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Soziale Giftschleudern

DORTMUND: Da wollten die Strukturbiologen um Stefan Raunser eigentlich nur kldren, wie ein Ribosomen-grofies
Bakteriengift die Zelle verldisst, und schon entdeckten sie neben einem komplett neuen Sekretionssystem
auch noch eine soziale Ader in toxischen Bakterien.

Stefan Raunser leitet die Abteilung Struktur-
biochemie am Max-Planck-Institut fir Mole-
kulare Physiologie in Dortmund. Sein Interesse
an bakteriellen Toxinen begann vor etwa zwolf
Jahren, als ihn Klaus Aktories von der Universi-
tat Freiburg kontaktierte.,Dessen Gruppe hat-
te in Photorhabdus luminescens, einem Krank-
heitserreger-von Insekten, ein Toxin identifi-
ziert, das sehr aktiv war und Zellen auf unge-
wohnliche Weise totete’, erinnert sich Raun-
ser. P. luminescens lebt in Symbiose mit Faden-
wurmern, die Insektenlarven befallen. Daftr
dringen die Nematoden in Larven ein und
spucken P. luminescens aus ihren Schlund-
klappen aus. Die Bakterien toten daraufhin
die Larve mithilfe eines Toxins und verwan-
deln sie so in eine Nahrstoffquelle fiir sich
selbst und fiir die Fadenwiirmer. Da das To-
xin das Aktin-Skelett von Insektenzellen an-
greift, soliten die Dortmunder Aktin-Spezia-
listen um Raunser die Struktur des ausgefal-
lenen Giftstoffes aufklaren.

Raunser zusammen.,Die Zelle nimmt den gan-
zen Apparat mittels Endozytose auf, von wo
aus das darinsitzende Toxin durch die Endo-
somenmembran ins Innere der Zelle injiziert
wird." Die Oberfliche des Tc-Toxins bestehe
laut Raunser hauptsachlich aus diversen Re-
zeptorbindestellen. Dadurch kann der Toxin-
komplex auch direkt Giber den Darm der In-
sekten aufgenommen werden. Auf beiden We-
gen sorgt eine rasche Anderung des pH-Wer-
tes — egal in welche Richtung - dafiir, dass sich
die gigantische Transportbox"” in eine mole-
kulare Spritze verwandelt und ihre toxische
Ladung freigibt.

Giftiges Mysterium

Eine entscheidende Frage blieb jedoch un-
beantwortet: Wie gelangt der riesige Giftkom-
plex tiberhaupt aus den Bakterien heraus?,Das
war seit der Entdeckung des Toxins ein gro-
Bes Ratsel’, erzahlt Raunser.,In der Vergangen-
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toren, die Yersinia ausstof3t. Interessanterwei-
se sekretierte es die Proteine unspezifisch -
ganz als wiirde das Bakterium seinen Zellinhalt
wahllos preisgeben. Und mehr noch: Allen To-
xinen und Virulenzfaktoren fehlte mysteridser-
weise jegliche Signal- und Sekretionssequenz.

Wir haben dann systematisch alle bekann-
ten Sekretionssysteme in Y. entomophaga aus-
geknockt, aber es sekretierte das Toxin munter
weiter’, erklart Raunser. Um dem Mysterium
auf die Spur zu kommen, fusionierten die Dort-
munder die zwei TcA-Untereinheiten YenA1l
und YenA2 mit dem griin fluoreszierenden
Protein (GFP). Die Uberraschung der For-
schenden war grof3, als sie unter dem Mikro-
skop feststellten, dass nur ein Bruchteil der
Yersinia-Population das Gift herstellte. Zudem
sahen die betroffenen Bakterienzellen anders
aus als der Rest; sie waren langer und weni-
ger beweglich. Aufgrund ihrer geféhrlichen
Ladung tauften die Dortmunder diese Yersi-
nien,Kriegerzellen”. ,Wahrscheinlich ist es ein

Toxin-Cocktail

YenTc

Die Synergie mehrerer Umweltreize erhoht den RoeA-Spiegel in einer Untergruppe von Bakterienzellen, die daraufhin als Kriegerzellen neben dem
Te-Toxin YenTc eine Vielfalt weiterer Toxine und Virulenzfaktoren exprimieren. Eine Anderung des pH-Wertes ldsst die Kriegerbakterien unter
Freisetzung ihrer Giftladung in eine Ansammlung von Vesikeln kollabieren.

Kein ganz leichtes Unterfangen, denn
die Tc-Toxine von P. luminescens setzen sich
in der Regel aus TcA-, TcB- und TcC-Proteinen
zusammen und sind nur dann biologisch ak-
tiv, wenn sie vollstandig sind. Dann bringen
sie bis zu 2,4 Megadalton auf die Waage - also
fast so viel wie das bakterielle Ribosom. Das
eigentliche Toxin ist dabei nur etwa 30 Kilodal-
ton schwer. Uber ein Jahrzehnt entschliisselte
Raunsers Arbeitsgruppe die Konformation des
Tc-Toxins innerhalb und auBerhalb von Mem-
branen und kldrte den Mechanismus des Gif-
tes auf (Annu. Rev. Microbiol. doi.org/gf5cn3).

.Der GrofBteil des Proteinkomplexes ist
dafiir da, an eine Zielzelle anzudocken”, fasst
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heit wurden fiir den Export der Proteinkom-
plexe so ziemlich alle bekannten Sekretions-
systeme verantwortlich gemacht” Jedoch la-
gen alle Kollegen und Kolleginnen falsch, wie
die Dortmunder Strukturbiologen in ihrer neu-
esten Publikation demonstrieren, fiir die sie
sich das Tc-Toxin aus Yersinia entomophaga an-
schauten (Nat Microbiol. doi.org/gtd65f). Das
Bakterium ist mit P. luminescens verwandt und
befallt ebenfalls Insektenlarven. Die Forschen-
den stellten fest, dass die Sekretion des Toxin-
komplexes durch eine pH-Anderung ausge-
16st wird. Bei einer massenspektrometrischen
Analyse fanden sie neben dem Tc-Toxin jedoch
eine Vielzahl weiterer Gifte und Virulenzfak-

Wustr.: Verandert nach MPI Dortmund

stochastischer Vorgang, der entscheidet, wel-
ches Bakterium zur Kriegerzelle wird. Die Tem-
peratur spielt aber eine grof3e Rolle und auch
die Dichte der Zellpopulation®, fasst der Struk-
turbiologe zusammen.

Zeitbomben

Anderten die Dortmunder den pH-Wert,
konnten sie eine beachtliche Metamorpho-
se der Kriegerzellen beobachten. Wahrend
.normale” Zellen unbeeindruckt blieben, kol-
labierten die Giftschleudern innerhalb weni-
ger Minuten in eine Ansammlung von Vesi-
keln. Dabei gaben sie nicht nur das fluores-



zenzmarkierte Tc-Toxin frei, sondern auch zahl-
reiche andere Zellinhalte. Als die Forschen-
den das freigesetzte Proteom genauer unter
die Lupe nahmen, entdeckten sie das Endo-
lysin PepB, das eine frappierende Ahnlich-
keit zu einem Bestandteil des pH-abhdngigen
Typ-10-Sekretionssystems (T10SS) von Serratia
marcescens aufwies., Dieses Sekretionssystem
wurde von Frank Sargents Arbeitsgruppe an
der University of Dundee in Schottland be-
schrieben. Sie identifizierte in S. marcescens ein
Holin-, Endolysin- und Spanin-Proteine umfas-
sendes System und schloss daraus, dass sich
Poren in der Bakterienmembran bilden, durch
die Enzyme und Toxine schliipfen kénnen’,
fasst Raunser zusammen. Habe der Giftstoff
die Zelle verlassen, wiirde sich die Pore wie-
der schlieBen - so zumindest Sargents Idee
(J. Cell Biol. doi.org/fér5v6). Dariiber hinaus be-
schrieb die Arbeitsgruppe von Tobias Geiger
an der Ludwig-Maximilians-Universitat Miin-
chen (LMU) 2023 ein dhnliches Verhalten in
Salmonella enterica (PLOS Pathog. doi.org/
mqgt).

Die Dortmunder deckten nun aber einen
anderen Mechanismus auf:,Wir konnten be-
weisen, dass die spezialisierten Kriegerzel-
len komplett lysieren — was auch die unspe-
zifische Zusammensetzung der freigesetz-
ten Proteine und das Fehlen von Sekretions-
sequenzen erklart’, sagt Raunser. Demnach
handele es sich nicht um ein klassisches Se-
kretionssystem, so der Strukturbiologe. Auch
ist es kein Yersinia-spezifisches Phanomen, wie
die Dortmunder in Serratia nachwiesen. Yer-
sinias komplettes T10SS besteht neben PepB
ebenfalls aus einem Holin und einem Spanin
sowie aus mehreren Transkriptionsfaktoren mit
starken Ahnlichkeiten zu jenen von Serratia.

Kriegerschalter

Doch welcher molekulare Schalter macht
aus einer normalen Bakterienzelle eine Kriege-
rin? Nach einer Antwort mussten die Dortmun-
der nicht lange suchen. Nur wenige Basenpaa-
re vor den T10SS-Genen entdeckten sie im Yer-
sinia-Genom den Transkriptionsfaktor RoeA,
der die Forschenden an die Situation in Serratia
erinnerte. Dort steuert der Transkriptionsfaktor
ChiR die Expression des T10SS. Kurzum versa-
hen sie RoeA mit einem Promoter, der nur in
Anwesenheit von Arabinose eine Expression
des Proteins erlaubt. Fehlte der Zucker, wur-
de das Tc-Toxin weder produziert noch freige-
setzt. Schalteten die Forschenden in Gegen-
wart von Arabinose die T1055-Gene aus, pro-
duzierten die Bakterien zwar Unmengen Gift-
stoffe, konnten sie aber nicht loswerden. Au-
Berdem legte Raunsers Gruppe das Holin-Gen
holA still und demonstrierte, dass der so modi-
fizierte Stamm ebenfalls nicht lysierte.

YenB +

YenC1/YC2/
RHS2
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Nustr.: Nach Abb. 4 in doi.org/grd65f

Das Te-Toxin YenTc besteht aus einem TcA-Pentamer (PDB: 60GD) aus YenAl (130 kDa), YenA2
(156 kDa) und den Endochitinasen Chil (74 kDa) sowie Chi2 (83 kDa), der TcB-Untereinheit YenB
(167 kDa) und einer der drei TcC-Untereinheiten YenC1, YenC2 oder RHS2 (106 - 108 kDay). Alles
zusammen ist mit 2,4 MDa so groB8 wie das prokaryotische Ribosom mit 2,5 MDa. Die Einschiibe
zeigen Querschnitte durch die Elektronentomographie-Strukturen (Balken = 20 Nanometer).

Yersinias Sekretionssystem folgt also einer
bestimmten Aktivierungskaskade: Zunachst
erhdhen Fluktuationen in der Temperatur, in
der Dichte der Zellpopulation oder in anderen
Faktoren die Expression von RoeA, das seiner-
seits die Synthese der T10SS-Bestandteile ak-
tiviert. Darliber hinaus sorgt RoeA fiir die Pro-
duktion des Tc-Toxins sowie weiterer Giftstoffe
und 16st ebenso die VergroBerung der Krieger-
zellen aus. Welche Proteine aber dafiir direkt
verantwortlich sind, ist noch unklar.

Seit zehn Jahren Direktor am Max-Planck-
Institut fir Molekulare Physiologie in Dort-

mund: Stefan Raunser. Foto: MPI Dortmund

Das vielleicht Erstaunlichste an all dem:
Mal abgesehen von seinem lytischen Sekre-
tionsmechanismus zeigt Yersinia entomophaga
ein duBerst bakterienuntypisches Verhalten.
Seine Kriegerzellen opfern sich selbst, um
anderen Bakterien einen Weg in die Wirts-
zellen zu ebnen. Dass Bakterien ein solches
eusoziales Verhalten zeigen kdnnen, hielten
viele Fachleute bis vor kurzem fiir ein Mar-

chen.,Die meisten dlteren Mikrobiologen und
Mikrobiologinnen sagen, das gabe es nicht.
Bakterien opfern sich nicht zugunsten der
Gemeinschaft’, erzéhlt Raunser. Dabei ist die
Idee gar nicht so abwegig, findet er. Auch im
menschlichen Kérper gibt es schlielich Zel-
len — etwa Leukozyten und Killerzellen -, die
sich zum Wohle des Gesamtorganismus op-
fern. Analog dazu ist auch eine Arbeitsteilung
und Opferbereitschaft in Bakterienpopulatio-
nen vorstellbar.,Selbst in bakteriellen Plaques
bilden die duBeren Bakterien einen Schutz-
schild und zeigen einen anderen Metabolis-
mus als die Bakterien im Inneren.”

Damit kénnten die Erkenntnisse Gber das
ungewohnliche Verhalten von Y. entomophaga
auch die Behandlung bakterieller Infektionen
verbessern. Wenn man das noch bei ande-
ren Bakterien findet, kdnnte man gezielt Anti-
biotika entwickeln, die die Kriegerzellen an-
greifen oder deren Bildung verhindern’, speku-
liert der Strukturbiologe. Welche Rolle das neu
entdeckte Sekretionssystem in vergangenen
Pandemien gespielt haben kdnnte, zeigt der
Fund der Dortmunder, dass das T10SS auchim
Te-Toxin-Operon eines Yersinia-pestis-Stamms
aus der Zeit des Schwarzen Todes von 1346
bis 1352 nachweisbar ist - der mit 25 Millio-
nen Opfern todlichsten Pestpandemie Euro-
pas.,Ich bin jedoch kein Mikrobiologe®, wirft
Raunser lachend ein. Daher wird sich seine Ar-
beitsgruppe in Zukunft weiter auf die Struktur
und den Mechanismus molekularer Prozesse
fokussieren. Zunadchst wollen die Dortmun-
der weiter aufklaren, wie das Tc-Toxin in die
Zielzelle gelangt. Auch mdchten sie die Eig-
nung des Proteinkomplexes als Nano-Sprit-
ze erproben, die eine beliebige Fracht durch
Membranen hindurch liefern kénnte. Erste Er-
gebnisse dazu kénnen sie bereits vorweisen
(Nat. Commun. doi.org/gsvgmw).

Tobias Ludwig
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