytokinprofil von C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit
BopE- und BsaK-Deletionsmutanten ................ccoooiiii 99
3.3.5.4 Rolle von BsaK fur die Aktinschweifbildung ..........ccccocn. 102
3.3.6 Bedeutung der BsaK-Deletion fir die Virulenz von B. pseudomallei................ 103

3.3.6.1 Mortalitat und Keimlast in Organen von BALB/c Mausen nach

Infektion mit B. pseudomallei Flagellin- und Bsa T3SS-Mutanten ...... 103



Inhaltsverzeichnis

3.3.6.2 Cytokinprofil von BALB/c Mausen nach Infektion mit
B. pseudomallei Wildtyp und BsaK-Deletionsmutante ........................ 104
3.3.6.3 Vergleich der Myeloperoxidase-Konzentration in BALF von

BALB/c Mausen nach Infektion mit B. pseudomallei Wildtyp

und BsaK-Deletionsmutante............cccoeiiiiiiiiiiiii 107
7 S 0 TE= (B =17 T o 108
4.1 Die Bedeutung von Caspasen bei muriner Melioidose...........ccccuuummmmmnnnnnnnnnnns 108

4.1.1 Nlirc4-abhangige Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7

in murinen C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei............ 108
4.1.2 Caspase-1-Defizienz bei muriner MelioidoSe ...............uuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 110
4.1.3 Die Rolle von Caspase-7 bei muriner Melioidose............cccccceiiiieeiiiiiiiiiiiineeene. 112

4.2 Regulation der Proteinexpression in murinen Makrophagen nach Infektion
mit Burkholderia pseudomallei .................cooiimimciiieiceeeiemeee e 114

4.2.1 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter

C57BL/6 Makrophagen mit nicht infizierten Kontrollzellen.................cccccccoe. 114
4.2.2 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter

C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen...........ccccccccoo.... 116
4.3 Die Aktivierung des Inflammasoms durch Burkholderia pseudomallei ......... 119

4.3.1 Die Aktivierung von Caspase-1 durch Komponenten des
Bsa Typ-llI-SeKretionssystems ... 119
4.3.2 Die Bedeutung von BsaK, BopE und FIiC fir die Virulenz im Mausmodell ....... 121

4.4 Charakterisierung Caspase-1-vermittelter Effektorfunktionen in murinen

Makrophagen nach Infektion mit Burkholderia pseudomallei und

Burkholderia thailandensis............ ... oo 123
4.5 Zusammenfassung und AUSDIiCK.............euummmmmmmmmmmmimimiii . 125
5. ZusammenfasSuUNg........cccomrmemriiiiiimmrm s s s 126
ANNANG ... e 128
Literaturverzeichnis ... e 136
Eidesstattliche Erklarung.........cooeeiiiiiiiniccsrireccs e 155
Lebenslauf.......... s 156
(D F= T €57 Ve L1 3 T'o 158
Publikationen und Kongressbeitrage...........cccccceiiiiiinnicesniinnes 159

VI



Einleitung

1.1.

Einleitung

Burkholderia pseudomallei und Burkholderia thailandensis

1.1.1 Burkholderia pseudomallei als Erreger der Melioidose

Burkholderia pseudomallei, Erreger der Melioidose, ist ein gramnegatives
stébchenférmiges Bodenbakterium, welches seit 1992 zur Gattung Burkholderia
zahlt (Yabuuchi et al., 1992). Das Bakterium weist eine bipolare Begeil3elung auf, ist
Oxidase-positiv und bildet keine Sporen (White, 2003). Als Infektionserreger wurde
es erstmals 1911 durch den Pathologen Alfred Whitmore und seinen Assistenten
C.S. Krishnaswami in Rangun/Myanmar identifiziert (Dance, 1991). Whitmore
isolierte den Erreger bei der Obduktion ehemals morphinabhangiger Personen und
grenzte ihn von allen bis dahin bekannten Bakterien ab (White, 2003). Da das
hervorgerufene Krankheitsbild ahnliche pathologische Merkmale aufwies wie der
durch B. mallei verursachte ,Rotz’ von Equiden, wurde 1921 von Stanton und
Fletcher der Begriff ‘Melioidose’ (Pseudo-Rotz) gepragt (Dance, 1991).

Als saprophytisch lebender Bodenbewohner ist B. pseudomallei in feuchten Béden
und stehenden Gewassern in den tropischen und subtropischen Regionen
Sudostasiens und Nordaustraliens endemisch verbreitet (Cheng & Currie, 2005).
Darlber hinaus hat sich das Bakterium gegenuber einer Reihe lebensfeindlicher
Umweltbedingungen als sehr widerstandsfahig erwiesen. Neben langanhaltener
Nahrstofflimitation werden beispielsweise auch erhdhte Salzkonzentrationen sowie
starke pH-Schwankungen in der Umgebung toleriert (Dejsirilert et al., 1991;
Robertson et al., 2010). In destilliertem Wasser ist eine Uberlebensfahigkeit tber
mehrere Jahre hinweg dokumentiert worden (Pumpuang et al., 2011; Wuthiekanun
et al, 1995). B. pseudomallei konnte ferner sowohl aus abgeschlossenen
Wasserversorgungssystemen (Currie et al., 2001) als auch Reinigungs- und
Desinfektionsmitteln (Gal et al., 2004) isoliert werden.

Das Genom von B. pseudomallei wird in zwei zirkulare Chromosomen mit 4.07bp
und 3.17bp unterteilt und besitzt einen GC-Gehalt von 68% (Holden et al., 2004).
Chromosom 1 kodiert flr Kernfunktionen wie Stoffwechsel, Biosynthesewege und
Chemotaxis. Auf dem zweiten Chromosom finden sich vermehrt Gene, welche fir
Virulenzfaktoren, die ErschlieRung von Nahrstoffen und das Uberleben unter
schwierigen Umweltbedingungen kodieren. Daruberhinaus besitzt B. pseudomallei

Resistenzmechanismen gegenuber Penicillinen, Aminoglykosiden, Rifamycin sowie
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Cephalosporinen der dritten Generation und ist verhaltnismalig unempfindlich
gegeniber Makroliden und Quinolonen (Cheng & Currie, 2005; Raja et al., 2005).
B. pseudomallei wird seit 2003 vom Center for Disease Control and Prevention
(CDC) als potenzieller Biowaffenkeim der Kategorie B angesehen, weshalb

forschungsbasierte Arbeiten mit dem Erreger der Sicherheitsstufe 3 unterliegen.

1.1.2 Melioidose - Epidemiologie und Pathogenese

Im Nordosten von Thailand gilt Melioidose nach HIV/AIDS und Tuberkulose als die
dritthdufigste Todesursache von Infektionskrankheiten. Aufgrund unzureichender
medizinischer Versorgung liegt die Mortalitatsrate in Thailand mit 40% weit Gber der
in Australien mit 15% (Limmathurotsakul & Peacock, 2011). Die Infektion mit dem
Erreger erfolgt durch Inhalation, Inokulation oder Ingestion von kontaminiertem
Wasser oder Boden. Aufgrund einer ausgesprochen variablen Inkubationszeit, die
von wenigen Tagen bis mehreren Jahren andauern kann, wurde die Krankheit zu
Zeiten des Vietnam-Krieges auch unter dem Beinamen ,Vietnamese time bomb’
bekannt (Cheng & Currie, 2005; Howe et al., 1971). Gehaufte Erkrankungen treten
mit 75% der Falle saisonal wahrend der Regenzeit auf und gehen mit einem
schwereren Verlauf sowie einer erhdhten Mortalitdt einher (Currie et al., 2000b;
Currie & Jacups, 2003; Suputtamongkol et al., 1994).

Das Krankheitsbild der Melioidose kann abhé&ngig vom Immunstatus der infizierten
Person sehr unterschiedlich ausfallen und reicht von asymptomatisch-latenten
Infektionen Uber lokale Hautldsionen bis hin zu fulminanten Septikamien mit letalem
Ausgang. 80% aller Melioidosepatienten weisen eine oder mehrere
Vorerkrankungen auf (Currie et al., 2010). Zu den bekannten Risikofaktoren zahlen
Diabetes mellitus, chronisches Nierenversagen, Thalassamie, chronische
Erkrankungen von Lunge und Leber, Alkoholmissbrauch sowie die Einnahme
immunsupprimierender Medikamente (Currie et al., 2000b; Limmathurotsakul &
Peacock, 2011).

Das haufigste klinische Bild der Melioidose ist eine akute Sepsis, die oftmals mit
einer Pneumonie und Abszessen in inneren Organen wie Leber und Milz einhergeht
(Limmathurotsakul & Peacock, 2011). Im Nordosten Thailands ist B. pseudomallei
fur 20% aller ambulant erworbenen Septikdmien verantwortlich (Chaowagul et al.,
1989; White, 2003). In Australien weisen 20% der mannlichen Patienten Infektionen
des Genitaltraktes auf. Nahezu unbekannt in australischen Endemiegebieten ist die
eitrige Ohrspeicheldrisenentzindung mit 40% der Félle eine weitverbreitete

Manifestation unter Kindern in Thailand und Kambodscha (Wiersinga et al., 2012).
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Rezidivierende Verlaufe treten bei 6% aller Patienten innerhalb eines Jahres auf
und sind entweder auf eine Reinfektion mit einem anderem Stamm oder durch
unvollstdndige Eliminierung der Erstinfektion zurtckzufihren (Currie et al., 2000a;
Maharjan et al., 2005).

Des Weiteren gibt es eine Vielzahl an tierischen Arten, welche anfallig gegeniber
einer B. pseudomallei Infektion sind. Dokumentierte Falle traten unter anderem bei
Schweinen, Schafen, Ziegen und Kamelen auf (Cheng & Currie, 2005; Choy et al.,
2000; Ketterer et al., 1986). Eine Ubertragung der Infektion von Tier zu Mensch

findet jedoch im Allgemeinen nicht statt.

1.1.3 Wirt-Pathogen-Interaktion

1.1.3.1 Allgemeine Virulenzfaktoren von B. pseudomallei

B. pseudomallei besitzt zahlreiche Virulenzfaktoren, die fir das Uberleben im
Wirtsorganismus von Bedeutung sind. So sind in den Extrazellularraum sekretierte
degradierende Enzyme wie Lipasen, Lecithinasen, Proteasen (Ashdown & Koehler,
1990; Sexton et al., 1994) und Eisen-komplexierende Siderophore (Yang et al.,
1993; Yang et al., 1991) wichtig fur die ErschlieBung von Nahrstoffen. Darlber
hinaus verfiigt B. pseudomallei Uber ein hitzestabiles Exolipid, welches zytotoxische
Eigenschaften besitzt (Haussler et al.,, 1998). Zellassoziierte Strukturen wie
Exopolysaccharide (EPS) und Lipopolysaccharide (LPS) kénnen einen direkten
Einfluss auf die Virulenz von Bakterien austiben. EPS-negative B. pseudomallei -
Mutanten sind beispielsweise durch eine 10°-fache Attenuierung im Tiermodell
gekennzeichnet (Atkins et al., 2002; Reckseidler et al., 2001). Das EPS schutzt die
Bakterienzelle einerseits vor der Opsonisierung durch Komplementfaktoren
(Reckseidler-Zenteno et al., 2005) und andererseits vor der bakteriziden Wirkung
von Antibiotika. Die verminderte pyrogene Aktivitat des LPS von B. pseudomallei im
Vergleich zu anderen gramnegativen Bakterien zieht eine geringere Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o. und IL-6 nach sich (Matsuura et al., 1996)
und kann somit die Immunantwort des Wirtes einschranken. Antioxidative Enzyme
wie Katalasen, Superoxid-Dismutasen und Peroxidasen (White, 2003) dienen der
Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies wie sie beispielsweise im Lumen von
Phagolysosomen vorkommen. B. pseudomallei erweist sich ferner als resistent
gegenuiber kationischen Peptiden (Jones et al., 1996) und Komplement-vermittelter
Lyse (Egan & Gordon, 1996; Ismail et al., 1988). Fur die Zell-Zell-Kommunikation

mittels Quorum Sensing sind im Genom von B. pseudomallei verschiedene
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Luxl/LuxR-homologe Gene kodiert. Entsprechende Mutanten sind durch eine
deutliche Attenuierung im Tiermodell gekennzeichnet (Ulrich et al., 2004).

Von zentraler Bedeutung fur die Interaktion mit dem Wirtsorganismus sind
bakterielle Sekretionssysteme. Das Genom von B. pseudomallei kodiert sowohl fur
ein Typ-lI-Sekretionssystem (DeShazer et al., 1999) als auch fir drei verschiedene
Typ-llI-Sekretionssysteme (Attree & Attree, 2001; Rainbow et al., 2002; Smith-
Vaughan et al., 2003; Winstanley et al., 1999). Darlber hinaus wurden Gencluster
fur insgesamt sechs Typ-VI-Sekretionssysteme identifiziert (Holden et al., 2004),
wobei dem T6SS-1 eine wesentliche Rolle hinsichtlich Virulenz und intrazellularer

Replikation zugeschrieben wird (Burtnick et al., 2011).

1.1.3.2 Typ-lll-Sekretionssysteme von B. pseudomallei

Typ-lll-Sekretionssysteme  (T3SS) sind komplexe Transportmaschinerien
gramnegativer Bakterien (Cornelis, 2006; Tseng et al., 2009), die eine konservierte
Struktur aufweisen und evolutionar mit den Flagellen verwandt sind (Galan & Wolf-
Watz, 2006; Saier, 2004). Die allgemeine Funktion dieser Systeme besteht in der
Injektion bakterieller Effektorproteine in das Zytoplasma der Wirtszelle (Tseng et al.,
2009). Beim Aufbau von T3SS werden grundséatzlich drei Gruppen von Proteinen
unterschieden: Strukturproteine, welche den Nadelkomplex bilden,
Translokatorproteine, welche eine Pore in der eukaryotischen Membran erzeugen
und die zu sezernierenden Effektoren, welche physiologische Prozesse in der
Wirtszelle beeinflussen (Coburn et al., 2007). Aufgrund der limitierten GréRe des
zentralen Kanals im Inneren des Nadelkomplexes (~28 A°), erfolgt der Transport
von Effektorproteinen im ungefalteten Zustand (Cornelis, 2006; Galan & Wolf-Watz,
2006). Die fur die Entfaltung und den Transport notwendige Energie wird von einer
cytosolischen ATPase geliefert (Akeda & Galan, 2005). Zusatzlich werden
substratspezifische Chaperone bendtigt, welche an ihre Zielproteine binden und
diese zum Sekretionsapparat eskortieren (Galan & Wolf-Watz, 2006; Hueck, 1998).

Vergleichende Genomanalysen haben zur Identifizierung von drei putativen Typ-Ill-
Sekretionssystemen bei B. pseudomallei gefuhrt (Attree & Attree, 2001; Rainbow et
al., 2002; Winstanley et al., 1999). Die ersten beiden Systeme, T3SS-1 (BPSS1390-
1408) und T3SS-2 (BPSS1613-1629), weisen Ahnlichkeiten mit T3SSs der
Pflanzenpathogene Ralstonia solanacaearum und Xanthomonas ssp. auf
(Winstanley et al., 1999). So wurde nachgewiesen, dass beide Systeme fur die
Infektion von Tomatenpflanzen wichtig sind (Lee et al., 2010). Das T3SS-1 ist nur in

B. pseudomallei vertreten, wohingegen T3SS-2 und -3 auch bei B. mallei und
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B. thailandensis gefunden wurden (Smith-Vaughan et al., 2003). Dartber hinaus
wurde dem T3SS-1 eine wesentliche Rolle hinsichtlich der Uberlebensfahigkeit von
B. pseudomallei in murinen Makrophagen zugeschrieben (D'Cruze et al., 2011).

Das T3SS-3, bezeichnet als Burkholderia secretion apparatus (Bsa), ist homolog zu
den Inv/Mxi-Spa-Typ-lll-Sekretionssystemen von Salmonella enterica Serovar
Typhimurium (kurz S. typhimurium) sowie Shigella flexneri (Stevens et al., 2002)
und von zentraler Bedeutung fiir die Virulenz von B. pseudomallei im Tiermodell
(Stevens et al., 2004; Warawa & Woods, 2005). Die Funktionen der Gene im
T3SS-3 sind noch weitestgehend unbekannt, jedoch kann die putative Struktur des
Systems aufgrund vieler Homologien zu bereits charakterisierten T3SSs abgeleitet
werden (Sun & Gan, 2010).

D Q_

Bsal (Nadel groBe Untereinheit)

Wirtszellmembran

oM
BsaO (AuBerer Ring)

BsaK (Nadel kleine Untereinheit)

BsaM  BgaJ (innerer Membranring)

Zellwand

BsaQWXYZ (Exportapparat)

BsaTU, OrgAB (Nadelaufbau)

5 e = B ; BsaP (Effektorexport)
6 BicP, BopA (Chaperon & Effektor)

Abbildung 1: Putative Struktur des T3SS-3 von B. pseudomallei (modifiziert nach
Sun & Gan, 2010). Die vermeintlichen Funktionen der einzelnen
Komponenten beruhen auf Homologien zu anderen gut
charakterisierten T3SS.

Die Herstellung verschiedener T3SS-3 Mutanten hat gezeigt, das die
Strukturkomponenten BsaZ, BipD und BsaQ wichtig fir den intrazellularen
Lebenszyklus von B. pseudomallei sind (Muangsombut et al., 2008; Stevens et al.,
2002). Als sekretierte Effektoren sind die Proteine BopA, BopE und BopC bekannt
(Muangman et al., 2011; Stevens et al., 2002). BopE konnte bisher am besten
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charakterisiert werden und besitzt ahnlich wie SopE/SopE2 von S. typhimurium die
Aktivitdt eines Guaninnukleotid-Austauschfaktors (GEF) fir die Rho-GTPasen
Cdc42 und Rac1 (Stevens et al., 2003). BopA ist homolog zu IcsB von S. flexneri
(Stevens et al., 2004) und ebenso wie BsaZ, BipD und BsaQ fur den Ausbruch aus
dem Phagosom von Bedeutung (Gong et al., 2011; Muangsombut et al., 2008;
Stevens et al., 2002). Dem Translokatorprotein BipB wurde eine Funktion bei der
Bildung vielkerniger Riesenzellen zugeschrieben (Suparak et al., 2005). Ferner
zeigen  verschiedene  Mortalitatsstudien, dass die  Mutagenese von
Strukturkomponenten wie BsaZ, BsaU, BipD und BipB im Mausmodel mit einer
verminderten Virulenz von B. pseudomallei einhergeht, wohingegen das
Ausschalten der Effektoren BopA und BopE keine Attenuierung nach sich zieht
(Pilatz et al., 2006; Stevens et al., 2004; Suparak et al., 2005).

1.1.3.3 Intrazellularer Lebenszyklus von B. pseudomallei

B. pseudomallei zahlt zu den fakultativ intrazellularen Pathogenen und ist sowohl in
professionellen Phagozyten als auch nicht phagozytierenden Zellen zur Replikation
fahig (Harley et al., 1998a; Jones et al., 1996; Pruksachartvuthi et al., 1990). Eine
wichtige Voraussetzung fur die Internalisierung von B. pseudomallei ist die
erfolgreiche Anheftung des Bakteriums an die eukaryotische Wirtszelle. Hierfur
notwendige Adhasine werden im Genom von B. pseudomallei durch die Gene pilA
(Essex-Lopresti et al., 2005) und boaA/boaB (Balder et al., 2010) kodiert. PilA stellt
eine Strukturkomponente zum Aufbau von Typ-IV-Pili dar, wohingegen die
Genprodukte von boaA und boaB Ahnlichkeiten zu dem Autotransporter-Adhasin
YadA von Y. enterocolitica aufweisen (Allwood et al., 2011).

Bereits 15 Minuten nach Internalisierung durch Endozytose, kann das Bakterium
durch Lyse der Endosommembran in das Cytoplasma Ubertreten (Harley et al.,
1998b). Neben dem bakteriellen Replikationszyklus wird hier auch die Rekrutierung
und Polymerisation von Aktinmonomeren eingeleitet. Dieser Prozess wird
malfgeblich durch das Protein BimA (Burkholderia intracellular motility protein A)
von B. pseudomallei stimuliert und midndet in der Bildung von Aktinschweifen an
einem bakteriellen Pol (Stevens et al., 2005). Als Folge dieser aktinbasierten
Beweglichkeit kommt es zur Entstehung von Membranprotrusionen, wodurch eine
direkte Ausbreitung der Bakterien in benachbarte Zellen moglich wird
(Kespichayawattana et al., 2000; Stevens et al., 2005). Daruber hinaus ist
B. pseudomallei zur Induktion von Zellfusionen in der Lage, was letztlich in der

Bildung vielkerniger Riesenzellen (MNGC = multi nucleated giant cells) resultiert
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(Kespichayawattana et al., 2000). Dieser Prozess wird vom alternativen Sigmafaktor

RpoS reguliert (Utaisincharoen et al., 2006).
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Abbildung 2: Intrazellularer Lebenszyklus von B. pseudomallei (aus Wiersinga et al.,
2006) (a) Adhasion und Invasion. (b) Freisetzung aus dem Endosom
und Replikation im Cytoplasma. (c) Ausbildung von Aktinschweifen
und Ausbreitung von Zelle zu Zelle. (d) Bildung vielkerniger
Riesenzellen (MNGC).

1.1.4 Charakterisierung von Burkholderia thailandensis

Burkholderia thailandensis blieb aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrades zu
B. pseudomallei fir lange Zeit unerkannt und wurde erst im Jahr 1998 als eigene
Spezies in der Gattung Burkholderia deklariert (Brett et al., 1998). Ausschlaggebend
fur die Entdeckung von B. thailandensis als neue Spezies war die Fahigkeit zur
Assimilation von L-Arabinose (Ara‘). Die Analyse von B. pseudomallei -
Bodenisolaten aus verschiedenen Regionen Thailands hat gezeigt, dass im Hinblick
auf die Fahigkeit zur L-Arabinoseverwertung geographische Unterschiede bestehen
(Wuthiekanun et al, 1996). So waren 75% der im Nordosten Thailands
gesammelten Isolate nicht in der Lage L-Arabinose zu verwerten (Ara’),
wohingegen in zentralen Regionen des Landes, welche nicht zu den
Endemiegebieten flir Melioidoseerkrankungen zahlen, ausnahmslos Ara® Stamme
gefunden wurden. Klinische Isolate aus Melioidosepatienten konnten wiederum
uneingeschrankt dem Ara™ Biotyp zugeordnet werden (Smith et al., 1997). Die

Annahme, dass der Arabinose Biotyp im Zusammenhang mit der Virulenz von
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1.2

B. pseudomallei steht, wurde daraufhin in verschiedenen Tiermodellen untersucht.
Mortalitatsstudien in syrischen Hamstern sowie BALB/c Mausen bewiesen eine
dramatisch verminderte Virulenz von Ara® Biotypen, wobei die mittlere letale Dosis
(LDso) um mehr als finf Zehnerpotenzen gegeniber den Ara™ Biotypen erhéht war
(Brett et al., 1997; Smith et al., 1997). Nach vergleichender Analyse der 16S-rRNA
wurde der Ara® Biotyp schlieBlich als neue Spezies Burkholderia thailandensis
identifiziert (Brett et al., 1998). B. thailandensis ist ebenso wie B. pseudomallei zu
einer  fakultativ  intrazellularen  Lebensweise (Harley et al., 1998a;
Kespichayawattana et al., 2004) sowie zur Bildung von Aktinschweifen fahig
(Stevens et al., 2005). Es konnten jedoch Unterschiede in der LPS-Struktur beider
Spezies festgestellt werden, welche einen Einfluss auf die Immunantwort des
Wirtsorganismus ausuben (Novem et al., 2009; Woods, 1999). Im Gegensatz zum
LPS von B. pseudomallei zieht die Stimulation von Makrophagen mit
B. thailandensis LPS eine héhere Ausschittung proinflammatorischer Zytokine nach
sich, was moglicherweise mit einer effizienteren Eliminierung des Bakteriums
zusammenhangt (Novem et al., 2009). Ferner wurde gezeigt, dass die Anwesenheit
des L-Arabinose-Assimilations-Operon einen negativen Einfluss auf die Expression
von T3SS-3-Genen austibt (Moore et al., 2004).

Die diagnostische Abgrenzung zwischen B. pseudomallei und B. thailandensis
erwies sich anfanglich aufgrund der morphologischen und biochemischen
Annlichkeiten als schwierig. Ein erster fur die Identifizierung von B. pseudomallei
entwickelter Schnelltest war nicht in der Lage, zwischen beiden Spezies zu
unterscheiden (Smith et al., 1993). Nach Entdeckung eines B. pseudomallei
spezifischen Exopolysaccharids erfolgte jedoch die Entwicklung eines Latex-
Agglutinations-Testsystems, wodurch eine schnelle Differenzierung beider Arten
moglich wurde (Steinmetz et al., 1999; Wuthiekanun et al., 2002).

Programmierter Zelltod in Makrophagen

1.2.1 Caspasen

Die Proteinfamilie der Caspasen (cysteinyl-aspartate-specific proteinase) umfasst
eine Reihe von Cysteinproteasen, die trotz unterschiedlicher physiologischer
Funktionen ein strukturelles Grundprinzip aufweisen (Alnemri et al., 1996;
Nicholson, 1999). Caspasen werden als katalytisch inaktive Vorstufen synthestisiert,
die aus einer kleinen und groRen Untereinheit sowie einer N-terminalen Prodomane

bestehen (Thornberry & Lazebnik, 1998). Nach Spaltung der Proenzyme an
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spezifischen Schnittstellen wird durch Heterodimerisierung der groRen und kleinen
Untereinheit eine katalytische Einheit gebildet. Durch erneute Dimerisierung zweier
identischer katalytischer Einheiten entsteht letztlich das funktionelle Enzym mit zwei
aktiven Zentren (Boatright & Salvesen, 2003).

Die Familie der Caspasen umfasst 14 Mitglieder, von denen 12 im Menschen und
10 in der Maus identifiziert wurden. Anhand ihrer Struktur und Funktion werden sie
in proapoptotische (Caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10) und inflammatorische
Caspasen (Caspase-1, -4, -5, -13, -14 sowie die murinen Caspasen-11 und -12)
unterteilt. Proapoptotische Caspasen wiederum koénnen angesichts ihrer
Substratspezifitat in Initiator- und Effektorcaspasen unterschieden werden, wobei
Effektorcaspasen durch sehr kurze Prodoméanen gekennzeichnet sind (Fink &
Cookson, 2005; Nicholson, 1999). Die Schnittstelle im Zielprotein wird durch eine
kurze Tetrapeptidsequenz (NH,-P4-P3-P2-P4-CH,) definiert, welche an Position 1
immer einen Aspartatrest erfordert (Nicholson, 1999; Thornberry & Lazebnik, 1998).

Tabelle 1: Die Proteinfamilie der Caspasen

Apoptose .
Inflammation
Initiatorcaspasen Effektorcaspasen

Caspase-2 Caspase-11
Caspase-3 Caspase-1

Caspase-8 Caspase-12
Caspase-6 Caspase-4

Caspase-9 Caspase-13
Caspase-7 Caspase-5

Caspase-10 Caspase-14

Die Aktivierung von Initiatorcaspasen, welche in der Zelle als inaktive Monomere
vorliegen, wird durch Rekrutierung an Multiproteinkomplexe eingeleitet.
Proteininteraktionsdoméanen in der N-terminalen Prodomane vermitteln den Kontakt
zu Adaptermolekilen und fihren somit eine Anndherung der Zymogene im
Aktivierungskomplex herbei (‘induced proximity modefl). Als Folge dessen entsteht
durch Zusammenlagerung und nachfolgender autokatalytischer Prozessierung
zweier Monomere ein aktives Enzym. Die proteolytische Spaltung ist hierbei nicht
fur die eigentliche Aktivierung der Caspasen von Bedeutung, sondern dient vielmehr
der Stabilisierung der erzeugten Dimere (Boatright et al., 2003; Muzio et al., 1998).
Im Gegensatz dazu liegen die Zymogene von Effektorcaspasen bereits in
dimerisierter Form im Cytoplasma vor. Fir deren Aktivierung ist jedoch die
proteolytische Freisetzung der beiden groRen und kleinen Untereinheiten durch

Initiatorcaspasen notwendig.
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1.2.2 Apoptose

Der Begriff ‘Apoptose’ umschreibt eine programmierte und gleichzeitig kontrollierte
Form der Zelleliminierung, die an der Regulation von Zellpopulationen beteiligt ist
(Kerr et al., 1972). Apoptotische Zellverluste spielen bei einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen wie der Embryogenese, der Entwicklung und Regulation
von Immunzellen, der Gewebehomdostase sowie der Bekdmpfung von Tumorzellen
eine zentrale Rolle. Charakteristische Merkmale einer apoptotischen Zelle sind die
Kondensation und Fragmentierung von Zellkern und Cytoplasma bei intakter
Plasmamembran. Dieser Prozess mundet in der Freisetzung kleiner
membranumhullter Vesikel, welche letztlich von benachbarten Zellen oder
professionellen Phagozyten beseitigt werden (Fink & Cookson, 2005). Die
Erkennung solcher apoptotischer Vesikel wird durch die Translokation von
Phosphatidylserin von der inneren auf die duRere Membranoberflache gewahrleistet
(Fadok et al., 1992; Lauber et al., 2004).

Das apoptotische Programm wird als Folge exo- oder endogener Stimuli durch die
Aktivierung von Caspasen initiiert. Zielproteine von Effektorcaspasen sind im
Allgemeinen an der Aufrechterhaltung der Zellmorphologie beteiligt. So tragt die
Proteolyse von Zytoskelettproteinen wie Gelsolin und Fodrin sowie die Auflésung
fokaler Kontakte zum Abrundungsprozess der Zelle bei (Kothakota et al., 1997; Wen
et al., 1997). Die Degradierung der chromosomalen DNA wird durch eine Caspase-
aktivierte DNase (CAD) vorgenommen, welche in lebenden Zellen als inaktiver
Komplex mit dem Inhibitor ICAD (= inhibitor of CAD) vorliegt. Aktivierte
Effektorcaspasen setzen CAD nach Spaltung von ICAD frei (Enari et al., 1998;
Sakahira et al., 1998). Durch Proteolyse des DNA-Reparaturenzyms PARP (=
Poly(ADP-Ribose) polymerase) wird die Zelle einerseits vor einem zu hohen
Energieverlust geschutzt, der zur Induktion von Nekrose fuhren kann (Ha & Snyder,
1999). Andererseits wird durch das N-terminale Spaltprodukt (24kDa) sowohl die
Synthese als auch die katalytische Aktivitdt ungespaltener PARP-Molekiile inhibiert
(D'Amours et al., 2001). Der Zerfall der Zelle in apoptotische Vesikel erfordert eine
Caspase-vermittelte Prozessierung der Kinase PAK2 (= p27-activated kinase 2).
PAK2 ist auRerdem an der Aktivierung der stressinduzierten MAP-Kinase (=
mitogen-activated protein kinase) JNK (= c-Jun N-terminal kinase) beteiligt (Rudel et
al., 1998).
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1.2.2.1 Der extrinsische Aktivierungsweg

Der extrinsische Signalweg zur Induktion von Apoptose wird durch die Bindung
extrazellularer Liganden an transmembranstandige ‘Todesrezeptoren’ der
TNF/TNFR-Superfamilie ausgelést. Zu den sechs bisher bekannten Apoptose-
induzierenden Rezeptoren zdhlen CD95/Fas (Apo1), TNF-R1, TRAMP (DR3/Apo-
3), TRAIL-R1 (DR4/Apo-2), TRAIL-R2 (DRS5) und DR6 (Schulze-Osthoff et al.,
1998). Auf der cytoplasmatischen Seite derartiger Rezeptoren befindet sich eine
Proteininteraktionsdomane, die auch als ‘Todesdomane’ (DD, death domain)
bezeichnet wird. Nach Ligandenbindung wird durch Bildung eines trimeren
Rezeptorkomplexes eine  Konformationsdnderung erzeugt, welche den
intrazellularen Todesdomanen erlaubt, Adaptermolekile zu rekrutieren. Bei der
Aktivierung von Caspase-8 sind Adaptermolekile wie FADD (= Fas-associated
death domain protein) oder TRADD (= TNFR1-associated death domain protein)
involviert. Beide Proteine besitzen neben der C-terminalen Todesdomane noch ein
zusétzliches Proteininteraktionsmotif (DED, death effector domain) am N-Terminus,
welches den Kontakt zu Caspase-8 vermittelt. Aus der kaskadenartigen Interaktion
der einzelnen Proteine resultiert ein multimerer Komplex, der als DISC (= death-
inducing signaling complex) bezeichnet wird und die Entstehung aktiver Caspase-8-
Molekille nach sich zieht (Creagh et al., 2003; Peter & Krammer, 2003). In
Abhangigkeit vom Zelltyp wird das Apoptosesignal nun direkt durch die Aktivierung
von Effektorcaspasen oder indirekt Uber eine mitochondriale Verstarkungsschleife
vermittelt (Scaffidi et al., 1998). Hierzu spaltet Caspase-8 zunachst das cytosolische
Protein Bid. Das entstandende Spaltprodukt tBid (= truncated Bid) induziert nach
Translokation an die Mitochondrienmembran die Oligomerisierung und Insertion von
Bak und fuhrt somit zu einer Freisetzung von Cytochrom ¢ (Korsmeyer et al., 2000).
Die Induktion von Apoptose nach Ligandenbindung an die Todesrezeptoren TNF-R1
und Fas kann anstelle von Caspase-8 jedoch auch durch die Aktivierung
stressinduzierter MAP-Kinasen vermittelt werden. Entsprechende Adaptermolekile
wie Daxx (Fas) oder TRAF2 (TNF-R1) sorgen hierbei fir die Rekrutierung der
MAP3K ASK-1 (= apoptosis signal-regulating kinase 1) an den DISC (Hoeflich et al.,
1999; Nishitoh et al., 1998; Yang et al., 1997). ASK-1 wiederum initiert die MAPK-
Kaskaden, welche zur Phosphorylierung der Kinasen JNK und p38 fiihren
(Matsukawa et al., 2004; Tobiume et al., 2001). Der ASK-1-abhangige Zelltod wird
anschlie®end durch mitochondrial aktivierte Caspasen induziert, wobei der MAP-
Kinase JNK eine Rolle bei der Freisetzung von Cytochrom ¢ zugeschrieben werden
konnte (Hatai et al., 2000; Tournier et al., 2000).

11
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Abbildung 3: Apoptotische Signalwege

1.2.2.2 Der intrinsische Aktivierungsweg

Der intrinsische oder auch mitochondriale Signalweg zur Induktion von Apoptose
wird durch zelluldren Stress ausgeldst und zieht die Permeabilisierung der duf3eren
Mitochondrienmembran nach sich. Als Folge kommt es zum Ubertritt
proapototischer Faktoren wie Cytochrom c¢ in das Cytoplasma der Zelle, wodurch
die Bindung der Initiatorcaspase-9 an das cytosolische Adapterprotein Apaf-1 (=
apoptosis protease-activating factor 1) begunstigt wird. Apaf-1 besteht aus drei
funktionellen Domanen. Am N-Terminus befindet sich eine
Proteininteraktionsdoméane, die als CARD (= caspase recruitment domain)
bezeichnet wird und fur die Rekrutierung von Caspase-9 verantwortlich ist. Der
C-Terminus beinhaltet zahlreiche WD-40 Motive, welche die Aktivitat der zentralen
nucleotide binding domain (NBD) regulieren (Wang, 2001). Durch Interaktion von
Cytochrom ¢ mit den C-terminalen WD-40 Motiven wird deren inhibitorische
Wirkung auf die NBD aufgehoben, wodurch die Bindung und Hydrolyse von dATP
moglich wird und zur Bildung eines heptameren Apaf-1-Komplexes fuhrt (Adrain et
al., 1999; Liu et al., 1996; Srinivasula et al., 1998; Zhou et al., 1999). Der
entstandene Signalkomplex wird als Apoptosom bezeichnet und bewirkt nach

Exposition der CARD Doméanen die Rekrutierung und Autoaktivierung von
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Caspase-9 (Acehan et al., 2002; Rodriguez & Lazebnik, 1999). Das apoptotische
Programm wird anschlieBend durch die Caspase-9-vermittelte Aktivierung von
Effektorcaspasen eingeleitet.

Im Gegensatz zu anderen Caspasen besitzt bereits die Proform von Caspase-9
eine geringe katalytische Aktivitat, welche durch Prozessierung jedoch massiv
verstarkt wird (Stennicke et al.,, 1999). Aktivierte Caspase-9 wiederum kann in drei
verschiedenen Formen auftreten: Nach Rekrutierung an das Apoptosom wird durch
Spaltung an der Schnittstelle D315 (Aspartat 315|) die p35/p12 Variante generiert.
Das p12 Fragment kann erneut durch Caspase-3 prozessiert werden, wodurch ein
p35/p10 Derivat entsteht. Darlber hinaus fuhrt die Caspase-3-abhangige Spaltung
der Procaspase-9 an der Schnittstelle D330 (Aspartat 330|) zur Bildung von
p37/p10 Caspase-9 Molekilen (Wirstle et al., 2012).

1.2.3 Inflammasom-abhéngige Aktivierung von Caspase-1

1.2.3.1 Pyroptose

Im Gegensatz zur Apoptose, welche keine entzindlichen Reaktionen in der
Umgebung der sterbenden Zelle verursacht, fuhrt die Aktivierung von Caspase-1 zu
einer inflammatorischen als ‘Pyroptose’ bezeichneten Form des Zelltodes, die mit
der Freisetzung pyrogener Cytokine verbunden ist (Brennan & Cookson, 2000;
Cookson & Brennan, 2001). Caspase-1 ist hauptsachlich fir die Prozessierung der
inaktiven Vorstufen der Cytokine IL-1f und IL-18 bekannt (Fantuzzi & Dinarello,
1999; Ghayur et al., 1997; Thornberry et al., 1992). Darlber hinaus wurde gezeigt,
dass unterschiedliche bakterielle Erreger durch Aktivierung von Caspase-1 den Tod
der infizierten Zellen herbeifihren (Brennan & Cookson, 2000; Chen et al., 1996;
Hilbi et al., 1998). Pyroptotisches Zellsterben wird durch die Caspase-1-abhangige
Bildung 1,1-2,4 nm kleiner Poren in der Plasmamembran und die anschlieRende
Freisetzung biologisch aktiver Cytokine initiiert. Gleichzeitig erhoht der Verlust
transmembranérer lonengradienten den osmotischen Druck, woraufhin die Zelle
durch vermehrte Flissigkeitsaufnahme stark anschwillt und schlief3lich lysiert (Fink
& Cookson, 2006). Eine bisher unbekannte Nuklease bewirkt ferner die
Fragmentierung der chromosomalen DNA, wobei der Zellkern jedoch intakt bleibt.
Die Spaltung von ICAD tritt hingegen nicht auf (Bergsbaken & Cookson, 2007;
Bergsbaken et al., 2009).

13
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1.2.3.2 NOD-like Rezeptoren

Die Erkennung intrazellularer Pathogen-assoziierter molekularer Muster (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) oder korpereigener Gefahrensignale
(damage-associated molecular pattern molecules, DAMPs) wird durch eine Reihe
von Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr (pattern recognition receptors,
PRR) gewanhrleistet, welche als NOD-like Rezeptoren (NLRs) bezeichnet werden.
Derartige Rezeptoren besitzen ahnlich wie Apaf-1 eine zentrale nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD, NBD) mit konservierter Struktur, die nach den
Proteinen NAIP, CIITA, HET-E und TP1 als ‘NACHT-Domane benannt wurde.
‘NACHT -Proteine werden in die Superfamilie der AAA+ ATPasen (= ATPase

associated with diverse cellular activities) eingeordnet.

o o o
a s a s o
- - —
NAD NAD NAD NAD
NACHT
NACHT

o
o
-
NAGHT NAGHT NAGHT NAGHT NAGHT
GARD /c;[:\ o
h -
PYD PYD @ @

NALP1 NALP3 NOD1 NOD2 IPAF NAIP CIITA

LRR
LRR

Abbildung 4: Struktur von NOD-like Rezeptoren (aus Church et al., 2008). AD =
activation domain. CIITA = class Il major histocompatibilty complex
transactivator. FIIND = domain with function to find. IPAF = ICE
protease-activating factor. NAD = NACHT-associated domain. NAIP =
neuronal apoptois inhibitor protein. NALP = NACHT domain, LRR
domain and pyrin domain-containing protein.

Fir die Signalerkennung befindet sich am C-Terminus der NLRs eine Leucin-reiche

Region (Leucin-rich repeat, LRR), welche die Aktivitdt der NACHT-Domane

14
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reguliert. Nach Ligandenbindung am LRR-Motiv werden strukturelle Veranderungen
im Molekul erzeugt, wodurch die NACHT-Domaéane ihre ATPase-Aktivitat entfaltet.
Die aus der Hydrolyse von dATP gewonnene Energie wird fur die Bildung und
Stabilisierung eines hexa- oder heptameren NLR-Komplexes verwendet. Das Signal
wird  daraufhin  durch  homotypische Proteininteraktionen an  spezielle
Effektormolekile weitergeleitet. Hierflr erforderliche Proteininteraktionsmotive wie
CARD, PYD (= pyrin domain) oder BIR (= baculovirus inhibitor of apoptosis repeat)
sind am N-Terminus der NLRs lokalisiert. (Martinon & Tschopp, 2005; Proell et al.,
2008; Sutterwala et al., 2007). Fur den zur Aktivierung von Caspase-1 gebildeteten
Multiproteinkomplex bestehend aus Mitgliedern der NLR-Familie und dem
Adaptorprotein ASC (= apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)
wurde aufgrund mechanistischer Analogien zum Apaf-1/Caspase-9-Apoptosom der

Begriff ‘Inflammasom’ gepragt (Martinon et al., 2002).

1.2.3.3 Das Nirp3 Inflammasom
NIrp3 (auch NALP3, Cryopyrin, CIAS1 oder CLR1.1) verfiigt Uber eine N-terminale

Pyrin-Domane und kann daher nur indirekt durch Unterstitzung des
Adapterproteins ASC die Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-1
herbeifihren. ASC besitzt ebenfalls eine N-terminale Pyrin-Doméne und ist somit
zur Interaktion mit Nirp3 in der Lage. Am C-terminalen Ende von ASC befindet sich
jedoch zusatzlich noch eine CARD Domaéne, welche die Bindung von Caspase-1
erlaubt (Martinon & Tschopp, 2007; Srinivasula et al., 2002). Die Aktivierung des
NIrp3 Inflammasoms erfordert zwei unterschiedliche Signale. Das erste Signal
(‘Priming’) wird durch die Aktivierung von Toll-like oder Cytokin-Rezeptoren
vermittelt und induziert die NF-kB-abhangige Expression von NIrp3, Pro-IL-18 und
Pro-Caspase-1 (Bauernfeind et al., 2009; Burns et al., 2003; Franchi et al., 2012b).
Der zweite Schritt (‘Assembling’) beinhaltet die direkte Aktivierung von Nirp3 durch
entsprechende Gefahrensignale (Koizumi et al., 2012). NIrp3 reagiert auf eine
Vielzahl Pathogen-assoziierter Strukturen wie ss/dsRNA, bakterielle Toxine, LPS,
Muramyldipeptide sowie antivirale Immunmodulatoren (Franchi et al., 2009;
Kanneganti et al., 2006a; Kanneganti et al., 2006b; Martinon et al., 2004). Darlber
hinaus konnten verschiedene koérpereigene Signalmolekiile, wie beispielsweise
extrazellulares ATP, Natriumuratkristalle (MSU = monosodium  urate),
Calciumpyrophosphatdihydrat (CPPD), B-Amyloidpeptide und Cholesterol, sowie

gesundheitsschadliche Umweltreize (Asbest, UV-Strahlung) als Aktivatoren fiir das
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NIrp3 Inflammasom benannt werden (Dostert et al., 2008; Halle et al., 2008;
Mariathasan et al., 2006; Martinon et al., 2006; Tschopp & Schroder, 2010).
Inflammasome-induzierte Entziindungsprozesse spielen demzufolge nicht nur fur die
Erkennung und Beseitigung bakterieller oder viraler Infektionen eine Rolle, sondern
sind auch an der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen beteiligt.
Derzeit werden drei Signalwege fir die Aktivierung von NIrp3 diskutiert. Das erste
Signal wird durch die Bindung von extrazellularem ATP an den membranstandigen
P2X; Rezeptor vermittelt, was die Offnung eines Transmembrankanals und den
Austrom zelluladrer Kaliumionen bewirkt (Ferrari et al., 2006; Petrilli et al., 2007,
Vladimer et al., 2013). Poren-bildende Toxine von Bakterien sind ebenfalls in der
Lage den Verlust von intrazellularem Kalium herbeizufihren. So wurde die
Aktivierung von NIrp3 nach Stimulation mit Toxinen von L. monocytogenes,
S. aureus, C. difficile sowie Streptococcus und Vibrio Arten dokumentiert (Craven et
al., 2009; Harder et al., 2009; Mariathasan et al., 2006; McNeela et al., 2010; Ng et
al., 2010; Toma et al., 2010). Die Destabilisierung lysosomaler Membranen und die
damit verbundene Freisetzung phagozytierter Bestandteile in das Cytosol wird als
zweites Aktivierungssignal fir das Nirp3 Inflammasom angesehen (Koizumi et al.,
2012; Sander et al., 2011). An dritter Stelle stehen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) mitochondrialen Ursprungs, welche als stress-induziertes Alarmsignal far
eine verstarkte Expression von NIrp3 sorgen (Bauernfeind et al., 2011). Daruber
hinaus wurde kurzlich gezeigt, dass die Aktivierung des NIrp3 Inflammasoms als
Antwort auf bakterielle Erreger auch durch Interaktion mit dem Guanylat-bindenden
Protein GBP5 erfolgen kann (Shenoy et al., 2012).

1.2.3.4 Das Nirc4 Inflammasom

Nirc4 (auch IPAF, CARD12, CLAN) besitzt im Gegensatz zu NiIrp3 eine N-terminale
CARD-Domane und ist somit zur ASC-unabhangigen Rekrutierung von Caspase-1
durch homophile CARD-CARD-Interaktionen in der Lage. Die nachfolgende
Aktivierung von Caspase-1 zieht im Allgemeinen den pyroptotischen Zelltod der
betreffenden Zelle nach sich. Eine zusatzliche Rekrutierung von ASC an den Nirc4
Komplex ist dagegen vorrangig mit der Prozessierung der Cytokine IL-1f und IL-18
verbunden (Broz et al., 2010; Miao et al., 2011; Suzuki et al., 2007). Die Aktivierung
des Nirc4 Inflammasoms wird durch pathogene Bakterien wie beispielsweise
S. typhimurium, S. flexneri, P. aeruginosa und L. pneumophila induziert. Hierbei
werden in erster Linie Komponenten bakterieller Typ-lll- bzw. Typ-IV-

Sekretionssysteme oder cytosolisches Flagellin erkannt. Derartige
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Sekretionssysteme sind sowohl fur den Transport von Flagellin als auch
verschiedener Virulenzfaktoren in das Cytosol der Wirtszelle verantwortlich (Franchi
et al., 2006; Franchi et al., 2012b; Miao et al., 2006; Miao et al., 2008). Die Flagellin-
unabhangige  Aktivierung von  Nirc4 erfolgt durch  stdbchenférmige
Strukturkomponenten der T3SS-Basalkérper, welche als ‘inner rod proteins’
bezeichnet werden. Strukturanalysen des S. typhimurium SPI-1-Proteins PrgJ (SPI-
1 = salmonella pathogenicity island 1) und PrgJ-ahnlicher Proteine bei anderen
gramnegativen Bakterien ergaben, dass diese Proteine eine zum C-Terminus des
Flagellin-Monomers homologe Region aufweisen (Miao et al., 2010). Darlber
hinaus wurde gezeigt, dass die Differenzierung zwischen Flagellin und ‘inner rod
proteins’ in murinen Makrophagen durch NLRs der NAIP-Subfamilie (NAIP =
neuronal apoptosis inhibitor protein) vermittelt wird. So ist fur die Aktivierung von
Nirc4 im Zusammenhang mit L. pneumophila Infektionen eine Bindung von Flagellin
an Naip5 erforderlich. PrgJ-ahnliche Proteine hingegen werden durch Naip2
gebunden (Kofoed & Vance, 2011; Lightfield et al., 2008; Zhao et al., 2011).

Die Aktivierung des Nirc4 Inflammasoms geht neben der Induktion von Pyroptose
(Miao et al., 2010) und der Freisetzung proinflammatorischer Cytokine auch mit der
Caspase-1-abhangigen Spaltung von Caspase-7 einher (Akhter et al., 2009;
Lamkanfi et al., 2008).

P. aeruginosa
- ‘ Flagellin, Type IV pilus

bakterielle Toxine

T3SS

L. pneumophila
Flagellin

Flagellin
MDP

unbekannte bakterielle ) Q
-

N’I“4 T4SS \Z
i rca @ \ Liganden
. Naips @ B @ —

S. typhimurium

Flagellin
Nirc4 SipB
S. flexneri OQ SipD
o
e Caspase-1 SonE
IL-1g «——— pro-L-1B Caspase-7

Pyroptose Aktivierung

l

Spaltung von
PARP

IL-18 <«— pro-IL-18

Abbildung 5: Inflammasom - Aktivierung durch bakterielle Erreger.
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1.3 Zielsetzung
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Der inflammatorischen Caspase-1 konnte eine wesentliche Funktion hinsichtlich der
bakteriziden Abwehr von Burkholderia pseudomallei in vivo und in vitro
nachgewiesen werden (Breitbach et al., 2009). Dabei wurde gezeigt, dass die
Infektion mit B. pseudomallei einen friihen pyroptotischen Zelltod in Makrophagen
induziert, welcher von der Funktionalitdt des Bsa Typ-llI-Sekretionssystems
abhangig ist (Breitbach et al., 2009; Sun et al., 2005). Uberexpressionsstudien mit
retroviralen Vektoren identifizierten das PrgJ-Homolog ‘BsaK’ als verantwortliches
Protein fur die Nirc4-abhangige Aktivierung von Caspase-1 (Miao et al., 2010).
Zudem weist das putative Bsa T3SS-Effektorprotein BopE viele Gemeinsamkeiten
mit dem Caspase-1 - Aktivator SopE/SopE2 von S. typhimurium auf (Muller et al.,
2009; Stevens et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der Caspase-1 bei muriner Melioidose
naher charakterisiert werden. Hierfur galt es zunachst zu klaren, welche Caspasen
in murinen Makrophagen durch B. pseudomallei aktiviert werden. Durch die
Verwendung spezifischer Inhibitoren und transgener knockout Mause sollten zudem
Caspase-1-abhangige Signalwege identifiziert werden. Proteomanalysen von
Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen sollten ferner einen globalen
Einblick daruber geben, welche Proteine durch eine Infektion mit B. pseudomallei
reguliert werden. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der vergleichenden Analyse
Caspase-1-vermittelter Effektorfunktionen gegentber B. pseudomallei und
avirulentem B. thailandensis.

Im letzten Teil dieser Arbeit stand die ldentifizierung Inflammasom-aktivierender
Komponenten von B. pseudomallei im Vordergrund. Hierfir sollten die Bsa T3SS-
Proteine BopE und BsaK zusammen mit der murinen Caspase-1 Uberexprimiert
sowie entsprechende Deletionsmutanten hergestellt werden. Die Verwendung einer
FliC-Transposonmutante sollte klaren, ob Flagellin fir die B. pseudomallei -
induzierte Aktivierung von Caspase-1 von Bedeutung ist. Zusatzlich sollte der
Einfluss von BopE und BsaK auf die Virulenz von B. pseudomallei in vivo und in

vitro ermittelt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Material

211

Gerate

Agarosegeldetektionssystem BioDoc Analyze

Agarosegelelektrophoresekammer
Autoklav, X-150

Chemikalienabzug

COgz-Inkubator

Digital Graphic Printer UP-D895
Dispergiergerat Ultra-Thurrax®
Feinwaage, SI-114

Heizblock

Fluoreszenz- und Chemilumineszenzsystem
Fusion-Fx7

Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000
Glasgerate

Infinite M200 Pro
Inkubationsschuttelschrank Certomat® BS-1
Inverses Mikroskop Axiovert 40 CFL
Inverses Mikroskop Telaval 31
Labor-Mischer fir Probenréhrchen SM
LightCycler 480 I

MACS Quant® Analyzer
Magnetrihrwerk mit Heizfunktion
Mehrkanalpipette (200pl)

Mikrowelle MG-583MC
Mini-Taumel-Wipptisch WT17

Nano Drop 1000 Spektralphotometer
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter, UB-10

Pipettierhilfe Pipetus®

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000, 5000ul)
Power Pack P25

Biometra

Armin Baack
Systec

Erlab

Binder

Biometra

VWR International
Denver Instruments

Peqlab

Peqlab

Keyence
Rasotherm

Tecan

Sartorius

Zeiss

Zeiss

Sarstedt

Roche

Miltenyi Biotec
VWR International
Abimed

LG

Biometra

Peqlab

Assistent

Denver Instruments
Hirschmann
Brand

Biometra
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21.2

Praparierbesteck
Proteingelelektrophoresekammer
Minigel-Twin und Zubehor
Schittelinkubator KS15 und Haube TH15
Semi-Dry-Blotter

Sicherheitswerkbank HeraSafe HS12
Sicherheitswerkbank HeraSafe HS12/2
Sicherheitswerkbank HeraSafe HS15
Sicherheitswerkbank HeraSafe HS18
Speedvac Univapo
Spektralphotometer Genesys 10 UV
Stickstofftank Arpege 70
Taumelrollenmischer RM5
Thermocycler T3000

UV-Lampe

Vakuumpumpe

Vakuum Sicherheitsabsaugsystem AF202
Vortexer

VXR-Vibrax® und VX2E Aufsatz
Waage SI-2002

Wasserbad Typ WB 10

Zentrifuge Multifuge 1L-R

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge 5804R

Zentrifuge 5810R

Einwegmaterial

96-Well-PCR-Platten mit Barcode

selbstklebende Verschlussfolien fir PCR-Platten

(Adhesive clear gPCR Seals)
Cellulose-Acetatat-Membranfilter
(0,45 pm, Z13mm)
Deckglaschen (&12mm)
Einmalspritze (1ml)

Filterspitzen (10, 100, 200pul)
Filterspitzen, OneTouch (10ul)

Aesculap

Biometra

Edmund Buhler
Peqlab

Heraeus

Heraeus

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Frobel Laborgerate
Thermo Scientific
Air Liquide

CAT

Biometra

Vilber Lourmat
Inotech

HLC

VWR International
IKA

Denver Instruments
PD Group
Heraeus
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Biozym

Biozym

Sartorius
Assistent
Dispomed
Biozym

Sorenson Bioscience
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Impfdsen, grin Nerbe plus
Kaniilen 27G x */4 (0,42x19mm) Dispomed
Mikro-Hamatokrit-Kapillaren Braun
Multiwellstreifen (8 Wells, flach, transparent) Greiner

Nitrocellulose-Transfermembran Protran®

GE Healthcare

Objekttrager (76x26mm) Langenbrinck
offene Reaktionsgefalle (2ml) Sarstedt
Petrischalen (92x16mm) Sarstedt
Pipettenspitzen (10, 200, 1000pl) Sarstedt
Pipettenspitzen (5000ul) Brand
Reaktionsgefale (0,5; 1,5; 2ml) Sarstedt
Reaktionsgefale (15ml) Sarstedt
Reaktionsgefalie (50ml) BD Bioscience
Rotilabo®-Einmal-Klvetten (1,5ml) Carl Roth
Rotilabo® Faltenfilter Typ 113P Carl Roth
Serologische Pipetten (5, 10, 25ml) Sarstedt
Sicherheitsvenenverweilkantle

20G x 1", (1,1x32mm) Braun
Skalpelle Feather

Spritzen (5ml)
Stericup (250ml)

BD Bioscience

Millipore Corporation

Wattestabchen Unomedical
Whatman Filterpapier GE Healthcare
Zellkultuflaschen (75cm?) Greiner
Zellkultur-Multiwell-Platten (6, 12, 48-Well, flach)  Greiner
Zellschaber TPP
Chemikalien

1-Brom-3-Chlorpropan Sigma Aldrich
2,6-Diaminopimelinsaure Sigma Aldrich
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]

-1-propansulfonat (CHAPS) Carl Roth

Roche, AppliChem
Carl Roth, J.T. Baker

Serva

Agarose
Alkohole (Ethanol, Isopropanol, Methanol)

Ammoniumpersulfat (APS)
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Bromphenolblau

BSA (100x Stammldsung)

BSA, Fraktion V

Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie brilliant blue G250

DEPC Wasser

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

dNTP’s

EDTA

Glycin

Glycerol, 87%
Guanidinium-Hydrochlorid

Harnstoff

Hepes

Hoechst-Fluoreszenzfarbstoff
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Kollagen (rat tail), Gebrauchs-Lsg. 1mg/ml
Kristallviolett

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POQO,)
Natriumdiphosphat-Decahydrat (NasP,07)
Natriumdodecylphosphat (SDS)
Natriumphosphat (Na;HPO,)

Neutralrot
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Phosphorsaure, 85%

Ponceau S

Saccharose

Sauren (Salzsaure, Essigsaure)
TEMED

Thioharnstoff

Trichloressigsaure

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Sigma Aldrich
New England Bioloabs
AppliChem
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Carl Roth
Sigma Aldrich
Carl Roth
Roche

Sigma Aldrich
Serva, Carl Roth
Merck
AppliChem
Carl Roth
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Roche

Sigma Aldrich
Merck

Carl Roth
Merck

Carl Roth
Merck

Sigma Aldrich
AppliChem
Serva

Carl Roth
Sigma Aldrich
Merck

Merck, J.T. Baker
Serva

Merck

Carl Roth
Carl Roth
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Triton X-100
Trypanblau, 0,4%
B-Mercaptoethanol

e-Aminocapronsaure

Fertiglosungen und Kits

Aqua ad injectabilia

DPBS (1x)

CBA Mouse Inflammation Kit

Complete™ Mini Proteinaseinhibitorcocktail
CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane
Integrity Assay

Fluoprep

Gen Elute™ HP Plasmid Maxiprep Kit
GeneRuler DNA Ladder Mix

Ketamin 10%

Lipofectamine™ LTX

LumiGLO® Reagent (20x) und Peroxide (20x)
Maxima Probe gPCR Mastermix (2x)
Mouse IL1B Single Analyte ELISArray Kit
MPO, Mouse, ELISA Kit

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
peqlabGOLD Plasmid Miniprep Kit |
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
QIAquick PCR-Purification Kit

Rompun 2%

Roti®-Block

Rotiphorese® gel 30

Sevorane® 100%

Tergitol®

Tween® 20

TRIzol® Reagent

Trypsin-EDTA, 1%

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Carl Roth
AppliChem

Braun
GIBCO® Invitrogen
BD Bioscience

Roche

Promega
Biomérieux
Sigma Aldrich
Fermentas
CP Pharma
Invitrogen
Cell Signaling
Fermentas
SABioscienes
Hycult Biotech
Fermentas
Peqlab

Carl Roth
Qiagen

Bayer

Carl Roth
Carl Roth
Abbott

Fluka AG
Sigma Aldrich
Invitrogen
PAA
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21.5

21.7

Enzyme

DreamTaq DNA-Polymerase

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
KOD Xtreme™ Hot Start DNA-Polymerase
M-MLV Reverse Transkriptase
Restriktionsendonukleasen (Fast Digest)
rRNasin®

T4 DNA Ligase

Inhibitoren und Substrate

Ac-DEVD-CHO, Caspase-3/-7 Inhibitor
Ac-LEHD-CHO, Caspase-9 Inhibitor
Ac-YVAD-CHO, Caspase-1 Inhibitor
Ac-DEVD-AFC, Caspase-3/-7 Substrat

(in DMSO, lichtgeschutzt)

Ac-LEHD-AFC, Caspase-9 Substrat

(in DMSO, lichtgeschutzt)
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsaure
= X-Gluc (in DMSO, lichtgeschutzt)

Antikorper

2.1.7.1 Primarantikorper

Caspase-1 (Kaninchen, 1:500 in 1x Roti®-Block)

Caspase-11 (Ratte, 1:200 in TBST/5% BSA)
Phospho-JNK MAPK (T183/Y185)
(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA)
Phospho-p38 MAPK (T180/Y182)
(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA)
Procaspase-3, Caspase-3 (D175)
(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA)
Procaspase-7, Caspase-7 (D198)
(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA)
Procaspase-9, Caspase-9 (D353)

Fermentas
Fermentas
Novagen
Promega
Fermentas
Promega

New England Biolabs

Enzo Life Scienes
Enzo Life Scienes
Enzo Life Scienes
Bachem

Bachem

Fermentas

Santa Cruz
Biotechnology
Novus Biologicals
Cell Signaling
Cell Signaling

Cell Signaling

Cell Signaling
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(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA) Cell Signaling
* Procaspase-8, Caspase-8 (D35G2)

(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA) Cell Signaling
* PARP, PARP gespalten (D214)

(Kaninchen, 1:1000 in TBST/5% BSA) Cell Signaling
* MYC (Maus, 1:1000 in TBST/5% BSA) Cell Signaling
* FLAG (Maus, 1:1000 in TBST/5% BSA) Sigma Aldrich

*  GAPDH (Kaninchen, 1:10000 in TBST/5% BSA) AbFrontier
* B. pseudomallei BopE

(Kaninchen, 1:2000 in TBST/5% BSA) M.P. Stevens
* B. pseudomallei EPS, Klon 3015 IgG2b
(Maus monoklonal, 1:2000 in IF-Puffer) (Steinmetz et al., 1995)

*  PB-Aktin (13E5)
(Kaninchen monoklonal, 1:100 in IF-Puffer) Cell Signaling

2.17.2 Antikorperkonjugate
* Anti-Kaninchen-lgG, HRP-gekoppelt

(1:5000 in 1x Roti®-Block) Cell Signaling
* Anti-Maus-IgG, HRP-gekoppelt

(1:5000 in 1x Roti®-Block) Cell Signaling
* Anti-Ratte-lgG, HRP-gekoppelt

(1:3000 in 1x Roti®-Block) Cell Signaling
* Alexa Fluor® 488 anti-Maus IgG2b

(1:800 in IF-Puffer) Invitrogen
«  Anti-Kaninchen-Cy™3

(1:400 in IF-Puffer) Dianova

2.1.8 Oligonukleotide

2.1.8.1 Oligonukleotide fiir die reverse Transkription

Oligo-dT: 5 TTTTTTTTTTITTIT 3

2.1.8.2 Oligonukleotide fiir die quantitative Real-time PCR
miL-18 Sonde: 5 FAM TGC CAC AGC TTC TCC ACA GCC ACA TAMRAZ
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miL-1( for:

mIL-18 rev:

mIiL-6 Sonde:

mlL-6 for:

miL-6 rev:

mMTNFa Sonde:
mTNFa for:

mMTNFa rev:

mIFNy Sonde:
mIFNy for:
mIFNy rev:

mlL-12a Sonde:
mlL-12a for:

miL-12a rev:

mMCP-1 Sonde:

mMCP-1 for:
mMMCP-1 rev:

mNIrp3 Sonde:
mNIrp3 for:

mNIrp3 rev:

mNIrc4 Sonde:
mNIrc4 for:

mNIrc4 rev:

mNaip2 Sonde:
mNaip2 for:

mNaip2 rev:

5 CAG CAG CAC ATC AAC AAG AGC &
5 GGA AGG TCC ACG GGA AAG AC ¥

5 FAM AGC CAC TCC TTC TGT GAC TCC AGCT
TAMRA 3’

5 GCCAGA GTC CTT CAG AGA GAT AC 3

5 AAG ATG AAT TGG ATG GTC TTG GTC &

5 FAM CTC CTC ACC CAC ACC GTC AGC CGA TAMRA 3’
5 GAC AAG GCT GCC CCGACTAC 3
5 ACG GCA GAG AGGAGG TTGAC 3’

5 FAM CGA ATC AGC GACTCC TT TAMRA 3
5 CCAAGT TTG AGG TCAACA 3
5 CTG GCAGAATTATTCTTATTG 3

5 FAM CAC TGG AAC TAC ACA AGA ACGAGAGTAMRA Z
5 CAG CACATT GAAGACCTG 3
5 ACAGGG TCATCATCAAAG

5 FAM CCA CTC ACC TGC TGC TAC TC 3’ TAMRA
5 CTC AGC CAGATGCAGTTA Y
5 TGGACCCATTCCTTCTTG 3

5 FAM CAC ATT CCT CTA TGG TAT GCC AGG TAMRA 3
5 CCA GAG TGG AAT GACACG ¥
5 TCC TGT CCT TGA TAG AGT AGA 3’

5 FAM CCA TCC GTC ACT GCT CAC AC TAMRA 3’
5 CGA AGA GAT TAAAAG TTTAGG TGA 3
5 ACT GCT TCA GAT TCT CAAAC ¥

5 FAM ATC CAC CAC TGT AGA ATG AAC TGC TAMRA &
5 TCC AGA AGC CAT GGAAAC 3
5 GGG CTT CACTTG GAG AAA T
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mNaip5 Sonde: 5 FAM TCC TTC CTC GGT AAT CTT GTG ATT CA TAMRA 3’
m~Naip5 for: 5 GTGTGATTGAAATTG CCAGG 3
mNaip5 rev: 5 TCC AGG GCT TGA AAG AAA J

mRPLPO Sonde: 5 FAM CCT CAC ACG GGG CGA TGG CAC C TAMRA 3’
mRPLPO for: 5 TTG TGT TCA CCA AGG AGG AC ¥
mRPLPOrev: 5 GAC TCT TCC TTG GCT TCA AC &

2.1.8.3 Oligonukleotide fiir die Klonierung

mCaspase-1 for 195 BamHlI

5 AGC TAG CTAGGATCC AAC GCCATG GCT GAC AAGAT 3
mCaspase-1 rev 1416 Not |

5 AGC TAG CTAGCG GCCGC TCTTCG TTT AAT GTC CCG GGA 3
Bp-bopE for BamHI

5 AGC TAG CTA GGA TCC GAC ATG ACT TACAACCCGAG 3
Bp-bopE rev Notl

5 AGC TAG CTA GCG GCC GC ACCACG CTACCGCGTCAC 3
Bt-bopE for BamHI

5 AGC TAG CTAGGA TCC CGA GAG CAAGACATGACTTAZ
Bt-bopE rev Sacll

5 AGC TAG CTA CCG CGG GCTACTTCGTCATGC GCC 3

2.1.8.4 Oligonukleotide fiir die gezielte Mutagenese

bopE up for

5 GTG CCG TGG AAGTGC TCG ¥

bopE up rev Sacl

5 AGC TAG CTAGAG CTC GTC TTG CTC TCG GTT GAAGG ¥
bopE dn for Sacl

5 AGC TAG CTAGAG CTC GGATCC GACGGATTCGAC G ¥
bopE dn rev

5 GAT TCG GGAGGC GCATGAG ¥

bopE up for ko EcoRl

5 AGC TAG CTAGAATTC CTT CGA CAG CGC GAG CAC 3
bopE dn rev ko EcoRlI

5 AGC TAG CTAGAATTC TGC ATC GAC GAC GCC GCA 3
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bsaK up for

5 CTC AGG CGT CAG CGC GAG ¥

bsaK up rev BamHI

5 AGC TAG CTAGGATCC ACT CGT AGTCGG CCAGCAGJ
bsaK dn for BamHI

5 AGC TAG CTAGGA TCC CGC GAT GAAGCGATTCGTCT &
bsaK dn rev

5 CGG ATG CATCGAAGG CGTC ¥

bsaK up for ko EcoRI

5 AGC TAG CTAGAATTC GCG TCAGCG CGAGCC ATG ¥
bsaK dn rev ko EcoRlI

5 AGC TAG CTAGAATTC CGG ATATGT CGAATG CGTCG ¥

2.1.8.5 Oligonukleotide fiir die Overlap Extension PCR

bopE-216-PCR-1 (Template: genomische DNA von B.ps. E8)
for 5 CGACGT CGATGC TGAAGACATTC &
rev 5 CAA CGC GGG CGC GAC GAGATC ¥
bopE-216-PCR-2 (Template: genomische DNA von B.ps. E8)
for 5 CTCGTCGCGCCCGCGTTIGCY

rev 5 GCT TGAGCG AGC GCTATGC ¥
bopE-216-PCR-3 (Template: Produkte von PCR1 und PCR2)
for 5 CGACGT CGATGC TGAAGACATTC &
rev 5 GCT TGAGCGAGC GCTATGC ¥
bopE-207-PCR-1 (Template: Produkt von bopE-216-PCR-3)
for 5 CGACGT CGATGC TGAAGACATTC &
rev 5 GCC TGC TGC TCC GCATAC ¥
bopE-207-PCR-2 (Template: Produkt von bopE-216-PCR-3)
for 5 GTATGC GGA GCA GCA GGC 3’

rev 5 ACC ACG CTACCG CGTCAC 3
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bopE-207-PCR-3 (Template: Prdoukte von PCR1 und PCR2)
bopE-for-BamHlI

5 AGC TAG CTA GGA TCC GAC ATG ACT TAC AACCCGAG ¥
bopE-rev-Notl

5 AGC TAG CTA GCG GCC GC ACCACG CTACCGCGTCAC 3

2.1.9 Plasmide

2.1.9.1 pcDNA3 und Derivate

* There is an ATG upstream A-150228
o the Xbal site.

pcDNA3 (Invitrogen): Der eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3 ist ein high
copy Plasmid, welches unter der Kontrolle des viralen CMV Promotors steht. Die
multiple cloning site des Vektors wird von einem T7 und SP6 Promoter flankiert. Als
Resistenzmarker fir die Selektion von bakteriellen sowie eukaryotischen Zellen sind

eine Ampicillin und eine Neomycin Kassette vorhanden.

pcDNA3-flag/-myc: Der Vektor ist ein Derivat von pcDNA3 mit einer N-terminalen
Sequenz fur den FLAG- bzw. MYC-Tag; zur Verfugung gestellt von Frau Dr.
Breitbach.

pcDNA3-flag-mCaspase-1: Die kodierende Sequenz der murinen Caspase-1
wurde mit den Oligonukleotiden mCaspase-1 for 195 und mCaspase-1 rev 1416
amplifiziert und das PCR-Produkt mittels BamHI und Notl in den Vektor pcDNA3-
flag kloniert.
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pcDNA3-myc-Bps-bopE: Die Sequenz des bopE Leserahmens von
B. pseudomallei wurde mit den Oligonukleotiden Bp-bopE for und Bp-bopE rev
amplifiziert und das PCR-Produkt mittels BamHI und Notl in den Vektor pcDNA3-

myc kloniert.

pcDNA3-myc-Bps-bopE-R207E/N216P: Die an den Positionen 207 und 216
mutierte Sequenz des bopE Leserahmens wurde mit den Oligonukleotiden Bp-bopE
for und Bp-bopE rev amplifiziert und das PCR-Produkt mittels BamHI und Notl in
den Vektor pcDNA3-myc kloniert.

pcDNA3-myc-Bth-bopE: Die Sequenz des bopE Leserahmens von
B. thailandensis wurde mit den Oligonukleotiden Bth-bopE for und Bth-bopE rev
amplifiziert und das PCR-Produkt mittels BamHI und Sacll in den Vektor pcDNA-

myc kloniert.

2.1.9.2 pEX-Km5

- J—
/ Pg.'oES onT /] 1-5cel
sacB Smal
01 Notl
Xhol
TT ‘ EcoR|
pEXKm5 lac '\\ﬂ

(7,778 bp)

pEX-Km5 (Lopez et al. 2009): Mobilisierbarer Vektor fir die gezielte Mutagenese
durch homologe Rekombination. Das Plasmid verfligt Gber einen E. coli pMB9 origin
of replication (ori), einen Startpunkt flir den konjugalen Transfer (oriT), den
Reportergenen gusA (B-Glucuronidase) und lacZa (p-Galactosidase) und einer
multiple cloning site flankiert von zwei |-Scel Schnittstellen. Als Selektionsmarker
dienen das nptll Gen (Kanamycinresistenz) und das sacB Gen, welches fur das
B. subtilis Enzym Levansucrase kodiert und eine Sensitivitdt gegenuber Saccharose

vermittelt.

pPEX-Km5-Bps-bopE-up/dn: pEX-Km5 mit der 869bp upstream und 781bp

downstream Sequenz des B. pseudomallei bopE Leserahmens.
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pEX-Km5-Bps-bsaK-up/dn: pEX-Km5 mit der 931bp upstream und 833bp

downstream Sequenz des B. pseudomallei bsaK Leserahmens.

2.1.10 Organismen und Kulturmedien

2.1.10.1 Bakterien

Tabelle 2: Bakterienstamme

Bakterienstamm Charakteristika Herkunft

Burkholderia pseudomallei

e Stamm E8 Umweltisolat
e Stamm K96243 Patientenisolat .
e Stamm E212 Unweltisolat Thailand
e Stamm 1026b Patientenisolat

Burkholderia thailandensis
e Stamm E264 Umweltisolat Thailand

B. pseudomallei Mutanten
e E8 HGW20/23 (AfliC) Transposonmutante Dr. K. Eske-Pogodda
e E8 BPSS15/39 (Absal) Deletionsmutante Dr. V. Hopf
e E8 BPSS15/25 (AbopE) Deletionsmutante diese Arbeit
* E8BURPS1710b_A0590 Deletionsmutante diese Arbeit

(AbsakK)

Escherichia coli

e  XL-1blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 Stratagene
hsdR17 supE44 relA1 lac
[F’ proAB laclgZ_M15 Tn10
(Tetr)]

* Rho3 SM10(Apir)Aasd::FRTAaph | Lopez et al. 2009
A::FRT; Km®; DAP

auxotroph

2.1.10.2 Zellen
* HEK-293 = human embryonic kidney (Kultivierung in DMEM + 10% FCS)

* HepG2 = human hepatocellular carcinoma (Kultivierung in RPMI +
10% FCS)
*  murine primare Knochenmarkmakrophagen (Kultivierung in RPMI + 5%

Panexin + 50uM Mercaptoethanol)
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2.1.10.3 Mause

Tabelle 3: Mausstamme

Bezeichnung
BALB/cANCrl

C57BL/6J

B6;129

C57BL/6 Caspase-1-/-/11-/-
C57BL/6 Caspase-7-/-
C57BL/6 Nirp3-/-

B6;129 Nirc4-/-

Beschreibung
Inzuchtmausstamm

Inzuchtmausstamm

Inzuchtmausstamm

Caspase-1/11 Knockout

Caspase-7 Knockout

NlIrp3 Knockout
Nirc4 Knockout

Herkunft
Charles River

Laboratories
Jackson Laboratory
Genetech

Kuida et al. 1995
Jackson Laboratory
Universitat Lausanne

Genetech

Die C57BL/6 Mause und deren Caspase-1/11-/- bzw. Caspase-7-/- Derivate wurden

von der Zentralen Service- und Forschungseinrichtung fir Versuchstierkunde bzw.

der Firma Micromun in Greifswald gezlchtet. Die Nirp3-/- sowie die B6;129 Nirc4-/-

Mause und deren entsprechende Wildtypen wurden freundlicherweise von Prof.

Gerhard (Technische Universitdt Munchen) zur Verfugung gestellt. Alle Tiere

erhielten pelletiertes Futter (Ssniff®) und Wasser ad libitum.

2.1.10.4 Nahrmedien und Zuséatze fiir die Kultivierung von Zellen

2-Mercaptoethanol (50mM)

DMEM (1x) + GlutaMAX™ (4,5g/l Glucose)

RPMI 1640 (L-Glutamin)

Fetales Kalberserum Sera plus

Panexin BMM
Murines GM-CSF

OptiMEM® | + GlutaMAX™

GIBCO® Invitrogen
GIBCO® Invitrogen
GIBCO® Invitrogen
PAN

PAN

Cell Signaling
GIBCO® Invitrogen

2.1.10.5 Nahrmedien und Zusaitze fiir die Kultivierung von Bakterien

Agar bacteriological

Ampicillin

Columbia Agar mit 5% Schafsblut
Gentamycin (50mg/ml)

Hefeextrakt

Oxoid

Sigma Aldrich
BD Bioscience
Sigma Aldrich
AppliChem
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*  Kanamycinsulfat Sigma Aldrich
*  Mdller-Hinton-Agar Oxoid

* LB Broth, Lennox Invitrogen

*  Trypton AppliChem

*  Tryptone Soya Broth Oxoid

2.1.11 Puffer und Losungen

2.1.11.1 Puffer und Gele fiir Arbeiten mit DNA
6 x DNA-Probenpuffer TmM EDTA

1,16M Saccharose
0,25% Bromphenolblau

0,5 x TAE 20mM Tris-Acetat (pH 7,9)
0,5mM EDTA

Agarosegel 0,8-2% Agarose in 1xTAE
aufkochen

auf ca. 50°C abkuhlen
Zusatz von Sybr Green (1:10000)

Lysispuffer zur Isolation genomischer DNA  50mM Tris-HCI (pH 8,0)
10mM EDTA
0,5% SDS

Puffer 1 fir Plasmidpraparation 50mM Tris-Hcl (pH 8,0)
10mM EDTA
100pg/ml RNAse A
Lagerung bei 4°C

Puffer 2 flr Plasmidpraparation 200mM NaOH
1% SDS
Puffer 3 flr Plasmidpraparation 3M Kaliumactetat

(pH 5,5 mit Essigsaure einstellen)
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2.1.11.2 Lésungen fiir Arbeiten mit RNA

DEPC-A. bidest.

(autoklavieren)

dNTPs (10mM)

0,1% DEPC in A. bidest

10mM dATP
10mM dCTP
10mM dGTP
10mM dTTP

2.1.11.3 Puffer fiir proteinbiochemische Arbeiten

2D-Lysispuffer

Bradford-Reagenz

Guanidinium-Hydrochlorid

Lysispuffer fur Proteomversuche

34

2M Thioharnstoff
8M Harnstoff
0,065M CHAPS
0,13M DTT
0,079M Tris

aliquotieren, Lagerung bei -80°C

0,1mM Coomassie brilliant blue G-250
5% 96%iger Ethanol

in A. bidest I6sen

10% 85%ige Phosphorsaure
Lagerung lichtgeschutzt bei RT

(vor Gebrauch filtrieren)

0,3M Guanidinium-Hydrochlorid

in 96% Ethanol l6sen

8M Harnstoff
20mM Hepes
pH 8,0
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2.1.11.4 Puffer und Gele fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

4 x Proteinprobenpuffer

Laufpuffer fir SDS-PAGE

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

2ml Sammelgelpuffer
1,8ml 98% Glycerol
1,6ml 20% SDS

1,53 ml A. bidest
0,77ml 1M DTT

+ 1 Spatelspitze Bromphenolblau

192mM Glycin
24,8mM Tris
0,1% SDS

pH 8,3

0,5M Tris-HCI
pHG6,8

1,5M Tris-Hcl
pH 8,8

Tabelle 4: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

A. bidest.

Puffer
Acrylamid (30%)
SDS (10%)
APS (10%)
TEMED

2.1.11.5 Western Blot
1x TBS

13,5% Trenngel Sammelgel
1,4ml 1,4ml
1,25ml Trenngelpuffer 0,25ml Sammelgelpuffer
2,25ml 0,8ml
50ul 25l
50ul 25l
5ul 2,5ul
20mM Tris
138mM NaCl

pH 7,6 (autoklavieren)
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Anodenpuffer 1

Anodenpuffer 2

Blockierungspuffer

Kathodenpuffer

LumiGLO-Detektionslésung

PBST Waschpuffer

Ponceau S-Lésung

TBST-Antikorperlésung

36

300mM Tris
20% Methanol
pH 10,4

25mM Tris
20% Methanol
pH 10,4

10% Roti®-Block in A. bidest

39,6mM e-Aminocapronsaure
20% Methanol
pH7,6

5% Reagenz A
5% Reagenz B
in A. bidest

20mM NaCl
0,25mM KClI
0,8mM Na,HPO,
0,15mM KH,PO4
in A. bidest pH 7,4
0,1% Tween 20

2,6mM Ponceau S
183,6mM Trichloressigsaure
in A. bidest

0,1% Tween 20
5% BSA (Fraktion V)
in 1x TBS
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2.1.11.6 Puffer und Lésungen fiir Zell-basierte Assays

Caspase-Puffer fur Caspase-Assay

Lysis-Puffer fur Caspase-Assay

Immunfluoreszenzpuffer

Tergitol-Lysepuffer

20mM Hepes (pH 7,5)
0,1M NacCl

10% Glycerol

2mM DTT

25ug/ml Substrat

10mM Tris

10mM NaH,PO, (pH 7,5)
10mM Na,P,07

130mM NacCl

1% TritonX-100

0,2% BSA

0,05% Saponin
0,1% Natriumazid
in PBS (pH 7,4)

1% Tergitol
0,5% BSA in PBS

2.1.11.7 Lésungen fiir Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

Ashdown Agar

10g/I Trypton Soya Broth
1,5% Agar

3,48% Glycerol

ad 1000ml A. bidest
(autoklavieren)

0,0005% Kristallviolett
0,005% Neutralrot
5ug/ml Gentamycin
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LB-Medium

LB-Medium mit NaCl

LB-Agar

M9 Minimalmedium

Mdaller-Hinton-Agar

YT-Medium

YT/Saccharose-Agar

38

209/l LB Broth, Lennox

(Inhaltsstoffe: 10g/l Peptone 140
59/l Hefeextrakt
5g/l NaCl)

(autoklavieren)

209/l LB Broth, Lennox
320mM NaCl

(autoklavieren)

209/l LB Broth, Lennox
1,5% Agar

(autoklavieren)

42,3mM Na,HPO,
22,0mM KH,PO,
8,6mM NacCl
18,7mM NH,CI
1mM MgSO,
0,1mM CaCl,
0,2% Glucose

in A. bidest.

38g/l Muller-Hinton-Agar

(autoklavieren)

109/l Hefeextrakt
10g/l Trypton

(autoklavieren)

109/l Hefeextrakt
10g/l Trypton
1,5% Agar
(autoklavieren)

15% Saccharose
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2.2. Methoden

2.21 Klonierung

2.2.1.1Isolation genomischer DNA aus Bakterien

Zur Gewinnung von genomischer DNA aus Bakterien wurden 3ml einer
Ubernachtkultur fiir 1 Minute bei 11000xg zentrifugiert und das Bakterienpellet in
600ul Lysispuffer resuspendiert. AnschlieRend wurde das Lysat im Verhaltnis von
1:1 mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt und fur 5 Minuten bei
11000xg zentrifugiert. Die in der oberen wassrigen Phase befindlichen
Nukleinsauren, konnten somit deutich von der lipidreichen organischen Phase
abgegrenzt werden. Um die Reinheit der Nukleinsdure-Fraktion zu erhéhen wurde
die wassrige Phase in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefaly Uberfiihrt und die Phenol-
Chloroform-Extraktion im Verhaltnis von 1:1 wiederholt. AnschlieRend wurde die
gewonnene wassrige Phase mit Chloroform im Verhaltnis von 1:1 gewaschen und
fur 5 Minuten bei 11000xg zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde erneut in ein
neues Reaktionsgefal® Uberfihrt und die darin enthaltene Nukleinsdure durch
Zugabe von 2 Volumen 99%igem Ethanol und 0,1 Volumen 3M Natriumacetat,
gefolgt von einer mindestens einstiindigen Inkubation bei -20°C, ausgefallt. Nach
Zentrifugation fur 30 Minuten bei 11000xg (4°C) wurde das DNA-Pellet einmal mit
70%igem Ethanol gewaschen und erneut fir 10 Minuten bei 11000xg (4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet an der Luft

getrocknet. Die DNA wurde in 50ul A. bidest geldst und bei -20°C gelagert.

2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wird zur selektiven Amplifikation eines DNA-
Bereiches angewendet, der von zwei Oligonukleotiden definiert wird. Nach der
Denaturierung der DNA-Doppelstrange hybridisieren die Oligonukleotide mit jeweils
einem der beiden DNA-Einzelstrange (Annealing) und dienen der DNA-Polymerase
als Startpunkt fur die Nukleotidpolymerisation (Elongation). Die so synthetisierten
Doppelstrange werden im nachsten Reaktionszyklus erneut denaturiert und dienen
als Matrize fur weitere Amplifikationen. Fir die Herstellung der knockout-Konstrukte
bei der gezielten Mutagenese sowie bei der Klonierung von Genen wurde eine
Polymerase gewahlt, welche Korrekturleseaktivitat (proof reading) besitzt und in der

Lage ist sehr GC-reiche DNA-Abschnitte zu amplifizieren.
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Ein 50ul Reaktionsansatz enthielt 25ul 2x Reaktionspuffer, 400uM dNTPs, 300nM
Vorwarts- und Riickwartsprimer, 0,02 U/ul KOD Xtreme™ Hot Start Polymerase, 5yl
cDNA bzw. 2yl bakterielle genomische DNA und je nach Bedarf 4% DMSO. Die

PCR wurde mit folgendem Programm durchgefihrt:

Tabelle 5: PCR Programm KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymrase

Schritt Temp. Zeit Zyklen
1. Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1

2. Amplifikation:

Denaturierung 94°C 30s
Annealing Tm-2-4°C 20s 35
Elongation 68°C 60 s pro kb
3. Finale Elongation 68°C 5 min 1
4. Kuhlung 4°C S

Die Annealingtemperatur wurde in Abhangigkeit von der Schmelztemperatur (T,)

der verwendeten Oligonukleotide gewahlt. Diese berechnete sich nach der Formel:

Tm=(4 x (G+C))+(2 x (A+T))

2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach
PCR-Reaktionen oder Restriktionsspaltungen eingesetzt. Dazu wurden 5ul des
jeweiligen DNA-Ansatzes mit 2ul DNA-Ladepuffer versetzt, auf das Gel geladen und
fur 30-40 min bei 120 V in 0,5x TAE-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Farbung der DNA erfolgte mit dem fluoreszierenden Farbstoff Sybr Green, welcher
die einzelnen DNA-Fragmente nach ihrer Auftrennung unter UV-Licht sichtbar
werden lasst. Zur naherungsweisen Bestimmung der FragmentgroRe wurden 5l
eines DNA-Langenstandards mitgefuhrt. Die Agarosekonzentration des Gels

richtete sich nach der erwarteten Fragmentlange:

Fragmentlange Agarosekonzentration
> 7000 bp 0,8% Agarose
500-7000 bp 1% Agarose

100-500 bp 2% Agarose
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2.2.1.4Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA-Fragmenten mit einer GréRe von 100-10000 bp erfolgte mit
dem QIAqick PCR Purification Kit der Firma QIAGEN. Alle Arbeitsschritte
entsprachen den Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der
unterschiedlichen DNA-Bindungsfahigkeit der Silica-Gel-Matrix in Abh&angigkeit vom
pH-Wert und Salzgehalt der Puffer.

Die Konzentration gereinigter Nukleinsduren wurde spektralphotometrisch mit dem

Nanodrop 1000 der Firma Peglab ermittelt.

2.2.1.5 Restriktionsspaltung und Dephosphorylierung

Die Restriktionsspaltung wurde sowohl zur Kontrolle praparierter Plasmid-DNA als
auch zur Erzeugung rekombinierbarer Enden fir die Klonierung eingesetzt. Fur die
sequenzspezifische Spaltung von DNA-Doppelstrangen wurden FastDigest-Enzyme
der Firma Fermentas verwendet. Bei Plasmiden erfolgten Restriktionsverdau und

Dephosphorylierung in einem Reaktionsansatz.

PCR-Produkte Plasmide

200-1000ng PCR-Produkt (gereinigt) 1ug Plasmid

3ul 10x FastDigest Puffer 2ul 10x FastDigest Puffer

0,5yl je FastDigest Enzym 0,5yl je FastDigest Enzym
1ul (1U) FastAP

ad 30ul A. bidest ad 20ul A. bidest.

Die Ansatze wurden bei 37°C fir 30-60 Minuten inkubiert. Um eine vollstandige
Dephosphorylierung zu gewahrleisten betrug die Inkubationszeit bei Plasmid-DNA
generell 1 Stunde. AnschlieBend wurden die Enzyme fur 5 Minuten bei 80°C
inaktiviert. Gespaltene PCR-Produkte wurden dann erneut mit dem QIAqick PCR

Purification Kit aufgereinigt.

2.2.1.6 Ligation

Zueinander passende Enden von Nukleinsduren wurden mit Hilfe der T4-DNA-
Ligase durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung miteinander verknupft. Ein
10ul Reaktionsansatz enthielt 1ul 10x Reaktionspuffer, 200U T4-DNA-Ligase und

ein Vektor-Insert-Verhaltnis von 1:1 bzw. 1:3, wobei die Gesamt-DNA Menge
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maximal 1ug betrug. Die Ligation erfolgte fir 1 bis 3 Stunden bei Raumtemperatur.

AnschlielRend wurde die Ligase flr 10 Minuten bei 65°C inaktiviert.

2.2.1.7 Hitzeschocktransformation

Mit Hilfe der Hitzeschocktransformation werden Plasmide in CaCl,-kompetente
Escherichia coli-Zellen eingeschleust. Dazu wurden 100yl kompetente E. coli XL-1
blue auf Eis aufgetaut, mit dem 10ul Plasmid-DNA-Ligationsansatz versetzt und fur
30 Minuten auf Eis inkubiert. Fir den Hitzeschock wurde der Transformationsansatz
fur 60 Sekunden bei 42°C im Wasserbad erhitzt und anschlieBend erneut 2 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800ul LB-Medium erfolgte eine einstiindige
Inkubation bei 37°C und 250 rpm. Die Bakterien wurden daraufhin durch
Zentrifugation bei 5000xg fir 1 Minute pelletiert. Von dem Uberstand wurden 600l
verworfen und die Bakterien in der verbleibenden Flissigkeit resuspendiert und auf
selektivem LB-Agar ausplattiert. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Trager des rekombinanten Plasmids wurden durch PCR mit 2pl
Bakterienkultur oder Minipraparation mit anschlieRender Restriktionsspaltung und

Agarose-Gelelektrophorese identifiziert.

2.2.1.8 Minipraparation von Plasmid-DNA

Fir eine Minipraparation von Plasmid-DNA wurde eine Einzelkolonie transformierter
E. coli XL-1 blue in 3ml antibiotikahaltigem LB-Medium angeimpft und Uber Nacht
bei 37°C und 250 rpm geschittelt. Die Ubernachtkultur wurde fir 1 Minute bei
15700xg zentrifugiert und das Bakterienpellet in 250ul Puffer 1 (4°C) resuspendiert.
Durch Zugabe von 250ul Puffer 2 erfolgte ein Aufschluss der Bakterien mittels
alkalischer Lyse. Nach § minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Lysat
durch Zugabe von 350yl Puffer 3 neutralisiert. Die ausgefallenen Proteine wurden
fur 20 Minuten bei 15700xg (4°C) abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
1,5ml Reaktionsgefal Gberfuhrt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 600l
Isopropanol und kraftigem Vortexen ausgefallt. Nach anschlieRender Zentrifugation
bei 15700xg (4°C) fir 15 Minuten wurde das DNA-Pellet mit 500l 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut fur 5 Minuten bei 15700xg (4°C) zentrifugiert. Das Pellet
wurde daraufhin Iluftgetrocknet und in 30-50ul A. bidest gelést. Die DNA-

Konzentration wurde spektralphotometrisch mit dem Nanodrop 1000 ermittelt.



Material und Methoden

2.2.1.9 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Fur eine Maxipraparation von Plasmid-DNA wurde zunachst eine Einzelkolonie
erfolgreich transformierter E. coli XL-1 blue in 3ml antiobiotikahaltigem LB-Medium
angeimpft und fir 8 Stunden bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Diese Vorkultur
wurde anschlielend in 150ml antibiotikahaltigem LB-Medium 1:500 verdunnt und
Uber Nacht bei 37°C und 250 rpm geschuttelt. Die Praparation der Plasmid-DNA
erfolgte mit dem GenElute HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep Kit der Firma
Sigma Aldrich. Alle Arbeitsschritte entsprachen den Angaben des Herstellers.

Die Ausfallung der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 0,1 Volumen 3M
Natriumacetat und 0,7 Volumen Isopropanol. Nach 30 minltiger Zentrifugation bei
15000xg (4°C) wurde das DNA-Pellet mit 1,5ml 70%igem Ethanol gewaschen und
erneut bei 15000xg (4°C) fur 10 Minuten zentrifugiert. Das luftgetrocknete DNA-
Pellet wurde in 300ul Endotoxin-freiem Wasser resuspendiert und die DNA-

Konzentration spektralphotometrisch mit dem Nanodrop 1000 ermittelt.

2.2.1.10 Herstellung CaCl, kompetenter Zellen

Zur Herstellung transformationskompetenter E. coli XL-1 blue wurde zunachst eine
Ubernachtkultur in 3ml LB-Medium bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Diese wurde
dann 1:50 in 150ml LB-Medium verdiinnt und im Schittelinkubator bei 37°C und
250 rpm bis zu einer ODgyy zwischen 0,3 und 0,5 kultiviert. Die Kultur wurde
daraufhin fir 15 Minuten auf Eis abgekihlt und anschlielend fir 10 Minuten bei
2600xg (4°C) zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde insgesamt 3x in 10ml
eiskaltem 0,1M CaCl, resuspendiert und bei 800xg (4°C) fur 10 Minuten
zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde das Pellet erneut in 10ml eiskaltem 0,1M
CaCl, resuspendiert, fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und 10 Minuten bei 800xg
(4°C) zentrifugiert. Die Bakterien wurden dann in 2100yl eiskaltem 0,1M CacCl, und
900ul Glycerin (99%) aufgenommen und resuspendiert. Die kompetenten Zellen
wurden in 100yl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -70°C gelagert.

2.2.2 Gezielte Mutagenese von B. pseudomallei - Genen

2.2.2.1 Herstellung und Klonierung der knockout Konstrukte

Die Deletion der Gene bopE und bsaK von B. pseudomallei erfolgte nach der von

C.M. Lopez (Lopez et al., 2009) veréffentlichten Methode zur Genverdrangung
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durch homologe Rekombination. Hierfir wurden jeweils 800-900 bp up- (5’) bzw.
downstream (3’) von dem Zielgen amplifiziert. Dabei wurden den PCR-Produkten
uber die Primer Oligonukleotidsequenzen fur das Restriktionsenzym Sacl
angehéangt. Die beiden Produkte wurden anschlieRend entsprechend verdaut und
ligiert. In einer weiteren PCR-Reaktion wurde das Ligationsprodukt der up- und
downstream Sequenzen amplifiziert und dabei erneut mit Restriktionsschnittstellen
fur EcoRI versehen. Das resultierende knockout Konstrukt wurde anschlielend in
den Vektor pEX-Km5 kloniert.

2.2.2.2 Konjugation
Die Vektoren pEX-Km5-Bps-bopE-up/dn und pEX-Km5-Bps-bsaK-up/dn wurden

mittels Konjugation in B. pseudomallei Ubertragen, wo sie durch homologe
Rekombination in das Genom integrierten. Hierflr wurden die Plasmide zunachst in
E. coli Rho3 transformiert. Dieser Stamm besitzt einen Defekt in der
Diaminopimelinsdure-(DAP)-Biosynthese, weshalb der Transformationsansatz auf
LB-Platten mit 400ug/ml DAP und 35ug/ml Kanamycin ausplattiert wurde. Die
Inkubation erfolgte fiir 48 Stunden bei 37°C. Anschliefend wurde eine Einzelkolonie
gepickt und in LB mit 400g/ml DAP und 35ug/ml Kanamycin tber Nacht bei 37°C
und 250 rpm angezogen. Gleichzeitig wurden Ubernachtkulturen von
B. pseudomallei E8 in LB bei 37°C und 140 rpm geschuttelt. Die beiden
Ubernachtkulturen wurden in steigendem Verhaltniss von Rho3 (= Donor) zu E8 (=
Rezipient) gemischt und mit  10mM MgSO, auf ein Volumen von 1,5ml aufgefullt.
Alle Anséatze wurden fir 1 Minute bei 7000xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet in 1ml 10mM MgSO, resupendiert. Nach erneuter Zentrifugation bei
7000xg wurde das Pellet in 30ul 10mM MgSO, aufgenommen und auf Cellulose-
Acetat-Membranfilter auf einer vorgewarmten LB-Platte (400pg/ml DAP) aufgetropft.
Nach einer Inkubation von 8-48 Stunden wurden die Membranfilter in ein 1,5ml
Reaktionsgefall mit 1ml LB Uberfuhrt und fir 30 Sekunden bei 5000xg zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde anschlieRend erneut mit LB gewaschen und dann in 1mi
LB resuspendiert. Davon wurden 200pl auf LB-Platten mit 1000ug/ml Kanamycin
und 50ug/ml X-Gluc ausplattiert und fir zwei Tage bei 37°C inkubiert. Kolonien,
welche nach dieser Zeit eine Blaufarbung aufwiesen, wurden zur Isolation

markerloser Mutanten herangezogen.
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2.2.2.3 Isolation markerloser Deletionsmutanten

Bakterien, bei denen sich der Vektor pEX-Km5 erfolgreich (ber homologe
Rekombination in das Genom integriert hatte, wuchsen aufgrund des gusA
Reportergens auf X-Gluc-Agar zu blauen Kolonien heran. Diese wurden in 1ml YT-
Medium angeimpft und fur mindestens 4 Stunden bei 140 rpm im Schuttelinkubator
kultiviert. Die Kultur wurde dann in unterschiedlichen Verdinnungstufen zu je 100l
auf YT-Saccharose-Agar (50ug/ml X-Gluc) ausplattiert und fiir zwei Tage bei 37°C
bebritet. Da das sacB Gen des Vektors eine Sensitivitdt gegenliber Saccharose
vermittelt, kdbnnen nur die Bakterien wachsen, welche das pEX-Kmb5-Ruckrat in
einem zweiten Rekombinationsereignis verloren haben. Entstehende weil3gefarbte
Einzelkolonien wurden gepickt und zur Aufreinigung der genomischen DNA in LB-
Medium angeimpft. Die Identifizierung von Wildtypen und Mutanten erfolgte mittels
PCR.

2.2.2.4Overlap Extension PCR

Fir den gezielten Austausch von Aminosaureresten im bopE Leserahmen von
B. pseudomallei E8 wurde die overlap extension PCR angewendet. Hierfir wurden
zwei zueinander komplementare Mutageneseprimer, welche die gewlnschte
Mutation in ihrer Mitte tragen, und zwei flankierende Primer benétigt. In den ersten
beiden PCR-Reaktionen wurden zunachst zwei Teilstiicke des bopE Leserahmens
erzeugt, welche aufgrund der eingefihrten Punktmutationen Uber die
Mutageneseprimer zueinander komplementare Enden besalRen. Nach Aufreinigung
konnten beide PCR-Produkte in einer dritten PCR-Reaktion mittels der

flankierenden Primer zu einem Fusionsprodukt amplifiziert werden.

P2

5 y rar ” 3
) ﬁ P4 )
3 ¢ B3 ¢ 5

PCR 1 PCR 2

(P1,P2) (P3,P4)

PCR3
(Produkt1 + Produkt2)
F llllll )

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Overlap Extension PCR
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2.2.3 Zellbiologische Arbeiten

2.2.3.1 Kultivierung von HEK-293 Zellen
Die Zelllinie wurde in DMEM mit Zusatz von 10% FCS bei 37°C und 5% CO,

kultiviert und nach drei bis vier Tagen passagiert. Das verbrauchte Kulturmedium
wurde dabei vollstdndig abgenommen und der Zellrasen vorsichtig mit 5ml PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 1ml Trypsin/EDTA (1x) erfolgte eine 10-mindtige
Inkubation bei 37°C. Die abgeldsten Zellen wurden anschlieRend in 10-15ml

frischem Medium aufgenommen und 1:20 in 75cm? Zellkulturflaschen umgesetzt.

2.2.3.2 Kultivierung von HepG2 Zellen
Die Zelllinie wurde in RPMI 1640 mit Zusatz von 10% FCS bei 37°C und 5% CO,

kultiviert und nach drei bis vier Tagen passagiert. Hierfir wurde das verbrauchte
Kulturmedium verworfen und der Zellrasen zweimal mit 5ml PBS gewaschen. Nach
Zugabe von 1ml Trypsin/EDTA (1x) erfolgte eine 10-minltige Inkubation bei 37°C.
Die abgeldsten Zellen wurden anschlieBend in 6ml frischem Medium aufgenommen

und je nach Zelldichte in 75cm? Zellkulturflaschen umgesetzt.

2.2.3.3 Praparation und Anzucht muriner Knochenmarkmakrophagen

Die Praparation und Anzucht muriner Knochenmarkmakrophagen (BMM = bone
marrow-derived macrophages) wurde nach dem Protokoll von K. Eske-Pogodda
durchgefihrt (Eske et al, 2009). Fur die Gewinnung von murinen
Knochenmarkstammzellen wurden sowohl weibliche als auch mannliche Tiere im
Alter von 8-18 Wochen verwendet. Die Toétung erfolgte durch Betdubung mit
Sevofluran und anschlielender zervikaler Dislokation. Das Tier wurde daraufhin auf
dem Rducken liegend auf einer Praparierunterlage an den Vorderlaufen und dem
Schwanzansatz fixiert und im Bereich des Bauches und der unteren Extremitaten
mit  Ethanol desinfiziert. =~ Nachdem Ober- und Unterschenkelknochen
herausprapariert worden sind, wurde das Muskelgewebe mit Hilfe eines Skalpells
grindlich von den Knochen entfernt. Die gesauberten Knochen wurden zur
Desinfektion fiir 10-15 Minuten in eine Petrischale mit 70%igem Ethanol gelegt und
im Anschluss in eine weitere Petrischale mit sterilem PBS (berfiihrt. Zur Offnung
der Knochenmarkhdhle wurden den Knochen an beiden Enden mittels eines sterilen
Skalpells kleine Teile abgetrennt. Das Knochenmark konnte nun mit einer mit PBS

gefullten 5ml Spritze und aufgesetzter 0,42 x 19 mm Kanlle in eine sterile
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Petrischale gespllt werden. Die gewonnenen Stammzellen aller vier Knochen einer
Maus wurden in einem 50ml Réhrchen gesammelt, woraufhin die Zellsuspension fir
10 Minuten bei 300xg zentrifugiert wurde. Das Zellpellet wurde anschlieRend in
15ml RPMI 1640 Kulturmedium mit 5% Panexin, 50uM Mercaptoethanol und
murinem GM-CSF in einer Endkonzentration von 2ng/ml resuspendiert und zu je
5ml auf drei 75cm? Zellkulturflaschen verteilt (Gesamtvolumen 20 ml). Die
Kultivierung und Differenzierung der murinen Knochenmarkstammzellen zu
Makrophagen erfolgte fiir 10 Tage bei 37°C und 5% CO,. Am 5. und 7. Tag des
Differenzierungsprozesses wurden 10ml des verbrauchten Zellkulturmediums

abpipettiert und durch 10ml frisches Medium mit 2ng/ml mGM-CSF ersetzt.

2.2.3.4 Aussaat von Knochenmarkmakrophagen

Nach 10 Tagen Kultivierung erfolgte die Aussaat der ausdifferenzierten
Knochenmarkmakrophagen. Hierflir wurde das verbrauchte Kulturmedium entfernt,
der Zellrasen einmal mit 5ml PBS pro Flasche gewaschen und mit 1ml
Trypsin/EDTA (1x) benetzt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei 37°C und 5% CO,
wurden die Zellen in 5ml RPMI 1640 Medium (ohne Zusatze) mit einem Zellschaber
vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst und in einem 50ml Réhrchen gesammelt.
Da es sich bei den Knochenmarkmakrophagen um stark adharente Zellen handelt,
wurde jede Zellkulturflasche nochmals mit 2-3ml RPMI 1640 Medium (ohne
Zusatze) beflllt, um noch am Boden verbliebene Zellen erneut mit dem Zellschaber
zu lésen. Die im 50ml Roéhrchen gesammelten Zellen wurden anschlieRend bei
300xg fur 15 Minuten zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das
Zellpellet wurde dann einmal mit PBS gewaschen, nochmals 15 Minuten bei 300xg
zentrifugiert und anschlieBend in 3ml RPMI 1640 Medium (mit 5% Panexin, 50uM
Mercaptoethanol, 2ng/ml mGM-CSF) pro Maus resuspendiert. Nach Bestimmung
der Zellzahl pro Milliliter wurden die Zellen in Abhangigkeit von der verwendeten
Methode in unterschiedliche Formate von Zellkultur-Multiwell-Platten ausgesat und
uber Nacht bei 37°C und 5% CO inkubiert.

2.2.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurde die Neubauer-Zahlkammer
verwendet. Hierflir wurde die entsprechende Zellsuspension im Verhaltnis von 1:1
mit einer 0,4%igen Trypanblauldsung gemischt. Da Trypanblau nur bei gestorter

Membranintegritdt an zytosolische Proteine binden kann, wird somit eine
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Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen ermdglicht. Von den neun
GroRRquadraten der Neubauer-Zahlkammer wurden alle Zellen in den aulleren vier
Eckquadraten gezahlt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde anschlieRend mit folgender

Formel berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellen aus 4 GroRquadraten x Verdiinnungsfaktor x 10*

Tabelle 6: Aussaatbedingungen von Knochenmarkmakrophagen

Methode Zellzahl pro Volumen Multiwell-

Well Format

Invasions- und 120000 400yl 48-Well

Replikationsassay

LDH-Assay 120000 400l 48-Well

Caspase-Assay 120000 400ul 48-Well

Praparation von Gesamt-

RNA und Proteinen 250000 2mi 12-well

Proteomanalysen 650000 2ml 6-Well

2.2.3.6 Invasions- und Replikationsassay

Zum Vergleich der Invasion und intrazellularen Replikation von B. pseudomallei und
B. thailandensis in murinen Knochenmarkmakrophagen wurde die intrazellulare
Keimzahl beider Spezies zu verschiedenen Zeitpunkten im 48-Well-Format ermittelt.
Vor der Infektion wurden die Zellen einmal mit 400ul PBS pro Well gewaschen und
anschlieRend mit 400yl Infektionsmedium versehen. Nach einer Inkubationszeit von
30 Minuten bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS
gewaschen und zur Abtdtung noch extrazellular verbliebener Bakterien mit je 400l
Kanamycin-haltigem Medium (100pg/ml) bedeckt. Die intrazelluldare Keimzahl wurde
jeweils Oh, 3h, 6h und 24h nach Ende der Infektionszeit in Triplikaten ermittelt, wobei
der Zeitpunkt Oh um 30 Minuten nach Zugabe des Kanamycin-haltigen Mediums
verzogert wurde. Zu jedem Zeitpunkt wurde der Zelliberstand als Kontrolle der
extrazellularen Keimzahl entweder pur oder in einer entsprechenden Verdlinnung
auf Miller-Hinton-bzw. LB-Agarplatten ausplattiert. Nach zweimaligem Waschen der
Zellen mit je 400ul PBS pro Well, erfolgte die Zell-Lyse durch Zugabe von je 150l
Tergitol in jedes Well und einer 10mindtigen inkubation bei 37°C und 5% CO,. Im
Anschluss daran wurden die Zellen mit einer Pipettenspitze sorgfaltig vom Boden
des Wells abgeldst und in ein 1,5ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Das Zell-Lysat wurde

entsprechend der zu erwartenden CFU in PBS verdinnt und pro Verdinnungsstufe
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100pl als Duplikat auf Miller-Hinton- oder LB-Agarplatten ausplattiert. Nach einer
Inkubationszeit von 48h bei 37°C erfolgte die Ausz&hlung der Bakterienkolonien auf
den Platten.

Folgende Berechnungsformeln wurden zur Ermittlung der Keimzahlen verwendet:

intrazellulare CFU pro Well = ausgezahlte CFU/100ul x Verdinnungsfaktor x 1,5
extrazellulare CFU pro Well = ausgezahlte CFU/100ul x Verdiinnungsfaktor x 4

2.2.3.7 Infektion von Knochenmarkmakrophagen zur Gewinnung von Gesamt-
RNA und Proteinen

Die Infektion von Knochenmarkmakrophagen zur Gewinnung von Gesamt-RNA und
Proteinen erfolgte im 12-Well-Format. Hierfiir wurden die Zellen zunachst einmal mit
1ml PBS gewaschen und anschlielend mit 1ml Infektionsmedium versehen. Nach
einem Zentrifugationsschritt von 2 Minuten bei 120xg und 30-min(tiger Inkubation
bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen erneut einmal mit 1ml PBS gewaschen und
anschlie®end in 0,8-1ml Kanamycin-haltigem Medium (100ug/ml) bei 37°C und 5%
CO, inkubiert. Bei Einsatz von Inhibitoren erfolgte eine einstiindige Vorbehandlung
der Zellen mit dem Hemmstoff direkt vor Zugabe des Infektionsmediums. Nach der
Infektion wurden die Hemmstoffe ebenfalls dem Kanamycin-haltigem Medium
zugesetzt.

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen mittels TRIzol® Reagenz lysiert.
Hierfir wurde das Zellkulturmedium abgenommen und gegebenenfalls zur spateren
Bestimmung von Cytokinen bei -20°C gelagert. Die Zellen wurden nochmals mit 1ml
PBS gewaschen und mit 200l TRIzol® Reagenz versehen. Nach einer 5-minitigen
Imkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe durch wiederholtes Auf- und
Abpipettieren homogenisiert und in ein 1,5ml Reaktionsgefal® uberfihrt. Bis zur
weiteren Aufarbeitung erfolgte die Lagerung der Proben bei -20°C.

2.2.3.8 Infektion von Knochenmarkmakrophagen zur Gewinnung von

Proteinen fiir die Proteomanalyse

Fir Proteomanalysen erfolgte die Infektion von Knochenmarkmakrophagen in
Triplikaten im 6-Well-Format. Die Zellen wurden hierflir zunachst einmal mit 2ml
PBS gewaschen und anschlieBend mit 2ml Infektionsmedium versehen. Nach
einem Zentrifugationsschritt von 4 Minuten bei 120xg und 30-min(tiger Inkubation

bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen erneut einmal mit 2ml PBS gewaschen und
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anschlie®end in 2ml Kanamycin-haltigem Medium (100ug/ml) bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach Ablauf von 90 Minuten wurde das Kulturmedium verworfen und die
Zellen erneut mit 2ml PBS gewaschen. Anschliefend wurden 120pl Lysispuffer auf
das erste Well eines Triplikatansatzes gegeben und die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers vom Boden geldst. Durch Uberfihrung der Zellsuspension in das
zweite bzw. dritte Well wurden die Triplikatansatze schlieBlich in 120ul Lysispuffer
vereinigt. Bis zur weiteren Aufarbeitung erfolgte die Lagerung der Proben bei -80°C.

2.2.3.9 Lactat-Dehydrogenase (LDH) - Assay

Mit Hilfe des LDH-Assays wird die Freisetzung des Enzyms Lactat-Dehydrogenase
aus Zellen mit zerstorter Zellmembran gemessen. Auf diese Weise konnte die
Vitalitdt von Knochenmarkmakrophagen im Verlauf von 24 Stunden Uberprift
werden.

Die Messung der LDH-Freisetzung erfolgte unter Verwendung des ,CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assay” von Promega. Der enthaltene Substrat-
Mix beinhaltet Lactat, NAD*, Resazurin und das Enzym Diaphorase. Durch die aus
den Zellen freigesetzte Lactat-Dehydrogenase wird Lactat in Pyruvat umgewandelt,
wobei NADH entsteht. Dieses wird anschlieffend fir die Reduktion von Resazurin
zum Fluoreszenzfarbstoff Resorufin genutzt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte
bei einer Exzitationswellenlange von 560nm und einer Emissionswellenlange von
590nm. Die Infektion der Zellen wurde analog zum Invasions- und
Replikationsassay in Triplikaten im 48-Well-Format durchgefiihrt. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden je 50ul Zellkulturiberstand mit 50pl Substrat-Lésung gemischt
und fir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch
Zugabe von 25pl Stopp-Lésung beendet. 24 Stunden nach der Infektion wurde
zusatzlich die maximale LDH-Konzentration ermittelt. Hierfir wurde den
entsprechenden Wells zunachst zur vollstdndigen Lyse 5ul 10% Triton-X100
zugesetzt. Nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO, wurden
die Zellkulturiiberstande gleichermafen wie die anderen Uberstande mit Substrat-
und Stopp-LOsung behandelt. Alle Proben wurden bis zur Messung im Fluorometer

bei -20°C aufbewahrt. Die prozentuale LDH-Freisetzung wurde wie folgt berechnet:

gemessene Fluoreszenz der Probe
gemessene Fluoreszenz der maximalen LDH-Konzentration

Zytotoxizitat [%] = x100



Material und Methoden

2.2.3.10 Caspase-Aktivitats-Assay

Der Caspase-Assay wurde zur Bestimmung der Aktivitat der Caspasen-9 und -3/7 in
murinen Knochenmarkmakrophagen verwendet. Die Detektion aktiver Caspasen
erfolgte hierbei durch Einsatz fluorogener Substrate, welche spezifische
Spaltungssequenzen enthalten.

Die Infektion der Zellen wurde analog zum Invasions- und Replikationsassay in
Triplikaten im 48-Well-Format durchgefihrt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurde
das Zellkulturmedium verworfen und der Zellrasen mit 100ul kaltem Lysispuffer
versehen. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde das Zelllysat
resuspendiert und mit 110ul Caspase-Puffer in 96-Well-Platten gemischt. Die Ansatze
wurden anschlieflend lichtgeschitzt bei 37°C und 5% CO, fiir 2 Stunden inkubiert.
Die Messung der Fluoreszenz erfolgte bei einer Exzitations-/Emissionswellenlange
von 400/505nm.

2.2.3.11 Immunfluoreszenzfarbung

Far die Darstellung der durch B. pseudomallei induzierten Aktinschweifbildung
wurden sowohl das bakterielle Exopolysaccharid als auch das p-Aktin infizierter
HepG2 Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern angefarbt. Einen Tag vor der
Infektion wurden je 200.000 HepG2 Zellen in 1ml Kulturmedium auf Kollagen-
beschichtete Deckglaschen im 24-Well-Formt ausgeséat. Die Infektion der Zellen
erfolgte mit einer MOI von 100:1, wobei die Bakterien zuvor durch Zentrifugation bei
120xg fur 4 Minuten auf dem Zellrasen sedimentiert wurden. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen zunachst
zweimal mit 1ml PBS gewaschen, anschlielfend mit 1ml Kanamycin-haltigem
Medium (250ug/ml) versehen und fir 16 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Zur Farbung der Zellkerne wurde jedem Ansatz 1ug/ml  Hoechst-
Fluoreszenzfarbstoff zugesetzt und die Platte erneut fir 10 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Nach Abnahme des Kulturiiberstandes und eimaligem Waschen mit 1ml PBS
wurden die Zellen durch Zugabe von 200pl eiskaltem Methanol fir 10 Minuten bei -
20°C fixiert. Zur Blockierung unspezifischer Bindungstellen erfolgte eine Inkubation
in Immunfluoreszenz-(IF)-Puffer fir eine Stunde auf dem Taumelschuttler. Im
Anschluss wurden die Deckglaschen in einer feuchten Kammer Uber Nacht bei 4°C
mit dem Primarantikérper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit IF-Puffer fir 5
Minuten erfolgte eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem
Sekundarantikdrper im Dunkeln. Die Deckglaschen wurden erneut dreimal fur 5

Minuten mit IF-Puffer gewaschen und mittels Fluoprep auf Objekttragern befestigt.
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Die getrockneten Praparate wurden im Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 von

Keyence betrachtet.

2.2.3.12 Transiente Transfektion

Mit Hilfe des Transfektionsreagenz Lipofectamine™ LTX wurde die Einschleusung
von Fremd-DNA in HEK-293 Zellen ermdglicht. Einen Tag vor der Transfektion
wurden die Zellen in DMEM (+ 10% FCS) in 6-Well-Platten ausgesat und Uber
Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurden folgende
Transfektionsansatze in 500l OptiMEM® | vorbereitet:

1 kein Plasmid

2 1,5ug pcDNA-flag-mCaspase-1/2,5ug pcDNA-myc

3. 2,5ug pcDNA-myc-Bps-bopE/1,5ug pcDNA-flag

4. 2,5ug pcDNA-myc-Bth-bopE/1,5ug pcDNA-flag

5 1,5ug pcDNA-flag-mCaspase-1/2,5ug pcDNA-myc-Bps-bopE
6 1,5ug pcDNA-flag-mCaspase-1/2,5ug pcDNA-myc-Bth-bopE

Nach Zugabe von 6,5l Lipofectamine™ LTX erfolgte eine 30-minltige Inkubation bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Transfektionsansatze tropfchenweise
zu den Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schwenken verteilt. 24 Stunden nach
der Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen mittels TRIzol®.

2.2.4 Mikrobiologische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Bakterienstocklésungen

Fir die Herstellung einer Glycerolstockldsung wurde der jeweilige Bakterienstamm
zunachst in 15ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 140 rpm
herangezogen. Die Flussigkultur wurde anschlielend mit 20% Glycerin versetzt und

in 0,5ml ReaktionsgefalRen zu 40ul Aliquots bei -70°C gelagert.

2.2.4.2 Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von B. pseudomallei und B. thailandensis fur zellbasierte Assays
erfolgte standardmaflig als fraktionierter Ausstrich auf Columbia-Agar (+ 5%
Schafsblut) bei 37°C fur 18-20 Stunden.
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2.2.4.3 Einstellung der Infektionsdosis

Die Infektionsdosis (MOI = multiplicity of infection) beschreibt die Anzahl der
Bakterien pro Wirtszelle. Fir die Herstellung des Infektionsmediums wurden
zunachst mehrere Bakterienkolonien von einer Blutagarplatte mit einem sterilen
Wattestabchen enthommen und in 15ml PBS suspendiert. Die optische Dichte (OD)
der Bakteriensuspension wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 650nm
gegen PBS gemessen und auf 0,25 eingestellt. Anschlielfend wurde anhand einer
Eichgerade die Anzahl an Bakterien pro ml ermittelt und das bendtigte Volumen an
Bakteriensuspension fiir das Infektionsmedium berechnet.

Die Berechnung erfolgte in Abhangigkeit von der Zellzahl pro Well und der

angestrebten MOI nach folgender Formel:

Infektionsmedium (ml)

= [Volumen pro Well (ml) x Anzahl der Wells] - Volumen Bakteriensuspension (ml)

Anzahl der Wells x MOI x Zellzahl
CFU/ml Bakteriensuspension

Volumen Bakteriensuspension (ml) =

Zur Uberpriifung der Infektionsdosis wurde eine Dosiskontrolle angefertigt. Die
Keimzahl des Infektionsmediums wurde durch Doppelbestimmung einer geeigneten
Verdunnung auf Blutagar ermittelt und die tatséchliche MOI nach folgender Formel

berechnet:

Mittelwert CFU pro Platte x Verdiinnung x Arbeitsvolumen
Zellzahl x plattiertes Volumen

MOl =

2.2.4.4Erstellung von Wachstumskurven

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurde der jeweilige Bakterienstamm vorab in
3ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 140 rpm herangezogen.
Diese Ubernachtkultur wurde am nachsten Tag in 50ml LB-Medium auf eine ODgso
von 0,01 oder in 50ml M9-Minimalmedium auf eine ODgso von 0,04 eingestellt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die optische Dichte bei
650nm photometrisch gegen steriles Medium bestimmt. Die gemessenen Werte

wurden halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen.
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2.2.4.5 Gewinnung von Gesamt-RNA und Proteinen aus Bakterien

Fir die Gewinnung von Gesamt-RNA und Proteinen aus Bakterien wurden 1-2ml
einer LB-Kultur fir 1 Minute bei 11000xg abzentrifugiert und das Pellet in 500l
TRIzol® Reagenz durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die

Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.5 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.2.5.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen oder prokaryotischen Zellen
wurde mit dem TRIzol® Reagenz der Firma Invitrogen durchgefiihrt, welches die
gleichzeitige Praparation von RNA, DNA und Proteinen ermdglicht.

Einem 500pl TRIzol® Homogenisat wurden 50ul 1-Brom-3-Chlorpropan zugesetzt,
der Ansatz durch 15-seklindiges Vortexen gemischt und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 15-minltigen Zentrifugation bei 12000xg und
4°C wurde die obere wassrige, RNA-haltige Phase in neue 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfihrt und zur Prazipitation der RNA mit 250 pl Isopropanol versetzt. Der Ansatz
wurde daraufhin zehnmal invertiert, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 10
Minuten bei 12000xg (4°C) zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 500pl 75%-igem
Ethanol gewaschen und bei 12000xg (4°C) fur 5 Minuten zentrifugiert. Anschlief3end
wurde das Pellet 10-15 Minuten an der Luft getrocknet und in 22ul DEPC-A. bidest
geldst. Die Konzentration der RNA wurde spektralphotometrisch bestimmt.

2.2.5.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche
entlang einer RNA-Matrize in 5° — 3‘-Richtung einzelstrangige DNA synthetisiert.
Durch die Hybridisierung eines Oligo-dT-Primers mit dem Poly-A-Ende der mRNA
wird der Reversen Transkriptase eine freie 3’-Hydroxylgruppe geliefert, was zu der
Entstehung eines mRNA/DNA-Hybridmolekdls fuhrt. Der Abbau des RNA-Anteils
wird nachfolgend durch den RNase H-Teil der Polymerase katalysiert.

Fir die Reverse Transkription wurden 0,5ug Gesamt-RNA und 500ng Oligo-dT-
Primer mit DEPC-A. bidest zu einem Gesamtvolumen von 13,5 ul vereinigt, 5 min
bei 70°C denaturiert und sofort auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 4ul M-MLV
5x RTase-Puffer, 0,5umol dNTPs, 20U RNasin® sowie 200U M-MLV-RTase
hinzugefigt. Die Reverse Transkription erfolgte fir eine Stunde bei 42°C und wurde

anschlie®end durch eine 10-minutige Inkubation bei 70°C gestoppt. Das



Material und Methoden

Reaktionsprodukt wurde auf ein Volumen von 100l mit DEPC-A. bidest aufgefllt
und fur Untersuchungen der relativen Expression verschiedener Gene mittels qRT-
PCR verwendet.

2.2.5.3 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-time PCR ermoglicht neben der Vervielfaltigung von
Nukleinsauren gleichzeitig deren Quantifizierung Uber Fluoreszenz-Messungen. Die
Starke des gemessenen Fluoreszenzsignals ist hierbei proportional zur
vorhandenen DNA-Menge. In dieser Arbeit erfolgte die Analyse der Expression
verschiedener Gene durch Einsatz von Hydrolysesonden (TagMan-Sonden), welche
auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers beruhen (FRET).
Derartige Sonden binden sequenzspezifisch an das Zielgen und bestehen aus zwei
Fluorochromen, so dass bei ausreichender Nahe eine strahlungsfreie Ubertragung
der Energie vom angeregten Donor- zum Akzeptorfluorochrom moglich ist. Im
Elongationsschritt wird die Sonde jedoch durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der
DNA-Polymerase langsam abgebaut, wodurch das Fluoreszenzsignal des
Donorfluorochroms stetig zunimmt. Der Verlauf der PCR lasst sich in drei Phasen
einteilen. Wahrend der frihen Phase ist die Templatemenge begrenzt und das
Fluoreszenzsignal des PCR-Produkts wird von Hintergrundsignalen Uberdeckt. Der
sogenannte CT-Wert (Cycle Treshold) beschreibt den Beginn der exponentiellen
Phase, wenn die gemessene Fluoreszenz erstmalig signifikant die
Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Der mathematisch exakte Wert hierfir, welcher
dem ersten Maximum der zweiten Ableitung entspricht, wird als Cp-Wert (crossing
point) bezeichnet.

Fir einen 10 pl-Reaktionsansatz wurden pro Well einer 96-Well Platte 2ul cDNA, 5yl
LightCycler® 480 Probes Master, 2pmol TagMan Sonde, je 5pmol Vorwarts- und
Ruckwartsprimer sowie 1,8ul Wasser (PCR-Grad) vereinigt. Da die Effizienz der
Amplifikation von Lauf zu Lauf variieren kann, wurde bei jedem Experiment eine
Verdunnungsreihe bestehend aus einem cDNA-Pool, dessen 1:10- und 1:100-
Verdinnung sowie ein Leerwert (NTC, non target control) mitgefihrt. Die Platte
wurde fur 1 Minute bei 1200xg zentrifugiert und die qRT-PCR mit dem LightCycler®
480 Il unter Verwendung des in Tabelle 7 dargestellten Programmes durchgefihrt.
Alle PCR-Ansatze wurden hierbei als Duplikate angefertigt. Die Berechnung der
relativen Expressionsrate eines Zielgens erfolgte durch Normalisierung der Daten
auf das konstitutiv exprimierte Referenzgen RPLPO (ribosomal protein, large PO),

welches standardmaRig bei jeder PCR-Reaktion mitgefuhrt wurde. Die Messungen
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wurden mit dem Advanced Modus der relativen Quantifizierung der LightCyclere 480
Software Version 1.5 ausgewertet und nur Ergebnisse mit einer Effizienz Gber 90%

in die Datenmengen aufgenommen.

Tabelle 7: PCR-Programm fiir qRT-PCR

Temperatur Zeit [sek] Ans[tjec?ss]rate AnZz;kI'Illeger
Hot Start 95°C 300 4,4 1
95°C 10 4.4
Amplifikation 60°C 20 2,2 45
72°C 1 4,4
Cooling 40°C 30 1,5 1

2.2.6 Proteinbiochemische Arbeiten

2.2.6.1 Proteinpraparation

Parallel zur Isolation der Gesamt-RNA wurde die Proteinpraparation mit Hilfe des
TRIzol® Reagenz durchgeflhrt. Nach Entfernung der RNA-haltigen Phase wurden
zur Fallung der DNA 150ul 100%-iger Ethanol pro 500ul TRIzol® Homogenisat zu
den Ansatze gegeben, 2 - 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie®end fur
5 min bei 2500xg (4°C) zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue 2mi-
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und die Proteine durch Zugabe von jeweils 750ul
Isopropanol unter 10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur auf einem
Taumelschittler prazipitiert. Durch 10-mindtige Zentrifugation bei 12000xg (4°C)
wurden die Proteine pelletiert und das Pellet im Anschluss dreimal flir 20 Minuten
mit 800ul 0,3M Guanidinhydrochlorid und abschlieRend einmal fir 20 Minuten mit
800ul 100%-igem Ethanol gewaschen. Das Proteinpellet wurden schlief3lich
vakuumgetrocknet und je nach PelletgroRe in 25 - 50ul 2D-Lysispuffer mit Hilfe

eines Eppendorf-Schiittlers gelost.

2.2.6.2 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Fir die Aufreinigung von extrazellularen Proteinen aus LB-Uberstanden von
B. pseudomallei- und B. thailandensis-Kulturen wurde Trichloressigsaure
verwendet. Eine 50ml LB-Kultur wurde hierfir zum gegebenen Zeitpunkt mit einer

Tablette complete Mini Proteinaseinhibitorcocktail versetzt, in ein 50ml Rdhrchen
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Uberfihrt und 10 Minuten bei 9000xg (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und in einem neuen 50ml Roéhrchen zu einer Endkonzentration von
10% mit Trichloressigsaure versetzt. Die Fallung der Proteine erfolgte tGber Nacht
bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation
fur 30 Minuten bei 9000xg (4°C) pelletiert und das Proteinpellet im Anschluss
dreimal mit 96%-igem Ethanol und einmal mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach
jedem Waschritt erfolgte eine 5-minltige Zentrifugation bei 11000xg (4°C). Das
Pellet wurde luftgetrocknet und in 30yl 8M Harnstoff/2M Thioharnstoff geldst.

2.2.6.3 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes einer Loésung wurde die
kolorimetrische Methode nach Bradford angewendet. Das Prinzip beruht auf der
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue
G-250 von 465nm im unkomplexierten Zustand zu 595nm bei einer Komplexbildung
mit Proteinen. Fir die Messung wurden 2pl der in 2D-Lysispuffer gelésten Proteine
mit 28pl 2D-Lysispuffer, 70ul A. bidest und 1,9ml Bradford-Reagenz versetzt und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei
595nm gegen den Leerwert innerhalb einer Stunde gemessen. Fir die Berechnung
des Proteingehaltes wurde bei der Messung eine Standardkurve mit 1-20ug BSA in
30p1 2D-Lysispuffer, 70ul A. bidest und 1,9ml Bradford-Reagenz mitgefihrt. Proben,
die nicht in 2D-Lysispuffer geldst worden sind, wurden nur mit 98ul A. bidest und
1,9ml Bradford-Reagenz versetzt. Die Standardreihe wurde ebenfalls ohne 2D-

Lysispuffer mitgefuhrt.

2.2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE diente der Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht. In einem Gesamtvolumen von 20ul wurden 40ug Protein mit 4x
Proteinprobenpuffer und A. bidest vereinigt und anschlielend auf ein 13,5%-iges
Gel geladen. Zur naherungsweisen Bestimmung des Molekulargewichtes wurden
5ul eines vorgefarbten Proteinmarkers mitgefiihrt. Die Gelelektrophorese erfolgte
bis zum Eintritt der Proben in das Trenngel bei einer Spannung von 120V und
darauf folgend bei 120-180V. Als Laufpuffer diente 1x SDS-PAGE-Laufpuffer.
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2.2.6.4 Western Blot

Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine unter Verwendung eines
Semidry-Elektroblotters bei einer Stromstirke von 1mA pro cm? fiir 1 Stunde auf

eine Nitrcellulose-Membran transferiert. Die Transfereinheit wurde wie folgt

geschichtet:
(+) Anode
2x Whatman-Filterpapier Anodenpuffer 1
1x Whatman-Filterpapier Anodenpuffer 2
1x Nitrocellulose-Membran Anodenpuffer 2
SDS-Polyacrylamidgel Kathodenpuffer
3x Whatman-Filterpapier Kathodenpuffer
(-) Kathode

Die Effizienz des Transfers wurde durch Farbung der Membran mit Ponceau S-
Lésung Uberpriuft. AnschlieBend wurde die Membran zweimal mit A. bidest
gewaschen und mit 1x TBS entfarbt. Zur Blockierung unspezifischer Bindungstellen
erfolgte eine Inkubation in 1x Roti®-Block-Losung fur eine Stunde auf dem
Taumelschittler. Zum Nachweis spezifischer Proteine wurde die Membran Uber
Nacht bei 4°C mit dem Primarantikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBST fur 5 Minuten erfolgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit
dem HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper. Vor der Detektion wurde die Membran
erneut dreimal fur 5 Minuten mit PBST gewaschen und im Anschluss fur 2 Minuten
in 15ml LumiGLO™-Detektionsreagenz lichtgeschiitzt inkubiert. Die von der
Membran ausgehende Chemilumineszenz wurde daraufhin mit dem Fusion-Fx7

Imagingsystem detektiert.

2.2.6.5 Proteomanalyse

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Zelllysate durch dreimaliges Frieren und
Tauen in flissigem Stickstoff inaktiviert. Durch einen Zentrifugationsschritt von 30
Minuten bei 10000xg wurden Zelltrimmer aus den Lysaten entfernt und der
Uberstand in ein neues 1,5ml ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Die weitere Aufarbeitung
und Analyse der Proben ist in Kooperation mit Dr. Hochgrafe und Dr. Mostertz von
der Nachwuchsgruppe ‘Pathoproteomics’ des ‘Zentrums fir Innovationskompetenz -
Funktionelle Genomforschung (ZIK-FunGene) der Universitdt Greifswald

durchgefihrt worden. Fir die Herstellung eines SuperSILAC Standards wurden
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RAW264.7 und J774.A1 Makrophagen mit den Isotopen Arg-10 und Lys-8 markiert.
Nach Uberpriifung der Inkorporation mittels HPLC/ESI-MS wurden je 500ug
markierter RAW sowie J774.A1 Proteine vereint und im Verhaltnis von 1:1 mit den
Proteinlysaten der Knochenmarkmakrophagen gemischt. AnschlieRend wurden je
Probe 20ug Gesamtprotein mittels SDS PAGE aufgetrennt und die einzelnen
Spuren fir den Verdau mit Trypsin in 10 Sticke zerteilt. Die Analyse der
extrahierten Peptide erfolgte mittels HPLC/ESI-MS/MS. Zur nachfolgenden
Identifizierung der Proteine wurde die Software MaxQuant 1.3.0.5 verwendet. Fur
die Quantifizierung wurden auf der Basis des internen Super SILAC Standards
ausschliefllich  Proteine  mit  mindestens  einer  Peptidibereinstimmung
herangezogen. Ein Mittelwert von Replikaten wurde nur dann gebildet, wenn beide
Proben ein SILAC Ratio von > 2 aufwiesen. Die Veranderungen der Proteinmenge

zwischen zwei Zustanden wurden als Vielfache des Ausgangswertes berechnet.

2.2.7 Arbeiten mit Mausen

2.2.7.1 Rechtliche Grundlagen

Fir den Umgang mit Versuchstieren wurde in der zentralen Service- und
Forschungseinrichtung fir Versuchstierkunde der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat
Greifswald eine entsprechende Bescheinigung erworben, welche den
Anforderungen der Weiterbildungsrichtlinien der FELASA entspricht. Alle in dieser
Arbeit aufgefuhrten Tierversuche sind im Rahmen eines durch das Landesamt fur
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei (LALLF) genehmigten
Versuchstierantrages (Nr. 7221.3-1.1.020/11) erfolgt.

2.2.7.2 Narkose

Fir die intranasale Infektion mit B. pseudomallei oder zur Blutentnahme aus der
Augenvene wurden alle Tiere mit einem Ketamin-Rompun-Gemisch von Dr. Bast
narkotisiert. Hierfir wurden 100ul Ketamin (10%) und 50ul Rompun (2%) in 1ml

PBS verdinnt und je 100-200ul durch intraperitoneale Injektion verabreicht.

2.2.7.3 Intranasale Infektion

Im Rahmen von Mortalitatsstudien sowie zur Bestimmung der Keimlast in Organen

wurden die entsprechenden Tiere intranasal infiziert. Die gewtinschte Dosis wurde

59



Material und Methoden

60

in PBS bei einem Applikationsvolumen von 30ul eingestellt. Anschlielend wurde die
Bakteriensupension mit Hilfe einer 100ul Pipette abwechselnd in beide Nasenlécher

der narkotisierten Tiere getropft.

2.2.7.4 Intravenose Infektion

Als zusatzliche Applikationsroute fir die Bestimmung der Organ-CFU wurden die
entsprechenden Tiere intravends Uber die Kaudalvene von Dr. Bast infiziert. Die
gewilnschte Dosis wurde hierflr in PBS bei einem Applikationsvolumen von 200ul

eingestellt.

2.2.7.5 Organentnahme

Far die Keimzahlbestimmung in Lunge, Leber und Milz 48 Stunden nach Infektion
wurden die Tiere mit dem Inhalationsanasthetikum Sevofluran getdtet und die
entnommenen Organe in Tergitol-Lysepuffer mit dem UltraThurrax® Dispergiergerat
homogenisiert. Die Homogenisate wurden in PBS verdinnt und pro
Verdinnungstufe als Duplikate auf Ashdown-Agar ausplattiert. Die Auszahlung der
Kolonien erfolgte nach einer Inkubation von 72 Stunden bei 37°C. Zur weiteren
Anreicherung der Bakterien wurden 100pl Homogenisat in 3ml LB-Medium
angeimpft und fir 72 Stunden bei 37°C und 140 rpm angeschuttelt. Die
Anreicherungskultur wurde abschlieRend auf Ashdown-Agar ausgestrichen.

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA und Proteinen aus Leber und Milz wurden kleine
Stiicke in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend in 750ul TRIzol®-
Reagenz mit dem UltraThurrax® Dispergiergerat homogenisiert. Bis zur

Aufarbeitung erfolgte die Lagerung bei -70°C.

2.2.7.6 Gewinnung von Serum und Bronchoalveolar-Lavage-Fliissigkeiten
(BALF)

Zur Gewinnung von Serum wurden die Tiere mit einem Rompun-Ketamin-Gemisch
narkotisiert, Blut aus der Augenvene von Dr. Bast mit einer heparinisierten Mikro-
Hamatokrit-Kapillare enthommen und in einem 1,5ml Reaktionsgefald fur 10 Minuten
bei 11000xg zentrifugiert. Das Serum wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefaly
uberfuhrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Fur die
Bronchoalveolare Lavage wurde, nach Totung der Tiere durch zervikale Dislokation,

die Trachea freigelegt und von umliegendem Muskelgewebe befreit. Anschliellend
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wurde eine Sicherheitsvenenverweilkanile mit integrietem Katheter von Imke
Schmidt eingefuhrt und die Lunge zweimal mit 1ml 1x PBS gespult. Die
gewonnenen Flissigkeiten wurden in einem 15ml Réchrchen fir 10 Minuten bei
300xg (4°C) zentrifugiert und der Uberstand in ein 2ml ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Nach Schockgefrieren der Proben in flissigem Stickstoff erfolgte die Lagerung bei -
70°C.

2.2.8 Bestimmung von Cytokin- und Chemokinkonzentrationen

2.2.8.11L-18- und Myeloperoxidase (MPO) - ELISA

Die Messung von IL-1p in Kulturiberstdanden, BALF und Serum erfolgte mit dem
Mouse IL1B Single Analyte ELISArray Kit von SA Bioscience. Zur Bestimmung der
Myeloperoxidase (MPO) in BALFs wurde der MPO Mouse ELISA Kit von Hycult
Biotech verwendet. Alle Arbeitschritte entsprachen den Angaben des Herstellers.
Um die Konzentrationen von IL-18 und MPO in den Proben zu bestimmen, wurden
die gemessenen Absorptionen des Standards auf der y-Achse gegen die

Proteinkonzentrationen auf der x-Achse in einem log-log-Diagramm aufgetragen.

2.2.8.2 Cytometric Bead Array (CBA)
Zur Bestimmung der Cytokine IL-12, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 und IL-6 in

Kulturiiberstanden, BALF und Seren wurde der CBA Mouse Inflammation Kit von
BD Biosciences verwendet. Durch die Anwendung verschiedener Bead-
Populationen unterschiedlicher Cytokinspezifitdt kénnen hier mehrere Cytokine
gleichzeitig mittels Durchflusszytometrie (FACS) gemessen werden. Da die
einzelnen Bead-Populationen verschiedene Fluoreszenzintensitaten besitzen,
werden sie so voneinander abgegrenzt. Phytoerythrin (PE) - gekoppelte
Detektionsantikérper dienen zur Quantifizierung der einzelnen Cytokine.

Der fur die Herstellung einer Eichkurve notwendige Standard wurde in 1ml Assay
Diluent mit einer Endkonzentration von 10000pg/ml geldst, 15 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieRend zur Herstellung einer 1:2 Verdiinnungsreihe verwendet.
Alle Proben wurden vorher zur Abtétung bakterieller Kontaminationen fir 10
Minuten mit UV-Licht bestrahlt. Fir jeden Ansatz wurden 20upl PE-Reagenz und
20pl kombinierte Beads bendtigt. Demzufolge wurden je 40ul PE/Bead-Mix in eine
96-Well-Platte vorgelegt und je 20ul Standard oder Probe zugfiugt. Nach einer

Inkubation von 3 Stunden bei Raumtemperatur wurden alle Proben mit 200ul
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Waschpuffer bedeckt und fiir 4 Minuten bei 200xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Proben erneut in 200ul Waschpuffer resuspendiert.
Zusatzlich wurden je 50ul Setup-Beads in drei weitere Wells (A, B und C) pipettiert.
In Réhrchen B und C wurden auferdem je 50ul FITC- bzw. PE-Kontrollreagenz
zugefugt. Die drei Réhrchen wurden daraufhin fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert,
anschlie®end mit Waschpuffer auf 500yl aufgefiillt und zur Kalibrierung des FACS-
Gerates verwendet. AnschlielRend erfolgte die Messung der Standardreihe und der

einzelnen Proben. Das FACS Gerat wurde von Imke Schmidt bedient.

Tabelle 8: Herstellung der CBA-Standardreihe

Nr. Assay Diluent (pl) Standard (ul) g?:::::;ﬁ(:z IC::S
1 50 10000
2 50 50 5000
3 50 50 2500
4 50 50 1250
5 50 50 625
6 50 50 312,5
7 50 50 156
8 50 50 80
9 50 50 40
10 50 50 20
11 50 50 10
12 50 50 5
13 50 50 0

2.2.9 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Fir die graphische Darstellung und die statistische Analyse der Ergebnisse wurde
das Programm GraphPad Prism 5.03 fir Windows verwendet. Unterschiede in den
errechneten Mittelwerten gewonnener Daten mit einer Gruppengrée von n=2
wurden mit dem Student-t-Test bewertet. Daten mit einer Gruppengréfie von n>2
wurden mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (one way ANOVA) mit
anschlieRendem Dunnett (Vergleich infizierter Proben mit nicht infizierter Kontrolle) -
bzw. Bonferroni - Test (Paarvergleiche infizierter Proben) als Post-hoc-Verfahren
geprift. Uberlebenskurven wurden mit dem log rank Kaplan-Meier Test
ausgewertet. Im Fall von P<0.05 wurden die Unterschiede als signifikant
angesehen. Die Signifikanzen wurden wie folgt gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,1;
*** p<0,01
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Die Bedeutung von Caspasen bei muriner Melioidose

3.1.1 Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen in C57BL/6
Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei und
B. thailandensis

In der bestehenden Literatur konnte der inflammatorischen Caspase-1 eine
wesentliche Rolle bei der Abwehr einer B. pseudomallei Infektion zugeschrieben
werden (Ceballos-Olvera et al., 2012). Ob jedoch weitere Caspasen durch
B. pseudomallei aktiviert werden und ob hierbei Unterschiede zu einer
B. thailandensis Infektion bestehen, wurde bisher kaum untersucht.

Zu Beginn dieser Arbeit sollte daher analysiert werden, welche Caspasen bereits zu
frihen Zeitpunkten post infectionem in C57BL/6 Knochenmarkmakrophagen durch
B. pseudomallei oder B. thailandensis aktiviert werden. Als Vertreter fir die jeweilige
Spezies wurden die Umweltisolate B. pseudomallei E8 und B. thailandensis E264
gewahlt. Die Infektion der Makrophagen erfolgte mit einer angestrebten MOI
(= muiltiplicity of infection) von entweder 2 oder 50 Bakterien pro Zelle. Um eine
vergleichbare Aufnahme beider Stdmme zu gewahrleisten, wurden die Bakterien

zusatzlich durch Zentrifugation auf den Makrophagen sedimentiert.

MOI 2:1  MOI 50:1 MOl 2:1 MOI 50:1
ni. E8 E264 E8 E264 n.i. E8 E264 E8 E264
pro —» e Ste s meseEn s S Pro =—b | S—
Caspase-1 Caspase-7
p10—> p20—>
116 . | gy sy
pro—| NGNS | PARP [
p39—>
Caspase-9
GAPDH T ———

Abbildung 7: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 und die Spaltung von PARP in
C57BL/6 BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264) bei einer MOl von 2:1 oder 50:1.
Représentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. n.i. =
nicht infiziert
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Wie in Abbildung 7 zu erkennen, liegen die Caspasen-1, -9 und -7 bereits 90
Minuten nach Infektion mit dem B. pseudomallei - Stamm E8 in aktivierter Form vor.
Diese Aktivierung ist abhangig von der Infektionsdosis, da in den mit einer MOI von
2:1 infizierten Zellen keine Spaltprodukte der genannten Caspasen detektierbar
sind. Mit der Aktivierung dieser Caspasen geht gleichzeitig die Spaltung der Poly-
(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) einher. In B. thailandensis E264 infizierten
Makrophagen hingegen lassen sich weder bei einer MOl von 2 noch von 50
Bakterien pro Zelle aktivierte Caspasen nachweisen.

Infolge der durch den B. pseudomallei - Stamm EB8 - induzierten Prozessierung der
Caspasen-1, -9 und -7 stellte sich die Frage, ob diese Fahigkeit auch auf weitere
Vertreter der Spezies zutrifft. Aus diesem Grund erfolgte eine vergleichende
Analyse aktivierter Caspasen in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit vier
verschiedenen B. pseudomallei - Stammen. Zu dem bereits genannten Stamm E8
wurden hierfur zwei klinische Isolate (K96243 und 1026b) sowie ein weiteres
Bodenisolat (E212) verwendet. Aus Abbildung 8 geht hervor, dass alle vier Stamme
in Abhangigkeit von der Infektionsdosis in unterschiedlichem Male zur Aktivierung

der drei Caspasen fahig sind.

MOI 50:1 (1,5h) MOI 200:1 (1,5h)
ni. E8 K9 E2121026bE264 n.i. E8 K9 E212 1026b E264

pro —» Pro —p | c— Pu—
Caspase-1

p10—> - p10—>

PIO—> R, o oo s =0

p39—> . Pro—> | o t— i t——
Caspase-9 p39— | __ L3 -

pro —» PrO == | S— s ——— —
Caspase-7

p20—> e p20—> — — ——
PARP Bg;s:: — — — — B%B:: —_——— - I
GAPDH R — —

Abbildung 8: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 und die Spaltung von PARP in
C57BL/6 BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8, K96243,
E212, 1026b) und B. thailandensis (E264) bei einer MOl von 50:1 oder
200:1. Reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
n.i. = nicht infiziert
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Bei einer mittleren Dosis von 50 Bakterien wurde die starkste Prozessierung der
Caspasen-1, -9 und -7 durch den Stamm ES8 hervorgerufen, wohingegen in E212 -
infizierten Zellen ahnlich wie bei B. thailandensis E264 kaum Spaltprodukte
nachweisbar sind. Demgegeniber sind bei einer Infektionsdosis von 200:1 sowohl
in B. pseudomallei - als auch B. thailandensis - infizierten Makrophagen
Spaltprodukte vertreten, wobei die durch B. thailandensis - induzierten
Caspaseaktivitdten sowie die Spaltung von PARP jedoch deutlich geringer

ausfallen.

3.1.2 Caspase-1 und -9-abhangige Aktivierung von Caspase-7 in
C57BL/6 Makrophagen

Nach ldentifizierung der durch B. pseudomallei aktivierten Caspasen in murinen
C57BL/6 Makrophagen, sollte nun die Reihenfolge ihrer Prozessierung bestimmt
werden. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass Caspase-7 ein Substrat von
Caspase-1 darstellt (Akhter et al., 2009; Lamkanfi et al., 2008). Aus diesem Grund
sollte untersucht werden, ob die Aktivierung von Caspase-7 durch Inhibition der

Caspasen-1 und -9 beeinflusst wird.

MOI 50:1 (1,5h) MOI 50:1 (1,5h)
Ac-YVAD-CHO Ac-LEHD-CHO
- Inhibitor + Inhibitor - Inhibitor + Inhibitor
ni. E8 E264 n.i. E8 E264 ni. E8 E264 n.. E8 E264
Pro=—p| o ——— pro —> e e
Caspase-1
p10—> —_— p10—> —
Pro —b| — P pro —» et Gy B WD e —
Caspase-7
p20—> — P20 —> L
116> | v i —— PI1p | s s — s S— —
PARP 389 — P89 —» -
GAPDH —_——————

Abbildung 9: Aktivierung der Caspasen-1 und -7 und die Spaltung von PARP in
C57BL/6 BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte bei einer MOI
von 50:1 in Ab- oder Anwesenheit des Caspase-1 Inhibitors Ac-YVAD-
CHO (100uM) oder des Caspase-9 Inhibitors Ac-LEHD-CHO (50uM).
Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. n.i. =
nicht infiziert
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Abbildung 9 zeigt, dass es infolge der Inhibition von sowohl Caspase-1 als auch
Caspase-9 zu keiner Spaltung von Caspase-7 in B. pseudomallei - infizierten Zellen
kommt. Gleichzeitig zieht die Behandlung mit den Inhibitoren jedoch eine verstarkte
Prozessierung von Caspase-1 nach sich. Darlber hinaus wird bei fehlender
Caspase-1 bzw. -9-Aktivitat kein PARP mehr gespalten.

Die mittels Western Blot-Analysen gewonnenen Ergebnisse konnten zusatzlich
durch fluorometrische Aktivitdtsassays bestatigt werden (Abb. 10). In Anwesenheit
des jeweiligen Inhibitors ist eine Absenkung der Caspase-7-Aktivitat nach Infektion
mit B. pseudomallei nachweisbar. Zudem wird die Aktivitdt von Caspase-9 durch
Inhibition von Caspase-1 jedoch nicht Caspase-9 vermindert. Der frihen
B. pseudomallei - induzierten Aktivierung von Caspase-7 in C57BL/6 Makrophagen

ist somit die Prozessierung der Caspasen-1 und -9 vorgeschaltet.
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Abbildung 10: Aktivitat der Caspasen-9 und -7 in C57BL/6 BMM nach Infektion mit
B. pseudomalllei (E8) und B. thailandensis (E264). Die Infektion der
Zellen erfolgte bei einer MOI von 50:1 in Ab- oder Anwesenheit des
Caspase-1 Inhibitors Ac-YVAD-CHO (100uM), des Caspase-9 Inhibitors
Ac-LEHD-CHO (50uM) oder des Caspase-7 Inhibitors Ac-DEVD-CHO
(50uM). Reprasentatives Ergebnis mit Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus drei unabhangigen Versuchen (n=3). Die statistische
Analyse erfolgte mittels One-Way ANOVA in Verbindung mit den Post-
Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni.. n.i. = nicht infiziert

3.1.3 Relative Genexpression proinflammatorischer Cytokine und
Inflammasom-assoziierter Sensoren in C57BL/6 Makrophagen
nach Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis

Nachdem zwischen B. pseudomallei - und B. thailandensis - infizierten C57BL/6
Makrophagen eine unterschiedliche Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7

festgestellt wurde, sollte im Folgenden untersucht werden, inwiefern die

Genexpression Inflammasom-assoziierter Sensormolekiile durch die Infektion mit
beiden Burkholderia Spezies beeinflusst wird. Da die Aktivierung von Makrophagen
durch mikrobielle Produkte wie LPS unter

anderem zur Genexpression

proinflammatorischer Cytokine fiuhrt (Schletter et al., 1995), wurde in diesem
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Zusammenhang auch die durch B. pseudomallei - oder B. thailandensis - induzierte
Transkription von IL-1p, IL-6 und TNF-o analysiert. Um Keimzahl-bedingte
Unterschiede ausschlielen zu kénnen, sollte jedoch zunachst das intrazellulare
Replikationsvermogen beider Stdmme verglichen werden. Die Bakterien wurden
hierbei in Anlehnung an die vorherigen Versuche auf die Zellen zentrifugiert. Wie
aus Abbildung 11A ersichtlich, weist der B. pseudomallei - Stamm E8 dennoch eine
leicht hdhere Invasionsfahigkeit gegenlber dem B. thailandensis - Stamm E264 auf.
Beide Stdmme koénnen sich im zeitlichen Verlauf jedoch erfolgreich replizieren, so
dass die Keimlast von B. thailandensis bereits drei Stunden post infectionem tber
der von B. pseudomallei liegt. Zu spateren Zeitpunkten ist kein signifikanter
Unterschied in der intrazellularen Keimzahl zwischen beiden Stdmmen feststellbar.

Die Analyse der Expressionsrate ausgewahlter Gene in B. pseudomallei und
B. thailandensis infizierten Makrophagen wurde mittels quantitativer Real-time PCR
durchgefihrt. Nicht infizierte C57BL/6 Makrophagen wurden hierbei zur Ermittlung
der Basalexpression herangezogen und die berechneten Werte gleich 1 gesetzt.
AnschlieBend wurden die relativen Werte der infizierten Proben als Vielfaches der
Kontrollen dargestellt. Hinsichtlich der proinflammatorischen Cytokine IL-1p, IL-6
und TNF-a steigt die Genexpression sowohl durch Infektion mit B. pseudomallei als
auch mit B. thailandensis deutlich an (Abb. 11B-D). Im Gegensatz zu
B. pseudomallei weisen B. thailandensis - infizierte Makrophagen jedoch wahrend
der ersten sechs Stunden signifikant weniger Transkripte von IL-18 und IL-6 auf.
Das Expressionsprofil des Nod-like Rezeptors NIrp3 zeigt eine adhnliche Tendenz
(Abb. 11E). Demgegenuber wird die Transkription des NOD-like Rezeptors Nirc4
und dem Sensormolekul Naip2 nur sehr schwach induziert (Abb. 11F-G).
Signifikante Erhdhungen werden erst mit zunehmender Inkubationsdauer sichtbar,
wobei keine wesentlichen Unterschiede zwischen B. pseudomallei - und
B. thailandensis - infizierten Makrophagen zu erkennen sind. Die Expressionsrate
von Naip5 wird durch die Infektion mit beiden Burkholderia Spezies leicht vermindert
(Abb. 11H). Im Vergleich zu B. thailandensis sind B. pseudomallei - infizierte

Makrophagen dennoch durch signifikant weniger Transkripte gekennzeichnet.
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3.1.4 Nirc4-abhangige Aktivierung von Caspase-1 in murinen
Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei

Die frihe Aktivierung von Caspase-1 in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit
dem B. pseudomallei - Stamm E8 (Abb. 7) wirft die Frage auf, welcher NOD-like
Rezeptor fur die Erkennung des Erregers verantwortlich ist. In der Literatur wurde
kirzlich gezeigt, dass sowohl NIrp3 als auch Nirc4 fur die Bekdmpfung einer
B. pseudomallei - Infektion im Mausmodell von Bedeutung sind (Ceballos-Olvera et
al.,, 2011). Mittels entsprechender knockout Mause sollte der Einfluss beider
Rezeptoren fir die B. pseudomallei - induzierte Prozessierung von Caspasen zu
frihen Zeitpunkten im Western Blot - Verfahren tberprift werden.

Die Infektion von Knochenmarkmakrophagen aus B6;129 Wildtyp Mausen mit
B. pseudomallei resultierte 90 Minuten post infectionem in einer deutlichen
Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie der Spaltung von PARP (Abb. 12). In
Nirc4 knockout Makrophagen hingegen sind zu diesem Zeitpunkt keine
Spaltprodukte genannter Caspasen nachweisbar. Durch den Vergleich von C57BL/6
Wildtyp und Nirp3 knockout Makrophagen konnten keine wesentlichen Unterschiede
in der Aktivitat der Caspasen-1, -9 und -7 sowie der Spaltung von PARP nach
Infektion mit B. pseudomallei zwischen beiden Zelltypen festgestellt werden (Abb.
13). Die frihe kaskadenartige Prozessierung der Caspasen-1, -9 und -7 in
B. pseudomallei - infizierten C57BL/6 Makrophagen wird somit durch den NOD-like

Rezeptor Nirc4 vermittelt.

B6:129 Nircd-/- B6;129 Nircd-/-
ni. E8 E264 ni E8 E264 ni. E8 E264 ni E8 E264
e I e —— Pro —> | i ——
—— e —
Caspase-1 Caspase-7
p20 —> —~——

p10—>

pro—>| NEMENMESMESMENNE.  PARP LS

39 —> -
9 p

Caspase-
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Abbildung 12: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
B6;129 und Nirc4-/- BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8)
und B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte bei einer
MOI von 50:1. Repréasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen
Versuchen. n.i. = nicht infiziert
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Abbildung 13: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
C57BL/6 und Nirp3-/- BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8)
und B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte bei einer
MOI von 50:1. Repréasentatives Ergebnis aus zwei unabhangigen
Versuchen. n.i. = nicht infiziert

3.1.5 Aktivierung apoptotischer Signalwege in Caspase-1/11 knockout
Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei und
B. thailandensis

3.1.5.1Intrazelluldre Replikation und Zytotoxizitit von B. pseudomallei und

B. thailandensis in Caspase-1/11-/- Makrophagen

In vorausgehenden Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Breitbach et al., 2009) wurde
gezeigt, dass Caspase-1/11 knockout Makrophagen nach Infektion mit dem
B. pseudomallei - Stamm E8 durch eine erhdhte intrazellulare Keimlast und
wahrend der Frihphase durch eine verminderte Freisetzung des Enzyms Lactat-
Dehydrgenase (LDH) charakterisiert sind. Es sollte daher untersucht werden, ob die
Infektion mit dem avirulenten B. thailandensis - Stamm E264 bedingt durch die
verminderte Aktivierung von Caspase-1 in einer veranderten intrazelluldren
Replikation und Zytotoxizitat resultiert.

Wie in Abbildung 14 zu erkennen, ist die intrazellulare Keimzahl von sowohl
virulentem B. pseudomallei als auch avirulentem B. thailandensis in Caspase-1/11
knockout Makrophagen bereits drei Stunden nach Infektion signifikant erhdht. Im
zeitlichen Verlauf steigt die Keimlast weiter drastisch an, so dass die Zahl
intrazellularer Bakterien nach Ablauf von 24 Stunden bei beiden Stdmmen mehr als

zwei Zehnerpotenzen uber der von Wildtyp-Zellen liegt.
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Abbildung 14: Intrazellulare = Replikation von B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264) in C57BL/6 und Caspase-1/11-/- BMM (MOI 2:1).
Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus drei unabhidngigen Versuchen. Die statistische Analyse
erfolgte mit dem Student-t-Test.

Far die Untersuchung der Zellviabilitat von B. pseudomallei - und B. thailandensis -
infizierten C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen wurde die
Freisetzung von LDH in Zellkulturiberstdnden gemessen. Es zeigte sich (Abb. 15),
dass Caspase-1/11 - defiziente Makrophagen wahrend der Friihphase der Infektion
bei einer Infektionsdosis von 200 Bakterien pro Zelle durch eine signifikant
verminderte Freisetzung von LDH gekennzeichnet sind. Bei einer niedrigen
Infektionsdosis (MOI 2:1) konnten dagegen keine Unterschiede zwischen beiden
Zelltypen festgestellt werden. Verglichen mit den nicht infizierten Kontrollzellen sind
in den Uberstanden von sowohl B. pseudomallei - als auch B. thailandensis -
infizierten Caspase-1/11 knockout Makrophagen in den ersten sechs Stunden
nahezu gleich hohe LDH-Konzentrationen vorhanden. Nach Ablauf von 24 Stunden
weisen die infizierten Caspase-1/11 knockout Makrophagen jedoch starkere
Zellschaden als der Wildtyp auf. Hierbei ist die Menge an freigesetzter LDH in
B. thailandensis - infizierten Zellen sowie bei einer niedrigen Infektionsdosis von
B. pseudomallei gegenuber den Wildtyp-Zellen erhdoht. Des Weiteren werden durch
B. pseudomallei auffallend hoéhere Zellschaden in C57BL/6 Makrophagen
verursacht als durch B. thailandensis. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass
durch die Infektion mit B. thailandensis trotz vergleichbarer intrazellularer
Keimzahlen ein wesentlich geringeres Mall an Pyroptose als in B. pseudomallei -
infizierten Makrophagen ausgel6st wird.
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Abbildung 15: LDH-Freisetzung aus B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264)
infizierten C57BL/6 und Caspase-1/11-/- BMM (MOl 2:1 oder 200:1)
Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus drei unabhdngigen Versuchen. Die statistische Analyse
erfolgte mittels One-Way ANOVA in Verbindung mit den Post-Hoc-
Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert
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3.1.5.2 Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen und MAP-Kinasen in
C57BL/6 und Caspase-1/11-/- Makrophagen nach Infektion mit

B. pseudomallei und B. thailandensis

Die im Vorfeld beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass der Caspase-1/11
Knockout im Zusammenhang mit dem Verlust der bakteriziden Aktivitat sowohl
gegenuber B. pseudomallei als auch B. thailandensis steht. Darlber hinaus wurde
in vorausgehenden Arbeiten eine verstarkte Aktivierung der apoptotischen
Caspase-3 in B. pseudomallei - infizierten Caspase-1/11 knockout Makrophagen
nachgewiesen (Breitbach et al., 2009). Zur weiteren Charakterisierung sollte daher
untersucht werden, ob die Infektion mit B. pseudomallei oder B. thailandensis zu
einer Aktivierung apoptotischer Signalwege in Caspase-1/11  knockout

Makrophagen fuhrt.

MOI 50:1 (1h) MOI 200:1 (1h)
C57BL/6  Caspase-1/11-/- C57BL/6 Caspase-1/11-/-
ni. E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264 ni E8 E264
pro =——» —— e PTO—V—“
Caspase-1
p10—> p10—> -—
pro—> |  CEEMEMEEMEEENEES | 010 —> | ———————
p39—> . .- p39—> —
Caspase-9
PIrO mmd | ————————
pro —»
Caspase-7
pP20—> — - p20—> —
GAPDH M S S— R S ——

Abbildung 16: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 in C57BL/6 und Caspase-1/11-/-
BMM 1h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis
(E264). Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOl von 50:1 oder
200:1. Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
n.i. = nicht infiziert

In Abbildung 16 wird deutlich, dass es im Gegensatz zu C57BL/6 Wildtyp
Makrophagen wahrend der Frihphase einer B. pseudomallei - Infektion zu keiner
Aktivierung der Caspasen -1, -9 und -7 in Caspase-1/11 knockout Makrophagen

kommt. Ebenso konnten keine Spaltprodukte der apoptotischen Caspasen-8 und -3
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in beiden Zelltypen nachgewiesen werden (Abb.17). Stattdessen ist zu diesem
Zeitpunkt bereits ein verstarkter Phosphorylierungsgrad der MAP-Kinasen JNK und
p38 in Caspase-1/11 - defizienten Makrophagen detektierbar. Die Spaltung von
PARRP tritt nur in B. pseudomallei - infizierten C57BL/6 Wildtyp Makrophagen auf.

MOI 50:1 (1h)

C57BL/6 Caspase-1/11-/-
ni. E8 E264 n.i. E8 E264

pro =—p —
Caspase-8

p10 —>

Pro =—=p |  se— ———
Caspase-3

p17 —>
PARP 83363 —

p54 —>
P~JNK [ L B ————
P~p38 _— —

Abbildung 17: Aktivierung der Caspasen-8 und -3, die Spaltung von PARP sowie die
Phosphorylierung der MAP-Kinasen JNK und p38 in C57BL/6 und
Caspase-1/11-/- BMM 1h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI
von 50:1. Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
n.i. = nicht infiziert

Mit zunehmender Infektionsdauer ist in Caspase-1/11 knockout Makrophagen
jedoch eine verstarkte Aktivierung apoptotischer Caspasen nachweisbar. So liegen
bereits drei Stunden nach der Infektion mit B. pseudomallei deutliche Spaltprodukte
der Caspasen-8, -9, -3 und -7 vor (Abb. 18 und 19). Die Aktivitdt nimmt weiterhin zu,
so dass im Verlauf von zwdlf Stunden eine Zunahme der Spaltprodukte gegenuber
den nicht infizierten Kontrollzellen zu erkennen ist. Gleichzeitig kommt es zu einer
verstarkten Akkumulation von PARP-Spaltprodukten (Abb. 19). In C57BL/6 Wildtyp
Makrophagen ist die Prozessierung von PARP dagegen ricklaufig. Die Infektion mit
B. thailandensis geht mit zunehmender Inkubationszeit ebenfalls mit einer
Aktivierung der genannten Caspasen in Caspase-1/11 knockout Makrophagen

einher. Im Vergleich zu B. pseudomallei werden jedoch weniger Enzyme aktiviert.
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MOI 50:1 (3h) MOI 50:1 (12h)
C57BL/I6  Caspase-1/11-/- C57BL/6  Caspase-1/11-/-
ni. E8 E264 ni E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264
pro—» pro —»
— et b A b—
Caspase-1
p10—> — p10—> —
Pro =——p s | — et e it
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Caspase-7
p20—> e
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Abbildung 18: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 in C57BL/6 und Caspase-1/11-/-

knockout BMM 3h und 12h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI
von 50:1. Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
n.i. = nicht infiziert

MOI 50:1 (3h) MOI 50:1 (12h)
C57BL/6  Caspase-1/11-/- C57BL/6  Caspase-1/11-/-
ni. E8 E264 n.i. E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264
Pro —p | SR E———— Pro =—p |  CEE N S——
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p10—> — p10— S
Pro —>| s pro — .
—
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p17—> - p17—> - v
PARE g =l — — ==
- p54—>
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Abbildung 19: Aktivierung der Caspasen-8 und -3, die Spaltung von PARP sowie die

Phosphorylierung der MAP-Kinasen JNK und p38 in C57BL/6 und
Caspase-1/11-/- BMM 3h und 12h nach Infektion mit B. pseudomallei
(E8) und B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte mit
einer MOI von 50:1. Reprasentatives Ergebnis aus drei unabhdngigen
Versuchen. n.i. = nicht infiziert

75



Ergebnisse

76

Die Phosphorylierung der MAP-Kinasen JNK und p38 wird sowohl in C57BL/6
Wildtyp als auch Caspase-1/11 knockout Makrophagen durch Infektion mit
B. pseudomallei oder B. thailandensis stimuliert. Im zeitlichen Verlauf steigt der
Phosphorylierungsgrad in beiden Zelltypen weiter an. Dennoch weisen
Caspase-1/11 - defiziente Makrophagen im direkten Vergleich und insbesondere
nach Infektion mit B. pseudomallei stets eine starkere Phosphorylierung auf als der
Wildtyp (Abb. 19). Daruber hinaus ist der zu frhen Zeitpunkten bestehende
Unterschied zwischen B. pseudomallei - und B. thailandensis - infizierten Zellen
nach Ablauf von zwoélIf Stunden in Caspase-1/11 knockout Makrophagen nicht mehr
erkennbar. Der Verlust friher Caspase-1-vermittelter Effektorfunktionen, wie dem
pyroptotischen Zelltod, geht somit sowohl bei B. pseudomallei - als auch
B. thailandensis - infizierten Makrophagen zu spateren Zeitpunkten mit einer

zunehmenden Aktivierung apoptotischer Signalwege einher.

3.1.5.3 Die Rolle von Caspase-11 in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit

B. pseudomallei und B. thailandensis

Wie kirzlich in der Literatur bekannt wurde, handelt es sich bei allen bestehenden
Caspase-1 knockout Mausen vielmehr um einen Caspase-1/Caspase-11
Doppelknockout, da die beiden Gene aufgrund ihrer rAumlichen Nahe wahrend des
Rekombinationsereignisses nicht voneinander getrennt werden kénnen (Kayagaki et
al.,, 2011). Einige der in dieser Arbeit dargestellten Versuche wurden vor der
Veroffentlichung dieser Publikation durchgefiihrt. Um eine mdgliche Beteiligung von
Caspase-11 nach Infektion mit B. pseudomallei oder B. thailandensis

auszuschlief3en, sollte deren Aktivierung mittels Western Blot untersucht werden.

MOI 50:1
MOI 2:1 MOI 50:1 C57BL/6 Caspase-1/11-/-
n.i. E8 E264 E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264
o |

Caspase-11

p20—> p20—>

Abbildung 20: Nachweis von Caspase-11 in C57BL/6 und Caspase-1/11-/- BMM 1,5h
nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOl von 2:1 oder 50:1.
Darstellung eines reprasentativen Versuches. n.i. = nicht infiziert



Ergebnisse

Abbildung 20 zeigt, dass Caspase-1/11 knockout Makrophagen erwartungsgeman
Uber keine Proform von Caspase-11 verfiigen. Darliber hinaus konnten weder in
B. pseudomallei - noch B. thailandensis - infizierten C57BL/6 Wildtyp Makrophagen
mit verschiedenen Infektionsdosen Spaltprodukte von Caspase-11 identifiziert
werden. Zu den spateren Zeitpunkten von drei und zwdlf Stunden post infectionem
ist ebenfalls keine Prozessierung von Caspase-11 detektierbar gewesen (nicht

gezeigte Daten).

3.1.5.4 Cytokinprofil von C57BL/6 und Caspase-1/11-/- Makrophagen nach

Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis

In Abschnitt 3.1.3 wurde gezeigt, dass die Genexpression der proinflammatorischen
Cytokine IL-18, IL-6 und TNF-a in C57BL/6 Makrophagen sowohl durch die Infektion
mit B. pseudomallei als auch B. thailandensis induziert wird. Bedingt durch die
fehlende Aktivierung von Caspase-1 und die erhéhten intrazellularen Keimzahlen in
Caspase-1/11 knockout Makrophagen sollte nun untersucht werden, ob
Unterschiede in der Expression bzw. Sekretion genannter Cytokine zwischen
beiden Zelltypen bestehen. Mittels quantitativer Real-time PCR wurde folglich die
Transkriptionsrate der drei Cytokine in C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11
knockout Zellen drei und zwoélf Stunden nach Infektion mit beiden Burkholderia
Spezies ermittelt. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse wurden hierbei als
Vielfaches der nicht infizierten C57BL/6 Wildtyp-Makrophagen dargestellt.

In C57BL/6 Makrophagen liegen bereits drei Stunden nach Infektion mit
B. pseudomallei signifikant mehr Transkripte von IL-1 als in Caspase-1/11 -
defizienten Makrophagen vor (Abb. 21 links). Zwdolf Stunden post infectionem sind
jedoch Caspase-1/11 knockout Zellen durch eine leicht verstarkte Transkriptionsrate
von IL-1B gekennzeichnet. Hinsichtlich der Cytokine IL-6 und TNF-a geht die
Infektion mit beiden Burkholderia Spezies mit einer signifikant hoheren
Genexpression in Caspase-1/11 knockout Makrophagen nach Ablauf von zwdlf
Stunden einher. Zu frihen Zeitpunkten ist dagegen kein Unterschied zwischen
beiden Zelltypen feststellbar. Als Erganzung zur Genexpressionsanalyse wurde die
Sekretion der drei Cytokine in Zellkulturiberstanden zwolf Stunden post infectionem
mittels ELISA und Cytokine Bead Array bestimmt (Abb. 21 rechts). Hierbei konnte in
C57BL/6 Makrophagen eine massive Freisetzung von IL-1f festgestellt werden,
wohingegen in den Uberstanden der Caspase-1/11 knockout Makrophagen

aufgrund fehlender Caspase-1 - Aktivitat nur sehr geringe Konzentrationen messbar
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sind. IL-6 ist in beiden Zelltypen in annahernd gleicher Konzentration vorhanden.
Demgegeniiber sind in den Uberstanden infizierter Caspase-1/11 knockout
Makrophagen signifikant héhere Konzentrationen von TNF-a nachweisbar. Sowohl
in B. pseudomallei - als auch B. thailandensis - infizierten C57BL/6 Makrophagen ist
der Verlust von Caspase-1 im zeitlichen Verlauf folglich mit einem Anstieg der

Genexpression der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und TNF-a assoziiert.
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Abbildung 21: Relative Genexpression (links) und Sekretion (rechts) der Cytokine
IL-18, IL-6 und TNF-a in C57BL/6 und Caspase-1/11-/- BMM 3h und 12h
nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOl von 50:1. Dargestelit sind
Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus vier unabhangigen Versuchen
(n=4). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in
Verbindung mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. =
nicht infiziert
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3.1.6 Die Rolle von Caspase-7 bei muriner Melioidose

3.1.6.1 Vergleichende Analyse aktivierter Caspasen in C57BL/6 und
Caspase-7-/- Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei und
B. thailandensis

In Abschnitt 3.1.2 wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung von Caspase-7 der
von Caspase-1 und -9 nachgeschaltet ist. Durch Verwendung transgener Caspase-
7 knockout Mause sollte die Frage geklart werden, ob die Deletion von Caspase-7

einen Einfluss auf die Aktivierung der vorgeschalteten Caspasen-1 und -9 ausubt.

C57BL/6 Caspase-7-/- C57BL/6 Caspase-7-/-
ni. E8 E264 ni E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264
——————————————
pro—» PrO ==p |  —
Caspase-1 Caspase-7
p20 —> —_—
p10—> — —
Pro—> | A —— PARP Pl = | — e e
p39—>
Caspase-9
GAPDH R —

Abbildung 22: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
C57BL/6 und Caspase-7-/- BMM 1h nach Infektion mit B. pseudomallei
(E8) und B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte mit
einer MOI von 50:1. Reprasentatives Ergebnis aus drei unabhédngigen
Versuchen. n.i. = nicht infiziert

Wie in Abbildung 22 zu erkennen, werden sowohl Caspase-1 als auch -9 eine
Stunde post infectionem gleichermallen in C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7
knockout Makrophagen durch B. pseudomallei aktiviert. Im Gegensatz dazu sind in
den knockout Zellen jedoch keine Spaltprodukte von PARP vorhanden. Auch zu
spateren Zeitpunkten bleibt die Aktivierung von Caspase-1 in beiden Zelltypen
unverandert (Abb. 23). Auf die Darstellung von Caspase-9 wurde an dieser Stelle
verzichtet, da deren Spaltprodukte, wie bereits fir C57BL/6 Makrophagen in
Abschnitt 3.1.5.2 gezeigt, nur eine Stunde nach Infektion mit B. pseudomallei
detektierbar sind. Die Spaltprodukte von PARP werden im C57BL/6 Wildtyp mit
zunehmender Inkubationszeit abgebaut. In den Caspase-7 knockout Zellen ist
dagegen zu keinem Zeitpunkt eine Prozessierung von PARP zu erkennen. Neben

der Bestatigung, dass die Caspasen- 1 und 9 der B. pseudomallei - induzierten
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Aktivierung von Caspase-7 vorgeschaltet sind, wird deutlich, dass Caspase-7 fir die

zu frihen Zeitpunkten auftretende Spaltung von PARP verantwortlich ist.

MOI 50:1 (3h) MOI 50:1 (12h)
C57BL/6 Caspase-7-/- C57BLI/6 Caspase-7-/-
ni. E8 E264 ni E8 E264 ni. E8 E264 ni. E8 E264
pro —» m pro —»
———
———————— G
Caspase-1
p10—> p10—>
pro —» e e Pro =——» S ——ees
Caspase-7
p20—> — p20—> —
PARP B%G:’» —— w4 e 3%6:: O P Iy fese S,
GAPDH

Abbildung 23: Aktivierung der Caspasen-1 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
C57BL/6 und Caspase-7-- BMM 3h und 12h nach Infektion mit
B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264). Die Infektion der
Zellen erfolgte mit einer MOI von 50:1. Darstellung eines
reprasentativen Versuches. n.i. = nicht infiziert

3.1.6.2 Intrazelluldre Replikation und Zytotoxizitit von B. pseudomallei und

B. thailandensis in Caspase-7-/- Makrophagen

Im Zusammenhang mit L. pneumophila - Infektionen konnte gezeigt werden, dass
die Deletion von Caspase-7 in murinen Makrophagen mit einer Zunahme
intrazellularer Keimzahlen verbunden ist (Akhter et al., 2009). Angesichts der sehr
frihen Aktivierung von Caspase-7 in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit
B. pseudomallei, sollte deren Rolle fiir die bakterielle Abwehr naher charakterisiert
werden. Hierfir wurde zunédchst das intrazelluldre Replikationsvermégen von
B. pseudomallei E8 und B. thailandensis E264 in C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7
knockout Makrophagen verglichen.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, konnte weder fur B. pseudomallei noch
B. thailandensis ein signifikanter Unterschied hinsichtlich Invasion und Replikation
zwischen beiden Zelltypen festgestellt werden. So ist in den ersten sechs Stunden
post infectionem eine Reduktion der intrazellularen Keimlast zu verzeichnen. Im

Verlauf von vierundzwanzig Stunden koénnen sich beide Stdmme jedoch
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gleichermalien erfolgreich sowohl in Wildtyp- als auch Knockout-Makrophagen
replizieren.
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Abbildung 24: Intrazellulare  Replikation von B. pseudomallei (E8) und
B. thailandensis (E264) in C57BL/6 und Caspase-7-/- BMM (MOI 2:1).
Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus drei unabhidngigen Versuchen. Die statistische Analyse
erfolgte mittels Student-t-Test.

Die Messung der LDH-Freisetzung aus B. pseudomallei - und B. thailandensis -
infizierten C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7 knockout Makrophagen sollte klaren, ob
Caspase-7 als mdglicher Effektor von Caspase-1 fir die Induktion von Pyroptose
von Bedeutung ist. Es zeigte sich jedoch, dass im Gegensatz zu Caspase-1/11
knockout Makrophagen die Deletion von Caspase-7 bei hohen Infektionsdosen von
B. pseudomallei oder B. thailandensis mit einer leicht erhohten Freisetzung von
LDH einhergeht (Abb. 25). Obwohl die durch B. thailandensis - induzierten
Zellschaden erneut geringer ausfallen als bei B. pseudomallei, werden bei beiden
Stdmmen insbesondere im Verlauf von drei bis sechs Stunden hodhere
Konzentrationen an LDH aus Caspase-7 - defizienten Makrophagen sezerniert. Bei
einer niedrigen Infektionsdosis von zwei Bakterien pro Zelle sind dagegen keine
Unterschiede zwischen beiden Zelltypen feststellbar. Der Knockout von Caspase-7
ist in murinen Makrophagen somit weder durch einen Rickgang des pyroptotischen
Zelltodes noch eine Erhéhung intrazellularer Keimzahlen nach Infektion mit beiden
Burkholderia Spezies gekennzeichnet.
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Abbildung 25: LDH-Freisetzung aus B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264)
infizierten C57BL/6 und Caspase-7-- BMM (MOl 2:1 oder 200:1).
Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus drei unabhdngigen Versuchen. Die statistische Analyse
erfolgte mittels One-Way ANOVA in Verbindung mit den Post-Hoc-
Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert

3.1.6.3 Cytokinprofil von C57BL/6 und Caspase-7-/- Makrophagen nach

Infektion mit B. pseudomallei und B. thailandensis

Wie in Abschnitt 3.1.5.4 beschrieben, weisen Caspase-1/11 knockout Makrophagen
im zeitlichen Verlauf eine verstarkte Genexpression der proinflammatorischen
Cytokine IL-6 und TNF-a nach Infektion mit B. pseudomallei oder B. thailandensis
auf. In Anlehnung daran sollte im Folgenden geklart werden, ob die Deletion von
Caspase-7 ebenfalls einen Einfluss auf die Expression und Sekretion von Cytokinen
nach Infektion mit beiden Burkholderia Spezies hat.

Mittels quantitativer Real-time PCR wurde die Transkriptionsrate von IL-14, IL-6 und
TNF-a in C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7 knockout Makrophagen ermittelt. Es
konnte jedoch bei allen vier Targets weder drei noch zwolf Stunden nach Infektion

mit B. pseudomallei oder B. thailandensis ein signifikanter Unterschied in der
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Genexpression zwischen beiden Zelltypen festgestellt werden (Abb. 26). Durch
Messung der Cytokinsekretion in den Kulturiberstdnden beider Zelltypen zwolf
Stunden post infectionem wurden die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen
bestatigt, da keine signifkanten Konzentrationsunterschiede bei allen drei Cytokinen

vorhanden sind.
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Abbildung 26: Relative Genexpression (links) und Sekretion (rechts) der Cytokine
IL-18, IL-6 und TNF-a in C57BL/6 und Caspase-7-- BMM 3h und 12h
nach Infektion mit B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 50:1.
Reprasentatives Ergebnis mit Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus
vier unabhangigen Versuchen (n=4). Die statistische Analyse erfolgte
mittels One-way ANOVA in Verbindung mit den Post-Hoc-Tests
Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert
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3.1.6.4 Vergleichende in vivo Analysen von C57BL/6 und Caspase-7-/- Mausen

nach Infektion mit B. pseudomallei

Obwohl durch die vorangegangenen Zell-basierten Versuche keine wesentlichen
Unterschiede zwischen C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7 knockout Makrophagen
deutlich wurden, sollte nun untersucht werden, ob der Verlust von Caspase-7 fir die
Bekampfung einer B. pseudomallei - Infektion im Mausmodell von Bedeutung ist.
Hierfiir wurden sowohl die Uberlebensrate als auch die Keimzahlen in der Lunge,

Leber und Milz beider Maustypen nach intranasaler Infektion mit B. pseudomallei

verglichen.
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Abbildung 27: Mortalitiat mit medianer Uberlebenszeit sowie Keimzahl in Lunge, Leber
und Milz 48h nach intranasaler Infektion von C57BL/6 Wildtyp und
Caspase-7-/- Mausen mit 500 CFU B. pseudomallei (E8). Die
statistische Analyse erfolgte mittels Log-rank-Test bzw. Student-t-Test.
Darstellung gemittelter Werte aus zwei unabhangigen Versuchen (n=9).

Wie in Abbildung 27 dargestellt, geht der Knockout von Caspase-7 im Vergleich
zum C57BL/6 Wildtyp mit einer leicht erhdhten Mortalitdt nach Infektion mit
B. pseudomallei einher. So liegt die mittlere Uberlebensrate von Caspase-7
knockout Mausen bei 13 Tagen, wohingegen C57BL/6 Wildtypmause
durchschnittlich 34,5 Tage nach Infektion mit B. pseudomallei Uberleben.
Hinsichtlich der Bakterienlast in inneren Organen konnte kein Unterschied zwischen

beiden Mausstdmmen festgestellt werden. Die Analyse des Cytokinprofils im Serum
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ergab eine signifikant verstarkte Freisetzung von IFN-y in Caspase-7 knockout
Mé&usen (Abb. 28). Fur TNF-a, IL-6, IL-12 und MCP-1 ist dagegen nur die Tendenz
einer leichten Erhdhung gegenliber dem Wildtyp vorhanden. Insgesamt betrachtet
bleibt der Krankheitsverlauf bei muriner Melioidose durch den Verlust von

Caspase-7 jedoch weitestgehend unbeeinflusst.
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Abbildung 28: Cytokinprofil im Serum von C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7-/- Mausen
48h Stunden nach intranasaler Infektion mit 500 CFU B. pseudomallei
(E8). Die statistische Analyse erfolgte mittels Student-t-Test.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus zwei

unabhangigen Versuchen (n=9).
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3.2. Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter C57BL/6 und

86

Caspase-1/11 knockout Makrophagen

3.2.1 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Makrophagen mit nicht infizierten Kontrollzellen

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Infektion von murinen
Makrophagen mit B. pseudomallei bereits zu friihen Zeitpunkten zu einer Nirc4-
abhangigen Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie der Spaltung von PARP
fuhrt. Um einen globalen Einblick in die zelluldren Prozesse nach einer
B. pseudomallei - Infektion zu erhalten, sollten vergleichende gelfreie
Proteomanalysen durchgefiihrt werden. An erster Stelle stand hierbei der Vergleich
B. pseudomallei - infizierter C57BL/6 Makrophagen mit entsprechenden nicht
infizierten Kontrollzellen. Die mittels HPLC/ESI-MS/MS identifizierten Proteine
wurden unter Verwendung der Software IPA® von Ingenuity Systems in funktionelle
Gruppen eingeordnet, wobei die Signifikanz des Auftretens einer Funktion mit dem
exakten Test nach Fischer berechnet wurde. Da die einzelnen funktionellen
Gruppen aus mehreren Unterkategorien bestehen, ergaben sich mehrere

Wahrscheinlichkeitswerte, die als Spannweite zusammengefasst wurden (Tab. 9).

Tabelle 9: Vergleich B. pseudomallei E8 - infizierter C57BL/6 BMM vs. nicht infizierter
Kontrollzellen 1,5h post infectionem (MOI 50:1)

Anzahl
Nr. Kategorie p-Wert - Spanne regulierter
Proteine
1 Infektionskrankheiten 1,41x10° - 2,07x107 59 [112 |47]
2 Molekularer Transport 7,80x10° — 2,09x1072 68 [114 |54]
3 Biochemie kleiner Molekile 9,03x10° — 2,09x1072 73 [111 ]62]
4 Lipid Metabolismus 9,77x10° — 2,09x1072 54 [17 |47]
5 Zellwachstum und Zelltod 8,82x10° — 2x107 61 [113 |48]
6 Protein Transport 2,23x10™ - 1,5x107 15 [13 |12]
Zellulare Funktionen und 4 2
’ Erhaltungsstoffwechsel 4,38x107 - 2,07x10 55 [111 144]
8 inflammatorische 4,38x10" - 2,19x10% | 37 [15 |32]
mmunantwort
9 Zellkommunikation 6,65x10™ - 2,07x1072 29 [16 | 23]
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Proteine, die weniger als 2-fach reguliert waren, sind nicht mit in die Analyse
einbezogen worden (cutoff = 2.0). Von den urspringlich 1745 Proteinen wurden 273
Kandidaten als unterschiedlich reguliert identifiziert. Viele dieser Proteine wurden
aufgrund ihrer bekannten Funktionen in mehr als eine der aufgefihrten Gruppen
eingeordnet (Tab. A1, im Anhang). Wie erwartet, geht die héchste Signifikanz von
der Gruppe ‘Infektionskrankheiten’ aus. Darliber hinaus wurden viele Proteine
identifiziert, welche an molekularen Transportvorgangen sowie an der Erhaltung der
Zellphysiologie beteiligt sind.

Tabelle 10 zeigt einige ausgewahlte Proteine, deren Regulation in C57BL/6
Makrophagen durch die Infektion mit B. pseudomallei beeinflusst wird. Am starksten
hochreguliert wurde die MAPK-Kinase 3 (= MAP2K3), gefolgt von der -Untereinheit
der IkB-Kinase (= IKK-), der Protein-Tyrosin-Kinase 28 (= PTK2B), dem Mannose-
6-Phosphat-Rezeptor (= M6PR) und dem Transkriptionsfaktor Stat1. Besonders
auffallig bei den herunterregulierten Proteinen ist das verstarkte Auftreten kleiner
GTPasen, die der Ras-Superfamilie angehéren. Darlber hinaus konnten
verschiedene antioxidative Enzyme wie Glutathion-Peroxidase-4 (= Gpx4),
Methioninsulfoxid-Reduktase A (= MsrA), Superoxid-Dismutase-2 (= SOD2) und
Sulforedoxin-1 (= SRXN1) identifiziert werden.

Tabelle 10: Ausgewahlte Proteine aus C57BL/6 BMM und deren Regulation nach
Infektion mit B. pseudomallei E8 1,5h post infectionem (MOI 50:1)

Hochreguliert Herunterreguliert
x-fach Name x-fach Name
Arf5, Gpx4, MsrA, Rab21,
7.3 MAP2K3 -10.0 RTN3
IL-1RN, Rab14, Rab35,
2.7 IKK-B -3.3 RhoG, SOD2
2.4 Caspase-3, PTK2B -25 Rab1b, Rabsalc, Rab7a,

Rab8a/c, RhoA, SRXN1

Rab1a, Rab5b, Rab10,

23 | M6PR -2.0 Rab11b, Rab32, ROCK1

2.1 STAT1
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3.2.2 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen

Die zweite Analyse beinhaltete den Vergleich B. pseudomallei - infizierter
Caspase-1/11 knockout Makrophagen mit infizierten C57BL/6 Kontrollzellen. Der
cutoff wurde erneut bei einer 2-fachen Regulation gesetzt, so dass von den
urspringlich 1735 Proteinen 152 Kandidaten als unterschiedlich reguliert identifiziert
wurden (Tab. A2, im Anhang). Die wichtigsten funktionellen Gruppen sind ihrer
Signifikanz entsprechend in Tabelle 11 dargestellt. In Bezug auf den C57BL/6
Wildtyp zeigte sich, dass in Caspase-1/11 knockout Makrophagen viele Proteine
durch die Infektion mit B. pseudomallei hochreguliert werden. So ist insbesondere in
den Gruppen 1, 4, 5, 6, 8, und 9 die Expression von ungefahr zwei Dritteln der

identifizierten Proteine gegentber den C57BL/6 Wildtyp-Makrophagen erhoht.

Tabelle 11: Vergleich B. pseudomallei E8 infizierter Caspase-1/11-/- BMM vs.
infizierter C57BL/6 Wildtyp BMM 1,5h post infectionem (MOI 50:1)

Nr. Kategorie p-Wert - Spanne Anzahl regulierter

Proteine
1 Zellkommunikation 4,00x10° - 8,49x10°® 28 [119 |9]
Hamatologisches System: 8 3
2 Entwicklung und Funktion 4,00x10°™ - 8,49x10 32 [120 112]
3 Migration von Immunzellen 4,00x10® - 8,49x10°° 20 [M12 8]
4 Infektionskrankheiten 4,00x10° - 8,49x10°® 41 [129 | 18]
5 Inflammatorische 4,00x10°— 8,49x10° | 30 [121 {9]
Immunantwort

6 Gewebeentwicklung 4,00x10® - 8,49x10°° 26 117 |9]
7 DNA-Replikation/ 2,05x10° - 1,83x10" | 13 [15 |8]

Rekombination/Reparatur
8 Zellwachstum und Zelltod 2,34x10° - 8,49x10° 57 [136 |21]

Zellulare Funktionen und
Erhaltungsstoffwechsel

2,63x10° — 8,49x10°° 53 [136 |17]

Die Analyse der Einzelproteine ergab, dass B. pseudomallei - infizierte Caspase-
1/11 knockout Makrophagen gegenuber den Wildtyp-Zellen durch eine
Hochregulation pro-apoptotischer Proteine wie Bak, Reticulon-3 (= RTN3) und
BCAP31 sowie membranstandiger Rezeptoren wie dem Scavenger-Rezeptor CD36
oder dem MIF-Rezeptor CD74 gekennzeichnet sind (Tab. 12). DNA-
Reparaturenzyme wie die AP-Endonuklease APEX1 oder am Aufbau des

Cytoskeletts beteiligte Proteine wie DCTN3 und WIPF1 weisen dagegen niedrigere
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Expressionsraten als in C57BL/6 Wildtyp-Zellen auf. Die antioxidativen Enzyme

Gpx4 und MsrA werden in infizierten Caspase-1/11 knockout Makrophagen ebenso

wie die kleinen GTPasen Rab21, Rab5a/b und Rab8a starker exprimiert als im

C57BL/6 Wildtyp.

Tabelle 12: Ausgewahlte Proteine aus B. pseudomallei E8 infizierten Caspase-1/11-/-
BMM und deren Regulation im Vergleich zum C57BL/6 Wildtyp 1,5h post
infectionem (MOI 50:1)

Hochreguliert

x-fach Name x-fach Name
18.0 Bak 3.1 Gpx4
7.2 IKK-B 29 CD36
5.3 RTN3 2.8 PKN1
4.9 Rab21 2.7 BCAP31
4.6 S100A9 2.6 Rac1
4.0 CD74 24 Rab8a
3.8 Rab5b 2.3 DNAse2
3.4 MRC1 2.1 Rab5a
3.3 MsrA 20 PYCARD
Herunterreguliert
x-fach Name x-fach Name
-3.3 PYCT1A, DCTN3 -2.0 STAT1/6, APEXT,
-2.5 WIPF1, DST PTK2B
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3.3 Die Aktivierung des Inflammasoms durch Burkholderia

90

pseudomallei

3.3.1 Der Einfluss von cytosolischem Flagellin fiir die B. pseudomallei
- induzierte Aktivierung von Caspase-1

Nachdem in der Literatur gezeigt werden konnte, dass Caspase-1 eine wesentliche
Rolle bei der Makrophagen-gesteuerten Abwehr von B. pseudomallei Ubernimmt
(Breitbach et al., 2009; Sun et al., 2005), sollte an dieser Stelle geklart werden,
welche bakteriellen Komponenten an der Aktivierung von Caspase-1 beteiligt sind.
In Kapitel 3.1.4 wurde der Nod-like Rezeptor Nirc4 als verantwortlicher Sensor fir
die Erkennung von B. pseudomallei identifiziert. Nlrc4 wird beispielsweise durch
cytosolisches Flagellin aktiviert. Da das Flagellin von B. thailandensis E264 fur die
Aktivierung von Caspase-1 keine Rolle spielt (Zhao et al., 2011), sollte durch
Verwendung einer Flagellin-Transposonmutante untersucht werden, ob dieser
Umstand auch fur B. pseudomallei zutrifft. Als Kontrolle fir die Notwendigkeit
cytosolischer Bakterien wurde die im Phagosom-arretierte Mutante ABsaU
herangezogen. Das BsaU Protein wird als Strukturkomponente des Bsa Typ-lllI-
Sekretionsapparates angesehen und dessen Deletion hangt mit einer verzdgerten
Freisetzung phagozytierter Bakterien in das Cytosol der Wirtszelle zusammen (Bast
et al., 2011; Pilatz et al., 2006).

ni. E8 [E264 AFIiC ABsaU ni. E8 E264 AFIiC ABsaU
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Caspase-1 Caspase-7
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Abbildung 29: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
C57BL/6 BMM 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei (E8, AFIiC,
ABsalU) und B. thailandensis (E264). Die Infektion der Zellen erfolgte
mit einer MOl von 50:1. Reprasentatives Ergebnis aus drei
unabhangigen Versuchen. n.i. = nicht infiziert
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Aufgrund der verminderten Beweglichkeit des Flagellin-defizienten B. pseudomallei
Stammes wurden die Bakterien durch Zentrifugation auf den Makrophagen
sedimentiert. Wie in Abbildung 29 gezeigt, flihrt die Infektion mit der Flagellin-
Mutante zu einer deutlich schwacheren Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 in
C57BL/6 Makrophagen als die Infektion mit dem B. pseudomallei Wildtypstamm. Im
Vergleich zu B. thailandensis weisen B. pseudomallei - AFliC infizierte Zellen jedoch
mehr Spaltprodukte auf. Die Infektion mit der BsaU-Mutante zieht dagegen keine
Aktivierung der untersuchten Caspasen nach sich. Eine deutliche Prozessierung

von PARP ist nur beim Wildtyp von B. pseudomallei erkennbar.

3.3.2 Caspase-1 Aktivierung durch den Bsa T3SS-Effektor BopE

BopE als Bestandteil des Bsa Typ-llI-Sekretionssystems (T3SS) wird aufgrund
seiner Homologie zu dem SPI-1 T3SS-Effektor SopE von S. typhimurium als
Effektorprotein angesehen (Stevens et al., 2003). Da SopE an der S. typhimurium -
induzierten Aktivierung von Caspase-1 beteiligt ist (Miller et al., 2009), stellte sich
die Frage, ob BopE als mdglicher Aktivator fiur Caspase-1 fungiert. Um eine
Beteiligung anderer T3SS-assoziierter Faktoren auszuschlielen, wurde das
Aktivierungspotential von BopE zunachst mittels Uberexpressionsstudien in HEK-
293 Zellen untersucht. Als humane embryonale Nierenzelllinie exprimieren HEK-293
Zellen nur verklrzte Isoformen von Caspase-1, weshalb eine Koexpression von
BopE und muriner Caspase-1 durchgefihrt wurde. Durch Klonierung der
Sequenzen in die Vektoren pcDNA-flag bzw. -myc wurden Fusionsproteine mit N-
terminalem Flag- (Caspase-1) oder Myc-Tag (BopE) generiert.

Wie in Abbildung 30 dargestellt, geht die Kotransfektion muriner Caspase-1 und
BopE von sowohl B. pseudomallei als auch B. thailandensis mit einer
vergleichbaren Prozessierung von Caspase-1 einher. Der entsprechende
Kontrollansatz ohne BopE weist ebenfalls eine leichte Aktivierung von Caspase-1
auf, jedoch wird diese durch BopE beider Burkholderia Spezies deutlich verstarkt.
Dartiber hinaus sind mehr Spaltprodukte von Caspase-7 in Caspase-1-BopE-
kotransfizierten Zellen nachweisbar. Das Transfektionsreagenz Lipofectamin (bt

hingegen keinen Einfluss auf die Aktivierung beider Caspasen aus.
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Abbildung 30: Aktivierung der Caspasen-1 und -7 sowie der Nachweis von BopE in
HEK-293 Zellen 24h nach Transfektion von pcDNA-Flag-mCaspase-1,
pcDNA-Myc-B.ps.-BopE und pcDNA-Myc-B.th.-BopE mittels
Lipofectamin LTX. Reprasentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen
Versuchen.

Fir BopE konnte wie fir SopE die Funktion eines GTP-Austauschfaktors (GEF =
guanosine triphosphate exchange factor) gegeniiber den Rho-GTPasen Rac1 und
Cdc42 nachgewiesen werden (Stevens et al., 2003). Da diese im Fall von SopE fur
die Aktivierung von Caspase-1 verantwortlich ist, sollte durch gezielte Mutagenese
der GEF-Domaéane von BopE deren Einfluss auf die Prozessierung von Caspase-1 in
HEK-293 Zellen Uberprift werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass der Austausch
von Arginin gegen Glutamat an Position 207 und Asparagin gegen Prolin an
Position 216 zu einem Verlust der GEF-Aktivitat fihrt (Upadhyay et al., 2008).
Mittels Overlap Extension PCR wurden die genannten Mutationen an beiden
Positionen im BopE Leserahmen erzeugt und die mutierte Sequenz in den Vektor
pcDNA-Myc kloniert. In Abbildung 31 sind die Ergebnisse der Koexpression
dargestellt. Es zeigte sich, dass die Transfektion von BopE R207E/N216P im
Vergleich zum Wildtyp eine verminderte Prozessierung der Caspasen-1 und -7 nach
sich zieht. Die durch den Bsa T3SS-Effektor BopE-induzierte Aktivierung von
Caspase-1 in HEK-293 Zellen wird somit durch die GEF-Aktivitat vermittelt.



Ergebnisse

XN
& ’13‘8\
2 S
N &
< q;\b Q’J?
d\'z’e' & & ©
S & F QY KR
NP NN
S AL FS
S &SP E S
pro =—» —_— e —
Caspase-1
p10—> ——
pro—> | (nmii—
Caspase-7
p20—> -
T —— — ———
GAPDH bt

Abbildung 31: Aktivierung der Caspasen-1 und -7 sowie der Nachweis von BopE in
HEK-293 Zellen 24h nach Transfektion von pcDNA-Flag-mCaspase-1,
pcDNA-Myc-B.ps.-BopE und pcDNA-Myc-B.ps.-BopE-R207E/N216P
mittels Lipofectamin LTX. Reprasentatives Ergebnis aus drei
unabhéngigen Versuchen.

3.3.3 Vergleichende Analyse der BopE-Sekretion durch
B. pseudomallei und B. thailandensis

In den vorangegangen Uberexpressionsstudien wurde deutlich, dass der Bsa T3SS-
Effektor BopE sowohl von B. pseudomallei E8 als auch B. thailandensis E264 eine
Aktivierung der Caspasen-1 und -7 in humanen HEK-293 Zellen induziert. Dennoch
konnte in C57BL/6 Makrophagen keine Aktivierung der genannten Caspasen durch
B. thailandensis verzeichnet werden. Aufgrund dessen sollte die von beiden
Burkholderia Stammen ausgehende BopE-Sekretion in LB-Medium untersucht
werden. Da in friheren Publikationen eine erhdhte Expression von T3SS-Genen
des bsa Locus nach Salz- oder pH-Stress beschrieben wurde (Jitprasutwit et al.,
2010; Pumirat et al, 2010), sollte die Sekretion von BopE unter normalen
Wachstumsbedingungen, bei einem pH-Wert von 4,5 sowie einem Salzgehalt von

320mM untersucht werden.
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Abbildung 32: B. pseudomallei (E8) und B. thailandensis (E264) induzierte BopE-
Sekretion nach 6h LB-Kultur unter normalen Wachstumsbedingungen,
pH- oder Salzstress. Reprasentatives Ergebnis aus drei unabhéangigen
Versuchen.

Unter normalen Wachstumsbedingungen bei pH 7,0 und einem Salzgehalt von
0,5% (85,5mM) wird bei nahezu gleicher Expressionsrate deutlich mehr BopE von
B. pseudomallei E8 in den Kulturiberstand sekretiert als von B. thailandensis E264
(Abb. 32). Bei einem pH-Wert von 4,5 ist die BopE-Sekretion bei beiden Stdmmen
sichtbar eingeschrankt. Durch eine erhdhte Salzkonzentration hingegen wird die
Expression von BopE bei beiden Burkholderia Spezies verstarkt. Fur
B. pseudomallei geht dies jedoch mit keiner Erhéhung der BopE-Sekretion einher.
Im Vergleich zu normalen Wachstumsbedingungen wird durch B. thailandensis
unter Salzstress mehr BopE in die Umgebung sekretiert. Insgesamt betrachtet ist
die von B. thailandensis ausgehende BopE-Sekretion jedoch niedriger als bei

B. pseudomallei.

3.3.4 Die Aktivierung von Caspase-1 in C57BL/6 Makrophagen wird
durch das Bsa T3SS-Protein BsaK jedoch nicht BopE induziert

3.3.4.1 Vergleichende Analyse der Aktivierung von Caspasen in
C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit einer

B. pseudomallei BopE-Deletionsmutante

Nachdem die Expression von BopE in humanen HEK-293 Zellen mit einer
Prozessierung von Caspase-1 verbunden ist, sollte durch Herstellung einer BopE-
Deletionsmutante festgestellt werden, ob BopE fir die B. pseudomallei - induzierte
Aktivierung von Caspasen in C57BL/6 Makrophagen verantwortlich ist. Hierfir
wurde der BopE Leserahmen sowohl im B. pseudomallei Wildtyp E8 als auch in der

bereits bestehenden FliC-Mutante deletiert.
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Abbildung 33: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in
C57BL/6 Makrophagen 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei BopE-
Wildtyp (E8, AFIiC) und BopE-Deletionsmutante (ABopE, AFIliCABopE).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 50:1.
Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. n.i. =
nicht infiziert

90 Minuten nach Infektion von C57BL/6 Makrophagen konnte kein Unterschied in
der Aktivitat der Caspasen-1, -9 und -7 sowie der Spaltung von PARP zwischen den
Mutanten (ABopE, AFIiCABopE) und ihren entsprechenden Wildtypen (E8, AFIiC)
nachgewiesen werden (Abb. 33). In AFliC-infizierten Zellen sind im Vergleich zum
B. pseudomallei E8 Wildtyp weniger Spaltprodukte der genannten Caspasen

detektierbar. Die zusatzliche Deletion von BopE hat dagegen keinen Einfluss.

3.3.4.2 Vergleichende Analyse der Aktivierung von Caspasen in
C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit einer

B. pseudomallei BsaK-Deletionsmutante

Als weiterer Kandidat fur die B. pseudomallei - induzierte Aktivierung von Caspase-
1 sollte eine Strukturkomponente des Bsa Typ-lllI-Sekretionssystems untersucht
werden, welche als ‘BsaK’ bezeichnet wird und Homologien zu dem SPI-1 -
assoziierten Protein ‘PrgJ‘ von S. typhimurium aufweist (Miao et al., 2010). Da BsaK
in HEK-293 Zellen nicht erfolgreich Uberexprimiert werden konnte, wurden auch hier
zwei Mutanten hergestellt. Die Infektion von C57BL/6 Makrophagen mit beiden
Mutanten (ABsaK, AFliCABsaK) flhrt im Gegensatz zum Wildtyp E8 bzw. AFIiC zu
keiner Aktivierung von Caspase-1 (Abb. 34). Zudem konnte weder eine
Prozessierung der Caspasen-9 und -7 noch die Spaltung von PARP festgestellt

werden.
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Abbildung 34: Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung von PARP in

C57BL/6 Makrophagen 1,5h nach Infektion mit B. pseudomallei BsaK-
Wildtyp (E8, AFIiC) und BsaK-Deletionsmutante (ABsaK, AFliCABsaK).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 50:1.
Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. n.i. =
nicht infiziert

Eine verminderte Aktivitdt der Caspasen-1 und -7 in ABsaK-infizierten Makrophagen

konnte auch nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden beobachtet werden

(Abb. 35). Im Verlauf von 24 Stunden geht die Deletion von BsaK jedoch mit einer

Prozessierung beider Caspasen einher.
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Abbildung 35: Aktivierung der Caspasen-1 und -7 sowie die Spaltung von PARP in

C57BL/6 Makrophagen 6h und 24h nach Infektion mit B. pseudomallei
BsaK-Wildtyp (E8, AFIliC) und BsaK-Deletionsmutante (ABsakK,
AFliCABsaK). Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 50:1.
Repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. n.i. =
nicht infiziert
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3.3.5 Auswirkungen der BopE- und BsaK-Deletion in vitro

3.3.5.1 Wachstumsverhalten der BopE- und BsaK-Deletionsmutanten

Um zu Uberprifen, ob die Deletion der Bsa T3SS-assoziierten Proteine BopE und
BsaK einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von B. pseudomallei ausibt,
wurden Wachstumskurven sowohl in komplexem LB-Medium als auch in
M9-Minimalmedium erstellt. Abbildung 36 zeigt, dass weder in LB-Medium noch in
M9-Minimalmedium ein signifikanter Unterschied im Wachstum zwischen Wildtyp

und Mutanten auftritt.
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Abbildung 36: Wachstumsverhalten von B. pseudomallei Wildtyp (E8) und Mutanten
(ABsaK, ABopE, AFIIiC, AFlIiCABsaK, AFIiCABopE) in LB-Medium bzw.
M9-Minimalmedium. Repréasentatives Ergebnis aus zwei unabhéngigen
Versuchen.

3.3.5.2Intrazelluldre Replikation und Zytotoxizitdt von BopE- und BsaK-
Deletionsmutanten in C57BL/6 Makrophagen

Da das Bsa Typ-llI-Sekretionssystem eine wesentliche Rolle fur die Virulenz von
B. pseudomallei spielt, sollte die intrazellulare Funktion von BopE und BsaK naher
charakterisiert werden. Hinsichtlich der intrazellularen Replikation konnte im Fall von
BopE zu friihen Zeitpunkten kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante
festgestellt werden (Abb. 37). Erst nach Ablauf von 24 Stunden ist die Deletion von
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BopE mit einer leichten Erh6hung der intrazellularen Keimzahl verbunden. Im
Gegensatz dazu weist die BsaK-Mutante bereits drei Stunden post infectionem eine
erhdhte Keimlast im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. 38). Bei der Flagellin-BsakK-
Doppelmutante ist dieser Unterschied in der Keimlast zu spateren Zeitpunkten nicht
mehr nachweisbar. Im Vergleich zum Wildtyp E8 kann sich die BsaK-Mutante im

Verlauf von 24 Stunden jedoch konstant starker replizieren.
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Abbildung 37: Intrazelluldre Replikation (MOI 2:1) und Zytotoxizitat (MOl 200:1) von
B. pseudomallei BopE Wildtyp (E8, AFIiC) und BopE-Deletionsmutante
(ABopE, AFIiCABopE). Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert
und Standardfehler (SEM) aus drei unabhangigen Versuchen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in Verbindung
mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert

Nach vergleichender Analyse der LDH-Freisetzung infizierter C57BL/6
Makrophagen konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und BopE-Mutante
dokumentiert werden (Abb. 37). Im Gegensatz dazu ist die Deletion von BsaK
wahrend der ersten sechs Stunden post infectionem mit einer stark verminderten
Freisetzung von LDH verbunden (Abb. 38). Im weiteren zeitlichen Verlauf nimmt die
Sekretion jedoch stark zu, so dass 24 Stunden nach der Infektion vergleichbare
Konzentrationen an LDH in den Kulturiberstanden von Wildtyp- und ABsaK-

infizierten Zellen vorhanden sind.
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Abbildung 38: Intrazelluldre Replikation (MOI 2:1) und Zytotoxizitat (MOl 200:1) von
B. pseudomallei BsaK Wildtyp (E8, AFIiC) und BsaK-Deletionsmutante
(ABsaK, AFIliCABsaK). Reprasentatives Ergebnis (n=3) mit Mittelwert
und Standardfehler (SEM) aus drei unabhangigen Versuchen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in Verbindung
mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert

3.3.5.3 Cytokinprofil von C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit

BopE- und BsaK-Deletionsmutanten

Wie in Abschnitt 3.1.3 gezeigt, sind B. pseudomallei - infizierte C57BL/6
Makrophagen durch eine erhéhte Genexpression proinflammatorischer Cytokine
sowie cytosolischer NOD-like Rezeptoren gekennzeichnet. Im Folgenden sollte
daher untersucht werden, ob die B. pseudomallei - induzierte Transkription solcher
Gene durch die Deletion von BopE oder BsaK beeinflusst wird. Die Analyse wurde
exemplarisch fur die Cytokine IL-1p und IL-6 sowie die Sensorproteine NIrp3 und
Nirc4 durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sind hierbei als Vielfaches der nicht infizierten
C57BL/6 Makrophagen dargestellt. Durch die Deletion von BopE sind im zeitlichen
Verlauf keine wesentlichen Veranderungen in der Genexpression der vier Targets
im Vergleich zum Wildtyp erkennbar (Abb. 39). In ABsaK-infizierten Zellen hingegen
ist die Transkriptionsrate der Cytokine IL-1p und IL-6 90 Minuten post infectionem

signifikant gegenliber dem Wildtyp vermindert (Abb. 40).
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Abbildung 39: Relative Genexpression von IL-1f, IL-6, Nirp3 und Nirc4 in C57BL/6
BMM 1,5h, 6h und 24h nach Infektion mit B. pseudomallei BopE-
Wildtyp (E8, AFIiC) und BopE-Deletionsmutante (ABopE, AFIiCABopE).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOl von 50:1. Dargestelit sind
Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus vier unabhangigen Versuchen
(n=4). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in
Verbindung mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni.
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Abbildung 40: Relative Genexpression von IL-1f, IL-6, Nirp3 und Nirc4 in C57BL/6
BMM 1,5h, 6h und 24h nach Infektion mit B. pseudomallei BsaK-
Wildtyp (E8, AFIiC) und BsaK-Deletionsmutante (ABsaK, AFliCABsaK).
Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOl von 50:1. Dargestelit sind
Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus vier unabhangigen Versuchen
(n=4). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in
Verbindung mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni.
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Zu spateren Zeitpunkten resultiert die Deletion von BsaK jedoch in einem deutlichen
Anstieg der Expression beider Cytokine, so dass nach Ablauf von 24 Stunden
tendenziell mehr Transkripte in ABsaK-infizierten Makrophagen vorliegen. Fir den
NOD-like Rezeptor NIrp3 ist nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden eine
héhere Genexpression in B. pseudomallei Wildtyp - infizierten Zellen zu
verzeichnen. Im weiteren Verlauf wird die Zahl der Nirp3-Transkripte in ABsaK-
infizierten Makrophagen jedoch nahezu verdoppelt. Die Expressionsrate des NOD-
like Rezeptors NIrc4 wird hingegen weder durch die Infektion mit ABopE noch

ABsaK beeinflusst.
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Abbildung 41: IL-18 und IL-6 Sekretion aus C57BL/6 BMM 6h und 24h nach Infektion
mit B. pseudomallei Wildtyp (E8, AFIiC) und Deletionsmutanten (A =
ABopE, AFIiCABopE, B = ABsaK, AFliCABsaK). Die Infektion der Zellen
erfolgte mit einer MOl von 50:1. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardfehler (SEM) aus vier unabhangigen Versuchen (n=4). Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA in Verbindung
mit den Post-Hoc-Tests Dunnett bzw. Bonferroni. n.i. = nicht infiziert

Die Messung der Cytokinkonzentration in Kulturiberstdnden von C57BL/6
Makrophagen nach Infektion mit den entsprechenden Mutanten konnte die durch
die Real-time PCR gewonnenen Ergebnisse bestatigen. So sind keine Unterschiede
in der Sekretion von IL-1f und IL-6 zwischen Wildtyp- und ABopE-infizierten
Makrophagen feststellbar (Abb. 41). Die Infektion mit der BsaK-Mutante geht im
Verlauf von 24 Stunden mit einer leicht erhdhten IL-6-Freisetzung einher. Bedingt

durch die fehlende Aktivierung von Caspase-1 sind sechs Stunden post infectionem
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nur dulerst geringe Mengen an IL-1p in den Kulturiberstdnden ABsaK-infizierter
Zellen detektierbar. Mit zunehmender Inkubationsdauer steigt die Sekretion jedoch
an, so dass 24 Stunden nach der Infektion kein Unterschied in der IL-1f-
Konzentration zwischen Wildtyp- und ABsaK-infizierten Makrophagen besteht.
Diese Daten zeigen, dass die Deletion des ‘inner rod proteins’ BsaK, aber nicht des
Effektors BopE wahrend der Friihphase der Infektion zu einer leicht verminderten
Transkriptionsrate proinflammatorischer Cytokine sowie einer Abnahme der IL-1p-

Sekretion in B. pseudomallei - infizierten C57BL/6 Makrophagen fuhrt.

3.3.5.4 Rolle von BsaK fiir die Aktinschweifbildung

Fir den T3SS-Effektor BopE konnte bereits eine Rolle fiir die B. pseudomallei -
induzierte Reorganisation des Aktinzytoskeletts beschrieben werden (Stevens et al.,
2003). Demzufolge galt es zu klaren, ob BsaK fur die intrazellulare Motilitdt des
Bakteriums von Bedeutung ist. Mit Hilfe fluoreszierender Antikérper wurde hierfur 16
Stunden post infectionem sowohl das Exopolysaccharid (EPS) von B. pseudomallei
(griin) als auch das p-Aktinskelett (rot) infizierter HepG2-Zellen angefarbt (Abb. 42).
Es zeigte sich, dass die BsaK-Deletionsmutante keine Einschrankungen in der

Aktinschweifbildung im Vergleich zum Wildtyp aufweist.

anti-B-Aktin anti-B.ps. EPS

E8 Wildtyp

anti-B-Aktin

E8 ABsaK

Abbildung 42: Aktinschweifbildung (1000-fache VergréBerung) in HepG2-Zellen 16h
nach Infektion mit B. pseudomallei Wildtyp (E8) und BsaK-
Deletionsmutante (ABsaK). Dargestellt sind $-Aktin (rot) und EPS von
B. pseudomallei (griin). Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI
von 100:1. Einmalige Analyse.
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3.3.6 Bedeutung der BsaK-Deletion fiir die Virulenz von

B. pseudomallei

3.3.6.1 Mortalitat und Keimlast in Organen von BALB/c Mausen

nach Infektion mit B. pseudomallei Flagellin- und Bsa T3SS-Mutanten

Nachdem in den vorherigen Kapiteln eine Beteiligung von BsaK und Flagellin,
jedoch nicht BopE, an der B. pseudomallei - induzierten Aktivierung von Caspase-1
in murinen Makrophagen nachgewiesen werden konnte, sollte nun deren
Bedeutung fir die Virulenz im Mausmodell untersucht werden. Hierfiir wurde sowohl
die Keimlast in inneren Organen als auch die Mortalitdtsrate intranasal infizierter

BALB/c-Mause verglichen.
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Abbildung 43: Mortalitit mit medianer Uberlebenszeit sowie Keimzahl in Lunge, Leber
und Milz 48h nach intranasaler Infektion von BALB/c Mausen mit 30
CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) oder Mutante (ABsaK, ABopE,
AFIiC). Die statistische Analyse erfolgte mittels Log-rank-Test bzw.
One-way ANOVA in Verbindung mit dem Post-Hoc-Test Bonferroni.
Darstellung gemittelter Werte aus zwei unabhdngigen Versuchen
(n=10).

Wie in Abbildung 43 zu erkennen, sind die mit dem B. pseudomallei Wildtyp E8

sowie den beiden Mutanten AFIIC und ABopE infizierten Tiere gleichermalien

innerhalb von zwei Wochen verstorben. Im Gegensatz dazu zeigt die BsaK-Mutante
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eine deutliche Attenuierung. In den Organ-Praparationen der letzten tberlebenden
Maus konnte kein B. pseudomallei mehr detektiert werden. Sowohl Lunge, Leber als
auch Milz ABsaK-infizierter Mduse weisen nach 48 Stunden signifikant niedrigere
Keimzahlen auf. Die Leber und Milz von je sechs Tieren sind hierbei duch Sterilitat
gekennzeichnet. Um eine zweite Infektionsroute zu imitieren, sollte das
Replikationsvermdgen der BsaK-Mutante zusatzlich mittels intravendser Infektion
untersucht werden. Es zeigte sich, dass ABsaK-infizierte Tiere nach Ablauf von 48
Stunden erneut durch niedrigere Keimzahlen in Lunge, Leber und Milz
gekennzeichnet sind (Abb. 44). Das am starksten befallene Organ bei dieser

Infektionsroute ist jedoch die Milz.
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Abbildung 44: Keimzahl in Lunge, Leber und Milz von BALB/c Mausen 48h nach
intravenoser Infektion mit 300 CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) oder
BsaK-Deletionsmutante (ABsaK). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Student-t-Test. Darstellung gemittelter Werte aus drei
unabhangigen Versuchen (n=9).

3.3.6.2 Cytokinprofil von BALB/c Mausen nach Infektion mit

B. pseudomallei Wildtyp und BsaK-Deletionsmutante
Aufgrund der verminderten Virulenz der BsaK-Deletionsmutante gegentber dem
B. pseudomallei Wildtyp, sollte im Folgenden das Cytokinprofil intranasal infizierter
BALB/c Mause verglichen werden. Nach Spullung der Lungen 48 Stunden post
infectionem sind die Bronchoalveolarlavagen ABsaK-infizierter Tiere durch
signifikant niedrigere Konzentrationen der proinflammatorischen Cytokine IL-1p,
TNF-o und IL-6 sowie des Chemokins MCP-1 charakterisiert (Abb. 45). Eine
ahnliche Tendenz ist fur die Cytokine IL-12 und IFN-y zu verzeichnen. Die Analyse
des Serums zeigt signifikante Unterschiede hinsichtlich IL-6, MCP-1 und IFN-y
zwischen Wildtyp und Mutante (Abb. 46). DarUber hinaus wird durch die Infektion
mit dem Wildtyp E8 eine erhdhte Freisetzung von TNF-a und IL-12 bewirkt. IL-18

konnte zu diesem Zeitpunkt nicht im Serum detektiert werden.
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Abbildung 45: Cytokinprofil in BALF von BALB/c Mausen 48h Stunden nach
intranasaler Infektion mit 30 CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) und
BsaK-Deletionsmutante (ABsaK). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Student-t-Test. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus zwei unabhéngigen Versuchen (n=10).
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Abbildung 46: Cytokinprofil im Serum von BALB/c Mausen 48h Stunden nach
intranasaler Infektion mit 30 CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) und
BsaK-Deletionsmutante (ABsaK). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Student-t-Test. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler
(SEM) aus zwei unabhéngigen Versuchen (n=10).
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Mittels quantitativer Real-time PCR wurde zuséatzlich die Genexpression genannter
Cytokine in Milz und Leber bestimmt. Hierbei sind deutlich niedrigere
Transkriptionsraten der Cytokine IL-1f, IL-6 und IFN-y in der Milz ABsaK-infizierter
Mause zu finden (Abb. 47). Eine &hnliche Tendenz konnte fir das Chemokin MCP-1
festgestellt werden. Fiur TNF-a sind keine Unterschiede zwischen Wildtyp und
Mutante erkennbar. Zudem konnten keine Transkripte von IL-12 detektiert werden.
In der Leber B. pseudomallei E8 - infizierter Tiere sind ebenfalls erhdhte
Transkriptionsraten von IL-18, TNF-a und MCP-1 zu verzeichnen (Abb. 48). Die
Transkripte der Cytokine IL-6, IL-12 und IFN-y befanden sich jedoch unter der
Nachweisgrenze. Neben einer verminderten bakteriellen Streuung vom
Infektionsherd sind ABsaK-infizierte BALB/c Mause demnach auch durch eine
geringere  Produktion  und Freisetzung  proinflammatorischer ~ Cytokine
charakterisiert.
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Abbildung 47: Relative Genexpression der Cytokine IL-18, TNF-a, MCP-1, IL-6 und
IFN-y in der Milz von BALB/c Méausen 48h nach intranasaler Infektion
mit 30 CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) und BsaK-Deletionsmutante
(ABsaK). Die statistische Analyse erfolgte mittels Student-t-Test.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus zwei
unabhangigen Versuchen (n=10).
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Abbildung 48: Relative Genexpression der Cytokine IL-18, TNF-a und MCP-1 in der
Leber von BALB/c Mausen 48h nach intranasaler Infektion mit 30 CFU
B. pseudomallei Wildtyp (E8) und BsaK-Deletionsmutante (ABsaK). Die
statistische Analyse erfolgte mittels Student-t-Test. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler (SEM) aus zwei unabhangigen
Versuchen (n=10).

3.3.6.3 Vergleich der Myeloperoxidase-Konzentration in BALF von
BALB/c Mausen nach Infektion mit B. pseudomallei Wildtyp

und BsaK-Deletionsmutante

Das Enzym Myeloperoxidase (MPO) wird in neutrophilen Granulozyten exprimiert
und kann bei Entzindungsprozessen in den Extrazellularraum sezerniert werden.
Es wird daher auch als Marker fiir die Migration neutrophiler Granulozyten aus der
Zirkulation in periphere Gewebe angesehen. Aufgrund dessen sollte die
Konzentration von MPO in Bronchiallavagen von BALB/c M&usen nach intranasaler
Infektion mit dem B. pseudomallei Wildtyp und der BsaK-Deletionsmutante
verglichen werden. Es zeigte sich, dass die Infektion mit ABsaK zu einer signifikant
niedrigeren Freisetzung von MPO in den Lungen der infizierten Tiere flhrt als die
Infektion mit dem Wildtyp (Abb. 49).
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Abbildung 49: MPO-Konzentration in BALF von BALB/c Mausen 48h nach intranasaler
Infektion mit 30 CFU B. pseudomallei Wildtyp (E8) und BsaK-
Deletionsmutante (ABsaK). Die statistische Analyse erfolgte mittels
Student-t-Test. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler (SEM)
aus zwei unabhéangigen Versuchen (n=10).
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Die Bedeutung von Caspasen bei muriner Melioidose

4.1.1 Nirc4-abhangige Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7
in murinen C57BL/6 Makrophagen nach Infektion
mit B. pseudomallei

In vorausgehenden Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass die inflammatorische Caspase-1 eine wesentliche Funktion fir die
Abwehr von B. pseudomallei bei muriner Melioidose besitzt (Breitbach et al., 2009).
So wurde beschrieben, dass Caspase-1/11 knockout Mause nach Infektion mit
B. pseudomallei durch signifikant hdhere Mortalitdtsraten gekennzeichnet sind als
der C57BL/6 Wildtyp. Zudem konnte in primaren Caspase-1/11 knockout
Makrophagen eine verminderte bakterizide Aktivitdt gegenuber B. pseudomallei
festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Western Blot-Analysen
von C57BL/6 Makrophagen zeigten, dass die Aktivierung von Caspase-1 in
Abhangigkeit von der bakteriellen Dosis bereits zu sehr friihen Zeitpunkten nach
Infektion mit B. pseudomallei stattfindet. Welche anderen Caspasen jedoch durch
B. pseudomallei aktiviert werden, war bisher unklar.

Unter Anwendung gelfreier Proteomanalyseverfahren wurde die apoptotische
Caspase-7 als Substrat von Caspase-1 identifiziert (Lamkanfi et al., 2008). Des
Weiteren konnte fiir die in Phagosomen replizierenden Pathogene S. typhimurium
und L. pneumophila eine Caspase-1-abhangige Aktivierung von Caspase-7
nachgewiesen werden (Akhter et al., 2009; Lamkanfi et al., 2008). Eine Caspase-1-
unabhangige Aktivierung von Caspase-7 wurde dagegen im Zusammenhang mit
dem cytosolischen Erreger L. monocytogenes beschrieben (Cassidy et al., 2012).
Die in dieser Arbeit untersuchten C57BL/6 Makrophagen waren 60 bis 90 Minuten
nach Infektion mit B. pseudomallei durch aktivierte Caspase-7-Molekiile
gekennzeichnet. Zusatzlich wurden jedoch auch Spaltprodukte von Caspase-9
gefunden. Mit Hilfe spezifischer Inhibitoren konnte bewiesen werden, dass der
B. pseudomallei - induzierten Prozessierung von Caspase-7 die Aktivierung von
sowohl Caspase-1 als auch -9 vorgeschaltet ist. In infizieten Caspase-1/11
knockout Makrophagen waren zu diesem Zeitpunkt dementsprechend keine
Spaltprodukte der Caspasen-9 und -7 erkennbar. Der Knockout von Caspase-7 libte
ebenfalls keinen Einfluss auf die Aktivierung der Caspasen-1 und -9 nach Infektion

mit B. pseudomallei aus. Die Aktivierung von Caspase-9 als Auswirkung bakterieller
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Infektionen ist anhand der bestehenden Literatur fur die betroffenen Zellen zumeist
nur mit apoptotischen Prozessen verknipft. So zieht die Infektion humaner
monozytarer U937-Zellen mit P. aeruginosa apoptotisches Zellsterben durch
Aktivierung des mitochondrialen Signalweges nach sich (Chai et al., 2008). Der
durch H. pylori - induzierte apoptotische Zelltod in Magenkarzinomzellen wird
ebenfalls durch die Caspasen-9 und -3 vermittelt (Zhang et al., 2007). Als weiterer
Ausléser fir die Aktivierung apoptotischer Caspasen wurde die Antibiotika-
vermittelte Bakteriolyse gramnegativer Bakterien wie S. typhimurium und S. flexneri
beschrieben (Tattoli et al., 2008). Eine Apoptose-unabhangige Aktivierung von
Caspase-9 konnte bisher nur fur die Infektion von THP-1 Monozyten mit dem
apathogenen E. coli - Stamm K12 gezeigt werden (Albee et al., 2007). Studien mit
der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 haben ergeben, dass die Nirc4-abhangige
Aktivierung von Caspase-1 infolge der Wirkung DNA-schadigender Agenzien zu
einer Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und somit zur Freisetzung von
Cytochrom c fihrt (Thalappilly et al., 2006). Die Prozessierung von Caspase-1 kann
demzufolge neben ihren inflammatorischen Funktionen auch mit der Aktivierung
klassischer apoptotischer Signalwege einhergehen.

Neben der Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 kommt es in B. pseudomallei -
infizierten C57BL/6 Makrophagen auch zur Spaltung des DNA-Reparaturenzyms
PARP (= poly [ADP-ribose] polymerase). Im Zusammenhang mit apoptotischen
Prozessen stellt die Inaktivierung von PARP ein wesentliches Merkmal dar (Tewari
et al., 1995). Darlber hinaus konnte jedoch kurzlich auch eine Inflammasom-
abhangige Prozessierung von PARP dokumentiert werden, welche durch
Caspase-7 vermittelt wird und sowohl an der Induktion von Pyroptose als auch der
Expression NFkB-regulierter Zielgene beteiligt ist (Erener et al., 2012; Malireddi et
al., 2010).

Als verantwortlicher Sensor fur die B. pseudomallei - induzierte Aktivierung von
Caspase-1 wurde in dieser Arbeit der NOD-like Rezeptor Nirc4 identifiziert. Nirc4 ist
im Rahmen einer B. pseudomallei - Infektion fur die Auslésung von Pyroptose sowie
wahrend der Frihphase fur die Sekretion von IL-1p erforderlich (Ceballos-Olvera et
al., 2011). Dem Nirp3-Inflammasom konnte jedoch auch eine bedeutende Rolle fir
die Produktion und Regulation der Cytokine IL-18 und IL-18 bei muriner Melioidose
zugeschrieben werden (Ceballos-Olvera et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass acht
Stunden post infectionem sowohl in Nirc4 als auch NIrp3 knockout Makrophagen
Spaltprodukte von Caspase-1 nachweisbar sind. Die vorliegenden Ergebnisse

dieser Arbeit deuten allerdings daraufhin, dass die friihe Aktivierung von Caspase-1
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ausschlief3lich durch das Nirc4-Inflammasom induziert wird. Da der Knockout von
NiIrc4 nach Infektion mit B. pseudomallei mit einer erhdhten Keimlast in inneren
Organen sowie einer verstarkten Freisetzung von IL-1p und IL-18 verbunden ist
(Ceballos-Olvera et al., 2011), kann dem Nirc4-Inflammasom eine zentrale Rolle bei

der Bekdmpfung muriner Melioidose zugewiesen werden.

4.1.2 Caspase-1 - Defizienz bei muriner Melioidose

Die Aktivierung von Caspase-1 zieht im Zusammenhang mit bakteriellen
intrazellularen Erregern haufig Pyroptose als Form des programmierten Zelltodes
nach sich. Im Fall von S. flexneri und S. typhimurium konnten die T3SS-assoziierten
Invasine IpaB und SipB als verantwortliche Aktivatoren identifiziert werden (Chen et
al., 1996; Hersh et al., 1999). Der pyroptotische Zelltod von THP-1 Monozyten nach
Infektion mit B. pseudomallei wird ebenfalls durch Caspase-1 vermittelt und ist von
der Funktionalitat des Bsa Typ-IllI-Sekretionsapparates abhangig (Sun et al., 2005).
Caspase-1 - defiziente Makrophagen erweisen sich dementsprechend zu friihen
Zeitpunkten als sehr widerstandsfahig gegenuber einer B. pseudomallei - Infektion
(Breitbach et al., 2009; Sun et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Konzentration des Enzyms Lactat-Dehydogenase (LDH) in Kulturiberstanden
infizierter Zellen als Maf} fir die Zellschadigung herangezogen. Auch hier zeigte
sich, dass Caspase-1/11 knockout Makrophagen bis zu sechs Stunden post
infectionem durch eine signifikant verminderte LDH-Freisetzung gekennzeichnet
sind. Gleichzeitig wurde jedoch mit zunehmender Inkubationsdauer eine verstarkte
Aktivierung der apoptotischen Caspasen-8, -9, -3 und -7 sowie Phosphorylierung
der MAP-Kinasen p38 und JNK deutlich. Eine erhdhte Aktivitdt von Caspase-3 in
Caspase-1/11 knockout Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei ist in der
Literatur bereits beschrieben worden (Breitbach et al., 2009). Nach Infektion
primarer Makrophagen mit S. flexneri wurde ebenfalls ein Caspase-1-unabhéangiger
Zelltod dokumentiert, der verzogert auftritt und durch cytosolisches Lipid A vermittelt
wird (Suzuki et al., 2005). Hinsichtlich des Erregers F. tularensis konnte gezeigt
werden, dass die Infektion Caspase-1 - defizienter Makrophagen zu einer
Aktivierung von Caspase-8 uber das AIM2/ASC-Inflammasom fihrt (Pierini et al.,
2012). Unter Mitwirkung der Caspasen-9 und -3 wird in diesem Fall schlieRlich
Apoptose ausgelost. B. pseudomallei - infiziete Caspase-1/11 knockout
Makrophagen weisen nach Ablauf von 24 Stunden starke Zellschaden auf. Die
Vielzahl aktivierter Caspasen sowie der Stresskinasen p38 und JNK deutet somit

auf die Induktion apoptotischer Signalwege hin.
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Dem pyroptotischen Zelltod konnte als Effektorfunktion des angeborenen
Immunsystems eine wesentliche Bedeutung im Hinblick auf bakterielle Infektionen
nachgewiesen werden. So wurde beschrieben, dass die Lyse von Makrophagen
nach Infektion mit S. typhimurium eine effiziente Beseitigung der Bakterien durch
neutrophile Granulozyten erlaubt (Miao et al., 2010). Da in Caspase-1/11 knockout
Makrophagen erhohte intrazellulare Keimzahlen von B. pseudomallei zu
verzeichnen sind, wird den Bakterien durch die Auslésung von Pyroptose
gleichzeitig ihr Habitat zur Vermehrung entzogen (Breitbach et al., 2009). Eine
verminderte Pyroptose wie sie beispielsweise bei Nlrc4 knockout Mausen nach
Infektion mit B. pseudomallei auftritt, ist wiederum mit einer erhéhten bakteriellen
Verbreitung und Mortalitdt verbunden (Ceballos-Olvera et al., 2011). Da bei
niedrigen Infektionsdosen nachweislich keine Pyroptose stattfindet, deutet die
Erh6éhung intrazellularer Keimzahlen in Caspase-1/11 knockout Makrophagen, wie
bereits in vorausgehenden Arbeiten dieser Arbeitsgruppe erwahnt, auf bisher
unbekannte Caspase-1-vermittelte Effektorfunktionen zur Kontrolle der bakteriellen
Replikation hin (Breitbach et al., 2009).

Die fehlende Prozessierung von Interleukin-18 (IL-18) bei Caspase-1 - Defizienz
geht daruber hinaus mit einer verminderten Freisetzung von Interferon-y (IFN-y)
durch Typ1-T-Helferzellen einher (Breitbach et al., 2009). In der Vergangenheit
wurde bereits mehrfach gezeigt, dass durch Depletion von IFN-y bei muriner
Melioidose die Uberlebensrate infizierter Tiere deutlich vermindert wird (Breitbach et
al.,, 2006; Santanirand et al., 1999). IFN-y uUbt einen positiven Effekt auf die
bakterizide Aktivitat verschiedener Zelltypen gegentber B. pseudomallei aus und
tragt somit zur Reduktion intrazellularer Keimzahlen bei (Bast et al., 2011; Breitbach
et al., 2006). Ahnlich wie die Depletion von IFN-y hangt der Knockout von IL-18
ebenfalls mit erhéhten Keimzahlen in Lunge, Leber und Milz B. pseudomallei -
infizierter Mause zusammen (Wiersinga et al., 2007b). Die letale Wirkung der
Infektion bei IL-18 - Defizienz kann allerdings durch Substitution von IFN-y nahezu
aufgehoben werden (Ceballos-Olvera et al., 2011). In dieser Arbeit durchgefihrte
Genexpressionanalysen demonstrieren ferner eine erhdhte Transkription
proinflammatorischer Cytokine wie Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) in Caspase-1/11 knockout Makrophagen nach Infektion mit
B. pseudomallei. Auf Proteinebene ist dieser Anstieg zwdlf Stunden post
infectionem jedoch nur fir TNF-a erkennbar. Die zunehmende Phosphorylierung
Stress-induzierter MAP-Kinasen in Caspase-1/11 - defizienten Makrophagen kénnte

durch die Aktivierung zahlreicher Transkriptionsfaktoren als Ursache fir die
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Produktion proinflammatorischer Cytokine angesehen werden (Obata et al., 2000).
Fir Sepsis-Patienten im Allgemeinen wurde bereits mehrfach dokumentiert, dass
hohe Konzentrationen von IL-6 und TNF-a im Kreislauf mit einem schweren Verlauf
sowie einer hohen Mortalitatsrate korrelieren (Calandra et al., 1991; Hack et al.,
1989; Pinsky et al., 1993). Bei septikdmischer Melioidose ist der Anstieg von TNF-q,
IL-6 und IL-8 gleichfalls mit einer schlechten Prognose assoziiert (Friedland et al.,
1992; Simpson et al., 2000; Suputtamongkol et al., 1992). Vergleichende Analysen
der B. pseudomallei - induzierten Cytokinproduktion zwischen den beiden
Mausstammen BALB/c und C57BL/6 lie3en eine hohere Genexpression von TNF-a,
IL-13 und IL-6 bei BALB/c Mausen erkennen (Ulett et al., 2000). Da BALB/c Mause
nach Infektion mit B. pseudomallei eine schnell fortschreitende Bakteriamie mit
tddlichem Ausgang entwickeln, wogegen sich C57BL/6 Mause bei gleicher
Infektionsdosis als relativ resistent erweisen (Hoppe et al., 1999; Leakey et al,
1998), wird hiermit erneut die Beteiligung zu hoher proinflammatorischer
Cytokinspiegel an der Pathogenese einer akuten Melioidose deutlich. Obwohl der
Knockout von Caspase-1/11 einen gewissen Schutz gegeniber Endotoxin-
vermittelten Entziindungsreaktionen mit sich bringt (Li et al., 1995), so ist er doch
mit einer eingeschrankten bakteriziden Aktivitdt bei Infektionen mit lebenden
Bakterien behaftet (Lara-Tejero et al., 2006; Sansonetti et al., 2000; Tsuji et al.,
2004). Eine frihe Detektion der Erreger durch Caspase-1 ist fir eine adaquate
Entziindungsreaktion und die Freisetzung protektiver Mediatoren erforderlich. In
Abwesenheit von Caspase-1 wird dagegen eine verhaltnismaRig uneingeschrankte
bakterielle ~ Vermehrung  mdglich, was die UbermaRige  Freisetzung
proinflammatorischer Cytokine zur Folge hat und in einer dysregulierten

Immunantwort resultiert.

4.1.3 Die Rolle von Caspase-7 bei muriner Melioidose

Die Aktivierung apoptotischer Caspasen ist bei Sepsis-Patienten fiir die Depletion
diverser Zellpopulationen verantwortlich und tragt somit zu einer verminderten
Immunantwort bei (Hotchkiss et al, 1999). Im Mausmodell konnte durch
Verwendung allgemeiner Caspaseinhibitoren sowohl die Apoptoserate von
Lymphozyten als auch die bakterielle Verbreitung im Kreislauf deutlich vermindert
werden (Hotchkiss et al., 2000). Die spezifische Inhibition von Caspase-7 geht
wiederum mit einer verbesserten bakteriziden Aktivitat von THP-1-Makrophagen

nach Infektion mit dem apathogen E. coli K12 einher (Albee et al., 2007). Bei
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Caspase-7 knockout Mausen wurde zudem eine Resistenz gegenlber
experimenteller LPS-induzierter Sepsis festgestellt (Lamkanfi et al., 2009).

Neben ihrer Beteiligung an klassischen apoptotischen Prozessen konnte der
Effektor-Caspase-7 in zunehmendem Male auch eine Rolle bei der Bekdmpfung
bakterieller Infektionen nachgewiesen werden. So wurde im Zusammenhang mit
L. pneumophila - Infektionen eine protektive Wirkung von Caspase-7 beschrieben
(Akhter et al., 2009). Die Inflammasom-abhangige Aktivierung von Caspase-7 in
murinen Makrophagen ist hierbei mit der Restriktion intrazellularer Keimzahlen
assoziiert. In der vorliegenden Arbeit durchgeflhrte Western Blot-Analysen konnten
erstmalig die Aktivierung von Caspase-7 in murinen Makrophagen nach Infektion
mit einem cytosolischen Erreger zeigen. Invasions- und Replikationsassays lie3en
jedoch keine Unterschiede im Replikationsverhalten von B. pseudomallei zwischen
C57BL/6 Wildtyp und Caspase-7 knockout Makrophagen erkennen. Durch
vergleichende in vivo Analysen konnte ein leichter Anstieg in der Mortalitatsrate bei
Caspase-7 - defizienten Tieren beobachtet werden. Signifikante Unterschiede in der
Bakterienlast innerer Organe sowie der Konzentration proinflammatorischer
Cytokine im Serum waren jedoch nicht feststellbar. Der Knockout von Caspase-7 ist
zudem ahnlich wie bei S. typhimurium - infizierten C57BL/6 Makrophagen (Lamkanfi
et al., 2008) angesichts einer Infektion mit B. pseudomallei weder mit einer
Reduktion der pyroptotischen Zelllyse noch einer verminderten Sekretion
Caspase-1-abhangiger Cytokine wie IL-18 verbunden. In Abwesenheit von
Caspase-7 wird vielmehr ein leichter Anstieg der B. pseudomallei - induzierten LDH-
Sekretion deutlich. Infektionsversuche mit dem grampositiven Erreger
L. monocytogenes haben ergeben, dass eine Toxin-gesteuerte Aktivierung von
Caspase-7 dem Schutz der Membranintegritat infizierter Wirtszellen dient (Cassidy
et al., 2012). Da B. pseudomallei ebenfalls Uber cytolytische Exotoxine verflgt
(Haase et al., 1997; Haussler et al., 1998), kdnnte die gesteigerte Permeabilitat bei
Caspase-7 - Defizienz auf den Verlust Toxin-induzierter Reparaturmafinahmen
hindeuten. Insgesamt betrachtet, kann die Caspase-1-abhangige Prozessierung von
Caspase-7 in murinen Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei jedoch nicht
als notwendige Effektorfunktion fir die Eliminierung des Erregers im murinen

Mausmodell angesehen werden.
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nach Infektion mit Burkholderia pseudomallei

4.21 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Makrophagen mit nicht infizierten Kontrollzellen

Durch den Einsatz gelfreier Proteomanalysemethoden sollte im Rahmen dieser
Arbeit ein globaler Einblick in die zellularen Prozesse muriner Makrophagen nach
Infektion mit B. pseudomallei ermdglicht werden. Mit dem ersten Vergleich wurden
Veranderungen in der Proteinexpression infizierter C57BL/6 Makrophagen
gegenuber nicht infizierten Kontrollzellen erfasst. Den hdchsten Anstieg in der
B. pseudomallei - induzierten Expressionsrate zeigte hierbei die MAP2KS3
(= mitogen-activated protein kinase kinase, auch MKK3). Es ist bekannt, dass MKK3
fur die Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 verantwortlich ist (Derijard et al.,
1995; Raingeaud et al., 1996). Die Aktivierung der MAPK p38 wird beispielsweise
durch die Wirkung von Endotoxinen, inflammatorischen Cytokinen oder schadlichen
Umweltreizen induziert (Han et al., 1994; Raingeaud et al., 1995) und zieht unter
anderem die Expression der Cytokine Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) nach sich (Lee et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl die
Phosphorylierung der MAPK p38 als auch die verstarkte Transkription beider
Cytokine in B. pseudomallei - infizierten C57BL/6 Makrophagen nachgewiesen
werden. Durch Infektion mit B. pseudomallei wurde weiterhin eine Hochregulation
fur die Beta-Untereinheit der IkB-Kinase (IKKP) festgestellt. Bei entsprechender
Signalgebung wird durch Aktivierung der IkB-Kinase die Ubiquitinylierung des
NFxB-Inhibitors 1B induziert und somit die Translokation von NFxB in den Zellkern
moglich. Bindungsstellungen fir NFkB konnten zum Beispiel in den
Promoterregionen der IL-6 und IL-1p Leserahmen identifiziert werden (Hiscott et al.,
1993; Libermann & Baltimore, 1990). Quantitative Real-time Analysen dieser Arbeit
zeigen deutlich, dass C57BL/6 Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei
neben erhohter Transkriptmengen von IL-18 und TNF-a auch durch einen massiven
Anstieg der IL-6 - Genexpression gekennzeichnet sind.

Der Transkriptionsfaktor Stat1, welcher im Allgemeinen nach Stimulation mit
Cytokinen der Interferon-Familie aktiviert wird, weist ebenfalls eine leicht erhdhte
Expressionsrate in B. pseudomallei - infizierten Makrophagen auf. Es ist bekannt,
dass Stat1 fur die LPS-vermittelte Expression des chemoattraktiven Proteins IP-10,
des Transkriptionsfaktors IRF-1 und der induzierbaren NO-Synthetase (iNOS) von

Bedeutung ist (Ohmori & Hamilton, 2001). Zudem geht im Zusammenhang mit
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murinen L. monocytogenes - Infektionen die Entfernung von Stat1 aus Zellen der
myeloiden Reihe mit einer erhdhten Mortalitdt und einer verstarkten Freisetzung
proinflammatorischer Cytokine einher (Kernbauer et al., 2012).

Besonders auffallig bei den herunterregulierten Proteinen ist die Vielzahl
monomerer Rab GTPasen, welche fir die Koordination vesikularer Transport- und
Fusionsprozesse verantwortlich sind (Novick & Brennwald, 1993; Novick & Zerial,
1997). Die Beeinflussung phagosomaler Reifungsprozesse spielt fir das Uberleben
intrazellularer Erreger eine zentrale Rolle. Im Fall von M. tuberculosis wird
beispielsweise die Rekrutierung von Rab7 blockiert, was zur Arretierung des
Phagosoms im frihen Rab5-positiven Stadium fuhrt (Via et al., 1997). Bei
S. typhimurium - infizierten Makrophagen ist die Bildung von Phagolysosomen
ebenfalls deutlich eingeschrankt (Buchmeier & Heffron, 1991). Dieser Zustand wird
durch bakterielle Modulation am lysosomalen Reifungsprozess beteiligter GTPasen
erreicht (Smith et al., 2007). Fir L. pneumophila konnte die Rekrutierung von Rab1
durch Effektoren des Dot/lcm TyplV-Sekretionssystems beschrieben werden
(Machner & Isberg, 2006). Mit B. cenocepacia - infizierte RAW264.7 Makrophagen
sind wiederum durch funktionell inaktive Rab7-Moleklle gekennzeichnet (Huynh et
al., 2010). Die verminderte Expression kleiner Rab Proteine in C57BL/6
Makrophagen bereits 90 Minuten nach Infektion mit B. pseudomallei kbnnte somit
als friiher Evasionsmechanismus gedeutet werden.

In die Kategorie der herunterregulierten Proteine konnten aber auch mehrere
antioxidative Enzyme (MsrA, Gpx4, SOD2, Srx1) eingeordnet werden. Glutathion-
Peroxidasen (Gpx) werden beispielsweise fir die Detoxifikation von Lipidperoxiden
bendtigt, wogegen Sulfiredoxine (Srx) als Reparaturenzyme fir Peroxiredoxine
dienen. Eine verminderte Expression solcher Enzyme zieht eine verstarkte
Ansammlung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = reactive oxygen species) nach
sich. Oxidativer Stress kann fiir die Induktion von Autophagie verantwortlich sein
(Chen et al., 2008; Scherz-Shouval et al., 2007). Verschiedene Infektionsmodelle
haben zudem ergeben, dass die Deletion von Autophagie-Genen zu einer erhdhten
Empfanglichkeit gegeniber L. monocytogenes und S. typhimurium fuhrt (Jia et al.,
2009; Zhao et al., 2008). Die Aktivierung von Autophagie im Zuammenhang mit
B. pseudomallei - Infektionen konnte ebenfalls beschrieben werden (Cullinane et al.,
2008). Durch das Bsa Typlll-Sekretionssystem und dessen Effektor BopA ist
B. pseudomallei jedoch in der Lage, dem Autophagosom zu entkommen (Gong et
al., 2011). Hinsichtlich der Methionin-Sulfoxid-Reduktase A (MsrA) ist aulRerdem

eine Verbindung zum redoxsensitiven Transkriptionsfaktor Nrf2 bekannt (Kim et al.,
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2012). So wird bei einer Absenkung der MsrA Expression die Transkription der
Hamoxygenase-1 (HO-1) durch Nrf2 induziert. Beim Abbau von H&dm durch HO-1
wird Kohlenstoffmonoxid (CO) generiert, welches angesichts LPS-induzierter
Entzindungsvorgange protektive antiinflammatorische Eigenschaften besitzt (Morse
et al., 2003; Otterbein et al., 2000). Ein Knockout von HO-1 ist bei polymikrobiellen
Infektionsmodellen mit einer gesteigerten Mortalitat verbunden (Chung et al., 2008).
Folglich wird in murinen Makrophagen sowohl durch Stimulation mit CO als auch
durch Uberexpression von HO-1 eine erhdhte bakterizide Aktivitat gegeniiber
gramnegativen Darmbakterien ausgeldst (Onyiah et al., 2013). Welche Rolle der

HO-1 bei muriner Melioidose zukommt, wird gegenwartig untersucht.

4.2.2 Vergleichende Proteomanalyse B. pseudomallei - infizierter
C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11 knockout Makrophagen

Mit dem Vergleich B. pseudomallei - infizierter C57BL/6 Wildtyp und Caspase-1/11
knockout Makrophagen sollten die physiologischen Auswirkungen bei Verlust
Caspase-1-abhangiger Effektorfunktionen ndher untersucht werden. Trotz des sehr
frihen Zeitpunktes von 90 Minuten post infectionem konnten bereits deutliche
Unterschiede zwischen beiden Zelltypen festgestellt werden. Besonders auffallig in
Caspase-1/11  knockout = Makrophagen ist die verstarkte  Expression
proapoptotischer Marker. Mit einem 18-fachen Anstieg in der Expressionsrate steht
das der BclL-2-Familie zugehdrige Regulatorprotein Bak (= BcL-2 homologous
antagonist killer) an erster Stelle. Durch Bak wird die Offnung mitochondrialer
Membrankanale und die Freisetzung von Cytochrom c induziert, was letztlich in der
Auslésung apoptotischer Prozesse resultiert (Chittenden et al., 1995; Narita et al.,
1998). Die starke Prozessierung von Caspase-9 in Caspase-1/11 knockout
Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei deutet ebenfalls auf die
Beteiligung mitochondrialer Signalwege hin. Ein weiterer Kandidat ist das ER-
assoziierte Protein Reticulon-3 (RTN3), welches die Aktivierung apoptotischer
Prozesse bei einer verstarkten Ansammlung fehlgefalteter Proteine durch Depletion
ER-eigener Calcium-Besténde induziert (Kuang et al., 2005; Qu et al., 2002).
Darlber hinaus konnte RTN3 jedoch auch mit der Rekrutierung des
Adaptermolekils FADD und der nachfolgenden Aktivierung von Caspase-8 in
Verbindung gebracht werden (Xiang et al., 2006). Die Aktivierung von Caspase-8 in
B. pseudomallei - infizierten Caspase-1/11 knockout Makrophagen konnte in der
vorliegenden Arbeit bereits drei Stunden post infectionem nachgewiesen werden.

Ebenfalls am ER lokalisiert ist das integrale Membranprotein Bap31 (auch
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BCAP31), welches nach Spaltung durch Caspase-8 die Freisetzung von Calcium
bewirkt (Breckenridge et al., 2003; Chandra et al., 2004). Dies wiederum zieht die
Permeabilisierung der aufleren Mitochondrienmembran und die Freisetzung von
Cytochrom ¢ nach sich. Durch Integration ER-vermittelter Signaltransduktionswege
wird somit ein Zusammenspiel extrinsischer und intrinsischer Apoptosewege
ermoglicht.

Ein weiterer Hinweis fir die Induktion von Apoptose in Caspase-1/11 knockout
Makrophagen nach Infektion mit B. pseudomallei ist die verminderte Expression von
DNA-Reparaturenzymen wie der AP-Endonuklease APEX1 oder an der Erhaltung
des Cytoskeletts beteiligter Proteine wie Dynactin 3 (DCTN3) und WIPF1 (=
WAS/WASL-interacting protein family member 1). WIPF1 wird flr den Aufbau von
Aktinfilamenten gebraucht (Ramesh et al., 1997), wogegen Dynactin 3 als Teil des
Dynein-Aktivator-Komplexes fiir die Organisation vesikuldrer Transportvorgange
entlang von Mikrotubuli verantwortlich ist (Gill et al., 1991). In der Literatur ist
beschrieben, dass die grofite Untereinheit des Dynactin-Komplexes (DAP-150) bei
Apoptose gespalten wird (Lane et al, 2001). Die Auflésung cytoskelettaler
Strukturen stellt somit ein wesentliches Merkmal des apoptotischen Zelltodes dar.
Gleichzeitig erfolgt jedoch auch ein Abbau der chromosomalen DNA. Die
lysosomale DNase I, welche in B. pseudomallei - infizierten Caspase-1/11 knockout
Makrophagen verstarkt exprimiert wird, ist an dem Verdau apoptotischer Vesikel
beteiligt (Mcllroy et al., 2000).

Zu den hochregulierten Proteinen in Caspase-1/11 knockout Makrophagen gehdren
auch die Serin/Threonin-Kinase PKN1 (= protein kinase N1) sowie
Mustererkennungsrezeptoren wie der Scavenger Rezeptor CD36 und der Mannose-
Rezeptor MRC1. Es ist bekannt, dass PKN1 nach apoptotischer Signalgebung
durch Caspase-3 gespalten und somit dauerhaft aktiviert wird (Takahashi et al.,
1998). Des Weiteren wurde PKN1 mit der Aktivierung des p38 MAPK-Signalweges
in Verbindung gebracht (Takahashi et al., 2003). Dem Klasse B Scavenger
Rezeptor CD36 konnte ebenfalls die Aktivierung der Stress-induzierten MAP-
Kinasen p38 und JNK nachgewiesen werden. (Jimenez et al., 2000; Jimenez et al.,
2001). Daruber hinaus wird durch CD36 die Phagozytose bakterieller Erreger sowie
die Freisetzung proinflammatorischer Cytokine wie IL-6 und TNF-a verstarkt
(Baranova et al., 2008). Ein deutlicher Anstieg in der Genexpression dieser beiden
Cytokine konnte auch in Caspase-1/11 knockout Makrophagen zwoélf Stunden nach
Infektion mit B. pseudomallei verzeichnet werden. Auf Proteinebene waren zu

diesem Zeitpunkt bereits signifikant h6here Konzentrationen von TNF-a feststellbar.
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Anhand der Proteomanalyse wurde zudem eine Hochregulation des MIF -
Rezeptors CD74 (MIF = macrophage migration inhibitory factor) sowie des Calcium-
bindenden Proteins Mrp14 (= migration inhibitory factor-related protein 14, auch
S100A9) deutlich. MIF kann vielfaltige biologische Funktionen Ubernehmen und
sowohl die Migration von Monozyten inhibieren als auch die Sekretion von TNF-a
induzieren (Bernhagen et al., 1994). Aufgrund seiner Fahigkeit antiinflammatorische
Effekte von Glucokortikoiden aufzuheben (Calandra et al, 1995), sind
neutralisierende Antikorper gegen MIF mit einer protektiven Wirkung gegenuber
LPS-induzierter Mortalitdt oder grampositiven Exotoxinen behaftet (Bernhagen et
al., 1993; Calandra et al., 1998). In murinen Sepsisstudien geht die Deletion von
MIF mit einer  erhdOhten Resistenz und signifikant niedrigeren
Plasmakonzentrationen von TNF-a einher (Bozza et al., 1999). Bei Melioidose-
Patienten sowie bei gramnegativer Sepsis im Allgmeinen sind hohe
Konzentrationen dieses Cytokins haufig mit einem tédlichen Krankheitsverlauf
assoziiert (Bozza et al., 2004; Emonts et al., 2007; Wiersinga et al., 2010). Das
cytoplasmatische Protein Mrp14, welches als Komplex mit Mrp8 sezerniert wird, ist
durch die Bindung an Toll-like Rezeptor 4 an der Intensivierung Endotoxin-
vermittelter Entzindungsreaktionen beteiligt (Vogl et al., 2007). Erhohte
Plasmakonzentrationen von Mrp8/14 konnten sowohl nach intravendéser LPS-
Injektion als auch bei Patienten mit schwerer Sepsis dokumentiert werden (van
Zoelen et al., 2009). Zusammengefasst lassen diese Daten erkennen, dass
Caspase-1/11 knockout Makrophagen neben der Vielzahl apoptotischer Signalwege
zusatzlich durch eine gesteigerte Produktion proinflammatorischer Cytokine
gekennzeichnet sind. Die massive Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
kombiniert mit vermehrtem Zellsterben kénnten den dramatischen Krankheitsverlauf

von Caspase-1/11 knockout Mausen nach Infektion mit B. pseudomallei erklaren.
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4.3 Die Aktivierung des Inflammasoms durch Burkholderia

pseudomallei

4.3.1 Die Aktivierung von Caspase-1 durch Komponenten des
Bsa Typ-lll-Sekretionssystems

Da die Aktivierung von Caspase-1 bei der Bekdmpfung einer B. pseudomallei -
Infektion von entscheidender Bedeutung ist, stellt sich die Frage, durch welche
bakteriellen Komponenten der Inflammasom-Aufbau stimuliert wird. Bisherige
Studien haben gezeigt, dass cytosolisches Flagellin fir die Assemblierung des
NIrc4-Inflammasoms in murinen Makrophagen nach Kontakt mit Erregern wie
S. typhimurium, L. pneumophila oder P. aeruginosa verantwortlich ist (Franchi et al.,
2006; Miao et al., 2006; Miao et al., 2008; Molofsky et al., 2006). In dieser Arbeit
durchgefihrte Western Blot-Analysen mit einer Flagellin-Transposonmutante des
B. pseudomallei - Stammes E8 zeigen jedoch keine vollstdndige Aufhebung,
sondern nur eine Abnahme der Caspase-1 - Aktivierung. Zudem konnten weder
hinsichtlich der intrazellularen Keimlast noch der LDH- und IL-1p-Sekretion
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp- und AFliC-infizierten C57BL/6
Makrophagen festgestellt werden. Das Flagellin fiir die intrazellulare Replikation von
B. pseudomallei keine Rolle spielt, ist bereits im Zusammenhang mit der murinen
Makrophagenzelllinie RAW264.7, der humanen Lungenepithelzelllinie A549 sowie
humanen Makrophagen demonstriert worden (Chua et al., 2003; Chuaygud et al.,
2008; Wikraiphat et al., 2009). An der Detektion von B. pseudomallei durch das
Inflammasom missen neben Flagellin also noch andere bakterielle Faktoren
beteiligt sein. Eine Flagellin-unabhangige Aktivierung von Caspase-1 in murinen
Makrophagen, welche durch den NOD-like Rezeptor Nirc4 und das Adapterprotein
ASC vermittelt wird, konnte in Verbindung mit S. flexneri beschrieben werden
(Suzuki et al., 2007). In Abschnitt 3.1.4 dieser Arbeit wurde dem Sensorprotein
Nirc4 eine zentrale Rolle bei der B. pseudomallei - induzierten Aktivierung von
Caspase-1 in primaren C57BL/6 Makrophagen zugewiesen. Nirc4 ist fur die
Erkennung stédbchenférmiger Strukturkomponenten, auch als ‘inner rod proteins’
bezeichnet, von bakteriellen Typ-llI-Sekretionssystemen (T3SS) zustéandig (Miao et
al., 2010). So wird durch Transfektion des SPI-1 Proteins Prgd von S. typhimurium
in C57BL/6 Makrophagen die Nirc4-abhangige Aktivierung von Caspase-1 induziert.
Prgd-homologe Proteine wie beispielsweise Mxil (S. flexneri) oder BsaK
(B. pseudomallei) uben in der genannten Studie den gleichen Effekt aus. Die

Bedeutung von BsaK fiir die Aktivierung von Caspase-1 konnte in der vorliegenden
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Arbeit durch Herstellung einer BsaK-Deletionsmutante bestatigt werden, da
C57BL/6 Makrophagen im Western Blot bis zu sechs Stunden nach Infektion mit der
Mutante keine Spaltprodukte von Caspase-1 aufweisen. Neben einer verminderten
Freisetzung von LDH und IL-1p ist damit auch ein Anstieg der intrazellularen
Keimzahl verbunden. Die gesteigerte Genexpression von IL-6 in ABsaK-infizierten
Makrophagen lasst sich wiederum durch die erhohte Keimlast erklaren. In
bisherigen Arbeiten ist die Funktion von ‘inner rod proteins’ zumeist nur mittels
rekombinant hergestellten Proteinen untersucht worden (Miao et al., 2010; Zhao et
al., 2011). Selbst die bei Miao et al. gezeigte PrgJ-Mutante wurde lediglich auf die
Anwesenheit von IL-1f in Kulturiiberstanden infizierter C57BL/6 Makrophagen
getestet. Das erhohte Replikationsvermogen der BsaK-Mutante unterstreicht jedoch
die Bedeutung Caspase-1-vermittelter Effektorfunktionen bei der Abwehr
intrazellularer Erreger.

In seiner Funktion als potentieller Aktivator fir Caspase-1 wurde ferner der Bsa
T3SS-Effektor BopE getestet. BopE besitzt ahnlich wie der SPI-1 Effektor SopE von
S. typhimurium die Fahigkeit eines Guaninnukleotid-Austauschfaktors (GEF =
guanine nucleotide exchange factor) gegeniber den Rho-GTPasen Rac1 und
Cdc42 (Stevens et al., 2003). Verschiedene in vivo Experimente haben ergeben,
dass die SopE-vermittelte Prozessierung von Caspase-1 mit der Induktion akuter
Entziindungsprozesse im Darm infizierter C57BL/6 Mause zusammenhangt (Muller
et al., 2009). Gleichzeitig konnte mittels Uberexpressionsstudien in HEK-293 Zellen
die Notwendigkeit funktioneller Rho-GTPasen fur die Aktivierung von Caspase-1
demonstriert werden. Da in der Epithelzelllinie HEK-293 jedoch weder NOD-like
Rezeptoren noch funktionelle Caspase-1 Proformen exprimiert werden, sind
Aktivierungsstudien ohne Inflammasomgerist jedoch als hdchst artifiziell zu
betrachten. Die Transfektion der murinen Caspase-1 in Verbindung mit BopE geht
in dieser Arbeit ebenfalls mit einer sichtbaren Prozessierung der Caspasen-1 und -7
einher. Durch Mutagenese der GEF-Doméane von BopE wurde zudem die
Bedeutung der GEF-Aktivitat fur die BopE-induzierte Spaltung beider Caspasen in
diesem System deutlich. Dennoch konnte in C57BL/6 Makrophagen nach Infektion
mit einer B. pseudomallei BopE-Deletionsmutante keine Reduktion bei der
Aktivierung von Caspase-1 sowie der Sekretion von LDH und IL-18 beobachtet
werden. Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass BopE prinzipiell zur Aktivierung
von Caspase-1 fahig ist, fur die B. pseudomallei - induzierte Prozessierung in
professionellen Phagozyten jedoch entweder keine oder nur eine untergeordnete

Rolle spielt.
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An der Erkennung bakterieller Strukuren sind auch die beiden NLR-Proteine Naip5
und Naip2 beteiligt. So wurde gezeigt, dass erst durch die Mitwirkung dieser
Rezeptoren die Spezifitdt des Nirc4 Inflammasoms flr bestimmte Liganden
vermittelt wird (Kofoed & Vance 2011; Zhao et al., 2011). Dem Flagellin-Sensor
Naip5 konnte eine wesentliche Funktion bei der Restriktion von L. pneumophila
nachgewiesen werden (Diez et al., 2003; Wright et al., 2003). Sowohl auf mRNA als
auch Proteinebene durchgefiihrte Expressionsanalysen haben ergeben, dass
L. pneumophila - resistente C57BL/6 gegenliber den besonders anfalligen A/J
Makrophagen durch eine erhéhte Synthese von Naip5 gekennzeichnet sind (Diez et
al., 2000; Wright et al., 2003). Quantitative Real-time PCR Analysen dieser Arbeit
lieRen keine verstarkte Transkription von Naip5 in C57BL/6 Makrophagen nach
Infektion mit B. pseudomallei erkennen. Demgegeniuber konnte fir die Sensoren
Naip2 und Nirc4 24 Stunden post infectionem ein vierfacher Anstieg in der
Genexpression festgestellt werden. Obwohl diese Daten keinerlei Auskunft tber die
tatsachlichen Proteinmengen im Cytoplasma geben, deutet die verstarkte
Transkriptionsrate beider Rezeptoren doch auf eine grolere Bedeutung des BsakK-
Sensors Naip2 fir die Erkennung von B. pseudomallei durch das angeborene

Immunsystem hin.

4.3.2 Die Bedeutung von BsaK, BopE und FIiC fir die Virulenz im

Mausmodell

Bakterielle Typ-lll-Sekretionssysteme (T3SS) ermdglichen durch den Transfer
verschiedener Virulenzfaktoren eine direkte Interaktion mit der Wirtszellphysiologie
und sind somit mafigeblich an der Pathogenitat gramnegativer Erreger beteiligt. Mit
Hilfe der T3SS-assoziierten Protein-Tyrosinphosphatase YopH wird beispeisweise
die Phagozytose von Y. pseudotuberculosis unterbunden (Andersson et al., 1996).
Die systemische Verbreitung von S. typhimurium im Mausmodell ist von der
Funktionalitat des SPI-2 T3SS abhangig (Hensel et al., 1995; Shea et al., 1996).
T3SS-Mutanten von B. cepacia und B. mallei sind ebenfalls durch ein vermindertes
Virulenzvermdgen charakterisiert (Tomich et al., 2003; Ulrich & DeShazer, 2004).
Dem Bsa T3SS konnte eine wesentliche Rolle fur die Pathogenitdt von
B. pseudomallei bei syrischen Hamstern zugeschrieben werden. (Warawa & Woods
2005). In BALB/c Méausen geht insbesondere der Verlust struktureller Bestandteile
wie BipD oder BipB mit einer deutlichen Attenuierung einher (Stevens et al., 2004;

Suparak et al., 2005). Durch Mutagenese des Bsa T3SS wird ferner die Freisetzung

121



Diskussion

122

sogenannter ‘neutrophil extracellular traps’ (NETs) und folglich auch die bakterielle
Eliminierung durch neutrophile Granulozyten verstarkt (Riyapa et al., 2012). In der
vorliegenden Arbeit durchgeflihrte in vivo Studien zeigen, dass durch Deletion des
‘inner rod proteins’ BsaK die Mortalitdtsrate B. pseudomallei - infizierter BALB/c
Mause signifikant herabgesetzt wird. Im Vergleich zum Wildtyp ist zudem eine
Reduktion bei der systemischen Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
feststellbar. Als mdgliche Ursache fir die verminderte Virulenz der BsaK-Mutante
kénnte die fehlende Sekretion von Translokator- und Effektorproteinen angesehen
werden. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass der Transport von T3SS-
Effektoren erst nach dem Zusammenbau und der erfolgreichen Verankerung des
Nadelkomplexes initiiert wird. Durch die Interaktion von ‘inner rod proteins’ mit
Komponenten des Basalkdrpers (sogenannte ‘gatekeeper’) wird hierbei der
Verschluss des Transportkanals gewahrleistet (Cherradi et al., 2013; Marlovits et
al., 2006; Sal-Man et al., 2012).

Die Bedeutung von Flagellin fur die Virulenz von B. pseudomallei im Tiermodell wird
gegenwartig kontrovers diskutiert. So wurde keine signifikante Verringerung in der
Mortalitdt von syrischen Hamstern oder Ratten mit experimentell induziertem
Diabetes nach Infektion mit einer Flagellin-Mutante festgestellt (DeShazer et al.,
1997). In BALB/c Mausen konnte dagegen eine deutliche Attenuierung von FliC-
deletiertem B. pseudomallei demonstriert werden (Chua et al., 2003). Mit C57BL/6
M&usen durchgefihrte Mortalitadtsstudien der vorliegenden Arbeit sowie die im
vorherigen Kapitel diskutierten in vitro Daten lassen jedoch keinen Einfluss von
Flagellin auf das Virulenzvermdgen von B. pseudomallei erkennen.

Die Eliminierung des BopE-Leserahmens hat im Gegensatz zu BsaK keine
Veranderungen in der Pathogenitat des B. pseudomallei - Stammes E8 zur Folge.
Diese Ergebnisse kénnen bereits vorhandene Mortalitdtsstudien mit dem Stamm
576 bestatigen (Stevens et al., 2004). Dariber hinaus sind durch die Infektion
muriner Makrophagen keine Unterschiede in der intrazelluldren Replikation und
Cytotoxizitat oder der Induktion proinflammatorischer Cytokine zwischen Wildtyp
und Mutante erkennbar. Aus der Literatur geht hervor, dass BopE bei der Invasion
nicht phagozytierender Zellen von Bedeutung ist (Stevens et al., 2003). Der
beschriebene Effekt ist allerdings sehr gering und der gewahlte Zeitpunkt von sechs
Stunden post infectionem kann kaum als Reflektion der bakteriellen Invasion
angesehen werden. Die Frage, welche Rolle dem Bsa T3SS-Effektor BopE in der
B. pseudomallei - infizierten Wirtszelle zukommt, ist somit nach wie vor ungeklart

und bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.4 Charakterisierung Caspase-1-vermittelter Effektorfunktionen
in murinen Makrophagen nach Infektion mit Burkholderia
pseudomallei und Burkholderia thailandensis

Dem angeborenen Immunsystem konnte bereits mehrfach eine wesentliche Rolle
bei der Bekampfung einer B. pseudomallei - Infektion zugewiesen werden.
Beispielsweise  wird durch  Depletion professioneller Phagozyten die
Uberlebensfahigkeit B. pseudomallei - infizierter Tiere massiv eingeschrankt
(Breitbach et al., 2006; Easton et al., 2007). Fur Vertreter der Spezies Burkholderia
thailandensis sind nahezu keine Erkrankungen bei Mensch und Tier bekannt (Brett
et al.,, 1997; Wuthiekanun et al., 1996), dennoch konnte fir das Bakterium die
Replikation in verschiedensten Zelltypen nachgewiesen werden (Harley et al.,
1998a). Vergleichende Studien mit der Lungenepithelzelllinie A549 zeigen trotz
anfanglich reduziertem Invasionsvermdgen keine Unterschiede in der mittleren
Verdopplungszeit  zwischen B. pseudomallei  und B. thailandensis
(Kespichayawattana et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit dargestellte
Antibiotikaprotektionsassays lassen einen ahnlichen Effekt in murinen Makrophagen
nach Infektion mit dem B. thailandensis - Stamm E264 erkennen. Eine verminderte
Transkription der Cytokine IL-13 und IL-6 ist nur wahrend der Frihphase der
Infektion zu beobachten und konnte auf dem kurzzeitigen Keimzahlunterschied
beider Spezies beruhen. Zwolf Stunden post infectionem konnten weder fiir IL-6
noch TNF-a unterschiedliche Proteinkonzentrationen zwischen B. pseudomallei -
und B. thailandensis - infizierten Makrophagen detektiert werden. Die Induktion
einer B. pseudomallei - dquivalenten Cytokinantwort durch B. thailandensis E264 ist
in der Literatur bereits im Zusammenhang mit verschiedenen murinen Zelllinien
pulmonalen Ursprungs gezeigt worden (Wiersinga et al. 2008). Dartber hinaus wird
durch die Infektion von PBMCs (= peripherial blood mononuclear cells) mit
B. pseudomallei oder B. thailandensis eine vergleichbare Sekretion von IL-1p
ausgeldst (Pongcharoen et al.,, 2008). Der in dieser Arbeit zwischen beiden
Burkholderia Spezies vorhandene Unterschied in den IL-1p - Konzentrationen lasst
sich durch die verminderte Aktivierung von Caspase-1 in B. thailandensis -
infizierten Makrophagen erklaren. Eine sichtbare Prozessierung der Caspasen-1, -9
und -7 durch B. thailandensis wird in C57BL/6 Makrophagen erst bei
verhaltnismaRig hohen Infektionsdosen erreicht. Die Caspase-1-vermittelte
Diskriminierung zwischen pathogenen und apathogenen Bakterien tragt

beispielsweise zur Aufrechterhaltung der Darmintegritat bei (Franchi et al., 2012a).
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So wird in intestinalen Makrophagen die Nirc4-abhangige Sekretion von IL-18 nur
durch  pathogene Bakterien mit funktionellen Typ-lll- oder Typ-IV-
Sekretionssystemen, jedoch nicht durch Liganden extrazellularer Toll-like
Rezeptoren induziert.

Im Vergleich zu B. pseudomallei - infizierten Makrophagen fallt auf’erdem die
Freisetzung von LDH wesentlich geringer aus. Die Tatsache, dass B. thailandensis
geringere cytotoxische Eigenschaften als B. pseudomallei aufweist, ist in der
Vergangenheit schon mehrfach beschrieben worden (Kespichayawattana et al.,
2000; Wand et al., 2011) und koénnte ebenfalls auf der minimalen Aktivitat von
Caspase-1 beruhen. Der Verlust cytosolischer Bestandteile beim pyroptotischen
Zelltod zieht starke Entzindungsreaktionen nach sich und kann somit die
Zerstérung umliegender Gewebe zur Folge haben. Durch Transkriptomanalysen
von BALB/c Mausen konnte eine erhdhte Expression von Proteinen der Akuten
Phase wie bespielsweise Serum Amyloid A (SAA) in der Leber B. pseudomallei -
infizierter Tiere nachgewiesen werden (Chin et al., 2010). Akute-Phase-Proteine
besitzen vielféltige Funktionen und sind neben der Rekrutierung unterschiedlicher
Leukozytenpopulationen auch an Wundheilungsprozessen beteiligt. Bei Melioidose-
Patienten mit akuter Sepsis ist die gesteigerte Genexpression proinflammatorischer
Marker in zirkulierenden Leukozyten mit einer hdheren Sterblichkeit assoziiert
(Wiersinga et al., 2007a). Dieses unkontrollierte Auftreten verschiedenster
Abwehrmechanismen koénnte moglicherweise durch eine moderate Form der
Pyroptose, wie sie bei B. thailandensis - infizierten Makrophagen zu verzeichnen ist,
verhindert werden.

Uberexpressionsstudien beziiglich des Bsa T3SS-Effektors BopE haben ergeben,
dass der Effektor beider Spezies die Prozessierung von Caspase-1 in HEK-293
Zellen induziert. Nach vergleichender Analyse der BopE-Sekretion in LB-Medium
wurden jedoch deutlich niedrigere Mengen an BopE in den Uberstdnden von
B. thailandensis E264 - Kulturen detektiert. Es ist bekannt, dass die Transkription
des bsa Leserahmens durch Salz- oder pH-Stress angeregt wird (Jitprasutwit et al.,
2010; Pumirat et al., 2010). Nach Zugabe von 320mM NaCl konnte ein starker
Expressionsanstieg von BopE bei beiden Spezies beobachtet werden. Im Fall von
B. thailandensis E264 ist dabei auch die Sekretionsrate deutlich erhéht worden.
Durch Absenkung des pH-Wertes wurden dagegen keine sichtbaren Effekte erzielt.
Da das Bsa T3SS maligeblich an der Pathogenitat von B. pseudomallei beteiligt ist,
koénnte die verminderte Sekretion T3SS-assoziierter Proteine ebenfalls als mdgliche

Ursache flr das geringe Virulenzpotential von B. thailandensis angesehen werden.



Diskussion

4.5

Fir eine allgemeinglltige Aussage missten jedoch neben dem Stamm E264 noch

weitere Vertreter der Spezies B. thailandensis untersucht werden.

Zusammenfassung und Ausblick

Verschiedene Formen des programmierten Zelltodes kénnen den Krankheitsverlauf
bei muriner Melioidose auf unterschiedlichste Art beeinflussen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stellen neue Erkenntnisse Uber die Aktivierung und Funktion
von Caspasen nach Infektion mit B. pseudomallei dar. So ist die protektive Wirkung
von Caspase-1 bei muriner Melioidose mit einer friihen Induktion von Pyroptose
assoziiert. Der Verlust von Caspase-1 geht dagegen mit einer zunehmenden
Aktivierung apoptotischer Signalwege und einer erhdhten bakteriellen Vermehrung
einher. Die Inflammsom-abhangige Prozessierung von Caspase-1 wird wahrend der
Frihphase durch das T3SS-Protein BsaK von B. pseudomallei ausgeldst. Zu
spateren Zeitpunkten sind jedoch auch in ABsaK-infizierten Makrophagen
Spaltprodukte von Caspase-1 detektierbar. Um die bakteriellen Faktoren zu
identifizieren, welche an dieser spaten Aktivierung von Caspase-1 teilhaben, sind
weitere Untersuchungen notwendig. Da der T3SS-Effektor BopE potentiell eine
Prozessierung von Caspase-1 verursachen kann, kdnnte durch Herstellung einer
Bsak-BopE-Doppelmutante die Frage geklart werden, ob BopE wahrend der
Spatphase an der B. pseudomallei - induzierten Caspase-1 - Aktivierung beteiligt ist.
Neben Caspase-1 konnte der ebenfalls zu den inflammatorischen Caspasen
gezahlten Caspase-11 eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr cytosolischer
Bakterien zugeschrieben werden (Aachoui et al., 2013). Im Vergleich zu dem
protektiven Einfluss bei der Bekdmpfung von L. pneumophila (Akhter et al., 2012)
wurde jedoch auch eine schadliche Wirkung bei LPS-induzierter Sepsis (Kayagaki
et al., 2011) oder S. typhimurium - Infektionen gezeigt (Broz et al., 2012). Durch die
Infektion von C57BL/6 Makrophagen mit B. pseudomallei konnte in der vorliegenden
Arbeit keine Prozessierung von Caspase-11 nachgewiesen werden. Aufgrund der
widerspruchlichen Literaturdaten sollte die konkrete Bedeutung von Caspase-11 bei

muriner Melioidose dennoch in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

125



Zusammenfassung

126

Zusammenfassung

Bei dem gramnegativen Pathogen Burkholderia pseudomallei, auch bekannt als
Erreger der ‘Melioidose’, handelt es sich um einen saprophytischen
Bodenbewohner, der in den tropischen und subtropischen Regionen Siidostasiens
und Nordaustraliens endemisch verbreitet ist. Als fakultativ intrazellularer Erreger ist
B. pseudomallei neben einer Vielzahl nicht phagozytierender Zellen auch in
professionellen Phagozyten zur Replikation fahig. In Makrophagen sind cytosolische
NOD-like Rezeptoren (NLR) als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr
mafigeblich an der Erkennung intrazellularer Gefahrensignale beteiligt. Bei
entsprechender Signalgebung wird durch Assemblierung eines als ‘Inflammasom’
bezeichneten  Multiproteinkomplexes die Rekrutierung und nachfolgende
Autoaktivierung von Caspase-1 bewirkt. Nach Infektion mit B. pseudomallei geht die
Aktivierung von Caspase-1 in Verbindung mit dem NOD-like Rezeptor NiIrp3 mit der
Prozessierung und Sekretion der Cytokine IL-1p und IL-18 einher, wohingegen der
Sensor NIrc4 in erster Linie fir die Induktion einer inflammatorischen Form des
Zelltodes namens ‘Pyroptose’ verantwortlich ist. Da der Knockout von Caspase-1
bei muriner Melioidose einen signifikanten Anstieg der Mortalitdtsrate nach sich
zieht, sollten in der vorliegenden Arbeit Caspase-1-vermittelte Effektormechanismen
gegenuber B. pseudomallei nédher untersucht werden.

Infolge der Infektion muriner C57BL/6 Makrophagen mit B. pseudomallei wurde
bereits 60 Minuten post infectionem eine Caspase-1 und -9-abhangige
Prozessierung von Caspase-7 sowie des DNA-Reparaturenzyms PARP (poly [ADP-
ribose] polymerase) deutlich. Als verantwortlicher Sensor ist hierbei der NOD-like
Rezeptor Nirc4 identifiziert worden. Obwohl in Caspase-1/11 knockout
Makrophagen wahrend der Frihphase der Infektion keine Spaltprodukte der drei
genannten Caspasen vertreten waren, konnte zu spateren Zeitpunkten eine
massive Aktivierung der apoptotischen Caspasen-8, -9, -3 und -7 sowie der Stress-
induzierten MAP-Kinasen JNK und p38 beobachtet werden. Darliber hinaus wurde
eine erhohte Genexpression der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und TNF-a
festgestellt. Vergleichende Proteomanalysen B. pseudomallei - infizierter C57BL/6
Makrophagen lielien ebenfalls eine verstarkte Expression proapoptotischer und
proinflammatorischer Signalmolekile in Caspasen-1/11 - defizienten Makrophagen
erkennen. Im Gegensatz dazu wies der Knockout von Caspase-7 nach Infektion mit

B. pseudomallei weder in vitro noch in vivo einen charakteristischen Phanotyp auf.



Zusammenfassung

Im Vergleich zu B. pseudomallei konnte durch die Infektion mit der avirulenten
Spezies Burkholderia thailandensis erst bei verhaltnismafig hohen Infektionsdosen
eine sichtbare Prozessierung der Caspasen-1, -9 und -7 in C57BL/6 Makrophagen
erreicht werden. Darlber hinaus wurde trotz einem mit B. pseudomallei
vergleichbaren Replikationsvermdgen, ein geringeres Mafl an Pyroptose in
B. thailandensis - infizierten Makrophagen nachgewiesen.

Zur |dentifizierung, welche bakteriellen Komponenten von B. pseudomallei fur die
Aktivierung von Caspase-1 verantwortlich sind, wurden zwei Deletionsmutanten der
Bsa T3SS-Proteine BopE und BsaK hergestellt. Dem Bsa T3SS konnte in
vorausgehenden Studien eine wesentliche Funktion fir die Virulenz von
B. pseudomallei im Tiermodell zugeschrieben werden und dessen Bestandteile
weisen Homologien zu den Inv/Mxi-Spa-Sekretionssystemen von S. typhimurium
und S. flexneri auf. Die Aktivierung der Caspasen-1, -9 und -7 sowie die Spaltung
von PARP wurde durch die Infektion muriner Makrophagen mit der Mutante des
‘inner rod proteins’ BsaK vollstandig aufgehoben, wohingegen die Mutagenese des
Effektors BopE keinen Einfluss ausiibte. Neben einer verminderten Freisetzung von
LDH und IL-1p konnte dabei auch ein Anstieg der intrazellularen Keimzahl in
ABsaK-infizierten Makrophagen verzeichnet werden. Demgegeniber flhrte die
Verwendung einer Flagellin-Transposonmutante lediglich zu einer Reduktion der
B. pseudomallei - induzierten Prozessierung der Caspase-1, -9 und -7 sowie der
Spaltung von PARP. Mittels Uberexpressionsstudien in HEK-293 Zellen konnte
ferner die potentielle Fahigkeit des Bsa T3SS-Effektors BopE zur Aktivierung von
Caspase-1 in Abhangigkeit von der Funktionalitdt der BopE-eigenen GEF-Doméane
demonstriert werden. In verschiedenen in vivo Experimenten wurde gezeigt, dass
ABsaK-infizierte BALB/c Mause im Vergleich zum Wildtyp und in Verbindung mit
geringen Keimzahlen in Lunge, Leber und Milz durch eine signifikant verminderte
Mortalitatsrate = sowie eine  Reduktion  proinflammatorischer = Mediatoren
gekennzeichnet sind. Hinsichtlich der beiden Mutanten ABopE und AFIiC konnte
dagegen kein Virulenzverlust im Mausmodell festgestellt werden.

Insgesamt betrachtet zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass BsakK, als
strukturelle Komponente des Bsa Typ-lll-Sekretionsapparates, in murinen
Makrophagen sowohl fir die B. pseudomallei - induzierte Aktivierung der
Caspasen-1, -9 und -7 durch das Nirc4-Inflammasom als auch den nachfolgenden
pyroptotischen Zelltod verantwortlich ist. Durch die Attenuierung der BsaK-Mutante
im Mausmodell wird gleichzeitig die Bedeutung von Typ-lll-Sekretionssystemen fir

die Virulenz pathogener Bakterien unterstrichen.
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Tabelle A1: Vergleich B. pseudomallei E8 - infizierter C57BL/6 BMM vs. nicht infizierter Kontrollzellen 1,5h post infectionem (MOI 50:1)
x-fach Symbol Vollstandiger Name Lokalisierung Gruppen-

Zuordnung

7.300 MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3 Cytoplasma 1,2,3,5,7,8,9
5.400 KIF3B kinesin family member 3B Cytoplasma 7
3.600 ARL2 ADP-ribosylation factor-like 2 Cytoplasma 2,3,7,9
3.500 AGPS alkylglycerone phosphate synthase Cytoplasma 3,4
3.400 MTHFD2 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2 Cytoplasma 3
2.900 SURF1 surfeit 1 Cytoplasma 2
2.800 ADRBK1 adrenergic, beta, receptor kinase 1 Cytoplasma 1,2,4,5,7,9
2.800 CLUH clustered mitochondria (cluA/CLU1) homolog Cytoplasma 1
2.700 EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic) Cytoplasma 2,3,4,5
2.700 IKBKB inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta Cytoplasma 1,3,4,5,7,8,9
2.700 PCYT1A phosphate cytidylyltransferase 1, choline, alpha Cytoplasma 2,3,4
2.600 ACSL4 acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 Cytoplasma 2,3,4
2.500 IPO9 importin 9 Nucleus 2,6,9
2.400 CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase Cytoplasma 1,2,5,7,8
2.400 PTK2B PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta Cytoplasma 1,5,7,8,9
2.300 M6PR mannose-6-phosphate receptor (cation dependent) Cytoplasma 2,3,4,5,6,7
2.200 KPNA2 karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1) Nucleus 2,5,6
2.100 ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked Nucleus 1,5
2.100 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa Nucleus 1,2,5,7,8
2.100 TBCD tubulin folding cofactor D Cytoplasma 7
2.000 CSE1L CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast) Nucleus 1,5
2.000 EIF4G2 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 2 Cytoplasma 5
2.000 SSRP1 structure specific recognition protein 1 Nucleus 1,5,7
2.000 SON SON DNA binding protein Nucleus 1
2.000 SUPT16H suppressor of Ty 16 homolog (S. cerevisiae) Nucleus 1
2.000 VDAC3 voltage-dependent anion channel 3 Cytoplasma 2
-2.000 ACOT13 acyl-CoA thioesterase 13 Cytoplasma 2,3,4
-2.000 | Acot10/Acot9 | acyl-CoA thioesterase 9 Cytoplasma 3,4
-2.000 ACOX1 acyl-CoA oxidase 1, palmitoyl Cytoplasma 2,3,4
-2.000 AMDHD2 amidohydrolase domain containing 2 unbekannt 1
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-2.000 ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase Plasma-Membran | 1,3,4,5,7
-2.000 ASL argininosuccinate lyase Cytoplasma 3

-2.000 ATP6VOA1 | ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a1 Cytoplasm 1

-2.000 BPHL biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase) Cytoplasma 3

-2.000 CAMK1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase | Cytoplasm 1,2

-2.000 CAPN1 calpain 1, (mu/l) large subunit Cytoplasma 57,9
-2.000 CBX5 chromobox homolog 5 Nucleus 5

-2.000 CRAT carnitine O-acetyltransferase Cytoplasma 2,3,4
-2.000 DCXR dicarbonyl/L-xylulose reductase Cytoplasma 3

-2.000 DOCK10 dedicator of cytokinesis 10 unbekannt 1

-2.000 DUSP3 dual specificity phosphatase 3 Cytoplasma 1

-2.000 FCER1G Fc fragment of IgE, high affinity |, receptor for; gamma polypeptide Plasma-Membran | 2,3,4,5,7,8,9
-2.000 FKBP8 FK506 binding protein 8, 38kDa Cytoplasma 5

-2.000 GGH gamma-glutamyl hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase) Cytoplasma 3

-2.000 GLTP glycolipid transfer protein Cytoplasma 2,3,4
-2.000 GNG12 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12 Plasma-Membran | 7,9

-2.000 GRB2 growth factor receptor-bound protein 2 Cytoplasma 1,5,7,8,9
-2.000 HMGB2 high mobility group box 2 Nucleus 57

-2.000 HSD3B2 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 2 Cytoplasma 3,4

-2.000 ITGB5 integrin, beta 5 Plasma-Membran | 7, 8

-2.000 KLC1 kinesin light chain 1 Cytoplasma 2,6,7
-2.000 LMAN2 lectin, mannose-binding 2 Cytoplasma 1

-2.000 Lyz1/Lyz2 lysozyme 2 Cytoplasma 58

-2.000 MAN2B1 mannosidase, alpha, class 2B, member 1 Cytoplasma 1,3,4,8
-2.000 MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 Cytoplasma 1,7, 8
-2.000 MANBA mannosidase, beta A, lysosomal Cytoplasma 1,8

-2.000 MGLL monoglyceride lipase Plasma-Membran | 1,2,3,4,8,9
-2.000 MRC1 mannose receptor, C type 1 Plasma-Membran | 2,3,4,7,8,9
-2.000 NFS1 NFS1 nitrogen fixation 1 homolog (S. cerevisiae) Cytoplasma 3

-2.000 PAFAH1B3 | platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, catalytic subunit 3 (29kDa) Cytoplasma 3,4

-2.000 PCCA propionyl CoA carboxylase, alpha polypeptide Cytoplasma 3,4

-2.000 PDHA1 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 Cytoplasma 3,4

-2.000 PFKL phosphofructokinase, liver Cytoplasma 1

-2.000 PITPNA phosphatidylinositol transfer protein, alpha Cytoplasma 2,3,4,5
-2.000 PTPN12 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12 Cytoplasma 9

-2.000 PLA2G15 phospholipase A2, group XV Cytoplasma 2,3,4,8
-2.000 PSMA2 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 2 Cytoplasma 1

129




Anhang

-2.000 PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type, C Plasma-Membran | 1,2,3,5,7,8,9
-2.000 RAB1A RAB1A, member RAS oncogene family Cytoplasma 2,6,7
-2.000 RABSB RAB5B, member RAS oncogene family Cytoplasma 7,8
-2.000 RAB10 RAB10, member RAS oncogene family Cytoplasma 2,6
-2.000 RAB11B RAB11B, member RAS oncogene family Cytoplasma 1

-2.000 RAB32 RAB32, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,5
-2.000 ROCK1 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 Cytoplasma 1,2,3,5,7,8,9
-2.000 RPS6KA3 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 Cytoplasma 1,3,4
-2.000 SEC61B Sec61 beta subunit Cytoplasma 2

-2.000 SIRT2 sirtuin 2 Nucleus 3,4,5
-2.000 SLC25A11 | solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; oxoglutarate carrier), member 11 Cytoplasma 2

-2.000 SNAP23 synaptosomal-associated protein, 23kDa Plasma-Membran | 2

-2.000 SUPT5H suppressor of Ty 5 homolog (S. cerevisiae) Nucleus 5

-2.000 TAGLN2 transgelin 2 Cytoplasma 1,5
-2.000 TMED9 transmembrane emp?24 protein transport domain containing 9 Cytoplasma 7

-2.000 UCHLA1 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) Cytoplasma 57
-2.500 ACOT2 acyl-CoA thioesterase 2 Cytoplasma 2,3,4
-2.500 ARHGAP17 | Rho GTPase activating protein 17 Cytoplasma 7

-2.500 ARLGIP5 ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 5 Cytoplasma 2

-2.500 BICD2 bicaudal D homolog 2 (Drosophila) Cytoplasma 1

-2.500 CAMK2D calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il delta Cytoplasma 2,5
-2.500 CTTN cortactin Plasma-Membran | 5,7,9
-2.500 CYB5R3 cytochrome b5 reductase 3 Cytoplasma 5

-2.500 CYBA cytochrome b-245, alpha polypeptide Cytoplasma 2,3,5,8
-2.500 DAGLB diacylglycerol lipase, beta Plasma-Membran | 2, 3, 4
-2.500 DBT dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 Cytoplasma 1

-2.500 DNASE2 deoxyribonuclease I, lysosomal Cytoplasma 58
-2.500 ETHE1 ethylmalonic encephalopathy 1 Cytoplasma 1,5
-2.500 EVL Enah/Vasp-like Cytoplasma 7

-2.500 F13A1 coagulation factor Xlll, A1 polypeptide Extrazellularraum | 1,5,7
-2.500 GPX1 glutathione peroxidase 1 Cytoplasma 2,4,5,8
-2.500 GSTM1 glutathione S-transferase mu 1 Cytoplasma 57
-2.500 HADH hydroxyacyl-CoA dehydrogenase Cytoplasma 2,4
-2.500 HBB hemoglobin, beta Cytoplasma 2,3,4
-2.500 MAOA monoamine oxidase A Cytoplasma 2,3,59
-2.500 NPC2 Niemann-Pick disease, type C2 Extrazelluldarraum | 2,3, 4
-2.500 PCMT1 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase Cytoplasma 2,3,4
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-2.500 PCYOX1 prenylcysteine oxidase 1 Cytoplasma 2,3
-2.500 PON3 paraoxonase 3 Extrazellularraum | 2, 3,4
-2.500 PRKCB protein kinase C, beta Cytoplasma 1,3,4,5,7,8,9
-2.500 PSMB6 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 6 Cytoplasma 1
-2.500 PSMBS protgasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional Cytoplasma 8

peptidase 7)
-2.500 RAB1B RAB1B, member RAS oncogene family Cytoplasma 1
-2.500 RABSA RAB5A, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,3,4,7,8
-2.500 RAB5C RAB5C, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,7
-2.500 RAB7A RAB7A, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,2,3,4,6,7,8
-2.500 RABSA RABB8A, member RAS oncogene family Plasma-Membran | 1,2,6,7
-2.500 RAB8B RAB8B, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,8
-2.500 RHOA ras homolog family member A Cytoplasma 1,2,3,4,5,7,8,9
-2.500 SCAMP3 secretory carrier membrane protein 3 Cytoplasma 2,6
-2.500 SEC13 SEC13 homolog (S. cerevisiae) Cytoplasma 2,3,4
-2.500 SEC22B SEC22 vesicle trafficking protein homolog B (S. cerevisiae) (gene/pseudogene) Cytoplasma 2
-2.500 SERPINB1 | serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1 Cytoplasma 8
-2.500 SMU1 smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52 homolog (C. elegans) Nucleus 1
-2.500 SNRPC small nuclear ribonucleoprotein polypeptide C Nucleus 1
-2.500 SRXN1 sulfiredoxin 1 Cytoplasma 5
-2.500 SYNJ1 synaptojanin 1 Cytoplasma 1,2,3,4
-2.500 TMED2 transmembrane emp24 domain trafficking protein 2 Cytoplasma 1,7
-2.500 UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase Nucleus 3
-3.333 ABHD12 abhydrolase domain containing 12 unbekannt 3,4
-3.333 ARL1 ADP-ribosylation factor-like 1 Cytoplasma 7
-3.333 COMT catechol-O-methyltransferase Cytoplasma 2,3,4,57,
-3.333 CSK c-src tyrosine kinase Cytoplasma 1,5,7,8,
-3.333 CYB5B cytochrome b5 type B (outer mitochondrial membrane) Cytoplasma 3,4
-3.333 GDA guanine deaminase Cytoplasma 57
-3.333 GSTM5 glutathione S-transferase mu 5 Cytoplasma 5
-3.333 HSD17B8 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8 Cytoplasma 3,4
-3.333 IL1RN interleukin 1 receptor antagonist Extrazellularraum | 1,2, 3, 4,
-3.333 NPLOC4 nuclear protein localization 4 homolog (S. cerevisiae) Nucleus 7
-3.333 PKN1 protein kinase N1 Cytoplasma 2,3,57
-3.333 RAB14 RAB14, member RAS oncogene family Cytoplasma 2
-3.333 RAB35 RAB35, member RAS oncogene family Cytoplasma 7,8,9
-3.333 RHOG ras homolog family member G Cytoplasma 57,8,9




Anhang

-3.333 SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Cytoplasma 2,3,4,5,7,9
-3.333 STX7 syntaxin 7 Plasma-Membran | 2,6

-3.333 STX12 syntaxin 12 Cytoplasma 2,3,4

-3.333 VAPB VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein B and C Plasma-Membran | 1,5

-5.000 ACADSB acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain Cytoplasma 1,3,4

-5.000 AGA aspartylglucosaminidase Cytoplasma 5

-5.000 ALDH3B1 aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 Cytoplasma 5

-5.000 FABP4 fatty acid binding protein 4, adipocyte Cytoplasma 2,3,4,5,8
-5.000 FABP5 fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) Cytoplasma 2,3,4,7
-5.000 GMFG glia maturation factor, gamma Cytoplasma 5

-5.000 HEBP1 heme binding protein 1 Cytoplasma 8

-5.000 ME2 malic enzyme 2, NAD(+)-dependent, mitochondrial Cytoplasma 3,4

-5.000 NDUFS6 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 6, 13kDa Cytoplasma 1

-5.000 MTHFS 5,10-methenyltetrahydrofolate synthetase (5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase) Cytoplasma 3

-5.000 NIPSNAP3B | nipsnap homolog 3B (C. elegans) Cytoplasma 1

-5.000 PCTP phosphatidylcholine transfer protein Cytoplasma 1,2,3,4,5
-5.000 S100A9 S100 calcium binding protein A9 Cytoplasma 1,2,5,7,8,9
-5.000 SLC25A24 | solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 24 Cytoplasma 5

-5.000 SNX4 sorting nexin 4 Cytoplasma 2,6,7

-5.000 SOAT1 sterol O-acyltransferase 1 Cytoplasma 2,3,4,5,6,8
-10.000 ARF5 ADP-ribosylation factor 5 Cytoplasma 2,6

-10.000 ASAP1 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1 Plasma-Membran | 7

-10.000 GPX4 glutathione peroxidase 4 Cytoplasma 3,4,5,8
-10.000 GSTP1 glutathione S-transferase pi 1 Cytoplasma 3,4,5
-10.000 MAN2B2 mannosidase, alpha, class 2B, member 2 Cytoplasma 3

-10.000 MSRA methionine sulfoxide reductase A Cytoplasma 1,3

-10.000 RAB21 RAB21, member RAS oncogene family Cytoplasma 9

-10.000 RTN3 reticulon 3 Cytoplasma 1,7
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Tabelle A2: Vergleich B. pseudomallei E8 infizierter Caspase-1/11-/- BMM vs. infizierter C57BL/6 Wildtyp BMM 1,5h post infectionem (MOI 50:1)

x-fach Symbol Vollstdndiger Name Lokalisierung Gruppen-
Zuordnung

18.000 BAKA1 BCL2-antagonist/killer 1 Cytoplasma 1,2,4,6,7,8,9

7.300 AGA aspartylglucosaminidase Cytoplasma 8,9

7.200 IKBKB inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta Cytoplasma 1,2,3,4,5,6,8,9

6.100 DSP desmoplakin Plasma-Membran | 1,5,8,9

5.300 RTN3 reticulon 3 Cytoplasma 4,6,9

5.100 RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2 Plasma-Membran | 1,5, 8,9

4.900 RAB21 RAB21, member RAS oncogene family Cytoplasma 1,6

4.600 S100A9 S100 calcium binding protein A9 Cytoplasma 1,2,3,4,5,6,8,9

4.200 GBAS glioblastoma amplified sequence Plasma-Membran | 4

4.200 SOAT1 sterol O-acyltransferase 1 Cytoplasma 2,5,8

4.000 CD74 CD74 molecule, major histocompatibility complex, class Il invariant chain Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9

3.800 RAB5B RAB5B, member RAS oncogene family Cytoplasma 5,9

3.400 MRC1 mannose receptor, C type 1 Plasma-Membran | 1,2,3,5,6,9

3.300 MSRA methionine sulfoxide reductase A Cytoplasma 4,8

3.100 GPX4 glutathione peroxidase 4 Cytoplasma 5,8

3.100 REXO2 REX2, RNA exonuclease 2 homolog (S. cerevisiae) Cytoplasma 7

3.000 F13A1 coagulation factor Xlll, A1 polypeptide Extrazellularraum | 3,4,8,9

3.000 VAPB VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein B and C Plasma-Membran | 4,6, 8

2.900 ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 Cytoplasma 4

2.900 CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9

2.800 LMAN2 lectin, mannose-binding 2 Cytoplasma 4

2.800 PKN1 protein kinase N1 Cytoplasma 8

2.800 TYMS thymidylate synthetase Nucleus 4,8

2.700 BCAP29 | B-cell receptor-associated protein 29 Cytoplasma 8

2.700 BCAP31 B-cell receptor-associated protein 31 Cytoplasma 1,6,8,9

2.700 EVL Enah/Vasp-like Cytoplasma 9

2.700 SYK spleen tyrosine kinase Cytoplasma 1,2,3,5,6,8,9

2.700 TMED2 transmembrane emp24 domain trafficking protein 2 Cytoplasma 4,9

2.700 TRIM25 tripartite motif containing 25 Cytoplasma 4

2.600 RAC1 ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP binding protein) | Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,7,8,9

2.500 ALDH3B1 | aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 Cytoplasma 8

2.500 HPGDS hematopoietic prostaglandin D synthase Cytoplasma 2,5,6,8
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Anhang

2.500 LXN latexin Cytoplasma 9

2.500 PFKL phosphofructokinase, liver Cytoplasma 4

2.500 PSAP prosaposin Extrazellularraum | 2,5,8,9

2.400 RABSA RABB8A, member RAS oncogene family Plasma-Membran | 4,9

2.400 NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog Plasma-Membran | 1,2,5,6,7,8,9
2.400 SIRPA signal-regulatory protein alpha Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9
2.300 ATP2A2 | ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 Cytoplasma 8,9

2.300 CD9 CD9 molecule Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9
2.300 DNASE2 | deoxyribonuclease Il, lysosomal Cytoplasma 2,5,7,8,9

2.300 FCER1G | Fc fragment of IgE, high affinity |, receptor for; gamma polypeptide Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9
2.300 SH3KBP1 | SH3-domain kinase binding protein 1 Cytoplasma 2,8,9

2.300 TRAPPC4 | trafficking protein particle complex 4 Cytoplasma 9

2.300 XPNPEP1 | X-prolyl aminopeptidase (aminopeptidase P) 1, soluble Cytoplasma 4

2.200 DBT dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 Cytoplasma 4

2.200 FABP5 fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) Cytoplasma 2

2.200 GDA guanine deaminase Cytoplasma 8,9

2.100 AK1 adenylate kinase 1 Cytoplasma 9

2.100 AP2M1 adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit Cytoplasma 1,4,9

2.100 ARL1 ADP-ribosylation factor-like 1 Cytoplasma 9

2.100 DCXR dicarbonyl/L-xylulose reductase Cytoplasma 9

2.100 GMFG glia maturation factor, gamma Cytoplasma 8

2.100 RABSA RAB5A, member RAS oncogene family Cytoplasma 4,5,8,9

2.100 SMU1 smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52 homolog (C. elegans) Nucleus 4

2.100 TOLLIP toll interacting protein Cytoplasma 1

2.100 TUBB4A | tubulin, beta 4A class IVa Cytoplasma 4

2.000 ACADSB | acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain Cytoplasma 4

2.000 PYCARD | PYD and CARD domain containing Cytoplasma 1,2,3,4,5,8,9
2.000 TAOK3 TAO kinase 3 Cytoplasma 8

2.000 TMED9 transmembrane emp?24 protein transport domain containing 9 Cytoplasma 9

-2.000 ADRBK1 adrenergic, beta, receptor kinase 1 Cytoplasma 1,2,3,4,5,8,9
-2.000 ANXAS5 annexin A5 Plasma-Membran | 1,2,3,4,5,6,8,9
-2.000 APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 Nucleus 6,7,8

-2.000 CA2 carbonic anhydrase Il Cytoplasma 4,6,8,9

-2.000 CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase Cytoplasma 1,2,4,3,6,7,8,9
-2.000 CASP6 caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase Cytoplasma 1,7,8
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Anhang

-2.000 IGF2R insulin-like growth factor 2 receptor Plasma-Membran | 1,2,4,6,8,9
-2.000 NECAP1 NECAP endocytosis associated 1 Plasma-Membran | 9

-2.000 PGM1 phosphoglucomutase 1 Cytoplasma 4,9

-2.000 PLA2G7 phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase, plasma) Extrazellularraum | 2,3,5,8

-2.000 PTK2B PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta Cytoplasma 1,2,3,4,5,6,7,8,9
-2.000 RUFY1 RUN and FYVE domain containing 1 Cytoplasma 9

-2.000 S100A11 | S100 calcium binding protein A11 Cytoplasma 7,8

-2.000 SH3BGRL3 | SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 3 Nucleus 8

-2.000 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa Nucleus 1,3,4,56,7,8,9
-2.000 STAT6 signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced Nucleus 1,2,3,4,5,6,8,9
-2.000 STK24 serine/threonine kinase 24 Cytoplasma 7,8,9

-2.500 BTK Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase Cytoplasma 1,2,3,4,5,6,8,9
-2.500 DIAPH2 diaphanous homolog 2 (Drosophila) Cytoplasma 2,3,9

-2.500 Dst dystonin Plasma-Membran | 9

-2.500 MCM7 minichromosome maintenance complex component 7 Nucleus 7

-2.500 SON SON DNA binding protein Nucleus 4,8

-2.500 WIPF1 WAS/WASL interacting protein family, member 1 Cytoplasma 2,4,5,8,9
-3,333 ARL2 ADP-ribosylation factor-like 2 Cytoplasma 9

-3,333 DCTN3 dynactin 3 (p22) Nucleus 8

-3,333 PCYT1A | phosphate cytidylyltransferase 1, choline, alpha Cytoplasma 2

-5.000 PPP4R1 protein phosphatase 4, regulatory subunit 1 unbekannt 8
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