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To facilitate host infection, tuberculosis-causing mycobacteria employ
five type VIl secretion systems (T7SS) to orchestrate the timely secre-
tion of effector proteins, which play central roles in their immune eva-
sion strategy and ensure the uptake of essential nutrients. This article
reviews our current structural and functional understanding of myco-
bacterial T7SS and discusses their potential as targets for novel anti-
microbial strategies.
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B Bakterien benutzen zahlreiche hochkom-
plexe Sekretionssysteme, um Proteine durch
ihre Zellhiille zu transportieren. Die sekre-
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tierten Proteine konnen auf der Zelloberfla-
che verbleiben, in die Umgebung ausgeschie-
den oder direkt in bakterielle oder eukaryo-
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A Abb. 1: Rolle des mykobakteriellen T7SS bei der Tuberkulose. Der haufigste Ubertragungsweg

von Mycobacterium tuberculosis tiber Aerosole in

der Luft ist angedeutet. Die Rollen der fiinf

bekannten ESX-Systeme wahrend der Infektion: ESX-1 ist verantwortlich fiir die Lyse des Phago-
soms, die durch ESX-2 und ESX-4 auf noch nicht verstandene Weise unterstiitzt wird. ESX-3 ver-
zbgert die Reifung des Phagosoms und inhibiert seine Reparatur. ESX-3 und ESX-5 vermitteln die

Aufnahme von Néhrstoffen wéahrend der Infektion.

tische Zellen injiziert werden. Typ-VII-Sekre-
tionssysteme (T7SS) haben diverse Rollen,
z. B. bei der Bakterium-Wirt-Interaktion,
Immunevasion, Ndhrstoffaufnahme, bakte-
riellen Konjugation oder Eliminierung bakte-
rieller Konkurrenz. T7SS sind weit verbreitet
in pathogenen und nicht-pathogenen Firmi-
cutes und Aktinobakterien. T7SS sind von
medizinischer Bedeutung, beispielsweise bei
Infektionen mit Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus gallolyticus, Mycobacterium absces-
sus oder Mycobacterium tuberculosis. Dieser
Artikel konzentriert sich auf die T7SS patho-
gener Mykobakterien.

Jedes Jahr sterben etwa 1,4 Millionen
Menschen an Tuberkulose, und bei weiteren
10 Millionen Menschen wird sie diagnosti-
ziert [1]. Ein Viertel der Weltbevolkerung,
etwa zwei Milliarden Menschen, tragen eine
latente Tuberkulose in sich, ein nicht anste-
ckender Zustand der Krankheit, bei dem der
Erreger im Korper prasent, aber nahezu inak-
tiv ist. Circa fiinf bis zehn Prozent aller latent
Infizierten entwickeln im Laufe ihres Lebens
eine aktive Tuberkulose.

Tuberkulose tritt pravalent als Lungenent-
ziindung auf, deren Haupterreger M. tubercu-
losis ist. Die Erreger werden in der Regel
durch Aerosole, z.B. durch Husten, von
Mensch zu Mensch {ibertragen, wahrend
andere Ubertragungswege, etwa iiber nicht
pasteurisierte Milch, heutzutage selten sind.
Die eingeatmeten Bakterien werden typi-
scherweise von Makrophagen in den Alveo-
len der Lunge durch Phagocytose aufgenom-
men.

In den Makrophagen spielen fiinf T7SS,
ESX-1 bis ESX-5, eine entscheidende Rolle
fiir das Uberleben von M. tuberculosis [2, 3].
ESX-1, ESX-2, ESX-3 und ESX-4 storen die
Phagocytose, bei der die im Phagosom ein-
geschlossenen Mikroorganismen durch Ver-
schmelzung mit dem Lysosom abgetotet
werden (Abb. 1). ESX-1, ESX-2 und ESX-4
bewirken die Lyse der Phagosomenmem-
bran, wiahrend ESX-3 die Reparatur der
beschddigten Phagosomen hemmt und
gleichzeitig die Verschmelzung mit dem
Lysosom verzogert.
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Die Aktivitat von ESX-1 bis ESX4 fiihrt
schlieBlich zur Lyse des Phagosoms und zur
Translokation der Mykobakterien in das
Cytoplasma, wo sie sich vermehren konnen.
Hier schadigt die lytische ESX-Aktivitat die
Makrophagenmembran, was den Zelltod und
letztlich die Freisetzung der Mykobakterien
nach sich zieht.

ESX-1 spielt auch eine Rolle bei der Bil-
dung von Granulomen - Immunzellcluster,
die sich um infizierte Zellen bilden. Granulo-
me konnen M. tuberculosis als Replika-
tionsnische oder zur langfristigen Persistenz
ausgenutzen, bis eine Reaktivierung der
Mykobakterien zum Ausbruch der Krankheit
fiihrt. Wahrend der Infektion stellen ESX-3
und ESX-5 die Aufnahme von essenziellen
Nahrstoffen sicher.

Molekulare Organisation und
Transport durch die mykobakterielle
Zellwand

T7SS zeichnen sich durch einen konservier-
ten Kern-Proteintransportkomplex in der
inneren Membran der zweilagigen mykobak-
teriellen Zellhiille und zwei cytosolische
Hilfskomponenten aus. Strukturstudien
unseres und anderer Labore zeigten, dass der
konservierte Kern des T7SS-Sekretionsappa-
rates ein 2,3 MDa groBer Proteinkomplex in
der cytoplasmatischen Membran ist, der sich
aus fiinf verschiedenen Proteinen in unter-
schiedlicher Kopienzahl zusammensetzt und
insgesamt aus 33 Proteinen besteht [4, 5].
Der T7SS-Transportkomplex organisiert sich
als Hexamer, in der sechs identische Proto-
mere eine mutmaBliche zentrale Sekretions-
pore bilden, unter der eine Vorhofstruktur,
bestehend aus 24 ATPase-Doméanen, vermut-
lich die mechanische Bewegung fiir den
Effektorproteinexport aus dem Cytoplasma
ausfiihrt, indem sie durch ATP-Bindung und
-Hydrolyse induzierte Konformationszustan-
de durchlauft (Abb. 2).

Die Beladung der Sekretionsmaschine mit
Effektorproteinen erfordert bis zu zwei cyto-
solische Hilfskomponenten [3]. Das Chape-
ron EspG vermindert die Aggregation von
Effektorproteinen und spielt eine entschei-
dende, aber noch nicht genau verstandene
Rolle beim Navigieren der Effektorproteine
zur richtigen Sekretionsmaschine. Die cyto-
solische ATPase EccA ist zusétzlich fir die
Sekretion einer bestimmten Untergruppe
von Effektorproteinen erforderlich. Es wird
spekuliert, dass EccA als Initiator der Sekre-
tion fungieren konnte, der die anfangliche
Aktivierungsenergie fiir den Transport
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bereitstellt, oder als Faktor, der die Disso-
ziation des EspG-Chaperons vor dem Trans-
port bewirkt.

Mehr als 200 T7SS-Effektorproteine konn-
ten bisher identifiziert werden. Die bisher
aufgelosten dreidimensionalen Strukturen
deuten darauf hin, dass alle Effektorproteine
eine im Kern konservierte Helix-turn-Helix-
Struktur besitzen. Die Bestimmung der mole-
kularen Funktion einzelner Effektorproteine
hat sich als schwierig herausgestellt, da sie
in der Regel als Heterodimere transportiert
werden. Das prototypische Heterodimer bil-
det eine Vier-Helix-Biindelstruktur, die ein
raumlich zweigeteiltes Sekretionssignal
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zusammensetzt (Abb. 3). Die Verteilung des
Transportsignals auf beide Proteine deutet
darauf hin, dass Heterodimere immer zusam-
men und im gefalteten Zustand transportiert
werden.

Ein Phanomen, die Ko-Sekretion, erschwert
die funktionelle Charakterisierung der Effek-
torproteine, denn die Sekretion einiger Effek-
torproteindimere hangt zuséatzlich von der
Sekretion anderer Effektorproteindimere ab.
In vivo-Daten deuten darauf hin, dass T7SS-
Maschinen zwei Bindungsstellen fiir Effek-
torproteindimere besitzen, die beladen sein
miissen, bevor ihr Transport durch die Zell-
wand erfolgen kann. Dies bietet eine mogli-

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 2: Organisation und Struktur des T7SS in der mykobakteriellen Zellwand. A, Transport von Effektorproteinen durch die Zellwand. (1) Transport
durch die cytoplasmatische Membran erfordert das Chaperon EspG und die ATPase EccA. (2) Wie Effektorproteine durch das Periplasma und die duBe-
re Membran gelangen, ist unbekannt. (3) Esx-Effektorproteine kénnten Exportporen in der &uBeren Membran bilden. (4) Einige PE/PPE-Effektorpro-
teine bilden hochspezifische Porine in der &uBeren Membran. B, Modell des hexameren ESX-3-Transportkomplexes, das aus der Kryo-EM-Struktur eines
dimeren Bausteins abgeleitet werden konnte [4]. Sechs Protomere formen eine zentrale Pore in der cytoplasmatischen Membran, durch die Effektor-
proteine in das Periplasma transportiert werden. Der periplasmatische Teil der Pore (griin) ist verschlossen und hier zur Klarheit ausgeschnitten. Eine
unter der Pore liegende Vorhofstruktur enthélt 24 ATPase-Doménen, welche die mechanische Bewegung fiir den Proteintransport ausfiihren, indem sie
durch ATP-Bindung und -Hydrolyse induzierte Konformationsénderungen durchlaufen. Der periplasmatische Teil der Pore (griin) und die ATPase-Doma-
nen sind im Transportkomplex miteinander verbunden. Diese Kopplung koordiniert vermutlich die Offnung und SchlieBung der Pore.

che Erklarung fiir den beobachteten Mecha-
nismus der Ko-Sekretion. Gleichzeitig hdufen
sich Hinweise darauf, dass Mitglieder der
Esx-Effektorproteinfamilie die Fahigkeit
besitzen, Poren in der duBeren Mykomem-
bran zu bilden, die den eigenen Export und
den anderer Effektorproteine in das extrazel-
luldare Milieu erméglichen. Dies wiirde eine
weitere Erkldarung fiir die Ko-Sekretion bie-
ten und gleichzeitig die Frage beantworten,
wie Effektorpoteine die extrem hydrophobe

und tberwiegend aus langkettigen, ver-
zweigten Mykolsduren bestehende duBere
Membran durchqueren.

Der konservierte T7SS-Transportkomplex
reicht nur ins Periplasma. Dies wirft die Fra-
ge auf, wie T7SS-Effektorproteine durch die
mykobakterielle Zellwand transportiert wer-
den. Zwei Sekretionsmodelle werden derzeit
diskutiert: Bei einem zweistufigen Transport-
mechanismus wiirden die Effektorproteine
zuerst durch den inneren Transportkomplex

PE25:PPE41 (ESX-5) | <« Abb. 3: Reprasen-
tative Strukturen der
T7SS-Effektorpro-
teine. EsxA:EsxB
(ESX-1) aus Mycobac-
terium bovis (pdb ID
1WA8), EsxG:EsxH
(ESX-3) aus M. tuber-
culosis (pdb 1D
2KG7). PE25:PPE4 1
(ESX-5) aus M. tuber-
culosis (pdb 1D
4W4K). Das T7SS-
Sekretionssignal
besteht aus den Moti-
ven WxG und
YxxxD/E und ist fiir
EsxA:EsxB angedeu-
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in das Periplasma und dann durch die auBere
Membranpore in die extrazelluldare Umge-
bung transportiert werden.

Alternativ konnten zusatzliche, noch unbe-
kannte Komponenten des T7SS das Periplas-
ma Uberbriicken und sich mit der duBeren
Membranpore verbinden, sodass Protein aus
dem Cytoplasma in einem Schritt in die
extrazellulare Umgebung sekretiert wird.
Beide Sekretionsmodelle haben Auswirkun-
gen auf den Exportmechanismus durch die
auBere Membran. In einem Ein-Schritt-
Modell kann der Effektorproteintransport in
die extrazellulaire Umgebung durch ATP im
Cytoplasma angetrieben werden. Im Zwei-
Schritt-Modell erfordert der Transport {iber
die auBere Membran eine andere Energie-
quelle, da ATP im Periplasma fehlt.

Wie ermdglicht ein Proteinexportsystem
die Aufnahme von Nidhrstoffen? Einige Mit-
glieder der T7SS-Effektorproteine der PE/
PPE-Familie verbleiben in der auBeren Myko-
membran, wo sie als hochspezialisierte Pori-
ne die selektive Aufnahme von lonen (Mg?*,
PO 42’) mit eisenbeladenen Siderophoren oder
Kohlenhydraten (etwa Glucose) ermoglichen
[6]. Wie diese Proteine sich in die duBere
Membran einfiigen, mit ihren Substraten
interagieren und ihre Funktionen ausiiben,
ist noch unbekannt.
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T7SS als Ziele fiir neue Antibiotika

Die Verbreitung von antibiotikaresisten-
ten Erregern erfordert neue Strategien im
Kampf gegen bakterielle Infektionen.
Machbarkeitsstudien zeigen, dass die
Neutralisierung von Virulenzfaktoren
eine vielversprechende antimikrobielle
Strategie darstellt [7].

So konnte in Mausmodellen gezeigt
werden, dass Inhibitoren des Typ-III-
Sekretionssystems Schutz vor Infektionen
mit Salmonella Typhimurium oder Chla-
mydia trachomatis bieten.

Der Grundgedanke hinter einer auf bak-
terielle Virulenzfaktoren ausgerichteten
Therapie besteht darin, die Verteidigungs-
mechanismen pathogener Bakterien zu
beeintrachtigen und so ein Zeitfenster fiir
das Immunsystem zu schaffen, um die
Erreger zu beseitigen. Eine solche maBge-
schneiderte Therapie wiirde weniger Kol-
lateralschdden im menschlichen Mikrobi-
om verursachen als Breitspektrum-Anti-
biotika, die unspezifisch essenzielle bio-
logische Prozesse hemmen (z.B. Protein-
translation).

Eine Neutralisierung von ESX-1, ESX-2
oder ESX-4 konnte die effiziente Beseiti-
gung der Erreger durch Phagocytose
bewirken. Die Hemmung der Nahrstoff-
aufnahme durch ESX-3 oder ESX-5 konnte
das mykobakterielle Wachstum bremsen
und zur Eindimmung der Infektion bei-
tragen. Die Wirkung des Lebendimpfstoffs
Mycobakterium bovis Bacillus Calmette-
Guérin, der nur begrenzten Schutz gegen
Tuberkulose bietet, ist hauptsachlich auf
eine genetische Deletion von ESX-1
zurlickzufiihren und weist auf das Poten-
zial von T7SS-Inhibitoren hin. Eine erste
Studie identifizierte ESX-1-Inhibitoren
und bestétigte ihre Wirksamkeit in Lun-
genfibroblasten-Zellkulturen [8].

T7SS-Inhibitoren erdffnen neue antibak-
terielle Strategien auch gegen andere
Krankheitserreger, die auf das T7SS fiir
die Wirtsinfektion angewiesen sind. T7SS
findet sich auch in nicht-tuberkuldsen
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Erregern des Mycobacterium abscessus-
Komplexes, einer Gruppe multiresistenter
Keime, die Haut- und Lungeninfektionen
verursachen [9]. ESX-4 spielt eine essen-
zielle Rolle fiir das intrazellulire Uberle-
ben von M. abscessus.

Literatur

[1] WHO (2020) Global Tuberculosis Report 2020.
https://www.who.int/teams/global-tuberculosis-pro-
gramme/th-reports/global-tuberculosis-report-2020
(Zugegriffen: 14.02.2022)

[2] Pajuelo D, Tak U, Zhang L et al. (2021) Toxin secre-
tion and trafficking by Mycobacterium tuberculosis. Nat
Commun 12: 6592

[3] Rivera-Calzada A, Famelis N, Llorca O, Geibel S
(2021) Type VII secretion systems: structure, functions
and transport models. Nat Rev Microbiol 19: 567-584
[4] Famelis N, Rivera-Calzada A, Degliesposti G et al.
(2019) Architecture of the mycobacterial type VII secre-
tion system. Nature 576: 321-325

[5] Bunduc CM, Fahrenkamp D, Wald J et al. (2021)
Structure and dynamics of a mycobacterial type VII
secretion system. Nature 593: 445-448

[6] Wang Q, Boshoff HIM, Harrison JR et al. (2020) PE/
PPE proteins mediate nutrient transport across the outer
membrane of Mycobacterium tuberculosis. Science 367:
1147-1151

[7] Fasciano AC, Shaban L, Mecsas ] (2019) Promises
and challenges of the type three secretion system injecti-
some as an antivirulence target. EcoSal Plus 8: 10.1128/
ecosalplus.ESP-0032-2018

[8] Rybniker ], Chen JM, Sala C et al. (2014)
Anticytolytic screen identifies inhibitors of mycobacterial
virulence protein secretion. Cell Host Microbe 16: 538-
548

[9] Johansen MD, Herrmann JL, Kremer L (2020) Non-
tuberculous mycobacteria and the rise of Mycobacterium
abscessus. Nat Rev Microbiol 18: 392-407

Funding note: Open Access funding enabled and organized by University
of Leiden.

Open Access: Dieser Artikel wird unter der Creative Commons
Namensnennung 4.0 International Lizenz verdffentlicht, welche die
Nutzung, Vervielfaltigung, Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in
jeglichem Medium und Format erlaubt, sofern Sie den/die urspriinglichen
Autor(en) und die Quelle ordnungsgemaB nennen, einen Link zur Creative
Commons Lizenz beifiigen und angeben, ob Anderungen vorgenommen
wurden. Die in diesem Artikel enthaltenen Bilder und sonstiges
Drittmaterial unterliegen ebenfalls der genannten Creative Commons
Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende nichts anderes ergibt.
Sofern das betreffende Material nicht unter der genannten Creative
Commons Lizenz steht und die betreffende Handlung nicht nach
gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist fiir die oben aufgefiihrten
Weiterverwendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen
Rechteinhabers einzuholen. Weitere Details zur Lizenz entnehmen Sie bitte
der Lizenzinformation auf http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
deed.de.

Korrespondenzadresse:

Dr. Sebastian Geibel

Leiden Institute of Chemistry
Universitat Leiden

Gorlaeus Building

NL-2333 CC Leiden
s.r.j.geibel@lic.leidenuniv.nl

2003-2006 Biochemiestudium, FU Berlin. 2006-2009 Promotion bei Prof. Dr. W.
Saenger, FU Berlin. 2010-2014 Postdoc bei Prof. Dr. G. Waksman, Birkbeck College,
UK. 2014-2021 Arbeitsgruppenleiter am Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie
und am Rudolf-Virchow-Zentrum, Universitat Wiirzburg, geférdert durch das Elite-

netzwerk Bayern. Seit 2022 Associate Professor am Institut fir Chemie, Universitat

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer



