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1. Zusammenfassung

Im Verlauf der Evolution haben alle hoheren Lebewesen komplexe und effiziente
AbwehrmaBnahmen entwickelt, um sich vor Angriffen von Pathogenen zu schiitzen. Die
Schleimhautoberflachen des Korpers sind besonders anfillig fiir Infektionen und es ist nicht
iiberraschend, dass die grofle Mehrzahl von Infektionserregern iiber diese Route in den Korper
eindringt. Das Immunsystem der Schleimhdute, das mucosa-associated lymphoid tissue
(MALT), schiitzt diese besonders gefdhrdeten Stellen des Korpers vor der Besiedlung und
Invasion durch Pathogene. Obwohl das MALT in den meisten Fillen in der Lage ist,
pathogene Organismen erfolgreich zu bekdmpfen, gibt es jedoch Krankheitserreger, die vom
Immunsystem iiberhaupt nicht oder nur in seltenen Féllen erfolgreich abgetotet werden. Im
Verlauf der Pathogenese kann es zu schweren Schidigungen des Wirtsorganismus kommen,
so dass eventuell bleibende Schdden zuriickbleiben, die die Lebensqualitit der Betroffenen
einschrinken. Aus diesen Griinden wére ein bestehender Immunschutz schon vor dem ersten
Kontakt mit einem Pathogen ein probates Mittel, um eine Erkrankung und die eventuell damit
verbundenen Komplikationen und nachfolgenden Schédden zu verhindern. Der iiberwiegende
Teil der zur Zeit verwendeten Vakzine wird jedoch parenteral appliziert und induziert eine
hauptséchlich systemische und keine mukosale Immunantwort. Eine mukosale Immunisierung
iiber die orale Route hingegen wiirde nicht nur die Schleimhaute schiitzen, sondern auch eine
systemische Immunantwort induzieren und stellt dabei die einfachste und am ehesten
akzeptable Methode dar. Hierzu konnen zum Beispiel attenuierte Pathogene als
Lebendvektoren eingesetzt werden. Der Einsatz solcher Mikroorganismen ist jedoch mit
Risiken verbunden, da die Moglichkeit einer Reversion besteht. Als Alternative bietet sich der
Gebrauch von apathogenen, kommensalen Bakterien an. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
Lebendvektor-System zur oralen Immunisierung entwickelt, das aus dem apathogenen,
probiotischen E. coli Stamm NISSLE 1917 besteht. Mit Hilfe des AIDA-Autotransporters
wurden die duBeren Membranproteine OspA und OspG aus Borrelia burgdorferi bzw. p60
aus Listeria monocytogenes auf der Oberflache von E. coli NISSLE 1917 présentiert. Nach
oraler Immunisierung der Versuchstiere wurden die spezifischen humoralen Immunantworten
gegen die verwendeten Antigene in Serum und Speichel mit Hilfe eines Endpunkt-ELISA
analysiert. Die Immunisierung mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917, die OspA bzw.
OspG auf ihrer Oberflache prisentierten, fiihrte zu einer Erhdhung der Antigen-spezifischer
Antikorpertiter im Serum. Auch konnten spezifische Antikorper gegen OspG im Speichel der

immunisierten Versuchstiere nachgewiesen werden. FEine Immunsierung mit p60-
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prasentierenden E. coli NISSLE 1917 fiihrte zu keiner spezifischen Immunantwort gegen
dieses Protein. Dies ist wahrscheinlich auf die sehr schwache Expression des Proteins in
diesem Bakterienstamm zuriickzufiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der probiotische E. coli Stamm
NISSLE 1917, zusammen mit dem AIDA-Autotransporter, ein geeignetes System zur oralen

Immunisierung darstellt.
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2.  Einleitung

Alle hoheren Lebewesen sind in ihrer Umwelt einer Vielzahl von Mikroorganismen und
potenziellen Pathogenen ausgesetzt. Im Verlauf der Evolution haben sie deshalb komplexe
und effiziente Abwehrmallnahmen entwickelt, um sich zu schiitzen. Eine erste und effektive
Barriere zum Schutz vor Pathogenen stellt die Haut dar. Beim Menschen bildet die oberste
Schicht aus abgestorbenen Keratinocyten eine physikalische Grenze, die Mikroorganismen in
der Regel nur bei Verletzung iiberwinden konnen. Weiteren Schutz bieten auch die geringe
Feuchtigkeit der Haut, ihr saurer pH-Wert von ungefédhr 5,0 und das Vorhandensein von
antimikrobiell wirkenden Peptiden, wie zum Beispiel Defensinen, S100-Proteinen,
Cathelicidinen, Dermicidinen und Adrenomedullinen. Diese Proteine besitzen sowohl
bakterizide, als auch fungizide Eigenschaften und sind wahrscheinlich dafiir verantwortlich,
dass im Durchschnitt 10° Mikroorganismen pro Quadratmillimeter Haut nachgewiesen
werden kdnnen [HARDER & SCHRODER, 2005]. Die Besiedlung der Haut mit Kommensalen
bietet zusétzlich Schutz vor Pathogenen, da diese die 6kologische Nische in der Haut besetzen
und dadurch eine Ansiedlung und Ausbreitung schidlicher Keime verhindern kénnen.

Bei einem Organismus handelt es sich jedoch nicht um ein geschlossenes System und
zur Aufrechterhaltung des Stoffwechsels ist ein Austausch von verschiedenen Substanzen,
wie zum Beispiel Gasen und Néhrstoffen, essentiell. Dieser Austausch geschieht an den
Schleimhduten. Die Schleimhautoberflichen des Korpers sind besonders fiir Infektionen
anfillig, da sie aufgrund ihrer physiologischen Funktionen wie zum Beispiel Gasaustausch
(Lungen), Nahrungsaufnahme (Darm), Sinneswahrnehmung (Mund, Rachen, Nase, Auge)
und Reproduktion (Uterus, Vagina) nur diinne und zusétzlich durchldssige Barrieren auf dem
Weg ins Korperinnere bilden [JANEWAY et al. 2002]. Aufgrund der Exposition und
Funktionen dieser Oberflachen ist es nicht iliberraschend, dass die groe Mehrzahl von
Pathogenen versucht, liber diese Route in den Korper einzudringen. Im Verlauf der Evolution
hat sich daher ein spezielles Kompartiment des Immunsystems zum Schutz der Schleimhéute
entwickelt, das mukosale Immunsystem. Besondere Bedeutung besitzt das Immunsystem des
Darms. Mit einer Oberfliche von 200 m* bietet die Darmmukosa ausreichend Lebensraum fiir
eine Vielzahl von Bakterien und es wird geschitzt, dass im Darm ungefihr 10'* Bakterien

leben, die ca. 500 Arten zuzurechnen sind [LU & WALKER, 2001; BERG, 1996].
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2.1 Das Immunsystem des Darms

Das Immunsystem des Darms umfasst sowohl Komponenten des angeborenen, als auch des
adaptiven Immunsystems. Zu den Komponenten des angeborenen Immunsystems zéhlen die
Anwesenheit von Verdauungsenzymen, eine Mukusschicht iiber der Mukosa, die von den
meisten Mikroorganismen nicht tiberwunden werden kann [FREY et al., 1996] und die
Sekretion von antimikrobiellen Peptiden durch die Epithelzellen, wie zum Beispiel Defensine,
Cecropine und Lactoferrine [AYABE et al., 2000; O'NEIL et al., 1999]. Weiterhin sind die
Epithelzellen bei Kontakt mit Mikroorganismen in der Lage, Chemokine (z.B. IL-8)
auszuschiitten und somit Phagocyten und professionelle Antigen-prisentierende Zellen (APC)
anzulocken [KAGNOFF, 1996]. Die rekrutierten Monocyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen sezernieren wiederum Chemokine und Cytokine, wodurch weitere Lymphocyten zum
Infektionsherd gelockt werden und die Pathogene bekdmpfen. Auf diese Weise wirken die
Epithelzellen als Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem
des Darms. Die Aktivierung der angeborenen Immunabwehr bezieht die Erkennung von
typischen molekularen Mustern der Mikroorganismen durch Rezeptoren mit ein, die von den
Epithelzellen entweder sezerniert werden oder sich auf deren Oberfliche befinden. Bei den
molekularen Mustern oder MAMPs (microbe-associated molecular patterns) handelt es sich
zum Beispiel um Peptidoglykane, Lipopolysaccharide, Lipoproteine und Teichonsduren. Da
die verschiedenen Mikroorganismen (grampositive und gramnegative Bakterien,
Mykobakterien und Pilze) unterschiedliche MAMPs exprimieren, ermdglicht eine Erkennung
dieser Muster dem Immunsystem, Informationen iiber die Art und die potentielle Pathogenitit
der Mikroorganismen zu erhalten [ DIDIERLAURENT et al., 2002].

Neben dem angeborenen Immunsystem spielt das adaptive Immunsystem des Darms
eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der epithelialen Barrierefunktion und der
Abwehr von Pathogenen. Die Bedeutung dieses Systems wird deutlich, wenn man bedenkt,
dass schitzungsweise 70% aller Lymphocyten des Korpers in intra- und subepithelialen
Geweben des Darm konzentriert sind [DIDIERLAURENT et al., 2002]. Die adaptive
Immunantwort erfolgt durch Zellen, die als gut-associated lymphoid tissue (GALT)
organisiert sind (Abb. 2.1). Damit es zur Induktion einer Immunantwort kommt, miissen
Antigene aus dem Darmlumen in Kontakt mit Zellen des GALT kommen. Es gibt drei
unterschiedliche Wege, wie Antigene die Epithelschicht des Darms iiberwinden: (1.) der
absorptive Weg tiber die Enterocyten, (2.) mit Hilfe von M-Zellen und (3.) durch dendritische
Zellen [NEUTRA et al., 2001].
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Innenseite des Darms

Epithel
(M-Zellen)

Follikel
(B-Zell-Bereich)

Darmwand

ADbDb. 2.1: Charakteristischer Aufbau des GALT. Wie die Zeichnung (links) zeigt, besteht der grofte Teil des

Gewebes aus B-Zellen. Diese bilden einen groflen und gewdlbten hochaktiven Follikel. In den Bereichen
zwischen den Follikeln befinden sich T-Zellen. Antigene gelangen durch M-Zellen in das Gewebe. Die
lichtmikroskopische Aufnahme zeigt einen Schnitt durch die Darmwand. Die Wd&lbung aus lymphatischem

Gewebe ist unter dem Epithelgeweben sichtbar. VergroBerung x 16. Aus JANEWAY et al. [2002].

Die Aufnahme von Antigen erfolgt bei Enterocyten durch vorherige Rezeptorbindung oder
durch nicht-absorptive Endocytose. Nach erfolgter Prozessierung durch die Enterocyten
werden die Antigene mit Hilfe von konventionellen und nichtkonventionellen MHC-Klasse-I-
oder MHC-Klasse-II-Molekiilen den intraepithelialen Lymphocyten (IEL) présentiert
[BUNING et al., 2005; SHAO et al., 2001; KAISERLIAN, 1999; CHRIST & BLUMBERG, 1997]. Da
die Enterocyten jedoch keine kostimulatorischen Molekiile wie zum Beispiel Proteine der B7-
Familie oder CD40 exprimieren, wird angenommen, dass dieser Weg eher zu einer
Suppression als zur Aktivierung von naiven T-Zellen fiihrt [HERSHBERG et al., 1997].

Der zweite Weg der Antigenaufnahme erfolgt mit Hilfer der M-Zellen (Abb. 2.2). M-
Zellen sind Bestandteile des follicle-associated epithelium (FAE), welches sich sowohl
phénotypisch, als auch funktionell vom Rest des iibrigen Darmepithels unterscheidet. Im FAE
befinden sich nur wenige Mukus produziernde Zellen und auch Paneth-Zellen, welche
Defensine und Lysozym sezernieren [GIANNASCA et al., 1994]. Weitere Eigenschaften sind

das Fehlen von Poly-Ig-Rezeptoren [PAPPO & OWEN, 1988] und eine geringe Expression von
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Membran-gebundenen Hydrolasen [OWEN & BHALLA, 1983]. All dies fordert den lokalen
Kontakt von intakten Antigenen mit der Oberfldche des FAE.

Abb.2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer M-Zelle. Im Gegensatz zu den benachbarten Enterocyten

besitzen M-Zellen keinen regelmifligen Mikrovillisaum. Deutlich ist ein Lymphocyt in der intraepithelialen
Tasche zu erkennen. VergroBBerung 7500 x. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Frau Lilo Greune zur

Verfiigung gestellt.

M-Zellen sind spezialisiert fiir die Aufnahme von partikuliren Antigenen aus dem
Darmlumen und den Transport zu dem darunter liegendem lymphatischen Gewebe [NEUTRA
et al.,, 1996; NEUTRA & KRAEHENBUHL, 1992]. Morphologisch unterscheiden sich die M-
Zellen von den iibrigen Enterocyten durch das Fehlen eines regelméfigen Mikrovillisaumes
und einer ausgeprdgten Glykokalyx. Eine weitere Besonderheit der M-Zellen ist das
Vorhandensein einer so genannten intraepithelialen Tasche, in der sich Lymphocyten
befinden. Diese entsteht durch starke Invagination der basolateralen Membran. Die Aufnahme

von Antigenen erfolgt durch (Makro-)Pinocytose und Phagocytose. Nach anschlieBender
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Transcytose gelangen die Antigene in die Tasche und kommen so mit den dort lokalisierten
Lymphocyten in Kontakt, wodurch in der Regel eine adaptive Immunantwort induziert wird.

Der dritte Weg der Antigenaufnahme wird iiber dendritische Zellen vermittelt. Dieser
Zelltyp ist spezialisiert auf die Prisentation von Antigenen gegeniiber naiven T-Lymphocyten.
RESCIGNO et al. [2001] konnten zeigen, dass dendritische Zellen in der Lage sind, zwischen
die Epithelzellen zu wandern und die tight junctions zu 6ffnen, die das Epithel versiegeln. Mit
Hilfe ihrer langen Fortsdtze, den Dendriten, die sie zwischen die Epithelzellen in das
Darmlumen schieben, sind sie in der Lage Antigene von dort aufzunehmen. Dendritische
Zellen sind auch an der Aufnahme von Antigenen beteiligt, die liber die M-Zell-Route das
Epithel tberwunden haben. AnschlieBend wandern sie in die Lamina propia und/oder
Lymphknoten [HUANG et al., 2000].

2.2 Mukosale Vakzinierung

Da die Schleimhédute aufgrund ihrer physiologische Funktionen diinne und durchlissige
Barrieren darstellen, ist es nicht iiberraschend, dass eine grofle Zahl von Pathogenen diese
Gewebe besiedeln und als Eintrittspforten in das Korperinnere nutzen. So benutzen zum
Beispiel enteroinvasive Bakterien der Gattungen Salmonella, Shigella und Yersinia M-Zellen,
um das Darmepithel zu iiberwinden und darunter liegende Gewebe zu besiedeln [SANSONETTI
et al., 1999]. Eine mukosale Immunsierung wiirde zu einer Aktivierung des Immunsystems
der Schleimhéute fithren und somit einen Schutz vor Pathogenen bieten, die liber die Mukosa
versuchen, den Korper zu besiedeln. Im Gegensatz zu parenteral applizierten Vakzinen bietet
eine mukosale Immunisierung den Vorteil, dass neben der angestrebten mukosalen
Immunantwort auch eine deutliche systemische Immunantwort induziert wird. Trotz mehrerer
Ansitze in den vergangenen Jahrzehnten wird die iiberwiegende Zahl der heute verfiigbaren
Vakzine jedoch immer noch systemisch appliziert, wobei neben dem Fehlen der mukosalen
Immunitét auch ein Risiko der Verbreitung von Infektionen durch kontaminierte Spritzen und
Kaniilen besteht. Eine mukosale Vakzinierung iiber die orale Route stellt sicherlich die
einfachste Methode dar. Die Vorteile oraler Vakzine liegen in der Verabreichung iiber eine
nicht invasive Route und ein damit verbundenes geringes Risiko von Infektionen. Sie sind
relativ kostenglinstig in der Herstellung, sicher und gelangen direkt an ihren Wirkungsort, der
Darmmukosa. Dazu muss das verwendete Antigen partikuldr vorliegen, da eine Vakzine in
16slicher Form iiber die Enterocyten aufgenommen wiirde, welches wiederum eher zu einer

Suppression, als zu einer Aktivierung des Immunsystems des Darms flihren wiirde. Im
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Gegensatz dazu werden partikuldre Antigene in erster Linie durch die M-Zellen
aufgenommen. Antigene konnten zum Beispiel in Mikropartikel verpackt oder an diese
gekoppelt werden. Dadurch wiirde vermieden, dass diese durch Enterocyten aufgenommen
werden, da diese Zellen, im Gegensatz zu M-Zellen, welche Partikel mit einer Gro3e von 30-
300 nm aufnehmen konnen [FREY et al., 1996], nicht in der Lage sind, Partikel mit einem
Durchmesser von mehreren Nanometern aufzunehmen [ERMAK et al., 1995; ELDRIDGE et al.,
1991; O'HAGAN et al., 1989]. Ein Nachteil dieser Methode besteht jedoch darin, dass die
Partikel auf dem Weg zu den M-Zellen im Mukus eingeschlossen werden kdnnten und somit
nicht mehr die M-Zellen erreichen [FREY et al., 1996].

Eine Alternative zum Gebrauch von Mikropartikeln ist die Verwendung
»selbstreplizierender Vakzine* als Lebendimpfstoffe zur oralen Immunisierung. Die Vorteile
liegen in der einfachen und kostengiinstigen Produktion und der unkomplizierten Lagerung,
da die Bakterien gefriergetrocknet werden konnen und somit auch auf eine Kiihlkette
verzichtet werden kann. In der Regel werden attenuierte Pathogene als Lebendvektoren
eingesetzt, da sie zusitzlich meist iiber gute Eigenschaften als Adjuvant verfiigen [KOTTON &
HOHMANN, 2004; HANTMAN et al., 1999]. Nachteile bestehen jedoch in einer moglichen
Reversion der Pathogenitidt durch Mutation oder horizontalen Gentransfer und auch darin,
dass nicht alle Individuen gleich auf eine Immunisierung mit solchen Bakterien reagieren. So
kommt es bei einigen Personen zur Ausbildung von Krankheitssymptomen, wéahrend andere
die Immunisierung gut vertragen. Auch der Grad der Attenuierung ist von entscheidener
Bedeutung fiir eine Bewertung eines Bakterienstammes fiir eine mogliche erfolgreiche
Immunisierung. Eine zu starke Attenuierung fiihrt eventuell zum Verlust der immunogenen
Eigenschaften und ein zu wenig attenuiertes Pathogen kann moglicherweise
Krankheitssymptome hervorrufen. Entscheidend ist die Balance zwischen Attenuierung und
Immunogenitdit [HOHMANN et al., 1996]. Zur Zeit sind international nur drei bakterielle
Lebendvakzine kommerziell erhiltlich und auch im klinischen Gebrauch: Salmonella enterica
Serovar Typhi Ty2la, Vibrio cholerae CVD 103-HgR und Mycobacterium bovis BCG
[KOTTON & HOHMANN, 2004].

Eine Moglichkeit die Vorteile einer bakteriellen Lebendvakzine zu nutzen, ohne
jedoch den Risiken bei der Verwendung von attenuierten Pathogenen ausgesetzt zu sein,
besteht darin, apathogene, kommensale Bakterien fiir eine mukosale Immunisierung zu
gebrauchen. So wurden zum Beispiel rekombinante Streptococcus gordonii, Lactococcus
lactis und Lactobacillus spp. erfolgreich als Vektoren fiir eine mukosale Immunisierung

eingesetzt [BOLKEN et al., 2002; MERCENIER et al., 2000; MEDAGLINI et al., 1997].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der seit Jahrzehnten therapeutisch eingesetzte apathogene
und probiotische E. coli Stamm NISSLE 1917 zusammen mit dem AIDA-Autotransporter als

Priasentationsmodul heterologer Antigene zur oralen Immunisierung von Mausen verwendet.

2.3 Das Bakterium E. coli NISSLE 1917

Der probiotische E. coli Stamm NISSLE 1917 wurde von dem Arzt Prof. Dr. Alfred Nissle
(1874-1965) wihrend des ersten Weltkrieges als wirksames Therapeutikum gegen
Darmerkrankungen beschrieben. Bei der Herstellung von Plattenkulturen fiir bakteriologische
Kurse mit einem Gemisch menschlicher Stuhlproben und Kulturen von Typhuserregern stellte
Nissle unterschiedliches Wachstum fest. In einigen Féllen hemmten die Kolibakterien das
Wachstum der Typhuserreger und er konnte auch Unterschiede in der antagonistischen
Wirkung zwischen den Kolibakterien beobachten. Offensichtlich gab es Kolistimme mit einer
schwachen und einer starken antagonistischen Wirkung. Nissle untersuchte Stuhlproben von
Patienten mit gastrointestinalen Infekten und von gesunden Personen. Hierbei beobachtete er,
dass bei den erkrankten Patienten liberwiegend ,,schwache Stimme vorkamen, wogegen sich
bei Gesunden ein Ubergewicht an ,starken* Stimmen zeigte. Bei der Suche nach solch
»starken* Staimmen fand Nissle wihrend des ersten Weltkrieges im Verwundeten-Lazarett
zwei Patienten, die niemals an gastrointestinalen Erkrankungen litten, obwohl in ihrer
unmittelbaren Umgebung viele Patienten an solchen Infekten erkrankt waren und durch den
engen Kontakt untereinander reichlich Gelegenheit bestand, sich anzustecken. Auch bei
diesen Personen zeigte sich ein deutliches Ubergewicht von ,,starken Stimmen.

Eine besonders starke antagonistische Wirkung zeigte der E. coli Stamm NISSLE
1917, ein Wildtypisolat, der bei der Untersuchung eines Pionierunteroffiziers entdeckt wurde.
Dieser Unteroffizier diente im Balkankrieg in der Dobrudscha und war im Gegensatz zu
seinen Kameraden von sdmtlichen Darmerkrankungen verschont geblieben. Alfed Nissle
erkannte schnell die therapeutische Eignung dieses Bakterienstammes fiir die Behandlung von
gastrointestinalen Erkrankungen und meldete bereits Ende 1916 diesen Stamm beim
Reichspatentamt unter dem Markennamen Mutaflor® zum Patent an. Nach dem Tod seiner
zweiten Ehefrau im Jahre 1970, Nissle verstarb bereits 1965, wurde das Préparat Mutaflor®
inklusive aller Rechte an die Firma Ardeypharm GmbH in Herdecke verkauft und wird
seitdem von dieser vertrieben.

Der E. coli Stamm NISSLE 1917 gehort zum Serotyp O6:K5:H1, besitzt drei

verschiedene fimbrielle Adhdsine [BLUM et al., 1995] und seine antagonistische Wirkung ist
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unter anderem vermutlich auf die Synthese von zwei Mikrozinen zuriickzufiihren [PATZER et
al., 2003]. Neben den Mikrozinen sind vermutlich noch weitere unbekannte Komponenten an
dieser Hemmwirkung beteiligt. Wird E. coli NISSLE 1917 zusammen mit Salmonella
enterica Serovar Typhimurium auf INT407-Zellen gegeben, so ist eine Reduktion der
Invasionsrate um 70% zu beobachten. Den gleichen Effekt sieht man, wenn der Versuch mit
einer isogenen, Mikrozin-negativen Mutante von E. coli NISSLE 1917 durchgefiihrt wird.
Auch ein direkter Kontakt von E. coli NISSLE 1917 mit Salmonellen oder den INT407-
Zellen ist nicht erforderlich, da eine Reduktion der Invasionsrate auch dann zu beobachten ist,
wenn E. coli NISSLE 1917 durch eine Membran, impermeabel fiir Bakterien, von den
Salmonellen und den INT407-Zellen getrennt ist [ALTENHOEFER et al., 2004]. WEHKAMP et
al. [2004] konnten zudem zeigen, dass E. coli NISSLE 1917 die Expression von hBD-2,
einem Defensin, in Caco-2-Zellen induziert. Weiterhin verfiigt der Stamm {iber mindestens
fiinf Eisenaufnahmesysteme (Enterobaktin, Aerobaktin, Yersiniabaktin, Hamin, Citrat-
System), wodurch er auch unter extremen Eisenmangel in der Lage ist zu wachsen und

dadurch einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Bakterien besitzt.

2.4 Der AIDA-Autotransporter als Werkzeug zur Préasentation
heterologer Antigene

Gramnegative Bakterien haben verschiedene Mechanismen zur Sekretion von Proteinen in
das extrazelluldre Milieu entwickelt. Diese Transportsysteme sind beziiglich ihres Aufbaus
recht heterogen und werden zur Zeit in fiinf Klassen eingeteilt (Typ I-V). Je nach Typ des
Sekretionsmechanismus sind zwischen einem (Typ V) und 12-16 Proteinen (Typ II) am
Aufbau des Transporters beteiligt wobei der Transport von Proteinen sowohl Sec-unabhéngig,
als auch Sec-abhingig erfolgen kann [HENDERSON et al., 2004]. Im Fall der Autotransporter
(Typ V) besteht der Sekretionsmechanismus aus nur einem Protein, da das zu sezernierende
Peptid Teil des Transporters ist.

Das adhesin involved in diffuse adherence (AIDA) gehort zur Familie der
Autotransporter und ist verantwortlich fiir den Phinotyp der diffusen Adhéirenz des E. coli
Stammes 2787 (O12:H27) [BENZ & ScHMIDT, 1989]. Das Protein besteht aus einem N-
terminalen Signalpeptid, der a-Doméne (AIDA-I) und der C-terminalen B-Doméne (AIDA®).
Der Translokator, AIDAS, lasst sich noch weiter in einen aus 104 Aminosduren bestehenden

N-terminalen Bereich (B;) und einen 336 Aminosduren umfassenden C-terminalen Bereich
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(B2) unterteilen. Die P,-Doméne stellt dabei den eigentlichen Transporter dar, der fiir die
Translokation von AIDA-I {iber die dullere Membran verantwortlich ist.
Die B;-Domine ist die Verbindung zwischen dem Adhisin und der B;-Domine und

tragt zur Stabilisierung des Proteins bei [KONIECZNY et al., 2001] (Abb.2.3).

NH>

Extrazellulares Milieu

M
AuRere Membran I | II
Periplasma COOH

Innere Membran m”m “mm sec mmﬁmm
VIV VIS

T COOH

Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines Autotransporters. Nach der Synthese im Cytoplasma wird das

Protein iiber die innere Membran vermutlich mit Hilfe des Sec-Apparates in das Periplasma transportiert. Das
Signalpeptid (gestrichelte Linie) wird abgespalten und die C-terminale Transporterdoméne (schwarz) integriert
sich als B-barrel in die duBere Membran. Durch die dabei entstandene Pore gelangt die Passenger-Doméne
(grau) in das extrazellulire Milieu. Im Falle des AIDA-Autotransporters wird der Passenger (AIDA-I)
wahrscheinlich autokatalytisch vom Translokator abgespalten und verbleibt nicht-kovalent an der bakteriellen

Oberflache.

Nach der Synthese des AIDA-Proteins im Cytoplasma wird dieses wahrscheinlich mit Hilfe
des Sec-Mechanismus iiber die innere Membran transportiert und das Signalpeptid
abgespalten. Die B,-Doméne von AIDAS inseriert in die duBere Membran und bildet ein -
barrel aus 14 B-Faltbléttern. Durch die so gebildete Pore gelangt das Adhésin (AIDA-I) iiber
die duflere Membran in das extrazelluldre Milieu. Dort wird es autokatalytisch abgespalten
und verbleibt nicht-kovalent an der Membran gebunden. Ein Austausch der N-terminalen
Aminosédure der B;-Domine verhindert die Prozessierung und AIDA-I bleibt kovalent mit

dem Transporter AIDA® verbunden.
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Dass ein Austausch des Adhisins gegen heterologe Antigene moglich ist, konnten zum
Beispiel KONIECZNY et al. [2000] zeigen, indem sie den AIDA-Autotransporter nutzten, um

funktionelle T-Zell-Epitope auf der Oberflache von E. coli zu préasentieren.

2.5 Verwendete Antigene

2.5.1 OspA und OspG aus Borrelia burgdorferi

Lyme-Borreliose ist eine sich schnell ausbreitende Infektion, die durch Zecken der Gattung
Ixodes tibertragen wird und sowohl Menschen, als auch Tiere befillt. Thren Namen verdankt
die Krankheit dem Ort Lyme in Connecticut (USA), wo es 1977 zu einer ritselhaften Haufung
von Arthritis bei Kindern kam [STEERE et al., 1977]. Bei den meisten der Betroffenen war
zuvor ein sich langsam ausbreitender roter Fleck auf der Haut beobachtet worden (Abb. 2.4).
Diese Wanderrote oder Erythema migrans war der Wissenschaft schon seit dem frithen 20.
Jahrhundert bekannt und wurde mit Zeckenbissen in Verbindung gebracht. Man nahm an,
dass die Wanderrote durch von Zecken {ibertragene Bakterien verursacht wiirde. Um 1950
gelang es dann Spirochéten-dhnliche Strukturen in Hautproben im Bereich der Wanderrdte zu
beobachten, was zu dem Einsatz von Penicillin zur Behandlung eines Erythema migrans
fiihrte.

Um den Ort Lyme herum gibt es grole Wilder mit vielen Wildtieren, die oftmals von
Zecken befallen sind. Die Umweltbedingungen vor Ort und die Symptome der Betroffenen
fiihrten schnell zu dem Verdacht, dass die Ursache fiir die Arthritis ein durch Zeckenbisse
iibertragbarer Erreger ist. Im Jahre 1982 gelang es BURGDORFER et al. [1982] Spirochédten aus
dem Mitteldarm von Zecken der Gattung Ixodes dammini zu isolieren. Die neu entdeckte Art
bekam den Namen Borrelia burgdorferi und ein Jahr spater, 1983, konnten die Bakterien
erstmals aus dem Blut von Patienten kultiviert werden, bei denen zuvor eine Wanderrote
aufgetreten war [BENACH et al., 1983]. Die Borellien lielen sich weiterhin aus dem Erythema
migrans selbst und aus der Cerebospinalfliissigkeit von Patienten isolieren, die an einer

Meningoencephalitis litten und bei denen zuvor eine Wanderrote aufgetreten war.
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Abb. 2.4: Erythema migrans nach einem Zeckenbiss (A). Deutlich ist der sich ausbreitende rote Fleck um die

Stelle des Zeckenbisses zu erkennen. (B) Die Spirochite B. burgdorferi. Rasterelektronenmikroskopische

Aufnahme. Quelle: Internet.

In Europa wird Borrelia burgdorferi durch den gemeinen Holzbock (Ixodes ricinus)
iibertragen (Abb. 2.5) und jdhrlich erkranken in Deutschland etwa 20000 bis 60000 Menschen
an Lyme-Borreliose [FAULDE & HOFFMANN, 2001]. Wihrend die Zecke Blut saugt, werden
die Bakterien auf den Menschen iibertragen und es entwickelt sich in der Folge eine
systemische Infektion. Die Symptome der Borreliose umfassen akute Kopfschmerzen,
Riickenschmerzen, Schiittelfrost und Erschopfungszustéinde. In etwa 75% der Félle tritt an der
Bissstelle ein groBer, kreisformiger Ausschlag auf, den man als Erythema migrans bezeichnet.
Erfolgt jetzt die richtige Diagnose, kann die Krankheit mit Antibiotika behandelt werden.
Geschieht dies nicht, tritt die Lyme-Borreliose in ein chronisches Stadium ein und nach
Wochen oder auch mehreren Monaten kann es dann zu schweren Krankheitssymptomen
kommen. So entwickeln etwa 40-60% der Patienten eine Arthtitis und bei 15-20% kommt es
zu neurologischen Komplikationen wie Ladhmungserscheinungen, Muskelschwiche und
Gesichtszucken. Schadigungen des Herzens werden bei etwa 5% der Félle beobachtet. Eine
Behandlung einer chronischen Borreliose ist nur durch die intravendse Gabe von Antibiotika
moglich, die in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu {iberwinden und somit die Borrelien

im Zentralnervensystem zerstoren kdnnen [STEERE, 2001].
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Abb. 2.5: Der gemeine Holzbock (Ixodes ricinus). Die Zecke wurde in der typischen Lauerhaltung

fotografiert. Bei Erschiitterungen, wechselnden Lichtverhéltnissen oder CO,-Wahrnehmung streckt das Tier das

erste Beinpaar in die Luft um sich an einem vorbeikommenden Tier oder Mensch festzuhalten. Quelle: Internet.

Als Modellantigene wurden in dieser Arbeit die duleren Membranproteine OspA und OspG
aus Borrelia burgdorferi verwendet. Die Borrelien exprimieren OspA auf ihrer Oberfldche
nur, wenn sie sich im Mitteldarm der Zecken befinden [BARBOUR et al., 1985]. Die genaue
Funktion dieses Proteins mit einem Molekulargewicht von 31 kDa ist noch nicht ganz geklért,
aber es handelt sich vermutlich um ein Adhésin, welches es den Borrelien ermdglicht, im
Mitteldarm der Zecken zu verbleiben [PAL et al., 2000]. Saugt eine Zecke nun Blut von ihrem
Wirt und gelangt dieses in den Mitteldarm, entfernen die Bakterien OspA von der Oberfléche
und konnen, da sie nicht ldnger an den Epithelzellen adhdrieren, diesen verlassen und durch
die Hamolymphe in die Speicheldriisen einwandern [DE SILVA et al., 1996; SCHWAN et al.,
2000]. Uber den Speichel gelangen die Bakterien in den Siugerwirt und expremieren dort das
dullere Membranprotein OspG, mit einem Molekulargewicht von 22 kDa. [WALLICH et al.,
1995].
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2.5.2 Das p60 Protein aus Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ist ein intrazelluldres, grampositives, stdbchenformiges Bakterium,
das einzeln oder in kurzen Ketten vorkommt und mit kontaminierten Nahrungsmitteln
aufgenommen wird. Das Bakterium ist sdure-, kélte- und salztolerant und aufgrund der weiten
Verbreitung in Boden und Wasser ist eine Kontamination frischer Nahrungsmittel praktisch
immer moglich. Fleisch, Milchprodukte und andere Frischwaren sind deshalb hédufiger mit
diesem Pathogen kontaminiert. Bis etwa 1980 spielte L. monocytogenes als
Lebensmittelvergifter und Humanpathogen keine bedeutende Rolle. Das Bakterium wurde
vielmehr im Zusammenhang gebracht mit Encephalitis und Aborten bei landwirtschaftlichen
Nutztieren, die mit Silage gefiittert wurden. Im Jahr 1981 kam es in Halifax, Kanada, zu
einem Ausbruch von Listeriose in 41 Fillen, darunter fiinf Spontanaborte und vier
Totgeburten. Als Ursache wurde infizierter Krautsalat ausgemacht, der aus mit Schafdung
gediingtem WeiBlkohl hergestellt wurde [SCHLECH et al., 1983]. In Massachusetts starben
1983 vierzehn von 49 Menschen, die mit L. monocytogenes kontaminierte Milch getrunken
hatten [FLEMING et al., 1985] und weitere Ausbriiche in Kalifornien, 1985, und in der
Schweiz, 1983-1987, betrafen mehr als 100 Menschen. Ursache in diesen Fillen war
kontaminierter Weichkédse [LINNAN et al., 1988; BILLE et al., 1989]. Obwohl es zweifellos
sehr hdufig zu Kontakt mit L. monocytogenes kommen kann, tritt die Listeriose doch relativ
selten auf. Man schétzt, dass jéhrlich nur etwa 2-15 Fille pro 1000000 Menschen auftreten
[RocOurT et al., 1997]. Betroffen sind in erster Linie Personen mit geschwéchtem
Immunsystem, wie zum Beispiel dltere Menschen, Neugeborene und Personen mit
immunsuppressiven Erkrankungen. Die Listeriose ist trotz der relativ niedrigen Inzidenz eine
schwere Erkrankung mit einer Mortalitdt von 20-30%. Die Symptome der Krankheit beim
Menschen sind im Prinzip die gleichen wie beim Tier: Infektion des Gehirns und Aborte
[Low et al., 1997].

Als Modellantigen zur Prisentation mit dem AIDA-Autotransporter wurde das Protein
p60 ausgewdhlt. p60 ist ein extrazelluldres Protein mit einem errechneten Molekulargewicht
von 60 kDa und ist essentiell fiir eine erfolgreiche Invasion der Wirtszellen [KUHN et al.,
1989; BUBERT et al., 1992]. Weiterhin besitzt es eine Murein-Hydrolase-Aktivitét
[WUENSCHER et al., 1993]. Listerien mit einer Mutation im iap-Gen, welches fiir p60 kodiert,
zeigen eine gestorte Zellteilung und tendieren zur Bildung langer Ketten [PILGRIM et al.,
2003].
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2.6  Zielsetzung

Obwohl die allermeisten Infektionen iiber die Schleimhéute ihren Anfang nehmen wird die
iiberwiegende Zahl der verfiigbaren Impfstoffe heute jedoch parenteral appliziert und
induziert daher eine systemische, aber keine ausreichende mukosale Immunantwort.

Um eine Immunreaktion des GALT zu induzieren, muss das verwendete Antigen
partikulér vorliegen. Es kann zum Beispiel in Mikropartikel verpackt oder an diese gekoppelt
werden, da M-Zellen in der Lage sind, Partikel mit einem Durchmesser bis zu 300 nm
aufzunehmen.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von lebenden attenuierten
Pathogenen als Vakzinetriger. Diese verfiigen oftmals iiber gute Eigenschaften als Adjuvant
und fiihren zu einem guten Immunschutz. Der Gebrauch von attenuierten Pathogenen birgt
jedoch auch Risiken. So ist nicht auszuschlieBBen, dass diese Bakterien ihre Pathogenitét durch
Mutation oder horizontalen Gentransfer wiedererlangen.

Diese Gefahr besteht nicht bei der Verwendung von kommensale Mikroorganismen.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der apathogene und probiotische E. coli
Stamm NISSLE 1917, zusammen mit dem AIDA-Autotransporter, als Lebendvektor fiir eine
orale Immunisierung geeignet ist. Weiterhin sollte geklirt werden, ob eine orale (mukosale)
Immunisierung eine starke Immunantwort im Serum induziert, welche Schutz vor
hdmatogenen Infektionen wie zum Beispiel Borrelia burgdorferi bieten wiirde. Als
Modellantigene sollten die &duBleren Membranproteine OspA und OspG aus Borrelia
burgdorferi und das p60 Protein aus Listeria monocytogenes verwendet und mit Hilfe des

AIDA-Autotransporters auf der Oberfliche der Bakterien présentiert werden.



Material & Methoden 17

3. Material und Methoden

Alle angegebenen Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma

und Merck wenigstens in p.a. Qualitit bezogen.

3.1 Verwendete Bakterienstamme

In der Tabelle 2.1 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

bezeichnet und ndher beschrieben.

Tab. 3.1: Verwendete Escherichia coli Stimme.

STAMM GENOTYP REFERENZ

BL21(DE3) F ompT hsdSB(r, my’) gal dcm (DE3, der STUDIER et al., 1986
lysogene Phage kodiert fiir die T7-
Polymerase)

C600 F'(e14’) hsdR(ry'my ") SupE44 thr-1 leuB6 APPLEYARD, 1953
thi-1 lacY1 tonA21

DH5a F~ ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 HANAHAN et al., 1991

recAl endA1 hsdR17(r’,m,") phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl tonA

NISSLE 1917 06:K5:H1 NISSLE, 1918

TOP 10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) GRANT et al., 1990
®d80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str®) endA1 nupG

3.2  Verwendete Versuchstiere

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um weibliche Balb/c-Méause (Harlan
Winkelmann GmbH, Borchen) im Alter von 9 bis 12 Wochen. Die Genehmigungsnummer

des Tierversuchantrages lautete G47/2002.
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3.3 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmide

pABMutCys pUC18 Derivat, das fiir ein mutiertes p60 Protein aus Listeria
monocytogenes kodiert. Durch den Austausch des einzigen Cystein-
Restes im p60 Protein durch ein Alanin wurde die Murein-Hydrolase-
Aktivitdt des Proteins zerstort. Das Plasmid wurde freundlicherweise

von H. Riissmann (Miinchen) zur Verfligung gestellt.

pUNG6 Expressionsplasmid fiir AIDA°-Fusionsproteine. Das Plasmid enthalt
den orfB-Promotor und die kodierenden Sequenzen fiir das Signal-
peptid, die letzten fiinf C-terminalen Aminoséuren von AIDA-I und den

Translokator AIDA® [NIEWERTH, 2000].

pET-24b(+) Vektor fiir die Konstruktion von Hisg-tag-Proteinen, bezogen von

Novagen, Merck Biosciences GmbH, Schwalbach

pCR2.1-TOPO Vektor fiir die direkte Klonierung von Tag-Polymerase amplifizierten
PCR-Produkten mittels Topoisomerase (TA-Cloning). Bezogen von
Invitrogen GmbH, Karlsruhe.

pOsp-A Plasmid, das fiir das outer surface protein A (OspA) aus Borrelia
burgdorferi kodiert. Das Plasmid wurde freundlicherweise von R.

Wallich (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

pZS7-7 Plasmid, das fiir das outer surface protein G (OspG) aus Borrelia
burgdorferi kodiert. Das Plasmid wurde freundlicherweise von R.

Wallich (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

pMUT1-tet Kryptisches Plasmid aus E. coli NISSLE 1917 mit einer
Tetracyclinresistenz. Das Plasmid wurde freundlicherweise von

T. Oelschldger (Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt.
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pMUT2-km Kryptisches Plasmid aus E. coli NISSLE 1917 mit einer
Kanamycinresistenz. Das Plasmid wurde freundlicherweise von

T. Oelschldger (Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt.

Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und
Eurogentec (Ivoz-Ramet, Belgien) synthetisiert. Die Basenfolge wurde von den bekannten
Sequenzen der Zielgene abgeleitet. Die unterstrichenen Nukleotidsequenzen entsprechen den

Erkennungssequenzen der angegebenen Restriktionsendonukleasen.

AIDA-for  5-CC ATC GAT ™ ATC GGG TTT TGT GTA TTG ACC G-3’
AIDA-rev  5-CC ATC GAT “® TTC GCT GAT AAG TTG TCC TAA GTC C-3°

p60-for 5-GC TCT AGA ™ AGC ACT GTA GTA GTC GAA GC-3’
p60-rev 5-GC TCT AGA ™ TAC GCG ACC GAA GCC ACC-3

p60-for-neu  5'-GC TCT AGA *®¥ GCT TTA TCC GTA AAA T-3
p60-rev1366 5'-GC TCT AGA *® ATT TGT GTT TGT AGA TGG T-3’
p60-for1385 5'-GC TCT AGA " GCT AAT AAA ACA AAT ACA AAT-3’

p60-for-His ~ 5"-CGC GGA TCC ™ GAG CAC TGT AGT AGT CGA AGC-3’
p60-rev-His  5'-CCG CTC GAG "™ TAC GCG ACC GAA GCC AAC-3’

ospA-for  5-GC TCT AGA *® ATG AAA AAA TAT TTA TTG G-3’
ospA-rev  5-GC TCT AGA * TTT TAA AGC GTT TTT AAT TTC-3

ospG-for 5-GC TCT AGA ™ ATG AAT AAG AAA ATG AAA AAT-3’
ospG-rev 5-GC TCT AGA ™ TTT TTT ATC TTC TAT ATT TTG-3’

ospA-for-His 5'-CGC GGA TCC #™" GAT GAA AAA ATA TTT ATT GG-3
ospA-rev-His 5'-CCG CTC GAG X TTT TAA AGC GTT TTT AAT TTC-3
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ospG-for-His 5'-CGC GGA TCC *™! GAT GAA TAA GAA AAT GAA AAA T-3
ospG-rev-His 5'-CCG CTC GAG "™ TTT TTT ATC TTC TAT ATT TTG-3’

Muta 7 5’-GAC CCA GCG ATA ACC GGA TG-3’
Muta 8 5’-GTG AGA TGA TGG CCA CGA TT-3’
Muta 9 5-GCG AGG TAA CCT CGA ACA TG-3’

Muta 10 5’-CGG CGT ATC GAT AAT TCA CG-3°

3.4 Antikorper und Antiseren

Tab. 3.2: Verwendete Primérantikdrper und ihre Verdiinnung im Western blot.

BEZEICHNUNG / VERDUNNUNG | BESCHREIBUNG REFERENZ
afpl2 polyklonales Kaninchen- SUHR, 1998
1:20000 serum gegen das gereinigte

Fusionsprotein Hisg-AIDA®

aPentaHis monoklonaler Antikérper | QIAGEN, Hilden
1:2000 der Klasse IgG; aus Maus
gegen den Hisg-tag von

rekombinanten Proteinen

aOspA polyklonales Mausserum Wallich,
1:10000 gegen das outer surface Heidelberg
protein A (OspA) aus
Borrelia burgdorferi

aOspG polyklonales Mausserum Wallich,
1:10000 gegen das outer surface Heidelberg
protein G (OspG) aus
Borrelia burgdorferi

ap60 monoklonaler Antikorper | Gentschev,
1:500 der Klasse IgG; aus Maus | Wiirzburg
gegen das p60 Protein aus
Listeria monocytogenes
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Tab. 3.3: Verwendete Sekundarantikorper.

BEZEICHNUNG / VERDUNNUNG | BESCHREIBUNG HERSTELLER

GAM-AP Durch Affinitdtschromato- Jackson

1: 7500 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch
spezifisch gegen Maus IgG, Laboratories, Inc.
welches an Alkalische
Phosphatase gekoppelt ist.

GAR-AP Durch Affinitdtschromato- Jackson

1:7500 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch
spezifisch gegen Kaninchen Laboratories, Inc.
IgG, welches an Alkalische
Phosphatase gekoppelt ist.

GAM-IgG-PO Durch Affinitdtschromato- Jackson

1:5000 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch
spezifisch gegen Maus IgG (y Laboratories, Inc.
Kette), weches an
Meerrettichperoxidase
gekoppelt ist.

GAM-IgA-PO Durch Affinitdtschromato- Jackson

1:5000 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch
spezifisch gegen Maus IgA Laboratories, Inc.
(o Kette), weches an
Meerrettichperoxidase
gekoppelt ist.

GAM-Cy2 Durch Affinititschromato- Jackson

1:50 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch
spezifisch gegen Maus IgG, Laboratories, Inc.
welches an den
Fluoreszenzfarbstoff Cy2
gekoppelt ist.

GAR-Cy2 Durch Affinitdtschromato- Jackson

1:50 graphie isoliertes Ziegenserum | ImmunoResearch

spezifisch gegen Kaninchen
IgG, welches an den
Fluoreszenzfarbstoff Cy2
gekoppelt ist.

Laboratories, Inc.
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3.5 Stammldsungen, Puffer und Medien

Die verwendeten Puffer und Stammldsungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach
SAMBROOK et al. (1989) oder AUSUBEL et al. (1994) bzw. den Herstellerangaben
entsprechend angesetzt. Hiervon abweichende Pufferzusammensetzungen sind im Verlauf des
Kapitels jeweils bei der ersten Erwdhnung im Zusammenhang mit der behandelten Methode

aufgefiihrt.

3.5.1 Kulturmedien fur Bakterien

LB-Medium TB-Medium
Trypton 10g Trypton 12¢
Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt 24 ¢
NaCl 10g KH,PO4 231 g
A. bidest. ad 1000 ml K,HPO4 12,54 ¢
pH 7.0 NacCl 10g

Glycerin 4 ml
A. bidest. ad 1000 ml

Standard I Medium MacConkey-Bouillon
Standard I Pulver 25¢g MacConkey-Pulver 35 ¢
A. bidest. ad 1000 ml A. bidest ad 1000 ml
pH 7.0 pH 7.0

Zur Verfestigung der Ndhrmedien wurde den Losungen 1,5% (w/v) Bacto-Agar oder Select-
Agar zugesetzt. Die Losungen wurden vor Gebrauch 20 Minuten bei 121°C autoklaviert und
bei Bedarf Antibiotika zugesetzt (Temperatur der Losung nicht iiber 60°C). Auf Platten fiir
Blau-/WeiB-Screening wurden vor Gebrauch 40 pl einer X-gal-Losung (40 mg / ml in DMF)

ausplattiert und diese bei 37°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.5.2 Verwendete Antibiotika

Ampicillin

20 mg / ml des Natriumsalzes in A.bidest., sterilfiltriert. Lagerung bei -20°C.

Arbeitskonzentration 100pg / ml.

Kanamycin

10 mg / ml Kanamycinsulphat in A. bidest., sterilfiltriert. Lagerung bei -20°C.

Arbeitskonzentration 30pg / ml.

Tetracyclin

12 mg / ml Tetracyclin *« HCI in 70% Ethanol, sterilfiltriert. Lagerung bei -20°C.

Arbeitskonzentration 12pg / ml.

3.6 Enzyme

Tab. 3.4: Verwendete Enzyme.

ENZYM HERSTELLER | AKTIVITAT | FUNKTION

BamHI MBI 10U/ ul Restriktion 5'-GGATCC-3’

Clal MBI 10U/ ul Restriktion 5'-ATCGAT-3’

Xbal MBI 10U/l Restriktion 5'-TCTAGA-3’

Xhol MBI 10U/ ul Restriktion 5'-CTCGAG-3"

T4 DNA Ligase MBI 60 U/ ul Phosphodiesterbindung zwischen 3°-
und 5'-Termini

CIAP NEB 10U/ ul Hydrolyse von 5’-Phosphatgruppen

Pfu-Polymerase MBI 2,50/l 5" - 3" DNA-Polymerase-Aktivitét
3’ 5" Exonuklease-Aktivitt

Phusion- Finnzymes 20/l 5" = 3" DNA-Polymerase-Aktivitdt

Polymerase 3’ 5" Exonuklease-Aktivitt

Tag-Polymerase MBI S5U/ul 5" > 3" DNA-Polymerase-Aktivitat

Benzonase Novagen 25U/l Hydrolyse von Nukleinsiduren

Lysozym Roche Aufschluss von Bakterien
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3.7 Gerate

Die nachfolgende Auflistung stellt die in der Arbeit verwendeten Gerdte und deren

Bezugsquelle zusammen.

Autoklav:
Brutschrinke:

Elektrophoresekammer:

Elektroporator:

ELISA-Lesegerit:

ELISA-Waschgerit:
Geltrockner:

GelgieBkammer:

Haubeninkubator:

Magnetriihrer:

Mikroskope:

Mikrowelle:

pH-Meter:

Spannungsgeber:

Spektralphotometer:

SemiDry Blotgerit:
Sterilbinke:
Thermocycler:

Ultraschallgerit:

Vortex:

Vaculab S 3000, MMM GmbH (Miinchen)

Modell 500, Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach)

ZMBH (Heidelberg) fiir Agarosegele

Hoefer Scientific Instruments, Amersham biosciences (Freiburg)
EasyjecT Plus, Equi Bio Ltd. (Kent, UK), bezogen iiber PeqLab
Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Emax™ precision microplate reader, Molecular Devices,
bezogen liber MWG Biotech (Erlangen)

Columbus Washer, Tecan (Crailsheim)

Hoefer Scientific Instruments, Amersham biosciences (Freiburg)
Multiple Gel Caster SE 200, Hoefer Scientific Instruments,
Amersham biosciences (Freiburg)

Certomat R/H, Braun Diessel Biotech (Melsungen)

IKAMAG RH, Janke & Kunkel GmbH & Co.

KG — IKA- Labortechnik (Staufen)

Phasenkontrastmikroskop BH-2, Olympus (Hamburg)
Photomikroskop Axiophot, Carl Zeiss (Oberkochen)

Micromat, AEG (Miinchen)

@ 32 pH-Meter, Beckman-Coulter (Miinchen)

Elektrophoresis Constant Power Supply EPS 500/400,
Amersham biosciences (Freiburg)

DU 640, Beckman-Coulter (Miinchen)

Biophotometer, Eppendorf (Hamburg)

BioRad (Miinchen)

Tecnoflow, Integra Biosciences (Fernwald)

Hybaid PCR Sprint, Hybaid (Engelsbach)

450/250 Sonifier, G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik
(Schwébisch Gmiind)

Vortex Genie 2, LHD (Heidelberg)
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Wasserbad: GFL (Burgwedel)

Zentrifugen: Beckman J2-MI (Miinchen)
Eppendorf Kiihlzentrifuge 5417 R (Hamburg)
Heraeus Sepatech Varifuge 3.0 R (Hanau)

3.8 Arbeiten mit Bakterien

3.8.1 Flussigkulturen

Flissigkulturen wurden in Standard I, TB- oder LB-Medium mit ggf. entsprechender
Supplementation durch Antibiotika bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Vorkulturen
(Ubernachtkulturen) wurden mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte oder aber mit einem
Aliquot einer Stammkultur angeimpft.

Stammkulturen (Glycerinkulturen) wurden aus einer exponentiell wachsenden Kultur
(ODgoo 0,5 — 0,9) nach Zugabe von 30% (v/v) Glycerin (Endkonzentration) hergestellt und bei
-70°C gelagert.

3.8.2 Bestimmung des Wachstums in Flussigkulturen

Das Bakterienwachstum in Fliissigkulturen wurde durch die photometrische Messung der

optischen Dichte bei einer Wellenlédnge von A = 600 nm verfolgt.

3.8.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Bakterienzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer. Dazu
wurde unter dem Mikroskop die Anzahl der Bakterien in vier Gruppenquadraten ausgezéhlt
und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet (VF = Verdiinnungsfaktor; Kammerfaktor

=1,25x 10%:

Bakterien / ml = (Zellzahl x VF x 1,25 x 10%) / 4
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Das benétigte Volumen der Bakteriensuspension wurde zentrifugiert (4000 x g; 5 min, RT)
und das Sediment zur Einstellung des erforderlichen Titers in der entsprechenden Menge

Medium resuspendiert.

3.8.4 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen erfolgte in Anlehnung an eine Methode aus
,Ccurrent Protocols in Molecular Biology“ [AUSUBEL et al., 1994], die auf einer Publikation
von Dower et al. [1988] basiert.

500 ml Standard I Medium wurden in einer Verdiinnung von 1:200 mit einer
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODgg von ~ 0,7 inkubiert.
AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension in gekiihlte Zentrifugenbecher iiberfiihrt, 15
min auf Eis inkubiert und dann sedimentiert (5000 x g; 20 min; 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 250 ml eiskaltem A. bidest. resuspensiert und erneut zentrifugiert
(s.0.). Auf diese Weise wurde das Pellet noch zweimal gewaschen um eventuelle Reste des
Néhrmediums und somit storende Salze zu entfernen. Es folgte ein letzter Waschschritt mit
10% (v/v) Glycerin und danach wurden die sedimentierten Bakterien in einer Volumen-
einheit (bezogen auf das Volumen des Pellets) 10% (v/v) Glycerin aufgenommen. Die

Bakterien wurden in Alliquots von 150 pul bei -70°C gelagert.

3.8.5 Elektroporation kompetenter Bakterien mit Fremd-DNA

Bei der Elektroporation werden die Zellmembranen von kompetenten Bakterien durch einen
kurzen Puls hoher Feldstirke fiir hochmolekulare Molekiile permeabel. Da bei dieser
Methode mit sehr hohen Spannungen im Kilovolt-Bereich gearbeitet wird, ist es wichtig, dass
die eingesetzte DNA salzfrei ist. Andernfalls kommt es zur Ausbildung eines Lichtbogens.
Fiir die Elektroporation wurden 150 pul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 25 ng bis
50 ng Fremd-DNA versetzt und gemischt. Die Bakteriensuspension wurde in eine gekiihlte
Elektroporationskiivette iiberfiihrt und diese direkt in das Elektroporationsgerit gestellt. Nach
Anlegen eines elektrischen Pulses (2500 V; 25 pF; 201 Q) wurden die Bakterien in 1 ml
Standard I Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. AnschlieBend
wurde ein Alliquot von 100 pl bis 200 ul auf vorgewarmten (37°C), mit Antibiotika
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supplementierten Agarplatten ausgestrichen und tiiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

3.8.6 Herstellung CaCl,-kompetenter Bakterien

Die Herstellung CaCl,-kompetenter Bakterien erfolgte in Anlehnung an eine Methode
beschrieben in SAMBROOK et al. [1989]. Dazu wurden 50 ml Standard I Medium mit 1 ml
einer Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODgo von ~0,7 bei 37°C und 180 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension in gekiihlte Zentrifugenbecher
{iberfiihrt und sedimentiert (2000 x g; 15 min; 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment in 10 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung aufgenommen und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Kalzium erhoht stark die Bereitschaft der Bakterienzelle DNA aufzunehmen. Nach
erneuter Zentrifugation (2000 x g; 15 min; 4°C) wurde das Sediment in 2 ml einer eiskalten
100 mM CaCl,-Losung + 15% (v/v) Glycerin resuspendiert und in Alliquots von 150 ul bei
-70°C gelagert.

3.8.7 Transformation CaCl,-kompetenter Bakterien mit Fremd-DNA

Fiir die Transformation wurden 150 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von
25 ng bis 50 ng Fremd-DNA erfolgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Anschlieend
wurden die Zellen fiir die Dauer von 90 sec einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt, fiir 2
min auf Eis abgekiihlt und mit 850 pl Standard I Medium versetzt. Nach einer Inkubation von
60 min bei 37°C und 180 rpm wurde ein Aliquot von 100 pl bis 200 pl auf vorgewéarmten (37
°C), mit Antibiotika supplementierten Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.
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3.9 Molekularbiologische Methoden

3.9.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Bakterien wurden durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Nach einer Fillung der Proteine
und der genomischen DNA wurde die Plasmid-DNA aus dem gekldrten Lysat durch
Anionenaustauscherchromatographie isoliert. Alle bendtigten Materialien und Reagenzien
stammten aus kommerziellen Kits der Firma Qiagen (QIAPrepSpin MiniPrep Kit / QIAfilter
Plasmid Midi Kit). Die Plasmid-DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.9.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Faces

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Fiaces wurde ein kommerzielles Kit der Firma Qiagen
verwendet (QIAPrepSpin MiniPrep Kit).

Zehn Kotstiickchen wurden in 250 pl A. bidest. aufgenommen und 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Inaktivierung eventuell vorhandener DN Asen durch
fiinfminiitiges Kochen im Wasserbad. AnschlieBend wurden 250 ul Puffer ,,P1* zugegeben
und die Ficesproben mit einem sterilen Holzstab suspendiert. Nach Zugabe von 250 pl Puffer
P2 und erneutem suspendieren, wurden die Proben mit 350 pl Puffer ,,N3 versetzt und fiir
10 min bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (14000 x g; 10 min; RT) wurden die
Uberstéinde auf Anionenaustauschersiulen gegeben und erneut zentrifugiert (14000 x g;
1 min; RT). Der Durchfluss wurde verworfen und die Séulen jeweils einmal mit den Puffern
»PB“ (500 pl) und ,,PE* (750 ul) gewaschen und dann getrocknet (14000 x g; 1 min; RT).
AnschlieBend wurden 30 pl A. bidest. auf die S&ulen pipettiert, fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann zentrifugiert (14000 x g; 1 min; RT). Die Plasmid-DNA
wurde bei -20°C gelagert.

3.9.3 Isolierung von DNA aus einem Agarosegel

Die Reinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kit der
Firma PeqLab (E.Z.N.A. Gel Extraction Kit). Dazu wird die entsprechende Bande mit einem
Skalpell unter langwelligem UV-Licht ausgeschnitten, in ein Eppendorfreaktionsgefdll mit
Bindepuffer tberfiihrt und bei 55°C so lange inkubiert, bis das Gelstiick vollstindig
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geschmolzen war. Die Isolierung der DNA erfolgte durch Anionenaustauscher-

chromatographie.

3.9.4 Restriktion

Die Restriktion erfolgte abhidngig vom verwendeten Enzym in dem vom Hersteller
empfohlenen enzymspezifischen Reaktionspuffer. Die Inkubationszeit variierte zwischen lh
und 8 h bei einer Temperatur von 37°C. Falls mdglich wurden die Restriktionsendonukleasen
nach Ablauf der Reaktion hitzedenaturiert (65°C; 20 min) oder durch die Verwendung von
kommerziellen Kits (z.B. E.Z.N.A. Cycle Pure Kit von PeqLab) aus dem Restriktionsansatz
entfernt.

Zur schnellen Analyse von Klonen wurde alternativ eine Restriktion in der Mikrowelle
durchgefiihrt. Dazu wurden die Restriktionsansitze fiir zweimal 20 sec mit einer Pause von
ebenfalls 20 sec zwischen den Bestrahlungen der Mikrowellenstrahlung (600 W) ausgesetzt.
Das Magnetron der Mikrowelle erzeugt ein Wechselstromfeld und die hochfrequente
Umpolung in diesem elektromagnetischen Feld zwingt die Wasserdipole dazu, sich stindig
threr Ladung gemdl in diesem Feld auszurichten, d.h. sie schwingen bis zu 5 Milliarden Mal
pro Sekunde hin und her. Dadurch kommt es zu einer schnellen Durchmischung des
Restriktionsansatzes, wodurch sich die bei der Restriktion beteiligten Reaktionspartner

schneller finden und die Hydrolyse des Zuckerphosphatriickgrades katalysiert werden kann.

Beispiel fiir einen Restriktionsansatz:
DNA-Lo6sung (1 pg/ pl) 1 ul
Restriktionspuffer (10x) 1 ul

Restriktionsendonuklease (1 U/ ul) 1 pl
A. bidest. ad 10 ul

3.9.5 Dephosphorylierung der 5" -Enden der DNA

Wihrend der Klonierung von DNA-Fragmenten mit einem durch ein Restriktionsenzym
linearisierten Vektor tritt ohne Dephosphorylierung eine hohe Religationsrate des Vektors auf,
sofern man nicht die 5’-Phosphatgruppen entfernt. Dazu wurde den entsprechenden

Restriktionsansédtzen 1/10 Volumen einer alkalischen Phosphatase (Calf Intestine Alkaline
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Phosphatase, CIAP, 5 U / ul) zugegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die CIAP
entfernt die 5'-Phosphatgruppen der DNA und verhindert so eine Religation des Vektors.

3.9.6 Ligation

DNA-Fragmente, die nach Restriktion komplementédre kohésive oder glatte Enden besitzen,
konnen durch Ligasen miteinander verbunden werden. Diese Enzyme katalysieren die
Bildung von Phosphodiesterbriicken zwischen 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden von
DNA-Molekiilen. Wegen ihrer Fahigkeit, sowohl iiberstehende, als auch glatte Enden zu
verkniipfen, wird in der Molekularbiologie sehr oft die T4-Ligase verwendet und bakteriellen
Ligasen vorgezogen. Um die Wahrscheinlichkeit eines Insertionsereignisses von DNA-
Fragmenten in Vektor-DNA zu erhdhen, wurde die zu inserierende DNA im Vergleich zum
Vektor im molaren Uberschuss eingesetzt. Die Berechnung der einzusetzenden DNA erfolgte

nach folgender Formel:

Vektormenge[ng]x InsertgroRe[kb]x Insertmenge[mol ]
VektorgrofRe[kb]xVektormenge[mol ]

Insertmenge[ng] =

Beispiel fiir einen Ligationsansatz:

Vektor-DNA 50 -100 ng
Insert-DNA variabel
Ligase-Puffer (10x) 1 ul

A. bidest. ad 10ul

Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte iber Nacht bei 15°C im Wasserbad.

3.9.7 TA-Klonierung

Da einige Restriktionsendonukleasen dazu neigen, angefiigte Schnittstellen an den Enden von
PCR-Produkten nicht effektiv zu schneiden, wurde in dieser Arbeit in solchen Fillen auf die
so genannte TA-Klonierung zuriickgegriffen. Hierzu wurde ein kommerzielles Kit der Firma
Invitrogen verwendet (TOPO TA Cloning). Der linearisierte Vektor pCR2.1¥-TOPO® trigt an
beiden 3’-Enden Thymidin-Uberhinge, an denen kovalent iiber das 3" Phosphat die DNA mit
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dem Tyrosin 274 der Topoisomerase I aus Vaccinia Virus verbunden ist. Diese
Phosphotyrosinbindung kann nun von der 5'-Hydroxylgruppe des zu klonierenden PCR-
Produktes nach der Hybridisierung von Adenosin mit Thymidin angegriffen werden, wobei
die Topoisomerase abgeldst wird und die DNA-Molekiile miteinander verkniipft werden. Da
die Tag-Polymerase eine nicht-Template- abhidngige Transferaseaktivitit besitzt, die ein
einzelnes Adenosin an das 3’-Ende von PCR-Produkten anhidngt und der Vektor ein
tiberhdngendes 3'-Thymidin, kann das PCR-Fragment effizient in den Vektor ligieren (Abb.
3.1). Die Insertion erfolgt in das LacZo-Gen, so dass Klone, welche den rekombinanten

Vektor enthalten durch Blau-Weiss-Screening identifiziert werden kénnen.

Topoisomerase

-

@\
| on

CCCTT AAGGG

OH |
*(®)
Topoisomerase

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der ,,Cloning Site* des Vektors pCR2.1*-TOPO.
In Anlehnung an TOPO TA Cloning Kit Handbuch, Invitrogen.

DNA-Fragmente, die mit anderen Polymerasen amplifiziert worden sind, wie zum Beispiel
Pfu oder Phusion, besitzen keine Adenosiniiberhdnge und miissen daher durch Inkubation mit
der Taqg-Polymerase am 3’-Ende adenyliert werden (0,7-1,0 U / Ansatz; 10 min; 72°C). Fiir
die TOPO-Klonierungsreaktion wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Frisches PCR-Produkt 0,5-4 ul

Salzlésung (Kit) 1 ul

TOPO® Vektor 1 ul

A. bidest ad 6 pul
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Der Ansatz wurde gut durchmischt, fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und bis zur
Transformation in CaCly-kompetente E. coli TOP 10 (s. 3.8.7) auf Eis oder bei -20°C
gelagert.

3.9.8 Konzentrationsbestimmung von gereinigter DNA

Da die DNA-Konzentration in Ldsungen proportional zu der von ihr absorbierten UV-
Strahlung ist, kann man mit Hilfe der UV-Absorbtionsspektrometrie auf die Konzentration
von DNA in Losungen schlieBen. Bei einer Wellenldnge von A = 260 nm entspricht eine
Absorption von 1,0 einer dsDNA-Konzentration von 50 pg / ml [DILLON et al., 1985]. Um
Angaben iiber Verunreinigungen der DNA-LOsung mit Proteinen zu machen, wird ebenfalls
die Absorption bei A = 280 nm bestimmt. Bei dieser Wellenldnge besitzen Proteine ihr
Absorptionsmaximum. Der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm sollte bei reiner
DNA-Losung zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrige Werte deuten auf eine Verunreinigung
mit Proteinen hin, hohere auf eine Kontamination mit RNA. Die Messungen erfolgten in

Kunststoffkiivetten (UVette, Eppendorf) mit Hilfe des Biophotometers der Firma Eppendorf.

3.9.9 Gelelektrophoretische Trennung von DNA

Zur Trennung und Analyse von DNA-Fragmenten wurde die horizontale Agarose-
gelelektrophorese verwendet.

Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass DNA bei alkalischem pH-Wert aufgrund
des deprotonierten Zuckerphosphatriickgrades als Anion vorliegt und sich somit in einem
elektrischen Feld auf die Anode hin zubewegt. Verwendet man nun Agarose als
Tragermaterial, so erfolgt eine Trennung der DNA nach Grofle. Kleinere Fragmente bewegen
sich schneller in der Gelmatrix als groBere. Durch Anderung der Agarosekonzentration kann
die Porengrofle des Gels beeinflusst werden und somit der FragmentgroBenbereich, der
besonders effektiv getrennt werden kann. Typischerweise werden Agarosekonzentrationen
zwischen 0,5% (w/v) und 2% (w/v) verwendet. Da die rdumliche Struktur der DNA einen
Einfluss auf die Migration im Gel ausiibt, sollte fiir eine genaue Bestimmung der DNA-GroBe
nur linearisierte DNA eingesetzt werden.

Die entsprechende Agarosemenge wurde in 100 ml TAE-Puffer durch mehrmaliges

Autkochen in der Mikrowelle gelost. Nach kurzem Abkiihlen wurde die Losung in den mit
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Klebeband zugeklebten Gelschlitten gegossen, in dem sich auch noch zwei Kimme zur
Probenaussparung befanden. Nach dem Erstarren wurde das Klebeband entfernt und der
Schlitten mit dem Gel in die entsprechende, mit TAE-Puffer gefiillte, Elektrophoresekammer
gegeben. Die mit Gelladepuffer (6 x Loading Dye, MBI) versetzten Proben wurden nach
Entfernen der Kédmme in die Aussparungen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem
elektrischen Feld von 150 V fiir ca. 45 — 60 min.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fiir 10-15 min in
Ethidiumbromidldsung (2 mg / 1) gefarbt. Ethidiumbromid ist ein im UV-Licht (A = 312 nm)
fluoreszierender Farbstoff, der zwischen die Basenpaare der DNA-Doppelhelix interkaliert

und diese somit sichtbar macht.

3.9.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR [MuLLIS et al., 1987] kann ein Stiick DNA, das in sehr geringen
Konzentrationen vorliegt, millionenfach amplifiziert werden. Bedingung hierfiir sind
Sequenzinformationen {iber das 5°- und 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments,
um Primer abzuleiten. Die Primer binden jeweils an das 3’-Ende der komplementiren DNA-
Stringe und sind gegeneinander orientiert. Die Methode beruht im Wesentlichen auf einem
Zyklus von Temperaturanderungen. Der erste Schritt ist die Denaturierung der DNA durch
eine Temperaturerhohung auf 94°C. Dadurch wird die Doppelhelix aufgebrochen und die
DNA liegt nun als Einzelstrang vor. Dann wird die Temperatur auf die spezifische Annealing-
Temperatur der Primer abgesenkt und die Primer binden an die homologen Bereiche der
DNA. Die Temperatur ist abhingig von dem relativen GC-Gehalt der Primer. Je hoher der
Anteil an Guanin und Cytosin, desto hoher ist auch die Annealing-Temperatur. AnschlieBend
wird die Temperatur auf 72°C erhoht. Dies ist das Temperaturoptimum der am héufigsten
verwendeten Polymerasen, namlich der Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus
aquaticus und der Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus. Die Polymerase bindet an die
DNA und synthetisiert, ausgehend von den Primern, die komplementiren Strdnge mittels der
zugesetzten ANTP’s (Elongation). AnschlieBend beginnt ein neuer Zyklus mit Denaturierung,
Annealing und Elongation. Typischerweise werden 25 bis 35 solcher Zyklen durchgefiihrt.
Die verwendeten Oligonukleotide waren zwischen 26 und 33 Nukleotide lang (s. 3.3).
Die optimalen Hybridisierungstemperaturen wurden, ausgehend von den Angaben der
Hersteller tliber die T,,-Werte, experimentell mit Hilfe einer Gradienten-PCR ermittelt (Primus

96 advanced“Gradient, PeqLab).
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Es wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Template-DNA 1 ng — 200 ng

Puffer (10 x) Sul
dNTP-Mix 0,5 ul
Primer (10 pM) je 1 ul
Polymerase 2,5U
A. bidest. ad 50 pl

Die Reaktionsbedingungen fiir die PCRs sind der folgenden Abbildung zu entnehmen.

30 Zyklen

*

.
94°C  94°C

72°C 72°C
y 10:00

1:00

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Temperaturverlaufes der PCR.
x = empirisch ermittelte Hybridisierungstemperatur (meist 56°C — 58°C).
y = Elongationszeit in Minuten, abhéngig von der Lénge des zu amplifizierenden DNA-Fragments

und der verwendeten Polymerase (Herstellerangaben).

3.9.11 E. coli NISSLE 1917-spezifische PCR-Reaktion

Mit Hilfe der PCR-Diagnostik ist es moglich, den probiotischen E. coli Stamm NISSLE 1917
sicher zu identifizieren [BLUM-OEHLER et al., 2003]. Diese Methode basiert auf der
Amplifikation von zwei DNA-Fragmenten, die auf einem der beiden kryptischen Plasmide
kodiert sind. Diese kryptischen Plasmide sind sehr stabil und spezifisch fiir E. coli NISSLE
1917. Fiir die PCR wurden die Primer Muta 7/8 und Muta 9/10 verwendet, die alle gegen das
kryptische Plasmid pMUT?2 gerichtet sind. Die amplifizierten DNA-Fragmente besitzen eine
Léange von 427 bp (Muta 7/8) und 313 bp (Muta 9/10).

Es wurde folgendes Pipettierschema verwendet:
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Template-DNA 1 ul

Puffer (10 x) 2,5 ul
dNTP-Mix 0,5 ul
Primer (10 pM) jelpul
Polymerase 1,25U
A. bidest. ad 25 ul

Als Template-DNA wurden 1 pl einer Bakteriensuspension oder aus Féces isolierte Plasmid-

DNA (s. 3.9.2) verwendet. Abbildung 3.3 zeigt das verwendete PCR-Programm.

35 Zyklen
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung des PCR-Programms zum Nachweis von E. coli NISSLE 1917 mit den

Primern Muta 7/8 und Muta 9/10. Zeitangaben in Minuten.

3.10 Analyse und Praparation von Proteinen

3.10.1 Gesamtzellproteine aus Escherichia coli

Zur Gewinnung der Gesamtzellproteine aus E. coli wurden 1 ml einer Ubernachtkultur oder
einer sich im exponentiellen Wachstum befindlichen Kultur zentrifugiert (14000 x g; 1 min;
RT) und das Pellet in 50 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen. Zur vollstindigen
Denaturierung der Proteine wurde die Probe fiir 10 min im Wasserbad bei 100°C inkubiert,
anschlieBend zentrifugiert (14000 x g; 2 min; RT) und der Uberstand in ein sauberes
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die Proben wurden bei 4°C gelagert.

SDS-Probenpuffer (4 x): Tris-HCl 0,32 M
Glycerin 17,4 % (v/v)
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SDS 4 % (W/v)
Bromphenolblau 0,04 % (w/v)
B-Mercaptoethanol 1,2 M

pH 6,8

3.10.2 Isolierung von Fusionsproteinen mit Hisg-tag

Zur Isolierung der in dieser Arbeit verwendeten Antigene wurden die entsprechenden DNA-
Fragmente in den Vektor pET24b(+) kloniert. Die auf diese Weise entstandenen Plasmide
pCB4, pCBS5 und pCB6 kodieren fiir Fusionsproteine mit einem C-terminalen Hisg-tag. Die
Vektoren wurden in den E. coli Stamm BL21(DE3) transformiert.

Die Isolierung der Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe der Immobilisierten Metall
Affinitdts-chromatografie (IMAC) [PORATH et al., 1975]. Hierbei binden die Fusionsproteine
reversibel iiber den Hisg-tag an ein immobilisiertes Metallion. Die Proteine kdnnen entweder
{iber ein Absenken des pH-Wertes oder durch einen Uberschuss an Imidazol von der Matrix
eluiert werden.

500 ml LB-Medium, supplementiert mit Kanamycin, wurden mit 10 ml einer
Ubernacht-kultur inokuliert und bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODgyo von 0,8 bis 1,0
inkubiert. Die Synthese des Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalaktosid (IPTG) mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach einer Inkubation
von 4 Stunden bei 26°C und 180 rpm wurden die Zellen geerntet (4000 x g; 10 min; 4°C) und
bei -20°C tiber Nacht gelagert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und in 15
ml eiskaltem Extraktions-/Waschpuffer resuspendiert. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte
durch Behandlung mit Lysozym (Biozol) und Ultraschall. Dazu wurden die Zellen mit 1 mg /
ml Lysozym versetzt und 40 min auf Eis inkubiert. Zur Verringerung der Viskositit der
Suspension wurden 15 pl Benzonase (25 U / ul) zugegeben, welche Nukleinsduren hydro-
lysiert. Nach Aufschluss der Zellen mit Ultraschall wurden die Zelltriimmer durch
Zentrifugation (20000 x g; 15 min; 4°C) entfernt und das geklédrte Lysat mit 700 ul Matrix
(TALON™ Metal Affinity Resin, Clontech) versetzt. Die Bindung der Fusionsproteine iiber
den Hise-tag an das Kobaltion der Matrix erfolgte wéahrend einer einstiindigen Inkubation bei
4°C und 15 rpm auf einem Drehinkubator (GFL 3025). Die beladene Matrix wurde
zentrifugiert (1700 x g; 2 min; 4°C), in 50 ml eiskalten Extraktions-/Waschpuffer resuspen-
diert und bei 4°C auf einem Drehinkubator fiir 10 min inkubiert. Auf diese Weise wurde die

Matrix noch zweimal gewaschen und anschlieBend in Einwegsdulen (TALON™ Disposable
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Gravity Columns, Clontech) iiberfiihrt. Die Matrix wurde noch zweimal mit jeweils 5 ml
Extraktions-/Waschpuffer gewaschen und das Fusionsprotein mit 2 ml Elutionspuffer von der

Sédule eluiert. Das Eluat wurde in 500 ul Fraktionen gesammelt und bei — 20°C gelagert.

Extraktions-/Waschpuffer: Na-Phosphat 50 mM
NaCl IL,5M
Imidazol 10 mM
Glycerin 10% (v/v)
Triton X-100 0,2 % (v/v)
B-Mercaptoethanol 10 mM
pH 7,0

Elutionspuffer: Tris-HCI 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 250 mM
Glycerin 10% (v/v)
Triton X-100 0,1 % (v/v)
pH 8,0

3.10.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben erfolgte in Anlehnung an die
Methode von BRADFORD [1976]. Diese Methode beruht auf einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm bei der Bindung von Coomassie” Blue G-250
an Proteine im sauren Milieu. Ebenso ist ein Farbumschlag von Braun nach Blau zu
beobachten. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist somit ein Mall fiir die
Proteinkonzentration der Losung.

Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe eines kommerziellen Kits der Firma
PIERCE Biotechnology (Coomassic® Plus Protein Assay Reagent Kit) gemiB den
Herstellerangaben durchgefiihrt.
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3.10.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung der Proteine erfolgte nach einer Methode von LAEMMLI [1970]. Es handelt sich
hierbei um eine diskontinuierliche elektrophoretische Methode bestehend aus einem Sammel-
und einem Trenngel. Die Abmessungen der Gele betrugen etwa 6 cm x 8 cm bei einer Dicke
von 0,075 cm. Die Acrylamidkonzentration des Sammelgels betrug 5%, die des Trenngels
10% bis 15% je nach Molekulargewicht der zu trennenden Proteine. Die polymerisierten Gele
wurden in feuchte Papiertiicher eingewickelt und in fest verschliebare Plastikbeutel bei 4°C
im Kiihlschrank gelagert. Es wurden gleichzeitig fiinf Gele geméfl den Angaben in Tabelle
3.5 gegossen.

Tab. 3.5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (fiinf Stiick).

10% 12,5% 15% SAMMELGEL

Trenngelpuffer 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml ---
Sammelgelpuffer - - - 3 ml
Acrylamidlosung 12 ml 15 ml 18 ml 3ml
H,O 16,5 ml 13,5 ml 10,5 ml 11,85 ml
APS 330 pl 330 pl 330 pl 180 pl
TEMED 18 ul 18 pul 18 ul 9 ul
Acrylamid-Stammlosung (30 %):  Acrylamid 30g

N,N’-Methylenbisacrylamid 8 g

A. bidest. ad 100 ml
Sammelgelpuffer: Tris-HCI 750 mM

EDTA 12 mM

SDS 0,6% (W/v)

pH 6,8
Trenngelpufter: Tris-HCI 1,8 M

EDTA 9,6 mM

SDS 0,48% (w/v)

pH 8,8
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Ammoniumpersulphatlosung: APS (Serva, Heidelberg) 10% (wW/v)
Laemmli-Puffer (10 x) Tris 0,25M
Glycin 1,92 M
SDS 1% (wW/v)
pH 8,3
SDS-Probenpuffer (4 x): Tris-HC1 0,32 M
Glycerin 17,4% (v/v)
SDS 4 % (W/v)

Bromphenolblau 0,04% (w/v)
B-Mercaptoethanol 1,2 M
pH 6,8

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel fiir 10 min bei 100°C im Wasserbad mit
SDS-Probenpuffer inkubiert (3 Volumen Probe und 1 Volumen Puffer). Dadurch werden die
Proteine vollstindig denaturiert und mit SDS beladen, wodurch sie eine negative Nettoladung

erhalten. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstdrke von 30 mA durchgefiihrt.

3.10.5 Farbung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel

Die Férbung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel erfolgte durch Verwendung des
Farbstoffes Coomassie® Brilliant Blue R 250. Hierzu wurde das Gel nach der Elektrophorese
fiir 15 min in der Coomassie®-Firbelosung unter Schiitteln inkubiert und anschliefend in der
Entfarbelosung entfirbt, bis die Proteinbanden gut erkennbar waren. Nach dem Trocknen der
Gele auf einem Geltrockner fiir 90 min bei 60°C unter Vakuum konnten die Gele dauerhaft

gelagert werden.

Coomassie-Féarbelosung: Coomassie” Brilliant Blue R 250 3,3 mM
Ethanol 50% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)

filtrieren
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Entfarbeldsung: Ethanol 10% (v/v)
Essigsédure 7% (v/v)
3.10.6 Immunochemischer Nachweis von immobilisierten Proteinen

Nach elektrophoretischer Trennung der Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden diese
mit Hilfe eines Semi-Dry-Blotters auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, MILLIPORE,
Schwalbach) tibertragen und im Anschluss durch eine als Western blotting bezeichnete

Methode immunochemisch nachgewiesen [BURNETTE, 1981].

3.10.6.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele fiir 5 min in Transferpuffer inkubiert.
Die PVDF-Membran wurde fiir 15 sec in 100% Methanol aktiviert, 2 min in A. bidest.
gewaschen und dann fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Abbildung 3.4 zeigt schematisch

den Aufbau eines solchen Blots. Die Filterpapiere wurden mit Transferpuffer befeuchtet.

Kathode
Filterpapier

S

Membran
—

| | Filterpapier
Anode

Abb. 3.4: Schematischer Aufbau eines Semy-Dry-Blots.

Durch Anlegen einer Spannung von 20 V fiir 30 min wurden die negativ geladenen Protein- /

SDS-Komplexe auf die PVDF-Membran {ibertragen.

Transferpuffer: Tris-HCI 48 mM
Glycin 9 mM
pH 9,2
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3.10.6.2 Farben der PVDF-Membran

Zur Uberpriifung des Transfers der Proteine auf die Membran wurde diese fiir eine Minute
mit Ponceau-S-Losung gefdrbt. Ponceau-S lagert sich unspezifisch an die Membran und
Proteine an und kann aufgrund der héheren Affinitdt zu Proteinen leichter von der Membran
(als von den Proteinen) mit A. bidest. gewaschen werden. Die Proteine erscheinen als rotliche
Banden. Da es sich bei dieser Methode um eine reversible Fiarbung handelt, kann der

Farbstoff vollstdndig durch Waschen mit A. bidest. entfernt werden.

Ponceau-S-Losung: Ponceau-S Rot 0,5% (w/v)

Essigsédure 1% (v/v)

3.10.6.3 Trocknen der PVDF-Membran

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese vollstindig getrocknet. Dieser
Schritt ist notwendig, wenn im weiteren Verlauf ein sogenannter ,,schneller Western ohne
Blocken durchgefiihrt werden sollte. Durch das Trocknen der Membran kehrt diese wieder zu
ihrem Hydrophoben Zustand zuriick. Antikdrper kdnnen nun nicht mehr unspezifisch an die
Membran binden, sondern nur noch spezifisch an die immobilisierten Proteine.

Zum Trocknen der PVDF-Membran wurde diese fiir 10 sec in 100% Methanol
geschwenkt um den wéssrigen Puffer zu verdringen. AnschlieBend wurde die Membran auf
Papierhandtiicher gelegt und bei Raumtemperatur fiir 15 min getrocknet. Eine vollstidndig

getrocknete Membran erscheint opak.

3.10.6.4 Immunochemischer Nachweis der immobilisierten Proteine

Nach dem Trocknen der PVDF-Membran (s. 3.10.6.3) wurde diese fiir 45 min in
Blockingpuffer mit dem priméren Antikdrper inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der
Membran in DPBS fiir jeweils 10 sec wurde die Membran fiir 30 min in Blockingpuffer mit
dem jeweiligen sekundéren Antikdrper inkubiert und anschlieend erneut fiir zweimal 10 sec
mit DPBS gewaschen. Zum Nachweis des sekundidren Antikorpers, der mit einer alkalischen
Phosphatase konjugiert war, wurde die Membran in 10 ml AP-Puffer mit 50 pl NBT-Losung

und 50 pl BCIP-Losung bis zum Erreichen einer ausreichenden Farbentwicklung inkubiert.
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DPBS: NaCl 140 mM AP-Puffer:  Tris-HCI 100 mM
KCl 2,7mM NaCl 100 mM
Na,HPO4 8§ mM MgCl, 5mM
KH,PO, 1,5 mM pH 9,5
pH 7,4

Blockingpuffer: DPBS + 1% BSA (GERBU, Gaiberg) + 0,05% Tween"™-20

BCIP-L6sung: BCIP (BTS, Sankt Leon-Rot) 50 mg / ml in DMF

NBT-Losung: NBT (BTS, Sankt Leon-Rot) 50 mg / ml in 70% (v/v) DMF

3.10.7 Immunofluoreszenzanalysen

2 ml LB-Medium, komplementiert mit Antibiotika, wurden mit 20 ul einer Ubernachtkultur
inokuliert und bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODgyy von 0,4 inkubiert. Die Zellen wurden
sedimentiert (3000 x g; 3 min; RT) und zweimal mit DPBS gewaschen. AnschlieBend wurden
die Bakterien in DPBS mit 2% (v/v) Paraformaldehyd (PFA) fiir 20 min bei Raumtemperatur
fixiert und dann dreimal mit DPBS gewaschen. Nach einstiindigem Blocken mit 1% (w/v)
BSA in DPBS erfolgte die Inkubation der Zellen mit den primiren Antikdrpern (Verdiinnung
immer 1:100) bei Raumtemperatur in DPBS + 0,1% (w/v) BSA fiir 60 min. Danach wurden
die Bakterien dreimal mit DPBS gewaschen und mit einem Cy-2 konjugierten sekundéren
Antikorper (1:50) fiir 45 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und in 40 pl DPBS aufgenommen. 10 pl
der Bakteriensuspension wurden mit dem gleichen Volumen Einbettmedium auf einen
Objekttrager gebracht und vermischt. Das Pridparat wurde mit einem Deckglas bedeckt und

bei 4°C im Dunkeln bis zur vollstindigen Aushdrtung gelagert.

Einbettmedium: Mowiol 4-88 24 ¢
Glycerin (60°C) 6g
A. bidest. 6 ml, Inkubation iber Nacht im Dunkeln

bei Raumtemperatur
Tris-HCI (200 mM; pH 8,5) 12 ml
DABCO 2,5% (w/v)
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3.10.8 Elektroelution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen

Um rekombinante Proteine mit einem Hise-tag in besonders reiner Form zu erhalten, wurden
diese aus SDS-Polyacrylamidgelen elektroeluiert. Dazu wurden die Proteine, wie unter 3.10.2
beschrieben, isoliert und anschlieBend in einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe einer
kommerziellen Firbelosung der Firma Qbiogene sichtbar gemacht (Electro-Blue" Staining
Solution). Bei dieser Losung handelt es sich um ein nur leicht fixierendes Reagenz, wodurch
die Elution aus dem Gel deutlich erleichtert wird. Da SDS mit dem Farbstoff interferiert und
somit das Farben der Proteine negativ beeinflusst, musste die Menge an SDS durch
dreimaliges Waschen des Polyacrylamidgels mit A. bidest. fiir jeweils 10 min reduziert
werden. Danach wurde das Gel in der Firbelosung unter Schiitteln inkubiert, bis die
gewlinschte Intensitdt der Proteinbanden erreicht war. Die entsprechende Bande wurde mit
einem scharfen Skalpell ausgeschnitten und in einen mit Laemmli-Puffer gefiillten
Dialyseschlauch (ZelluTrans, ROTH; MWCO: 4000 — 6000 Da) {iiberfiihrt, der an beiden
Enden mit Kunststoffklammern dicht verschlossen wurde. AnschlieBend wurde der
Dialyseschlauch in eine geeignete Elektrophoresekammer, gefiillt mit Laemmli-Puffer,
gegeben. Die Elektroelution der Proteine erfolgte in einem elektrischen Feld mit einer
Spannung von 100 V fiir 3 Stunden bei 4°C. Nach Beendigung der Elution wurde das Feld fiir
3 min kurz umgepolt, um eventuell an der Dialysemembran anhaftende Proteine wieder zu
16sen. AnschlieBend wurde das Gelstiick aus dem Dialyseschlauch entfernt und dieser in eine
Schale mit PEG (15 — 20 kDa) gelegt. Durch das PEG erfolgte eine Einengung der Proben auf
ca. 500 pl, wodurch die Proteine wesentlich konzentrierter vorlagen. Die konzentrierten
Proben wurden dann fiir 5 Stunden gegen PBS bei 4°C dialysiert und anschlieBend mit
Detergent Absorber Gel der Firma Roche behandelt, um das SDS aus den Proben zu
entfernen. Dieser Schritt ist noétig, da SDS einen storenden Einfluss auf die
Proteinbestimmung nach BRADFORD ausiibt und somit zu falschen Ergebnissen fithren wiirde.
Das Detergent Absorber Gel wurde geméll den Herstellerangaben verwendet. Die vom SDS

befreiten Proben wurden bei -20°C gelagert.
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3.11 Immunologische Arbeiten

3.11.1 Arbeiten mit den Versuchstieren

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere (Balb/c-Méuse) wurden in der
tierexperimentellen Einrichtung des Zentrums fiir Molekularbiologie der Entziindung
(ZMBE) des Universititsklinikums Miinster gehalten. Die spezifisch pathogenfreien Tiere
wurden in IVC-Gestellen (individually ventilated cages) der Firma Tecniplast Deutschland
GmbH (Hohenpreiflenberg) gehalten und alle 3 bis 6 Monate stichprobenartig durch externe

veterindrmedizinische Laboratorien auf mogliche Krankheiten hin untersucht.

3.11.2 Entnahme der Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte am retroorbitalen Gefdlplexus mit Hilfe einer Hamatokrit-
kapillare. Dazu wurden die Tiere mit dem Inhalationsanésthetikum Metofane (Janssen GmbH,
Neuss) narkotisiert. Das Betduben der Miuse erfolgte in einem Weckglas, in dem sich eine
Glaspetrischale mit einem Filterpapier unterhalb eines engmaschigen Gitterbodens befand.

Abbildung 3.5 zeigt schematisch den verwendeten Versuchsautbau.

Deckel

Weckglas

Gitterboden

Petrischale

Filterpapier

Gummiring

Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Narkotisierung der Versuchstiere.

300 pl Metofane wurden auf das Filterpapier pipettiert und das verschlossene Weckglas fiir
10 Minuten mit Hilfe einer Infrarotlampe erwédrmt, um eine gesittigte Metofaneatmosphire zu
erzeugen. Anschliefend wurden die Miuse zur Narkotisierung in das Glas gegeben und nach

Erreichen der Bewusstlosigkeit (30 — 60 sec) unter genauer Beobachtung flir maximal zwei
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weitere Minuten dort belassen. Mit Hilfe einer Pinzette wurden die Tiere entnommen und es
erfolgte die Blutentnahme am retroorbitalen GefdBplexus mit einer Hamatokritkapillare.
Wenn moglich wurde in dieser Studie immer dasselbe Auge herangezogen. Maximal wurden
500 pl Blut pro Tier entnommen. Nach Beendigung der Blutentnahme wurde der Bulbus mit
den Augenlidern bedeckt und sanft in die Augenhohle gedriickt. AnschlieBend wurden die

Tiere zuriick in den Kéfig gegeben.

3.11.3 Entnahme der Speichelproben

Die Entnahme der Speichelproben erfolgte mit Hilfe kleiner Filtertampons. Um den
Speichelfluss anzuregen, wurde den Tieren 50 pl einer Pilocarpinldsung (1 mg / ml Pilocarpin
in DPBS; pH 7,4) intraperitoneal appliziert. Nach wenigen Minuten konnte eine deutlich
gesteigerte Speichelsekretion beobachtet werden. Den Méusen wurden die Filtertampons
direkt vor das Maul gehalten, um den austretenden Speichel aufzufangen. Pro Tier wurden
zwei Filtertampons verwendet. Die mit Speichel gefiillten Filtertampons wurden von ihrem
Stiel entfernt und in 1,5 ml-Reaktionsgeféafle liberfiihrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden

die Proben in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

3114 Aufbereitung der Blutproben

Die Blutproben wurden nach der Entnahme fiir 1 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (10000 x g; 10 min; RT) und die
Uberstinde vorsichtig in sterile 1,5 ml-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Die Seren wurden in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

3.115 Aufbereitung der Speichelproben

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und anschlieBend das jeweilige Sekretgewicht bestimmt.
Die Filtertampons wurden mit dem 10fachen des ermittelten Sekretgewichtes mit kaltem
DPBS-PIB versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben
durch mehrmaliges Invertieren oder durch kurzes Vortexen gemischt. Die Filtertampons

wurden dann in 0,5 ml-ReaktionsgefédBe iiberfiihrt, die in 2 ml-ReaktionsgefaBe (ohne Deckel)
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steckten (Abb. 3.6). Zuvor war bei den 0,5 ml-Reaktionsgefilen der Boden mit einer

Injektionsnadel durchstochen worden.

0,5 ml-Reaktionsgefall mit
Loch im Boden

—

2 ml-Reaktionsgefal3

Filtertampon

E

Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Extraktion von Sekreten aus Filtertampons.

Durch Zentrifugation (10000 x g; 2 min; 4°C) wurde der Speichel aus den Filtertampons
eluiert und anschlieBend in sterile 1,5 ml-Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Die Proben wurden in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

Proteinaseinhibitor-Cocktail (100x PIC):

Aprotinin 0,1 mg/ ml
Leupeptin Hemisulphat 0,5 mg / ml
AEBSF Hydrochlorid 4,8 mg / ml

Bestatin-Stammlosung (500x BES):

Bestatin 1 mg/ml
in DPBS
PBS-PIB:
100x PIC 500 ul
500x BES 100 pl
Magermilchpulver (Fluka) 5% (w/v)
A. bidest. ad 50 ml
3.11.6 Mukosale Immunisierung

Die mukosale Immunisierung erfolgte durch orales Applizieren des Lebendvektors. Dazu

wurden 100 ml TB-Medium, welches mit Ampicillin supplementiert war, mit einer
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Ubernachtkultur der jeweiligen rekombinanten E. coli NISSLE 1917 Stimme inokuliert
(1:100) und bei 37°C und 180 rpm fiir 4 h inkubiert. Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
wurde die Zellzahl bestimmt und jedes Tier bekam pro Tag 5 x 10° Bakterien (pCB1, pCB2,
pCB3) oder 2 x 10" Bakterien (pCB9, pCB10, pCB11), suspendiert in 50 pl Immunisierungs-
puffer, zu fressen. Dazu wurde das entsprechende Volumen Bakteriensuspension zentrifugiert
(4000 x g; 10 min; 4°C) und die sedimentierten Zellen zweimal mit DPBS gewaschen, um
eventuell vorhandenes Ampicillin aus dem Anzuchtmedium zu entfernen. AnschlieBend
wurden die Bakterien in einem geeigneten Volumen Immunisierungspuffer resuspendiert und
bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Der basische Immunisierungspuffer sollte die
Uberlebensrate der Bakterien bei ihrer Passage durch das saure Milieu des Magens erhdhen
und somit zu einer besseren Kolonisierung der Méuse beitragen. Zusétzlich enthielt der Puffer
noch 50% (w/v) Glucose, um bei den Tieren die Akzeptanz zur Aufnahme der Bakterien-
suspension zu erhdhen. Um Schéiden an den Zellen aufgrund der hohen Osmolaritét des
verwendeten Puffers zu minimieren, wurden die Bakterien so schnell wie mdglich den

Mausen oral appliziert. Abbildung 3.7 zeigt eine Maus bei der oralen Immunisierung.

i " 9

Abb. 3.7: Orale Immunisierung einer Maus mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917.

Immunisierungspuffer: Na,CO; /NaHCO; 50 mM
Glucose 50% (w/v)
pH 9,76
3.11.7 Intraperitoneale Immunisierung mit rekombinanten Proteinen

Zur Uberpriifung der Immunogenitit der verwendeten Antigene wurden Miuse mit den
entsprechenden rekombinanten Proteinen intraperitoneal immunisiert. Bei den Proteinen

handelte es sich um Fusionsproteine mit einem C-terminalen Hise-tag, die zuvor aus einem
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SDS-Polyacrylamidgel elektroeluiert wurden. Die Proteine wurden zusammen mit einem
Adjuvant (MPL® + TDM Adjuvant System, SIGMA) appliziert. Dazu wurde das Adjuvant
mit 1 ml sterilem DPBS versetzt und fiir 2 — 3 Minuten durch Vortexen gemischt. Alliquots
des Adjuvants wurden 1:1 mit dem entsprechenden Antigen in DPBS gemischt und auf 37°C
erwarmt. AnschlieBend wurde den Tieren jeweils 15 pg Protein in einem Volumen von 200 ul
mit Hilfe einer Subkutanspritze intraperitoneal appliziert. Drei Wochen spéter erfolgte eine
weitere Immunisierung (Booster), die wie oben beschrieben durchgefithrt wurde. Nach

weiteren 14 Tagen wurde den Tieren, wie unter 3.11.2 beschrieben, Blut entnommen.

3.11.8 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Die quantitative Analyse der spezifischen humoralen Immunantwort gegen die verwendeten
Antigene erfolgte mit Hilfe eines Endpunkt-ELISA nach der Methode von FREY et al. [1998].
Sowohl die verwendeten sekundidren Antikorper, als auch das benutzte Substratsystem
wurden im Uberschuss eingesetzt, um sicherzustellen, dass der limitierende Faktor
ausschlieflich durch das titrierte Antigen dargestellt wird. Fiir jedes Antigen wurde
experimentell die optimale Beschichtungskonzentration und der beste Beschichtungspuffer
ermittelt. Dazu wurde die 96-well-Platten (Costar Corning Inc., NY) mit Antigenen einer
Konzentration von 15 — 0,188 pg / ml beschichtet. Um einen eventuellen Einfluss des pH-
Wertes des Beschichtungspuffers zu ermitteln, wurden drei verschiedene Puffersysteme
verwendet. Ein saurer 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0, ein neutraler, salzarmer LPBS-
Puffer mit pH 7,0 und ein alkalischer 50 mM Natriumkarbonatpuffer mit pH 9,0. Beziiglich
des Puffersystems erwies sich der neutrale LPBS-Puffer als am besten geeignet. Fiir die
verwendeten Antigene wurden folgende Konzentrationsoptima fiir das Beschichten der
Platten ermittelt: p60 = 6 ug / ml; OspA = 3 ug/ ml und OspG - 6 pg/ ml.

Fiir die Analyse der von den Tieren entnommenen Proben wurden die Platten mit
den jeweiligen Antigenen, geldst in LPBS, mit der optimalen Konzentration iiber Nacht bei
4°C mit einem Volumen von 75 pl pro Kavitdt beschichtet. Anschliefend wurden die Platten
4x mit 300 pl DPBS-T (DPBS mit 0,05% (v/v) Tween-20) je Kavitidt gewaschen und 2
Stunden bei 37°C mit 250 pl DPBS-T + 5% (w/v) Magermilchpulver pro Kavitit inkubiert.
Dieser Schritt diente der Absittigung unspezifischer Bindungsstellen (Blocken). Nach
erneutem viermaligen Waschen der Platten mit DPBS-T, wurden die Proben so auf die Platten
aufgetragen, dass eine Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 2 titriert werden konnte. In jeder

Kavitét befand sich ein Volumen von 75 ul und die duleren Kavitidten wurden mit A. bidest.
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gefiillt. Nach einer Inkubation tliber Nacht bei 4°C wurden die Platten 4x gewaschen und der
sekundire Antikorper (GAM-IgG-PO bzw. GAM-IgA-PO) mit einer Verdiinnung von 1:5000
in DPBS-T + 0,5% (w/v) Magermilchpulver auf die Platten aufgebracht (75 pl / Kavitit).
Nach einer Inkubation von einer Stunde bei 37°C wurden die Platten erneut 4x mit DPBS-T
gewaschen und in jede Kavitit 75 ul Substratlosung [FREY et al., 2000] pipettiert. Es folgte
eine Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur von exakt 20 Minuten. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zugabe von 125 ul 1 M H,SO4 in jede Kavitit beendet und die
Extinktion bei A = 450 nm mit Hilfe eines ELISA-Lesegerites innerhalb der néchsten 30

Minuten bestimmt.

Substratlosung: Losung A 20 ml
Losung B 500 ul

frisch ansetzen und bei RT im Dunkeln lagern.

Losung A: Kaliumcitrat 205 mM
H,0, 3,075 mM
pH 4,0
Losung B: 3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin

Tetrabutylammoniumborhydrid

geldst in Dimethylacetamid.

LPBS: Natriumphosphatpuffer
NaCl
pH

41 mM
8,2 mM

10 mM
10 mM
7,0
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4.  Ergebnisse

4.1 Konstruktion der oralen Lebendvektoren

4.1.1 Verwendete Antigene

Als Modelantigene wurden die duBleren Membranproteine OspA bzw. OspG aus Borrelia
burgdorferi und das extrazelluldre Protein p60 aus Listeria monocytogenes ausgewahlt. Bei
den in dieser Arbeit verwendeten Polypeptidantigenen handelt es sich um
Oberflachenproteine von zwei Humanpathogenen, die ihren Wirt auf unterschiedliche Art und
Weise infizieren und besiedeln.

Die Spirochite Borrelia burgdorferi ist ein extrazelluldres Bakterium und der Erreger
der sogenannten Lyme-Borreliose [BURGDORFER et al., 1982]. Bei dieser Krankheit handelt es
sich um eine Zoonose, da die Bakterien durch Zecken der Gattung Ixodes iibertragen werden.
Solange sich die Spirochiten im Mitteldarm der Zecke befinden, exprimieren sie OspA auf
ihrer Oberfliche [BARBOUR et al., 1985]. Die genaue Funktion dieses Proteins mit einem
Molekulargewicht von 31 kDa ist noch nicht vollstindig geklért, aber es handelt sich
vermutlich um ein Adhésin, welches es den Borrelien ermoglicht, im Mitteldarm der Zecken
zu verbleiben [PAL et al., 2000]. Saugt eine Zecke nun Blut von ihrem Wirt und gelangt dieses
in den Mitteldarm, entfernen die Bakterien OspA von ihrer Oberflaiche und kénnen, da sie
nicht linger an den Epithelzellen adherieren, diesen verlassen und durch die Himolymphe in
die Speicheldriisen einwandern [DE SILVA et al., 1996; SCHWAN et al., 2000]. Uber den
Speichel gelangen die Bakterien in den Siugerwirt und exprimieren dort das &duBere
Membranprotein OspG mit einem Molekulargewicht von 22 kDa. [WALLICH et al., 1995].
STEERE et al. [1998] konnten zeigen, dass aOspA-Antikérper im Serum eine Infektion mit
Borrelien verhindern koénnen. Ob dies auch fir aOspG-Antikorper zutrifft, ist noch nicht
geklart.

Das dritte verwendete Antigen, p60, stammt aus Listeria monocytogenes. Bei diesem
Pathogen handelt es sich um ein intrazelluldres, gram-positives, stibchenformiges Bakterium,
das einzeln oder in kurzen Ketten vorkommt und mit kontaminierten Nahrungsmitteln
aufgenommen wird. p60 ist ein extrazellulires Protein mit einem errechneten
Molekulargewicht von 60 kDa und ist essentiell fiir eine erfolgreiche Invasion der Wirtszellen

[KUHN et al., 1989; BUBERT et al., 1992]. Weiterhin besitzt es eine Murein-Hydrolase-



Ergebnisse 51

Aktivitdit [WUENSCHER et al., 1993] und Listerien mit einer Mutation im iap-Gen, welches fiir
p60 kodiert, zeigen eine gestorte Zellteilung und tendieren zur Bildung langer Ketten
[PILGRIM et al., 2002]. In dieser Arbeit wurde ein N-terminal verkiirztes und mutiertes p60
verwendet, da das authentische p60 Protein von E. coli NISSLE 1917 iiberhaupt nicht

exprimiert wurde.

4.1.2 Konstruktion der Immunisierungsplasmide

Die kodierenden Sequenzen fiir die in 4.1.1 beschriebenen Antigene wurden mit Hilfe einer
spezifischen PCR amplifiziert und in die Vektoren pUN6 [NIEWERTH, 2000] bzw. pMUT1-tet
[BLUM-OEHLER et al., 2003] kloniert (Abb. 4.1 & Abb. 4.2).
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Abb. 4.1: Restriktionskarte des Plasmids pUN6. Der Vektor trigt die Promotorregion von orfB und die
kodierende Sequenz fiir das Signalpeptid (SP), welches fiir den Transport aus dem Cytoplasma notwendig ist. Es
folgt eine multiple cloning site und daran anschlieBend die kodierende Sequenz fiir die C-terminalen fiinf
Aminoséduren von AIDA-I sowie die kodierende Sequenz fiir AIDA®. Aufgrund von nur finf C-terminalen
Aminosduren von AIDA-I wird ein mdgliches Fusionsprotein, welches durch Insertion einer kodierenden
Sequenz in die multiple cloning site zwischen Signalpeptid und AIDA® entsteht, nicht in das extrazelluldre

Milieu entlassen, sondern bleibt kovalent mit dem Translokator verbunden.
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Abb. 4.2: Restriktionskarte des Plasmids pMUT]1-tet. Ausgangsplasmid war das kryptische Plasmid pMUT1

aus E. coli NISSLE 1917, in das iiber eine Ndel-Schnittstelle eine Tetracyclinresistenzkassette eingesetzt wurde.

Die in der PCR verwendeten Primer besitzen am 5'-Ende eine angefiigte Restriktions-
schnittstelle, {iber die die Amplifikate nach der Restriktion in den mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen linearisierten Vektor kloniert wurden.

Fiir die Klonierung in den Vektor pUN6 wurden folgende Primerpaare fiir die PCR
verwendet: ospA-for / ospA-rev (ospA), ospG-for / ospG-rev (ospG) und p60-for / p60 rev
(p60). Die Amplifikate wurden iiber eine Xbal-Schnittstelle in das Plasmid pUN6 eingefiigt
und so die Vektoren pCB1, pCB2 und pCB3 (Abb. 4.3) erzeugt.
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Abb. 4.3: Restriktionskarte der Plasmide pCB1, pCB2 und pCB3. Die drei Plasmide unterscheiden sich

beziiglich der kodierenden Sequenz flir das Antigen, welches tiber eine Xbal-Schnittstelle in den Vektor kloniert
wurde. Bei pCB1 handelt es sich, bei dem in der Karte als Antigen bezeichneten Bereich, um die kodierende
Sequenz fiir OspA. Die Grofie von pCBI1 betrédgt 5866 bp. Im Fall von pCB2 steht ,,Antigen* fiir die kodierende
Sequenz eines N-terminal verkiirzten und mutierten p60-Protein. Die Grofie von pCB2 betrégt

5863 bp. Bei pCB3 beinhaltet ,,Antigen“ die kodierende Sequenz fiir OspG. Die Gro3e von pCB3 betrigt

5635 bp.

Fiir die Klonierungen in das kryptische Plasmid pMUT1-tet wurden die Primer AIDA-for und
AIDA-rev verwendet. Die Primer wurden so gewihlt, dass der Forward-Primer upstream des
Promotorbereiches von orfB bindet und der Reverse-Primer downstream des Stopcodons von
AIDA®. In Abhingigkeit davon, welcher Vektor als Matrize fiir die PCR verwendet wurde
(pCB1, pCB3, pUNG6), wurden die Plasmide pCB9, pCB10 und pCB11 (Abb. 4.4 & Abb. 4.5)

generiert.
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Abb. 4.4: Restriktionskarte des Vektors pCB11. Ausgangsplasmid war der Vektor pMUT-tet, in dem iiber
eine Clal-Schnittstelle der Promotorbereich von orfB, die kodierende Sequenz des Signalpeptids, eine multiple
cloning site und die kodierenden Sequenzen fiir die fiinf C-terminalen Aminosduren von AIDA-I und AIDA®
eingefiigt wurden. Aufgrund von nur fiinf C-terminalen Aminosduren von AIDA-I wird ein mdgliches
Fusionsprotein, welches durch Insertion einer kodierenden Sequenz in die multiple cloning site zwischen
Signalpeptid und AIDA® entsteht, nicht in das extrazellulire Milieu enlassen, sondern bleibt kovalent mit dem

Translokator verbunden.
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Abb. 4.5: Restriktionskarte der Vektoren pCB9 & pCB10. Ausgangsplasmid war der Vektor pMUT1-tet, in
dem {iber eine Clal-Schnittstelle der Promotorbereich von orfB, die kodierende Sequenz des Signalpeptids, eine
multiple cloning site und die kodierenden Sequenzen fiir die fiinf C-terminalen Aminosduren von AIDA-I und
AIDA® eingefiigt wurden. In die multiple cloning site wurden die kodierenden Sequenzen fiir ospA bzw. ospG
tiber eine Xbal-Schnittstelle kloniert. pCB9 tragt die genetische Information fiir OspA und pCB10 fiir OspG.
Aufgrund von nur fiinf C-terminalen Aminosduren von AIDA-I wird ein mdgliches Fusionsprotein, welches
durch Insertion einer kodierenden Sequenz in die multiple cloning site zwischen Signalpeptid und AIDA®

entsteht, nicht in das extrazelluldre Milieu enlassen, sondern bleibt kovalent mit dem Translokator verbunden.
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4.2  Analyse der oralen Lebendvektoren

Die in 4.1.2 beschriebenen Plasmide wurden in dem E. coli Stamm DH5a kloniert, mit Hilfe
von Restriktionsanalysen untersucht und anschlieBend durch Elektroporation in den
probiotischen E. coli Stamm NISSLE 1917 transformiert. Die Expression der Antigen-
AIDA‘-Fusionsproteine  wurde mit Hilfe von Western Blots und Immuno-
fluoreszenzmikroskopie tberpriift. Abbildung 4.6 zeigt einen Western Blot der mit
Gesamtzellextrakten aus rekombinanten E. coli NISSLE 1917 durchgefiihrt wurde. Die
Fusionsproteine OspA-AIDA® und OspG-AIDA® werden gut exprimiert. Im Gegensatz dazu
ist die Expression von p60-AIDA® nur sehr schwach, obwohl dieses Protein von dem E. coli
Stamm DHS5a gut exprimiert wird (Abb. 4.7). In Spur 1 und Spur 2 sind Abbaubanden der
Proteine AIDA®-p60 und AIDA®-OspA zu erkennen.

—106 kDa
—81 kDa

—47,5 kDa
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Abb. 4.6: Western Blot Analyse von rekombinanten E. coli NISSLE 1917. Gesamtzellproteine aus
exponentiell wachsenden Kulturen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und anschlieBend
durch semi dry blotting auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Als primédrer Antikorper wurde ein monoklonaler
ap60-Antikorper (Spur 1) oder polyklonales Serum gegen OspA (Spur 2) bzw. gegen OspG (Spur 3) eingesetzt.
Die Detektion des gebundenen Erstantikorpers erfolgte mit einem konjugierten sekundéren Antikdrper GAM-AP
und Substratreagenzien. Wie aus der Abbildung ersichtlich, exprimieren die Bakterien die Antigen-AIDA°-
Fusionsproteine. Spur 1: Gesamtzellextrakt aus E. coli NISSLE 1917, transformiert mit pCB2 (p60-AIDA®).
Spur 2: Gesamtzellextrakt aus E. coli NISSLE 1917 / pCB1 (OspA-AIDA®) Spur 3: Gesamtzellextrakt aus E.
coli NISSLE 1917 / pCB3 (OspG-AIDA®).
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Abb. 4.7: Western Blot von E. coli DHSo transformiert mit pCB2. Gesamtzellextrakte einer exponetiell

wachsenden Kultur wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und durch semi dry blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert. Als primérer Antikdrper wurde ein monoklonaler Antikorper gegen p60 verwendet.
Die Detektion des gebundenen Erstantikdrpers erfolgte mit einem konjugierten sekundiren Antikérper GAM-AP

und Substratreagenzien. Das Fusionsprotein p60-AIDA® wird gut exprimiert.

Die in den Abbildungen 4.6 und 4.7 gezeigten Western Blots wurden mit rekombinanten E.
coli NISSLE 1917 bzw. E coli DH5a durchgefiihrt, die die Plasmide pCB1, pCB2 bzw. pCB3
tragen. Diese Plasmide entstanden aus dem Ausgangsplasmid pUN6 [NIEWERTH, 2000] durch
Klonierung der kodierenden Sequenzen fiir die verwendeten Antigene in die multiple cloning
site. Da diese Plasmide fir den E. coli Stamm NISSLE 1917 recht artifiziell sind, besteht die
Gefahr, dass die Bakterien diese verlieren, sobald der Selektionsdruck durch Ampicillin nicht
mehr vorhanden ist. Um eine moglicherweise groflere genetische Stabilitit zu erreichen,
wurde als Ausgangsplasmid flir weitere Klonierungen der Vektor pMUTI1-tet verwendet.
Dieser Vektor basiert auf einem der beiden kryptischen Plasmide, pMUT1 und pMUT?2,
welche in E. coli NISSLE 1917 vorkommen. Diese Plasmide zeichnen sich durch hohe
genetische Stabilitdt aus, wobei ihre genaue Funktion noch unklar ist [BLUM-OEHLER et al.,
2003]. Durch Insertion einer Tetracyclinresistenzkassette iiber eine Ndel-Schnittstelle in den

Vektor pMUT]1 entstand das Plasmid pMUT1-tet [ALTENHOEFER et al., 2004]. Der natiirliche
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Promotorbereich von orfB, die kodierende Sequenzen fiir das Signalpeptid, den C-terminalen
Teil von AIDA-I (fiinf Aminosduren), die Antigene OspA / OspG und den Translokator
AIDA® wurden in den Vektor pMUT1-tet iiber eine Clal-Schnittstelle eingefiigt. Die daraus
resultierenden Plasmide pCB9 und pCB10, welche fiir die Fusionsproteine OspA-AIDA® bzw.
OspG-AIDA® kodieren, wurden mittels Restriktionsanalyse untersucht und in den E. coli
Stamm NISSLE 1917 transformiert. Das Kontrollplasmid pCB11 unterscheidet sich von den
Plasmiden pCB9 und pCB10 durch das Fehlen der kodierenden Sequenz fiir ein Antigen. Wie
aus der Abbildung 4.8 ersichtlich, werden die Antigen-AIDA-Fusionsproteine von E. coli
NISSLE 1917 exprimiert, die zuvor mit den Plasmiden pCB9 bzw. pCB10 transformiert
wurden. Der Western Blot wurde mit afpl2, einem AIDA‘-spezifischen, polyklonalen
Antiserum als primédren Antikorper durchgefiihrt. Der durch die N-terminalen Fusionen von
OspA bzw. OspG an AIDA® resultierende Unterschied der jeweiligen Molekulargewichte der
Fusionsproteine im Vergleich zum authentischen AIDA®-Protein kann durch die Verwendung

von afp12 im Western Blot nachgewiesen werden.
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Abb. 4.8: Western Blot Analyse von rekombinanten E. coli NISSLE 1917. Gesamtzellproteine aus
exponentiell wachsenden Kulturen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und anschlieBend
durch semi dry blotting auf eine PVDF-Membran iibertragen. Als primdrer Antikorper wurde das AIDA°-
spezifische, polyklonale Serum afpl12 eingesetzt. Die Detektion des gebundenen Erstantikorpers erfolgte mit
einem konjugierten sekundédren Antikérper GAR-AP und Substratreagenzien. Die rekombinanten Bakterien

exprimieren die Fusionsproteine OspA-AIDA® (Spur 1) und OspG-AIDA® (Spur 2) bzw. nur AIDA® (Spur 3).
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Auch mit den spezifischen Seren gegen OspA und OspG konnte die Expression der Antigen-
AIDA"-Fusionsproteine durch rekombinante E. coli NISSLE 1917, transformiert mit den
Plasmiden pCB9 bzw. pCB10, mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen werden (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Western Blot Analyse von rekombinanten E. coli NISSLE 1917. Gesamtzellproteine aus

exponentiell wachsenden Kulturen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und anschlieSend
durch semi dry blotting auf eine PVDF-Membran iibertragen. Als primédre Antikérper wurden Seren spezifisch
gegen OspA (Spur 1) und OspG (Spur 2) eingesetzt. Die Detektion des gebundenen Erstantikorpers erfolgte mit
einem konjugierten sekundédren Antikorper GAM-AP und Substratreagenzien. Spurl: Gesamtzellextrakt aus E.
coli NISSLE 1917 / pCB9 (OspA-AIDAS). Spur 2: Gesamtzellextrakt aus E. coli NISSLE 1917 / pCB10 (OspG-
AIDA®).

Nachdem die Expression der Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine mittels Western Blot analysiert
war, stellte sich die Frage, ob die rekombinanten E. coli NISSLE 1917 die Fusionsproteine
auch auf der Bakterienoberfldche présentieren. Denn nur wenn die Antigene auch auf der
Oberfldache présentiert werden, sind sie dem Immunsystem zuginglich und diese Klone
kommen fiir die Vakzinierung in Frage. Die Oberflachenprédsentation der Antigene wurde mit
Hilfe der Immunofluoreszenzmikroskopie (s. 3.10.7) nachgewiesen. Wie aus den
Abbildungen 4.10 und 4.11 ersichtlich, lassen sich die Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine
OspA-AIDA® und OspG-AIDA® auf der Oberfliche der rekombinanten Bakterien nachweisen.
Dagegen konnte p60-AIDA® auf der Bakterienoberfliche mit Hilfe der

Immunofluoreszenzmikroskopie nicht detektiert werden.
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Abb.4.10: Immunofluoreszenzmarkierung rekombinanter E. coli NISSLE 1917. Zur Markierung der Antigen-
AIDA"-Fusionsproteine auf der Bakterienoberfliche wurden die intakten Bakterien mit den jeweiligen Antiseren
gegen die exprimierten Antigene inkubiert. Als sekunddrer Antikérper wurde GAM-Cy2 verwendet. Exzitation
und Emission dieses Fluoreszenzfarbstoffes erfolgten im Wellenldngenbereich von 530 bis 585 nm. In der
rechten Spalte sind die Fluoreszenzaufnahmen abgebildet, in der linken die korrespondierenden Phasen-
kontrastaufnahmen. A zeigt den E. coli Stamm NISSLE 1917 / pCB1, der OspA-AIDA® exprimiert. In B ist der
E. coli Stamm NISSLE 1917 / pCB3 dargestellt, der OspG-AIDA® exprimiert. C zeigt den E. coli Stamm
NISSLE 1917 / pCB2, der p60-AIDA® exprimiert. Die Expression des Fusionsproteins ist jedoch so schwach,
dass eine Immunofluoreszensmarkierung nicht moglich war. D stellt die Negativkontrolle E. coli NISSLE 1917 /
pUNG dar. Als primérer Antikdrper wurde ein Mix aus den Antiseren gegen OspA, OspG und p60 verwendet.

Die Bakterien sind mit einer Vergroerung von 1:1000 dargestellt.
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Abb. 4.11: Immunofluoreszenzmarkierung rekombinanter E. coli NISSLE 1917 transformiert mit pCB9 (A),
pCB10 (B) und pCB11 (C). Zur Markierung der Antigen-AIDA°-Fusionsproteine auf der Bakterienoberfléche
wurden die intakten Bakterien mit dem jeweiligen Antiserum gegen OspA bzw. OspG inkubiert. Als sekundérer
Antikérper wurde GAM-Cy2 verwendet. Exzitation und Emission dieses Fluoreszenzfarbstoffes erfolgten im
Wellenlangenbereich von 530 bis 585 nm. In der rechten Spalte sind die Fluoreszenzaufnahmen abgebildet, in
der linken die korrespondierenden Phasenkontrastaufnahmen. A zeigt E. coli NISSLE 1917 / pCB9, der OspA-
AIDA® exprimiert. In B ist E. coli NISSLE 1917 / pCB10 dargestellt, der OspG-AIDA® auf seiner Oberfliche
prasentiert und C zeigt die Negativkontrolle E. coli NISSLE 1917 / pCB11. Als primérer Antikérper wurde ein
Mix aus den Antiseren gegen OspA und OspG verwendet. Die Bakterien sind mit einer Vergroerung von 1:640

dargestellt.
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4.3  Analyse des Wachstums der Lebendvektoren

Um einen eventuellen Einfluss der Expression der Antigen-AIDA®-Fusionsproteine auf das
Wachstum der rekombinanten Bakterien zu ermitteln, wurde das Wachstum anhand der
Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt. Zum Vergleich wurde auch das
Wachstum des Wildtyps von E. coli NISSLE 1917 ermittelt. Abbildung 4.12 zeigt die
grafische Darstellung der Ergebnisse der Analyse des Wachstums von Bakterien transformiert
mit pCBl, pCB2, pCB3 bzw. pUNG6, sowie des Wildtyps. Ein Unterschied im
Wachstumsverhalten von rekombinanten E. coli NISSLE 1917 und dem Wildtyp konnte nicht
beobachtet werden. Die Expression der Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine hat offensichtlich

keinen negativen Effekt auf das Wachstum.
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Abb. 4.12: Wachstumskurve von rekombinanten E. coli NISSLE 1917 und dem Wildtyp. Ubernachtkulturen
der Bakterien wurden mit LB-Medium auf eine ODg, von ca. 0,2 verdiinnt und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
Unterschiede im Wachstum zwischen den rekombinanten E. coli NISSLE 1917 und dem Wildtyp sind nicht zu

erkennen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus einer Doppelbestimmung.
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Weiterhin wurde das Wachstum der Bakterien untersucht, die mit den Plasmiden pCB9,
pCBI10 bzw. pCB11 transformiert wurden. Diese Plasmide basieren auf dem kryptischen
Plasmid pMUT]1 aus E. coli NISSLE 1917, welches von Natur aus in den Bakterien zu finden
ist und sich durch hohe genetische Stabilitdt auszeichnet [BLUM-OEHLER et al., 2003]. Auch
hier zeigte sich kein Unterschied im Wachstum der rekombinanten E. coli NISSLE 1917 im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Grafische Darstellung der Ergebnisse zur Analyse des Wachstums von rekombinanten E. coli
NISSLE 1917 und dem Wildtyp. Ubernachtkulturen der Bakterien wurden mit LB-Medium auf eine ODqy von
ca. 0,1 verdiinnt und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Unterschiede im Wachstum zwischen den rekombinanten
E. coli NISSLE 1917 und dem Wildtyp sind nicht zu erkennen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus einer
Doppelbestimmung.
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4.4  Klonierung und Isolierung von Fusionsproteinen mit Hisg-tag

Die Analyse der spezifischen Immunantworten der Versuchstiere gegen die verwendeten
Antigene erfolgte mit Hilfe eines ELISA. Um die ELISA-Platten mit den verwendeten
Antigenen zu beschichten, mussten die Proteine zuvor isoliert werden. Dazu wurden die
kodierenden Sequenzen fiir die Antigene in den Vektor pET24b(+) kloniert. Die auf diese
Weise entstandenen Plasmide pCB4, pCBS5 und pCB6 kodieren fiir Fusionsproteine mit einem

C-terminalen His¢-tag (Abb. 4.14).

pCB4 / pCBS / pCBE
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Abb. 4.14: Restriktionskarte der Plasmide pCB4, pCB5 und pCB6. Die drei Plasmide unterscheiden sich
beziiglich der kodierenden Sequenz fiir das Antigen, welches liber eine BamHI-Schnittstelle und eine Xhol-
Schnittstelle in den Vektor kloniert wurde. Bei pCB4 handelt es sich bei dem in der Karte als Antigen
bezeichneten Bereich um die kodierende Sequenz fiir OspA. Die GrofBie von pCB4 betréigt 6134 bp. Im Fall von
pCBS steht ,,Antigen” fiir das p60 Protein und das Plasmid besitzt eine GroB3e von 6686 bp. Bei pCB6 beinhaltet
»Antigen® die kodierende Sequenz fiir OspG. Die GroBe von pCB6 betrdgt 5903 bp.
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Die Vektoren pCB4, pCB5 und pCB6 wurden jeweils in den E. coli Stamm BL21(DE3)
transformiert und die Proteine mittels der Immobilisierten Metall Affinititschromatographie
(IMAC) [PORATH et al., 1975], wie in 3.10.2 beschrieben, isoliert. Leider liel sich die
Synthese der Proteine in den Bakterien durch Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) nur
mittelmdBig induzieren. Dennoch konnte eine ausreichende Menge an rekombinanten
Proteinen mit Hise-tag fiir die Beschichtung der ELISA-Platten und der intraperitonealen
Immunisierung der Versuchstiere isoliert werden. Abbildung 4.15 zeigt das Ergebnis der
Isolierung der Fusionsproteine. Aufgrund des C-terminalen Hisg-tag erscheinen die Proteine
im Polyacrylamidgel bei einer etwas groferen Molekularmasse, als fiir die Antigene ohne

His¢-tag errechnet.

—106 kDa
—81 kDa

—47,5 kDa

—35,3 kDa

28,2 kDa

—20,8 kDa

Abb. 4.15: SDS-Polyacrylamidgel (12,5%) zur Uberpriifung der Isolierung der Fusionsproteine mit Hise-tag.
Je 0,5 pg der gereinigten Fusionsproteine p60+Hiss (Spur 1), OspAe«Hiss (Spur 2) und OspGeHiss (Spur 3)
wurden mittels SDS-PAGE getrennt und die Proteine mit Coomassie”™ Brilliant Blue R 250 gefirbt.
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4.5 Intraperitoneale Immunisierung mit rekombinanten Antigenen

Zur Uberpriifung der Immunogenitit der verwendeten Antigene wurden Miuse mit den
entsprechenden rekombinanten Proteinen intraperitoneal immunisiert (s. 3.11.7). Bei den
Proteinen handelte es sich um die rekombinanten Antigene p60, OspA und OspG mit einem
C-terminalen Hise-tag, die zuvor aus einem SDS-Polyacrylamidgel elektroeluiert wurden. Die
Proteine wurden zusammen mit einem Adjuvant (MPL® + TDM Adjuvant System, SIGMA)
appliziert. Die systemische Immunantwort der Versuchstiere gegen die verwendeten Antigene
wurde mit Hilfe von Western Blots und Immunofluoreszenzmikroskopie analysiert. Als
primdre Antikorper wurden die polyklonalen Seren der immunisierten Versuchstiere
eingesetzt. Die Abbildungen 4.16 und 4.17 zeigen Western Blots, durchgefiihrt mit den
einzelnen aus Mdusen genommenen Seren. Wie aus den Abbildungen ersichtlich, haben alle
immunisierten Versuchstiere auf die Immunisierung mit den gereinigten Antigenen reagiert

und zeigen eine deutliche systemische Immunantwort.
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Abb. 4.16: Western Blot Analyse von rekombinanten E. coli NISSLE 1917 zur Kontrolle der systemischen
Immunantwort von intraperitoneal immunisierten Versuchstieren. Gesamtzellproteine aus exponentiell
wachsenden Kulturen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und anschlieend durch semi dry
blotting auf eine PVDF-Membran iibertragen. Als primédre Antikérper wurden die polyklonalen Seren der
Versuchstiere eingesetzt. Die Detektion der gebundenen Primidrantikdrper erfolgte mit einem konjugierten
sekundédren Antikdrper GAM-AP und Substratreagenzien. Die Zahlen iiber dem Western Blot stehen fiir die
Nummer des Versuchstieres, von dem das verwendete Serum stammte. Die Méuse #1-6 wurden mit OspA<Hisg

intraperitoneal immunisiert und die Méuse #7-12 mit OspGeHiss.
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Auf Grund der nur schwachen Expression von p60 in E. coli NISSLE 1917, wurde der
Western Blot zur Analyse der Immunantwort der immunisierten Versuchstiere mit

gereinigtem p60*Hiss durchgefiihrt.

ap60
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Abb.4.17: Western Blot Analyse zur Kontrolle der systemischen Immunantwort von Versuchstieren,
immunisiert intraperitoneal mit gereinigtem p60<Hise. Isoliertes p60<Hiss wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE
(10%) aufgetrennt und anschlieend durch semi dry blotting auf eine PVDF-Membran iibertragen. Als primére
Antikérper wurden die polyklonalen Seren der Versuchstiere eingesetzt. Die Detektion der gebundenen
Primérantikdrper erfolgte mit einem konjugierten sekundiaren Antikdrper GAM-AP und Substratreagenzien. Die
Zahlen liber dem Western Blot stehen fiir die Nummer des Versuchstieres, von dem das verwendete Serum

stammte. Von Maus #17 konnte keine Probe genommen werden, da das Versuchstier vorher verstarb.

Neben den Western Blots wurden zur Analyse der systemischen Immunantwort der
Versuchstiere auch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt (s. 3.10.7).
Dazu wurden intakte, rekombinante E. coli NISSLE 1917, die die Antigen-AIDA"-
Fusionsproteine OspA-AIDA® oder OspG-AIDA® auf ihrer Oberfldche exprimieren, mit den
Seren der intraperitoneal immunisierten Méuse inkubiert. Die Detektion der gebundenen
primdren Antikorper erfolgte durch einen, mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy2 konjugierten
Sekundérantikrper GAM-Cy2. Auch die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
zeigen, dass die Versuchstiere Antikorper gegen die applizierten Antigene gebildet hatten
(Abb. 4.18). Auf eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der Seren der Méuse, die mit p60
immunisiert wurden, wurde aufgrund der schwachen Expression des AIDA®-p60-

Fusionsproteins in E. coli NISSLE 1917 verzichtet.
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Abb. 4.18: Immunofluoreszenzmarkierung zur Kontrolle der systemischen Immunantwort der Versuchstiere,
intraperitoneal immunisiert mit gereinigtem OspAe<Hiss (1-6) und OspGeHiss (7-12). Rekombinante E. coli
NISSLE 1917, die die jeweiligen Antigen-AIDA°-Fusionsproteine exprimieren, wurden mit den Seren der
immunisierten Versuchstiere inkubiert und als sekundirer Antikérper wurde GAM-Cy2 verwendet. Exzitation
und Emission dieses Fluoreszenzfarbstoffes erfolgten im Wellenlangenbereich von 530 bis 585 nm. Die Zahlen
in der Abbildung stehen fiir die Nummer des Versuchstieres, von dem das verwendete Serum stammte. Die

Bakterien sind mit einer Vergroflerung von 1:640 dargestellt.
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4.6  Durchfiihrung der oralen Immunisierungsstudie

Die orale Immunisierung der Versuchstiere erfolgte mit den rekombinanten E. coli NISSLE
1917, transformiert mit den entsprechenden Immunisierungsplasmiden. Die Immunisierung
wurde, wie unter 3.11.6 beschrieben, nach den in den beiden nachfolgenden Tabellen

dargestellten Schemata durchgefiihrt.

Tab. 4.1: Verwendetes Immunisierungsschema fiir die Immunisierung mit den rekombinanten

E. coli NISSLE 1917, transformiert mit den Plasmiden pCB1, pCB2, pCB3 bzw. pUNG6.

TAG HANDLUNG
-8 Ankunft der Versuchstiere
-3-0 1. Ohrmarkierung

2. Entnahme der Prdiimmunproben
1-10 Orale Immunisierung mit 5 x 10° Bakterien
11 Facesproben fiir PCR-Diagnostik gesammelt
17-18 Entnahme der Postimmunproben
24 Facesproben fiir PCR-Diagnostik gesammelt
25-31 Orale Immunisierung mit 5 x 10’ Bakterien (Booster)
32 Féacesproben fiir PCR-Diagnostik gesammelt
38 Facesproben fiir PCR-Diagnostik gesammelt
39-40 Entnahme der Postimmunproben

Tab. 4.2: Verwendetes Immunisierungsschema fiir die Immunisierung mit den rekombinanten

E. coli NISSLE 1917, transformiert mit den Plasmiden pCB9, pCB10 und pCB11.

TAG HANDLUNG
-7 Ankunft der Versuchstiere
-1 1. Ohrmarkierung

2. Entnahme der Prdiimmunproben

1-14 Orale Immunisierung mit 2 x 10"’ Bakterien
21 Entnahme der Postimmunproben
22-28 Orale Immunisierung mit 2 x 10"’ Bakterien (Booster)

36 Entnahme der Postimmunproben
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4.7 Etablierung der E. coli NISSLE 1917-spezifischen PCR

Da der E. coli Stamm NISSLE 1917 normalerweise in der Darmflora von Mausen nicht
vorkommt und somit kein natiirlicher Besiedler dieser Tiere ist, musste im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob und iiber welchen Zeitraum dieser Bakterienstamm in der Lage
ist, den Gastrointestinaltrakt der Méduse zu kolonisieren. Der Nachweis von E. coli NISSLE
1917 in den Fécesproben der Versuchstiere erfolgte, wie in 3.9.11 beschrieben, mit Hilfe einer
E. coli NISSLE-spezifischen PCR [BLUM-OEHLER et al., 2003]. Diese Methode basiert auf
der Amplifikation von zwei DNA-Fragmenten, die auf einem der beiden stabilen kryptischen
Plasmide lokalisiert sind. Fiir die PCR wurden die Primer Muta 7/8 und Muta 9/10 verwendet,
die alle gegen das kryptische Plasmid pMUT2 gerichtet sind. Die amplifizierten DNA-
Fragmente besitzen eine Lange von 427 bp (Muta 7/8) und 313 bp (Muta 9/10). Abbildung
4.19 zeigt das Ergebnis einer solchen PCR.

L1031 bp

900 bp :

Cgo0bp | Primer  Template-DNA DNA-Sequenz

— 700 bp

[ 202 | a7/ MUT2 5"-GAC CCA GCG ATA ACC GGA TG-3’

— 500 bp uta p - -
42700 —>N— ) 5"-GTG AGA TGA TGG CCA CGA TT-3'
313 bp —> S L 300 bp

B Muta 9/ 10 pMUT2 5.GCG AGG TAA CCT CGA ACA TG-3"

200 bp 5-CGG CGT ATC GAT AAT TCA CG-3'

—100 bp

Abb. 4.19: PCR-Diagnostik zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Die Methode beruht auf
dem Nachweis des kryptischen Plasmids pMUT2, welches spezifisch fiir E. coli NISSLE 1917 ist. Fiir die PCR
wurden die Primer Muta 7/8 und Muta 9/10 verwendet, die gegen pMUT2 gerichtet sind. Die amplifizierten
DNA-Fragmente besitzen eine Lénge von 427 bp (Muta 7/8) und 313 bp (Muta 9/10). Zusétzlich sind noch die
Sequenzen der verwendeten Primer angegeben. Dem PCR-Ansatz wurden 0,1 pl einer E. coli NISSLE 1917-
Suspension zugesetzt. Nach Beendigung der PCR wurden die DNA-Fragmente in einem Agarosegel (1,5%)
elektrophoretisch getrennt und die DNA mit Ethidiumbromid geférbt.
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4.7.1 Optimierung der E. coli NISSLE-spezifischen PCR

Die von BLUM-OEHLER et al. [2003] angegebene Annealing-Temperatur von 60°C zum
Nachweis von E. coli NISSLE 1917 mit Hilfe der NISSLE-spezifischen PCR in den
Féacesproben von Mausen erwies sich in dieser Studie als ungeeignet, da neben den beiden
erwarteten Fragmenten von 313 bp und 427 bp auch unspezifische Fragmente
unterschiedlicher GroBe auftraten. Diese unspezifischen Fragmente besallen zwar nie die
GroBe der erwarteten PCR-Produkte, traten jedoch interessanterweise auch in den
Féacesproben der nicht immunisierten Tiere auf. Fragmente der GroB3e von 313 bp oder 427 bp
konnten bei der Analyse der Prdimmunproben in keinem Fall beobachtet werden. Eine
Moglichkeit, um die Amplifikation unspezifischer Fragmente zu verhindern oder wenigstens
zu verringern, ist eine Erh6hung der Annealing-Temperatur. Mit Hilfe einer Gradienten-PCR,
bei der verschiedene Annealing-Temperaturen verwendet werden, wurde die hochstmogliche
Temperatur ermittelt, bei der die Primer Muta 7 / 8 und Muta 9 / 10 noch an das kryptische
Plasmid pMUT?2 (Template-DNA) binden und somit die beiden Fragmente in den erwarteten
GroBen von 313 bp und 427 bp amplifiziert werden. Wie aus der Abbildung 4.20 ersichtlich,
werden beide Fragmente bis zu einer Annealing-Temperatur von 65,2°C amplifiziert. Bei
66°C ist auf dem Gel nur noch das 427 bp-Fragment zu erkennen und bei noch hdéheren
Temperaturen sind keine Amplifikate mehr nachweisbar. Ausgehend von diesen Ergebnissen,
wurde die PCR zum Nachweis von E. coli NISSLE 1917 mit einer Annealing-Temperatur von
64,2°C durchgefiihrt, da bei dieser Temperatur das 313 bp-Fragment etwas besser amplifiziert
wurde, als bei 65,2°C. Bei dieser Temperatur kam es nicht mehr zur Amplifikation von

unspezifischen Fragmenten.

Abb. 4.20: Gradienten-PCR zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur fiir den spezifischen
Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Die jeweils verwendeten Annealing-Temperaturen sind angegeben. Nach
Beendigung der PCR wurde die DNA in einem Agarosegel (1,5%) elektrophoretisch getrennt und anschlieSend
mit Ethidiumbromid geférbt. Bis zu einer Annealing-Temperatur von 65,2°C werden die beiden Fragmente mit

den erwarteten Groflen von 313 bp und 427 bp amplifiziert.
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4.7.2 Sensitivitat der PCR zum Nachweis von E. coli NISSLE 1917

Nachdem die Bedingungen fiir die PCR zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917
optimiert waren, musste als nédchstes die Sensitivitit dieses Tests ermittelt werden. Dazu
wurde den PCR-Ansitzen eine unterschiedliche Anzahl an E. coli NISSLE 1917 als Template
zugesetzt. Die Bakterien stammten aus einer exponentiell wachsenden Kultur und die Zellzahl
wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zdahlkammer bestimmt. Auf diese Weise sollte untersucht
werden, wie viele Bakterien notwendig sind, um noch Amplifikate zu erhalten. Wie aus der
Abbildung 4.21 ersichtlich, reicht eine Anzahl von nur 15 Bakterien aus, um E. coli NISSLE
1917 noch detektieren zu konnen. Der spezifische Nachweis von E. coli NISSLE 1917 mit

Hilfe der mit ganzen Bakterien durchgefiihrten PCR ist damit sehr sensitiv.
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Abb. 4.21: Sensitivitit der PCR zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Zur Uberpriifung der
Sensitivitit der PCR zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917 wurde in die PCR-Ansitze eine
unterschiedliche Anzahl von E. coli NISSLE 1917 als Template gegeben. Die Zahlen iiber den einzelnen Spuren
geben die Anzahl der zugesetzten Bakterien pro PCR-Ansatz wieder. Nach Beendigung der PCR wurde die
DNA in einem Agarosegel (2%) elektrophoretisch getrennt und anschliefend mit Ethidiumbromid gefarbt. Eine
Anzahl von 15 Bakterien reicht aus, um E. coli NISSLE 1917 zu detektieren.
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4.7.3 Kontrolle der Besiedlung der Versuchstiere mit E. coli NISSLE 1917

Da, wie bereits unter 4.7 erwihnt, der E. coli Stamm NISSLE 1917 normalerweise in der
Darmflora von Miusen nicht vorkommt und somit kein natiirlicher Besiedler dieser Tiere ist,
musste im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob und iiber welchen Zeitraum dieser
Bakterienstamm in der Lage ist, den Gastrointestinaltrakt zu kolonisieren. Weiterhin musste
iberpriift werden, ob die Versuchstiere nicht etwa schon vor der Immunisierung eventuell mit
E. coli NISSLE 1917 kontaminiert waren. Zu diesem Zweck wurden Féacesproben vor der
ersten Immunisierung der Mause gesammelt und mit Hilfe der NISSLE 1917-spezifischen
PCR auf das Vorkommen von E. coli NISSLE 1917 untersucht. Als Template fiir die PCR
wurde aus den Fécesproben isolierte Plasmid-DNA verwendet. In keiner der untersuchten
Ficesproben lie sich E. coli NISSLE 1917 mit Hilfe der PCR nachweisen (Abb. 4.22). In
Anbetracht der hohen Sensitivitit des Testes ist daher davon auszugehen, dass alle

Versuchstiere vor der Immunisierung frei von E. coli NISSLE 1917 waren.
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Abb. 4.22: PCR-Diagnostik zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Untersucht wurden die
Facesproben der Versuchstiere vor der Immunisierung mit E. coli NISSLE 1917. Nach Beendigung der PCR
wurde die DNA in einem Agarosegel (1,5%) elektrophoretisch getrennt und anschlieBend mit Ethidiumbromid
geféarbt. Die Zahlen iiber den einzelnen Spuren geben die Nummern der jeweiligen Versuchstiere an. In keiner
der untersuchten Ficesproben konnte E. coli NISSLE 1917 nachgewiesen werden (A) und es ist davon
auszugehen, dass die Versuchstiere nicht mit diesem Bakterienstamm kontaminiert waren. B zeigt die

Positivkontrolle.
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Zur besseren Ubersicht zeigt Tabelle 4.3 noch einmal, welche Versuchstiere mit welchen
rekombinanten E. coli NISSLE 1917 oral immunisiert wurden und welche Antigen-AIDA"-
Fusionsproteine die Bakterien auf ihrer Oberfldche exprimieren. Nachdem sichergestellt war,
dass alle Versuchstiere vor der Immunisierung frei von E. coli NISSLE 1917 waren, wurden
die Immunisierungen gemdf der in Tabelle 4.1 dargestellten Immunisierungsschemata

durchgefiihrt.

Tab. 4.3: Zusamenstellung der fiir die orale Immunisierung verwendeten rekombinanten E.
coli  NISSLE 1917 und die von den Bakterien exprimierten Fusionsproteine, sowie die

Nummern der Versuchstiere, die mit den unterschiedlichen Bakterien immunisiert wurden.

Versuchstiernummer In E. coli NISSLE 1917 Exprimiertes Antigen-
transformiertes Plasmid AIDA"-Fusionsprotein

1-8 pCB1 OspA-AIDA®

9-16 pCB3 OspG-AIDA®

17-24 pCB2 p60-AIDA,

25-29 pUNG6 AIDA® (Kontrolle)

Zur Kontrolle der Besiedlung mit den rekombinanten Bakterien wurden Fécesproben
unmittelbar nach der letzten oralen Immunisierung (11. Tag), am 17. Tag und 24. Tag
gesammelt, sowie direkt nach der letzten Booster-Immunisierung (32. Tag) und sechs Tage
spater am 38. Tag. Eine weitere Probenentnahme erfolgt am 45. Tag. Am Tag unmittelbar
nach der letzten Immunisierung waren alle Versuchstiere mit E. coli NISSLE 1917 besiedelt.
Auch eine Woche spiter lieBen sich in 18 von 29 Ficesproben (62%) die Bakterien
nachweisen. Nach weiteren sieben Tagen waren die Proben aller Versuchstiere jedoch
negativ. Direkt nach der Booster-Immunisierung waren wieder alle Facesproben positiv in
Bezug auf das Vorhandensein von E. coli NISSLE 1917 und eine Woche spéter konnten in 19
von 26 Stuhlproben (73%) die Bakterien detektiert werden. Drei Méuse verstarben wahrend
der Studie bei der Blutentnahme (#11, #19 und #23), so dass von diesen Tieren keine
Fécesproben nach der Booster-Immunisierung gesammelt werden konnten und sich die
Gesamtzahl der Versuchstiere von 29 auf 26 reduzierte. Eine weitere Woche spiter konnte
wiederum in keiner Stuhlprobe E. coli NISSLE 1917 nachgewiesen werden. In einem
Zeitraum vom 7. Tag bis zum 14. Tag nach der letzten Immunisierung scheint E. coli NISSLE

1917 aus der Darmflora der Méause zu verschwinden und diese somit nicht linger zu
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besiedeln. Abbildung 4.23 zeigt das Ergebnis der E. coli NISSLE 1917-spezifischen PCR. Die
untersuchten Ficesproben wurden am 17. Tag und am 38. Tag gesammelt. A, B, C und D
zeigen das Ergebnis fiir die Proben, die eine Woche nach der letzten Immunisierung
gesammelt wurden (17. Tag) und E, F, G, H das Ergebnis fiir die Fécesproben, die eine
Woche nach Abschluss der Booster-Immunisierung genommen wurden. Wie aus der
Abbildung ersichtlich, wurden nicht alle Versuchstiere mit gleichem Erfolg von E. coli
NISSLE 1917 kolonisiert. Bei einigen Tieren sind bereits sieben Tage nach der letzten
Applikation der Bakterien diese nicht mehr im Stuhl nachweisbar. Diese Ergebnisse belegen,
dass E. coli NISSLE 1917 offensichtlich kein dauerhafter Kolonisierer des Méusedarms ist

und, wenn der Stamm nicht stindig neu oral appliziert wird, relativ schnell wieder

verschwindet.
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Abb. 4.23: PCR-Diagnostik zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Die Ficesproben wurden
jeweils sieben Tage nach der letzten oralen Gabe der rekombinanten Bakterien gesammelt. Die linke Spalte zeigt
das Ergebnis der PCR fiir die Proben vom 17. Tag, die rechte Spalte das Ergebnis fiir die Proben, die sieben
Tage nach Abschluss der Booster-Immunisierung (38. Tag) genommen wurden. Die Versuchstiere wurden mit
E. coli NISSLE 1917 / pCB1 (A & E), E. coli NISSLE 1917 / pCB3 (B & F), E. coli NISSLE 1917 / pCB2 (C
& G) und E. coli NISSLE 1917 / pUN6 (D & H) immunisiert. | zeigt die Positivkontrolle. Die Mause #11, #19
und #23 starben im Verlauf der Studie, so dass von diesen Tieren keine Proben nach der Booster-Immunisierung

gesammelt werden konnten.
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Nach der Immunisierung der Mause mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917 / pCB1, E. coli
NISSLE 1917 / pCB2, E. coli NISSLE 1917 / pCB3 und E. coli NISSLE 1917 / pUN6 wurde
eine weitere Gruppe von Versuchstieren mit E. coli NISSLE 1917 immunisiert, die die
Plasmide pCB9, pCB10 und pCB11 beinhalten. Diese Plasmide basieren auf dem kryptischen
Plasmid pMUT1, welches von Natur aus in den Bakterien vorkommt, spezifisch fiir E. coli
NISSLE 1917 ist und sich durch eine hohe genetische Stabilitdt auszeichnet [BLUM-OEHLER
et al., 2003]. Auch rekombinante Plasmide auf Basis des kryptischen Plasmids pMUT1 sind
in E. coli NISSLE 1917 sehr stabil [OELSCHLAGER, miindliche Mitteilung] und sollten auch
ohne Selektionsdruck durch Antibiotika iiber einen lédngeren Zeitraum in den Bakterien
verweilen. Somit sind Plasmide auf der Basis der kryptischen Plasmide eventuell besser als
Immunisierungsplasmide geeignet als die Plasmide auf pUN6-Basis.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Gruppe von Versuchstieren mit rekombinanten
E. coli NISSLE 1917 immunisiert, die die ,,kryptischen* Plasmide pCB9, pCB10 und pCB11
tragen (Tab. 4.2). Bakterien, die mit diesen Plasmiden transformiert wurden, exprimieren
entweder OspA-AIDA® (pCB9), OspG-AIDA® (pCB10) oder als Kontrolle AIDA® (pCB11).
Die Prisentation der Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine auf der Oberfliache der rekombinanten
Bakterien wurde zuvor mit Hilfe der Immunofluoreszenzmikroskopie nachgewiesen (Abb.
4.11). Auf eine Klonierung von p60-AIDA® in das kryptische Plasmid pMUTI wurde
aufgrund der sehr schwachen Expression dieses Proteins in E. coli NISSLE 1917 verzichtet.
Auch die fiir die zweite Immunisierungsstudie vorgesehenen Versuchstiere wurden vor der
Immunisierung auf eine Kontamination mit E. coli NISSLE 1917 untersucht und in keiner der
Ficesproben konnte E. coli NISSLE 1917 nachgewiesen werden (Abb. 4.24). Aufgrund der
hohen Sensitivitdt der PCR zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917 ist davon
auszugehen, dass alle Versuchstiere vor der Immunisierung frei von E. coli NISSLE 1917

waren.
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Abb. 4.24: PCR-Diagnostik zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Untersucht wurden die

Ficesproben der Versuchstiere vor der Immunisierung mit E. coli NISSLE 1917. Nach Beendigung der PCR
wurde die DNA in einem Agarosegel (1,5%) elektrophoretisch getrennt und anschliefend mit Ethidiumbromid
gefiarbt. Die Ziffern {iber den einzelnen Spuren geben die Nummern der jeweiligen Versuchstiere an. In keiner
der untersuchten Ficesproben konnte E. coli NISSLE 1917 nachgewiesen werden (A) und es ist davon
auszugehen, dass die Versuchstiere nicht mit diesem Bakterienstamm kontaminiert waren. B zeigt die

Positivkontrolle.

Um zu iberpriifen, ob eine zusétzliche Erhohung der Anzahl der oral applizierten Bakterien
zu einer besseren Kolonisierung der Versuchstiere fiihrt, wurde die Anzahl der Bakterien pro
Maus um das 4fache erhéht (2 x 10'° statt 5 x 10°). Zusétzlich wurde nach der letzten oralen
Immunisierung das Vorkommen von E. coli NISSLE 1917 in den Ficesproben der
Versuchstiere téglich iiber einen Zeitraum von 14 Tagen analysiert, um eventuell eine
genauere Aussage iiber die Dauer und den Verlauf des Vorkommens dieser Bakterien im
Maiusedarm zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden téglich pro Versuchstier 5 Féacesproben
gesammelt und iiber Nacht bei 37°C und 180 rpm in MacConkey-Medium inkubiert.
MacConkey-Medium dient unter anderem zur Isolierung von coliformen Keimen aus
Stuhlproben. Es enthilt Gallensalze und Kristallviolett, die das Wachstum von grampositiven
Bakterien weitgehend hemmen. Die zugesetzte Lactose dient zusammen mit dem pH-
Indikator Neutralrot zum Nachweis des Lactoseabbaus, wodurch sich das Medium als Folge
der Ansduerung gelb verfirbt. Weiterhin wurde das Medium mit den beiden Antibiotika
Kanamycin und Tetracyclin supplementiert. In diesem Medium kénnen nur die
rekombinanten E. coli NISSLE 1917 wachsen, da nur diese iiber die entsprechenden
Resistenzen verfiigen. Ein Aliquot der Bakteriensuspension wurde auf MacConkey-Platten
vereinzelt. Mit einer zufdllig ausgewéhlten Einzelkolonie wurde die E. coli NISSLE 1917-
spezifische PCR durchgefiihrt. Um Kosten zu sparen, wurden intakte Bakterien fiir die PCR
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als Template eingesetzt und nicht isolierte Plasmid-DNA, wie in der ersten
Immunisierungsstudie. Tabelle 4.4 zeigt das Ergebnis der E. coli NISSLE 1917-spezifischen

PCR fiir die einzelnen Versuchstiere iiber einen Zeitraum von 14 Tagen.

Tab. 4.4: Kolonisierung der Versuchstiere mit E. coli NISSLE 1917 iiber einen Zeitraum von

14 Tagen. ,,+*“ = NISSLE-Nachweis positiv; ,,-,, = NISSLE-Nachweis negativ.

Maus# | 1.Tag | 2. Tag | 3.Tag | 4.Tag | 5.Tag | 6. Tag | 7.Tag | 8. Tag | 9. Tag 10. Tag | 14. Tag
1 + + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + -
5 + + + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + + + +
7 + + + + + + + + + + -
8 + + + + + + + + + + +
9 + + + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + + + +
11 + + + - + + + + + + +
12 + + + + + + + + + + +
13 + + + + + + + + + + +
14 + + + + + + + + + + +
15 + + + + + + + + + + +
16 + + + + + + + + + + +
17 + + + + + + - - - - -
18 + + + + - - - - - - -
19 + + + + + + + + + + +

20 + + + + + + + + + + +
21 + + + + + + + + + + +

Bei der Mehrzahl der Versuchstiere ldsst sich iiber einen Zeitraum von 14 Tagen der
Bakterienstamm E. coli NISSLE 1917 mit Hilfe der PCR in den Fédcesproben nachweisen.
Nur in den Ficesproben von Maus #17 und Maus #18 konnte E. coli NISSLE 1917 schon

nach sieben bzw. fiinf Tagen nicht mehr detektiert werden. Auch noch nach 14 Tagen zeigte
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die E. coli NISSLE 1917-spezifische PCR unter diesen Immunisierungsbedingungen in 17
von 21 Fécesproben ein positives Ergebnis (81%). Abbildung 4.25 zeigt exemplarisch das
Ergebnis der E. coli NISSLE 1917-spezifischen PCR 14 Tage nach der letzten oralen Gabe

der Bakterien.

9 10 11 12 13 14 15 16

" -

Abb. 4.25: PCR-Diagnostik zum spezifischen Nachweis von E. coli NISSLE 1917. Untersucht wurden die

Facesproben der Versuchstiere 14 Tage nach der letzten Immunisierung mit E. coli NISSLE 1917. Nach
Beendigung der PCR wurde die DNA in einem Agarosegel (1,5%) elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefend mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Zahlen iiber den einzelnen Spuren geben die Nummern der
jeweiligen Versuchstiere an (A). 17 von 21 Versuchstieren (81%) sind 14 Tage nach der letzten oralen Gabe von

E. coli NISSLE 1917 noch besiedelt. B zeigt die Positivkontrolle.

Eine 4fache Erhohung der Anzahl der tiglich oral applizierten rekombinanten Bakterien pro
Maus von 5 x 10° auf 2 x 10" und die Verwendung der kryptischen Plasmide als
Immunisierungsplasmide fiithrte wenigstens zu einer Verdopplung der Verweildauer von E.
coli NISSLE 1917 im Mausedarm. Wihrend bei der Immunisierung mit 5 x 10° Bakterien pro
Tag sich diese 14 Tage nach der letzten oralen Gabe nicht mehr in den Fécesproben der
Versuchstiere nachweisen lieen, gelang dies bei 81% der Proben, die von den Tieren
stammten, welche tiglich 2 x 10'° Bakterien erhielten. Nach weiteren 21 Tagen wurden erneut
Fécesproben von den Méusen gesammelt und untersucht. Hier zeigte sich, dass bis auf wenige
Ausnahmen fast alle Versuchstiere wieder frei von E. coli NISSLE 1917 waren. Eine
Erhohung der Anzahl der tiglich oral applizierten Bakterien fiihrt zwar zu einer langeren
Verweildauer von E. coli NISSLE 1917 in den Maiusen, zu einer dauerhaften Besiedlung
kommt es jedoch nicht. Auch hier zeigt sich, dass E. coli NISSLE 1917 kein permanenter

Kolonisierer von Méiusen ist.
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4.8 Analyse der Immunantworten

Die quantitative Analyse der spezifischen humoralen Immunantwort gegen die verwendeten

Antigene erfolgte mit Hilfe eines Endpunkt-ELISA nach der Methode von FREY et al. [1998].

4.8.1 Etablierung der ELISA

Um die humorale Immunantwort der Versuchstiere gegen die verwendeten Antigene mit Hilfe
eines Endpunkt-ELISA quantitativ zu analysieren, musste zunichst einmal fiir jedes Antigen
die optimale Konzentration fiir die Beschichtung der ELISA-Platten ermittelt werden. Dazu
wurde die 96-well-Platten mit Antigenen einer Konzentration von 15 — 0,188 pg / ml
beschichtet. Um einen eventuellen Einfluss des pH-Wertes des Beschichtungspuffers zu
ermitteln, wurden drei verschiedene Puffersysteme verwendet. Ein saurer 50 mM
Natriumacetatpuffer pH 6,0, ein neutraler, salzarmer Phosphatpuffer mit pH 7,0 und ein
alkalischer 50 mM Natriumkarbonatpuffer mit pH 9,0. Beziiglich des Puffersystems erwies
sich der neutrale LPBS-Puffer als am besten geeignet. Fiir die verwendeten Antigene wurden
folgende Konzentrationsoptima fiir das Beschichten der Platten ermittelt: p60 = 6 pg / ml;
OspA = 3 pg/ mlund OspG = 6 pg / ml.

4.8.2 ELISA-Ergebnisse

Mit Hilfe eines Endpunkt-ELISA wurden die Seren und Speichelproben der Versuchstiere
analysiert, dic oral mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917 immunisiert wurden. Die
Bakterien prisentierten auf ihrer Oberfliche verschiedene Antigene mit Hilfe des AIDA-

Autotransporters.

4.8.2.1 Systemische Immunantwort nach oraler Immunisierung

Bei der Auswertung der Endpunkt-ELISA zur Analyse der systemischen Immunantworten der
Versuchstiere, die oral mit 5 x 10° E. coli NISSLE / pCBI, E. coli NISSLE / pCB2 bzw. E.
coli NISSLE pCB3 immunisiert worden waren, zeigte sich, dass nur die mit E. coli NISSLE
1917 / pCB3 immunisierten Tiere eine Immunantwort gegen das auf der Oberfliche der

Bakterien prasentierte OspG entwickelt hatten (Abb. 4.26). Bei den mit E. coli NISSLE 1917
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/ pCB2 (p60-AIDA®) oder E. coli NISSLE 1917 / pCB1 (OspA-AIDA®) immunisierten
Versuchstieren konnten keine spezifischen Antikorper gegen diese Proteine im Serum
nachgewiesen werden. Weiterhin fiel auf, dass die mit OspG immunisierte Gruppe in Bezug
auf die Stirke der Immunantworten sehr heterogen war. So konnten in den Seren von zwei
Tieren entweder iiberhaupt keine spezifischen Antikorper gegen OspG nachgewiesen werden
oder es konnte erst nach der Booster-Immunisierung ein sehr geringer Titer nachgewiesen
werden. Generell schwankten die gemessenen Titer der Versuchstiere untereinander recht
stark. So variieren die Titer nach der ersten Immunisierung zwischen 6400 und 100000 und
nach der Booster-Immunsierung zwischen 3200 und 200000. Auch konnte ein deutlicher
Anstieg der Titer nach der Booster-Immunisierung im Vergleich zur ersten Immunisierung
beobachtet werden. So stieg der durchschnittliche Titer der Postimmunseren von 39200 auf

90000 nach der Booster-Immunisierung an (Abb. 4.27).
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Abb. 4.26: Antikorpertiter der Seren von den Versuchstieren, oral immunisiert mit5 x 10° E. coli NISSLE
1917 / pCB3 (OspG-AIDA®). Die Versuchstiere reagierten sehr heterogen auf die Immunisierung mit den
rekombinanten Bakterien. In sechs von acht Seren konnten mittels ELISA spezifische Antikorper gegen OspG
nachgewiesen werden. Nach der Booster-Immunisierung konnte ein weiterer Anstieg der Antikdrpertiter im
Vergleich zu den Werten nach der ersten Immunisierung gemessen werden. Maus #11 starb wihrend der Studie,
so dass keine Blutentnahme nach der Booster-Immunisierung méglich war. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus

einer Doppelbestimmung.
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Abb. 4.27: Durchschnittliche Titer der mit 5 x 10° E. coli NISSLE 1917 / pCB3 (OspG-AIDA®) immunisierten

Versuchstiere nach der ersten Immunisierung und nach der Booster-Immunisierung. Neben dem Durchschnitt
sind auch noch der niedrigste und der hochste Titer dargestellt. Es konnte ein deutlicher Anstieg der Titer nach
der Booster-Immunisierung im Vergleich zur ersten Immunisierung beobachtet werden. So stieg der

durchschnittliche Titer der Postimmunseren von 39200 auf 90000 nach der Booster-Immunisierung an.

Weiterhin wurden Versuchstiere mit 2 x 10'" E. coli NISSLE / pCB9 (OspA-AIDA®) und E.
coli NISSLE / pCB10 (OspG-AIDA®) oral immunisiert. Diese Plasmide basieren auf dem
kryptischen Plasmid pMUT1, welches von Natur aus in E. coli NISSLE 1917 vorkommt und
sehr stabil ist. Es sollte untersucht werden, ob Plasmide, die auf der Basis der kryptischen
Plasmide konstruiert wurden, besser fiir eine Immunisierung geeignet sind, als Vektoren
anderer Herkunft. Auf eine Klonierung des p60 Proteins in das kryptische Plasmide wurde
aufgrund der sehr schwachen Expression in E. coli NISSLE 1917 verzichtet.

In den Seren der immunisierten Versuchstiere konnten sowohl gegen OspA, als auch
gegen OspG spezifische Antikdrper mittels ELISA nachgewiesen werden. Wie schon bei der
zuvor erfolgten Immunisierung mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917, transformiert mit
den Plasmiden pCBI1, pCB2 und pCB3 (basierend auf pUNG6), sind die Antikorpertiter in den
Seren bei dieser Immunisierungsstudie ebenfalls recht unterschiedlich. Bei allen mit OspA
immunisierten Versuchstieren konnte eine spezifische Immunantwort gegen das verwendete

Antigen gemessen werden, doch schwankten die Titer nach der ersten Immunisierung
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zwischen 100 und 25600. Nach der Booster-Immunisierung stiegen die Titer deutlich an und
bewegten sich in Bereiche von 6400 bis 51200 (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Antikdrpertiter der Seren von den Versuchstieren, oral immunisiert 2 x 10" mit E. coli NISSLE
1917 / pCB9 (OspA-AIDA®). Die Versuchstiere reagierten sehr heterogen auf die Immunisierung mit den
rekombinanten Bakterien. In acht von acht Seren konnten mittels ELISA spezifische Antikérper gegen OspA
nachgewiesen werden. Nach der Booster-Immunisierung konnte ein weiterer Anstieg der Antikdrpertiter im
Vergleich zu den Werten nach der ersten Immunisierung gemessen werden. Der durchschnittliche Titer der
Postimmunseren stieg von 13213 nach der ersten Immunisierung auf 40000 nach der Booster-Immunisierung an.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus einer Doppelbestimmung.

Auch die mit 2 x 10" E. coli NISSLE 1917 / pCB10 (OspG-AIDA®) immunisierten
Versuchstiere zeigten eine Immunantwort. So konnten in den Seren aller Miuse mittels
ELISA spezifische Antikorper gegen OspG nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich
wieder das Phédnomen, dass die Titer der einzelnen Tiere beziiglich ihrer Hohe sehr
unterschiedlich waren. So besal der Titer von der Maus, die am geringsten auf die
Immunisierung reagiert hatte, einen Wert von 400, wihrend die hochsten Titer einen Wert
von 51200 aufwiesen. Nach der Booster-Immunisierung stiegen die Titer aller Versuchstiere
deutlich an. Die Titer erreichten Werte von 51200, iiber 102400 bis zu Maximalwerten von

204800 (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Antikorpertiter der Seren von den Versuchstieren, oral immunisiert mit 2 x 10'° E. coli NISSLE

1917 / pCB10 (OspG-AIDA®). Die Versuchstiere reagierten sehr heterogen auf die Immunisierung mit den
rekombinanten Bakterien. In allen Seren konnten mittels ELISA spezifische Antikdrper gegen OspG
nachgewiesen werden. Nach der Booster-Immunisierung konnte ein weiterer Anstieg der Antikdrpertiter im
Vergleich zu den Werten nach der ersten Immunisierung gemessen werden. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus

einer Doppelbestimmung.

Vergleicht man die Titer nach der priméren Immunisierung mit den Werten nach der Booster-
Immunisierung, ist sowohl bei den Versuchstieren, die mit E. coli NISSLE 1917 / pCB9
(OspA-AIDA®) immunisiert wurden, als auch bei den Tieren, immunisiert mit E. coli NISSLE
1917 / pCB10 (OspG-AIDA®) ein deutlicher Anstieg der Titer nach der Booster-
Immunisierung zu beobachten (Abb. 4.30). Im Falle der mit OspA immunisierten Méuse stieg
der durchschnittliche Antikorpertiter von 13213 nach der ersten Immunisierung auf 40000
nach der Booster-Immunisierung und auch bei den mit OspG immunisierten Versuchstieren
kam es zu einer verstiarkten Immunreaktion nach der Booster-Immunisierung. Hier stieg der
durchschnittliche Titer von 25650 nach der ersten Immunisierung auf 121600 nach der

Booster-Vakzinierung an.
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Abb. 4.30: Durchschnittliche Titer der mit 2 x 10' E. coli NISSLE 1917 / pCB9 (A) und E. coli NISSLE

1917 / pCB10 (B) immunisierten Versuchstiere nach der Immunisierung und der Booster-Immunisierung. Neben
dem Durchschnitt sind auch noch der niedrigste und der hochste Titer dargestellt. Es konnte ein deutlicher

Anstieg der Titer nach der Booster-Immunisierung im Vergleich zur ersten Immunisierung beobachtet werden.

4.8.2.2 Mukosale Immunantwort

Neben der systemischen Immunantwort wurde auch die mukosale Immunantwort der
Versuchstiere untersucht. Dazu wurden den Tieren Speichelproben entnommen und diese auf

das Vorkommen von spezifischen Antikorpern gegen die verwendeten Antigene hin
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untersucht. Die Auswertung der Endpunkt-ELISA zur Analyse der mukosalen
Immunantworten der Versuchstiere erbrachte ein dhnliches Ergebnis wie bei der systemischen
Immunantwort. Auch hier zeigte sich, dass nur die mit 5 x 10° E. coli NISSLE 1917 / pCB3
immunisierten Tiere (OspG-AIDA®) spezifische Antikorper gegen OspG gebildet hatten. Die
mit p60 und OspA immunisierten Méuse zeigten keine Immunantwort gegen diese beiden
Antigene. Wie schon bei den systemischen Immunantworten zu beobachten war, waren die
mukosalen Immunantworten der Versuchstiere ebenfalls recht heterogen (Abb. 4.31).
Weiterhin konnte ein deutlicher Anstieg der Titer nach der Booster-Immunisierung im
Vergleich zur ersten Immunisierung beobachtet werden. Durchschnittlich stieg der Titer von
23 auf 160 nach Booster-Vakzinierung im Vergleich zur ersten Immunisierung. Von den mit
E. coli NISSLE 1917 / pCB9 und pCB10 immunisierten Versuchstieren wurden keine

Speichelproben gesammelt und konnten aus diesem Grunde nicht analysiert werden.
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Abb. 4.31: Antikorpertiter im Speichel der Versuchstiere, oral immunisiert mit 5 x 10° E. coli NISSLE 1917 /
pCB3 (OspG-AIDA®). Die Versuchstiere reagierten sehr heterogen auf die Immunisierung mit den
rekombinanten Bakterien. Nach der Booster-Immunisierung konnte ein weiterer Anstieg der Antikdrpertiter im
Vergleich zu den Werten nach der ersten Immunisierung gemessen werden. Maus #11 starb wihrend der Studie,
so dass keine Probenentnahme nach der Booster-Immunisierung méglich war. Die Ergebnisse sind Mittelwerte

aus einer Doppelbestimmung.
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5. Diskussion

Alle hoheren Lebewesen verfligen iiber Mechanismen zur Abwehr von Pathogenen. Wéhrend
die Invertebraten nur iiber ein angeborenes Immunsystem verfiigen, besitzen die Vertebraten,
mit Ausnahme der Agnatha (z.B. Neunaugen), zusitzlich zu dem angeborenen Immunsystem
ein adaptives Immunsystem. Dieses adaptive Immunsystem tritt in der Evolution erstmals bei
den Knorpelfischen auf. Durch die Interaktion von angeborenen und adaptiven Immunsystem
sind die hoheren Wirbeltiere in der Lage, die meisten Infektionen erfolgreich abzuwehren und
durch das immunologische Gedéchtnis einen lang andauernden Immunschutz gegen
bestimmte Pathogene zu erlangen. Dabei ist das Immunsystem nicht nur in der Lage
Pathogene zu bekdmpfen, die sich systemisch im Korper ausbreiten, sondern auch
Krankheitserreger, die die Schleimhéute besiedeln und diese als Eintrittspforte in den Korper
nutzen. Die Schleimhautoberflichen des Korpers sind fiir Infektionen besonders anfillig, da
sie aufgrund ihrer physiologischen Funktionen wie zum Beispiel Gasaustausch (Lungen),
Nahrungsaufnahme (Darm), Sinneswahrnehmung (Mund, Rachen, Nase, Auge) und
Reproduktion (Uterus, Vagina) relativ diinne und durchlédssige Barrieren auf dem Weg ins
Korperinnere sind [JANEWAY et al., 2002]. Die grole Mehrzahl von Pathogenen kommt
zundchst mit den Oberflichen der Schleimhdute in Kontakt. So nutzen zum Beispiel
enteroinvasive Bakterien der Gattungen Salmonella, Shigella und Yersinia sogar die
Mikrofaltenzellen oder M-Zellen im Diinndarm um das Darmepithel zu iiberwinden und
darunter liegende Gewebe zu besiedeln [SANSONETTI et al., 1999].

Das adaptive Immunsystem ldsst sich in anatomisch unterschiedliche Kompartimente
unterteilen, von denen jedes einzelne eine Immunantwort gegen Pathogene auslosen kann, die
sich in den entsprechenden Geweben befinden. Das Kompartiment, welches die Schleimhiute
vor Infektion und Invasion durch pathogene Mikroorganismen schiitzt, ist das mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe (MALT).

Obwohl das Immunsystem in den meisten Féllen in der Lage ist, pathogene
Organismen erfolgreich zu bekdmpfen, gibt es jedoch auch Krankheitserreger, die vom
Immunsystem {iiberhaupt nicht (z.B. HIV) oder nur in seltenen Féllen erfolgreich abgewehrt
werden. Auch kann es im Verlauf der Pathogenese zu schweren Schiadigungen des
Wirtsorganismus kommen, so dass eventuell auch bleibende Schdden zuriickbleiben konnen,
die die Lebensqualitit der Betroffenen stark einschridnken kdnnen. Aus diesen Griinden wire
ein bestehender Immunschutz schon vor dem ersten Kontakt mit einem Pathogen ein probates

Mittel, um eine Erkrankung und die eventuell damit verbundenen Schéden zu verhindern.
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Durch Vakzinierung mit abgetdteten oder attenuierten Pathogenen bzw. immunogenen
Erregerbestandteilen kann ein spezifischer Immunschutz aufgebaut werden. Die
iiberwiegende Mehrzahl der verfiigbaren Impfstoffe wird heute jedoch parenteral appliziert
und induziert somit eine systemische, nicht aber eine mukosale Immunantwort. Auch besteht
durch das Applizieren von Impfstoffen iiber die ,,invasive Route die Gefahr der Verbreitung
von Infektionskrankheiten durch kontaminierte Spritzen und Kaniilen. Im Gegensatz dazu
fiihrt eine mukosale Vakzinierung zur Induktion einer mukosalen und systemischen
Immunantwort. Da die meisten Pathogene die Schleimhiute als Eintrittspforte in den Korper
nutzen, wiirde eine Aktivierung des Immunsystems in diesen Geweben die Krankheitserreger
bereits auf dieser ersten Ebene bekdmpfen und somit eine Infektion tiefer liegender Gewebe
verhindert werden.

Eine mukosale Vakzinierung iiber die orale Route stellt dabei die einfachste und am
ehesten akzeptierte Methode dar. Im Gegensatz zu Injektionen ist sie schmerzfrei, es besteht
nicht die Gefahr der Verbreitung von Infektionskrankheiten durch kontaminierte
Injektionsnadeln und die Kosten fiir die Herstellung von oralen Vakzinen sind in der Regel
geringer, da sie nicht unter extrem sterilen Bedingungen hergestellt werden miissen [FASANO,
1998].

Im Falle der oralen Vakzinierung muss das verwendete Antigen partikuldr vorliegen.
Die Aufnahme von Antigenen, Partikeln und Mikroorganismen aus dem Darmlumen und der
Transport iiber die Barriere des Darmepithels (Transcytose) erfolgt durch spezialisierte
Epithelzellen, den M-Zellen, die sich nur im lymphoid follicle-associated epithelium (FAE)
befinden [NEUTRA et al., 1996]. Die M-Zellen nechmen aus dem Darmlumen Molekiile und
Partikel endo- oder phagocytotisch auf und transportieren dieses Material in Vesikeln durch
das Zellinnere zur Basalmembran, wo es in die Tasche der M-Zellen abgegeben wird. Dort
befinden sich Lymphocyten und antigenpridsentierende Zellen, die diese Partikel und
Molekiile aufnehmen, prozessieren und den T- / B-Zellen als Antigen présentieren.

Fiir die Aufnahme und Transcytose von Antigenen durch M-Zellen konnen diese in
Mikropartikel verpackt werden, da M-Zellen, im Gegensatz zu Enterocyten, in der Lage sind,
Partikel mit einem Durchmesser von bis zu 300 nm aufzunechmen [ERMAK et al., 1995;
ELDRIDGE et al., 1991; O'HAGAN et al., 1989]. Aber die Verwendung von solchen Partikeln
dieser Grofle birgt auch einige Nachteile. So konnen die Partikel im Mukus eingeschlossen
werden und erreichen deshalb nicht die M-Zellen und das mukosale Immunsystem. Auch sind
noch Fragen beziiglich der GroBe der Partikel zu kldren, die eine effektive Aufnahme

gewihrleisten konnen [FREY et al., 1996]. Weiterhin scheinen auch das Alter und die Spezies,
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welche mit Mikropartikel oral immunisiert werden, einen Einfluss auf die Effektivitit der
Aufnahme solcher Partikel zu haben. So ist die Aufnahme von Makropartikeln im Darm von
Kaninchen mindestens doppelt so grofl wie im Mausedarm. Interessanterweise ist die Rate der
Aufnahme bei dlteren Tieren hoher, als bei Jungtieren [FASANO et al., 1998].

Eine Alternative zum Gebrauch von Mikropartikeln ist die Verwendung von
attenuierten Pathogenen zur oralen Immunisierung. Die Vorteile solcher attenuierten
Bakterien sind die einfache und relativ kostengiinstige Produktion, keine Notwendigkeit einer
Kiihlkette (Bakterien konnen als gefriergetrocknete Préparate gelagert werden), die
attenuierten Pathogene verfiigen in der Regel iiber gute Eigenschaften als Adjuvant (z.B. LPS
und Flagellen), sind selbstreplizierend und konnen, falls erforderlich, mit Antibiotika wieder
entfernt werden [KOTTON & HOHMANN, 2004; HANTMAN et al., 1999]. Der Gebrauch von
attenuierten Pathogenen birgt aber auch Risiken. So konnten die Bakterien zum Beispiel von
gerade immunisierten Patienten auf andere Personen iibertragen werden, wobei dieser Punkt
eventuell als Vorteil in Bezug auf eine flichendeckende Immunisierung angesehen werden
kann. Auch gelangen die Erreger unkontrolliert {iber den Stuhl in die Umwelt, was besonders
bei gentechnisch modifizierten Organismen nicht immer unproblematisch ist. Ebenso wiére
eine Wiedererlangung der Pathogenitit durch Mutation oder horizontalen Gentransfer
denkbar. Weiterhin ist der Grad der Attenuierung von entscheidener Bedeutung fiir die Frage,
ob ein Bakterienstamm erfolgreich fiir eine Immunisierung eingesetzt werden kann. Auf der
einen Seite verlieren zu stark attenuierte Bakterien oft ihre Immunogenitét, auf der anderen
Seite fiihren zu wenig attenuierte Pathogene zur Ausbildung von Krankheitssymptomen.
Entscheidend ist die Balance zwischen Attenuierung und Immunogenitidt [HOHMANN et al.,
1996]. Weiterhin muss ein im Tiermodell erfolgreich getesteter attenuierter Bakterienstamm
nicht zwangsldufig auch fiir den Menschen apathogen sein. So berichten HONE et al. [1988]
von einer galE-Mutante des Stammes Salmonella enterica Serovar Typhi Ty2, die im
Mausmodell vollstindig attenuiert war, bei zwei von vier Freiwilligen jedoch
Krankheitssymptome hervorrief. Zu Zeit sind international nur drei bakterielle Lebendvakzine
kommerziell erhéltlich und im klinischen Gebrauch: Salmonella enterica Serovar Typhi
Ty2la, Vibrio cholerae CVD 103-HgR und Mycobacterium bovis BCG [KOTTON &
HOHMANN, 2004].

Eine Moglichkeit die Vorteile einer bakteriellen Lebendvakzine zu nutzen, ohne
jedoch den Risiken bei der Verwendung von attenuierten Pathogenen ausgesetzt zu sein,
besteht darin, apathogene, kommensale Bakterien flir eine mukosale Immunisierung zu

gebrauchen. So wurden zum Beispiel rekombinante Streptococcus gordonii, Lactococcus
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lactis und Lactobacillus spp. erfolgreich als Vektoren fiir eine mukosale Immunisierung bei
Mausen eingesetzt [BOLKEN et al., 2002; MERCENIER et al., 2000; MEDAGLINI et al., 1997].
Hierbei handelt es sich ausschlielich um grampositive Bakterien. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde als Lebendvektor der gramnegative, apathogene und probiotische E. coli Stamm
NISSLE 1917 verwendet. Es sollte untersucht werden, ob dieser Bakterienstamm als Vektor
fiir eine mukosale Immunisierung geeignet ist. Die verwendeten Modellantigene p60 aus
Listeria monocytogenes, OspA und OspG aus Borrelia burgdorferi sollten mit Hilfe des
AIDA-Autotransportersystems auf der Oberfliche der rekombinanten E. coli NISSLE 1917
prasentiert werden und wurden dazu N-terminal mit der Transporterdomine (AIDA®) des
AIDA-Autotransporters fusioniert (Abb. 5.1). Auf diese Weise konnte auch die Eignung des
AIDA-Autotransporters als Prisentationsmodul fiir heterologe Antigene in einem
Lebendvakzinmodell untersucht werden. Die Analyse der humoralen Immunantwort erfolgte

mittels ELISA.

+ + Y =) ﬁ

E. coli NISSLE 1917 AIDA-Autotransporter Antigen Lebendvakzine

Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Aufbaus der verwendeten Lebendvakzine. Auf der Oberfliche des

bakteriellen Trigersystems E. coli NISSLE 1917 wird mit Hilfe eines Prisentationsmodules (AIDA-

Autotransporter) ein Antigen présentiert.

5.1 Konstruktion der oralen Lebendvektoren

Die kodierenden Sequenzen fiir die verwendeten Antigene p60, OspA und OspG wurden mit
Hilfe der PCR amplifiziert und in die Plasmide pUN6 bzw. pMUT1-tet kloniert. Die daraus
resultierenden Plasmide wurden zunéchst in den E. coli Stamm DHS5a transformiert und mit
Hilfe von Restriktionsanalysen iiberpriift und die Expression der Proteine im Western Blot
untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle verwendeten Antigene von E. coli DH5a als Antigen-
AIDA‘-Fusionsproteine gut exprimiert wurden. Die Plasmide wurden anschlieBend aus den
Bakterien isoliert, erneut durch Restriktionsanalysen tiberpriift und in den probiotischen E.

coli Stamm NISSLE 1917 transformiert. Die Expression der Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine
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wurde mit Hilfe von Western Blots und Immunofluoreszenzmikroskopie untersucht. Die
Fusionsproteine OspA-AIDA® und OspG-AIDA® wurden auch von E. coli NISSLE 1917 gut
exprimiert und die Oberfldchenprésentation dieser Proteine konnte durch Immunofluoreszen-
zmikroskopie nachgewiesen werden. Dabei war kein Unterschied in der Stirke der Expression
dieser Proteine zu erkennen, unabhéngig davon, ob die Immunisierungsplasmide aus dem
Plasmid pUNG6 oder dem kryptischen Plasmid pMUT1-tet hervorgingen. Im Gegensatz dazu
wurde p60-AIDA® von E. coli NISSLE 1917 nur sehr schwach exprimiert und eine
Prisentation dieses Proteins auf der Oberfliche der Bakterien konnte durch Immuno-
fluoreszenzmikroskopie nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der Tatsache, dass p60-AIDA®
von dem E. coli Stamm DH5a gut exprimiert wird, von E. coli NISSLE 1917 jedoch nur sehr
schwach, muss es Unterschiede geben zwischen den beiden Stdmmen beziiglich der
Transkription / Translation oder in der Proteaseausstattung der Bakterien, wodurch einige
Proteine schneller abgebaut werden als andere. Da sich das Plasmid pCB2, welches unter
anderem fiir das Fusionsprotein p60-AIDA® kodiert, von den Plasmiden pCB1 (OspA-AIDA®)
und pCB3 (OspG-AIDA®) nur in der Sequenz fiir das Antigen unterscheidet, muss die
Ursache fiir die schwache Expression mit dem verwendeten Passenger-Antigen zu tun haben.
Eine vergleichbare Beobachtung konnte TAPADAR [2004] machen. Das N-Protein aus dem
Masernvirus konnte mit Hilfe des AIDA-Autotransporters auf der Oberfliche von E. coli
C600 prasentiert werden, in E. coli NISSLE 1917 wurde das Fusionsprotein jedoch nicht
exprimiert. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass Antigen-AIDA-Fusionsproteine, die
in Laborstimmen wie DH5a und C600 exprimiert werden, nicht zwangsldufig auch in E. coli
NISSLE 1917 in den entsprechenden Mengen produziert werden miissen. Nicht jedes Protein
ist offensichtlich in jedem bakteriellen Triagerstamm geeignet durch den AIDA-
Autotransporter auf der Oberfldche préisentiert zu werden. Die Eignung jedes einzelnen als
Antigen vorgesehenen Proteins muss daher im verwendeten Triagersystem experimentell

iiberpriift werden.

5.2 Analyse des Wachstums der Lebendvektoren

Nach der Analyse der Expression der Antigen-AIDA‘-Fusionsproteine wurde untersucht, ob
die Expression dieser Proteine einen Einfluss auf das Wachstum von E. coli NISSLE 1917
ausiibt. Da sowohl der AIDA-Autotransporter, als auch die verwendeten Antigene fiir die
Bakterien ein artifizielles System darstellen und von Natur aus in diesen nicht vorkommen,

war nicht auszuschlieBen, dass die Expression dieser Proteine eine hemmende Wirkung auf
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das Wachstum von E. coli NISSLE 1917 hat. Eine mogliche Erkldarung fiir eine negative
Beeinflussung des Wachstums konnte in der zusétzlich zu erbringenden Stoffwechselleistung
fiir die Synthese der Fusionsproteine liegen. Dies wiirde mit Sicherheit einen negativen Effekt
auf die Kolonisierungseigenschaften dieser Bakterien ausiiben, da diese einen Nachteil
gegeniiber den anderen, im Mausedarm lebende Bakterienarten hétten. Aus diesen Griinden
wurde das Wachstum der rekombinanten E. coli NISSLE 1917 und des Wildtyps anhand der
optischen Dichte bei 600 nm analysiert. Ein Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen
den rekombinanten E. coli NISSLE 1917 und dem Wildtyp konnte allerdings nicht beobachtet
werden. Die Expression der verwendeten Antigen-AIDA®-Fusionsproteine schien keinen
Effekt auf das Wachstum der Bakterien in Kultur zu haben. Dies deutet darauf hin, dass die
geringe Expression von p60-AIDA® in E. coli NISSLE 1917 nicht auf eine eventuelle
Toxizitét des Fusionsproteins zuriickzufiihren ist, sondern vermutlich auf einen vermehrten
Abbau des Proteins. Dieser Abbau konnte auf einen gestorten Transport des Fusionsproteins
iiber die innere Membran zuriickzufiihren sein, oder auf eine partielle Faltung im Periplasma,
welches die Translokation des Passengers durch AIDA® {iber die duflere Membran verhindert.

Ob die Ergebnisse der Analyse des Wachstums der Bakterien in Kultur auch auf die
Situation im Méusedarm zutrifft ist unklar, da im Gegensatz zur Kultur die rekombinanten E.
coli NISSLE 1917 im Darm mit den bereits dort vorkommenden Bakterien konkurrieren

miissen.

5.3 Intraperitoneale Immunisierung mit rekombinanten Antigenen

Zur Uberpriifung der Immunogenitit der verwendeten Antigene wurden die Versuchstiere
auch intraperitoneal mit diesen Proteinen immunisiert. Dazu mussten die Antigene in sehr
reiner Form vorliegen und durften nicht mit anderen Proteinen kontaminiert sein. Hierzu
wurden die Antigene mit einem C-terminalen Hisg-tag versehen, mit Hilfe Immobilisierter
Metall Affinitdtschromatographie (IMAC) gereinigt und anschlieBend aus einem SDS-
Polyacrylamidgel elektroeluiert. Jeder Maus wurden 15 pg Protein appliziert. Mit Hilfe von
Western Blots und Immunofluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass alle
Versuchtiere mit einer spezifischen Immunantwort auf die applizierten Proteine reagierten.
Die Antikérper in den Seren der immunisierten Maéduse erkannten die entsprechenden
Antigene sowohl in denaturierter Form (Western Blot), als auch nativ auf der Oberfliche von
intakten rekombinanten E. coli NISSLE 1917, die diese Antigene als AIDA‘-Fusionsproteine

exprimierten (Immunofluoreszenzmikroskopie). Hétten die Versuchstiere nicht auf die
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intraperitoneale Immunisierung mit der Bildung von Antikdrpern gegen die verwendeten
Antigene reagiert, so wiren diese Proteine wahrscheinlich auch als Antigen-AIDA"-
Fusionsproteine nicht immunogen gewesen und somit und fiir die Durchfiihrung der
Immunisierungsstudie nicht geeignet. Da die Versuchstiere auf die Immunisierung mit den
Antigenen eine Immunantwort zeigten, bestand die Moglichkeit, dass diese Antigene auch als
AIDA"-Fusionsproteine eine Immunreaktion hervorrufen konnten und wurden deshalb im

weiteren Verlauf dieser Untersuchungen eingesetzt.

5.4 Besiedlung der Versuchstiere mit E. coli NISSLE 1917

Da E. coli NISSLE 1917 kein natiirlicher Kolonisierer von Méusen ist, musste im Rahmen
dieser Arbeit zundchst untersucht werden, ob und iber welchen Zeitraum dieser
Bakterienstamm in der Lage ist, den Médusedarm zu kolonisieren. Zu diesem Zweck wurden
Facesproben von den Versuchstieren gesammelt und mit Hilfe einer E. coli NISSLE 1917-
spezifischen PCR untersucht. Diese spezifische PCR zum Nachweis von E. coli NISSLE 1917
basiert auf der Amplifikation von zwei DNA-Fragmenten, die auf dem kryptischen Plasmid
pMUT?2 liegen. Das Verfahren zur Detektion von E. coli NISSLE 1917 in Facesproben wurde
in Anlehnung an die Methode von BLUM-OEHLER et al. [2003] optimiert. Alle naiven
Versuchstiere vor der Immunisierung mit den Vakzinekandidaten, waren frei von E. coli
NISSLE 1917. In keiner der untersuchten Proben konnte der Bakterienstamm mit Hilfe der
NISSLE 1917-spezifischen PCR nachgewiesen werden und angesichts der hohen Sensitivitit
des Testes ist das Vorhandensein von falsch negativen Proben unwahrscheinlich. Das Fehlen
von E. coli NISSLE 1917 in der Darmflora der untersuchten Versuchstiere entsprach damit
den Erwartungen.

In der ersten Immunisierungsstudie wurden die Méuse téglich {iber einen Zeitraum
von zehn Tagen mit 5 x 10° Bakterien oral immunisiert. Als Immunisierungsplasmide wurden
die Vektoren pCB1, pCB2 und pCB3 verwendet (pUN6 als Kontrolle). Die Ergebnisse der E.
coli NISSLE 1917-spezifischen PCR zeigten, dass bereits eine Woche nach der letzten oralen
Gabe der Bakterien nur noch 62% der Versuchstiere besiedelt waren und eine weitere Woche
spater konnte in keiner der Facesproben E. coli NISSLE 1917 nachgewiesen werden. Ein
dhnliches Ergebnis zeigte sich auch nach der Booster-Immunisierung. Eine Woche nach der
letzten Gabe von E. coli NISSLE 1917 konnten in 73% der Stuhlproben die Bakterien
detektiert werden und nach Ablauf einer weiteren Woche waren alle untersuchten

Fécesproben negativ. In einem Zeitraum vom 7. Tag bis zum 14. Tag nach der letzten
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Immunisierung mit den Bakterien verschwinden diese aus der Darmflora der Versuchstiere
und es kommt nicht zu einer dauerhaften Kolonisierung.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in einer weiteren Immunisierungsstudie die
Anzahl der oral applizierten Bakterien von 5 x 10” auf 2 x 10'° erhht und auch die Dauer der
tdglichen Immunisierung von 10 auf 14 Tage ausgedehnt. Als Immunisierungsplasmide
wurden die Vektoren pCB9, pCB10 und pCB11 (Kontrolle) verwendet, die alle auf das
kryptische Plasmid pMUT1 zuriickzufiihren sind. Das Vorkommen von E. coli NISSLE 1917
in den Ficesproben wurde tédglich iiber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der letzten oralen
Gabe der Bakterien untersucht. Dabei zeigte sich, dass nach 14 Tagen noch 81% der
Versuchstiere besiedelt waren. Weitere 21 Tage spdter waren, bis auf wenige Ausnahmen, fast
alle Méuse wieder frei von E. coli NISSLE 1917. Dieses Ergebnis zeigt im Vergleich zur
Immunisierungsstudie, durchgefiihrt mit 5 x 10° Bakterien pro Tag, dass eine Erhhung der
Anzahl der verabreichten Bakterien, die Dauer der oralen Immunisierung und die
Verwendung der kryptischen Plasmide als Immunisierungsplasmide zu einer mindestens
doppelt so langen Verweildauer der Bakterien in den Versuchstieren fiihrte. Da die
Versuchstiere vor der Immunisierung nicht mit Antibiotika behandelt wurden, war der Darm
mit einer Vielzahl von Bakterienarten besiedelt, die die normale Darmflora bilden. Diese
Bakterien besetzen die 6kologische Nische Darm und erschweren es neu hinzukommenden
Bakterien sich dort anzusiedeln. Eine Erh6hung der Anzahl der verabreichten Bakterien und
die Dauer der oralen Immunisierung erleichtern es wahrscheinlich E. coli NISSLE 1917
zumindest eine Zeitlang einen Platz im Okosystem Miusedarm zu finden. Zu einer
dauerhaften Kolonisierung kommt es jedoch nicht. Die Bedingungen im Méusedarm scheinen
fiir E. coli NISSLE 1917 nicht optimal zu sein, wodurch die Bakterien einen Nachteil
gegeniiber den anderen Bakterienarten besitzen, die von Natur aus den Darm besiedeln. Die
murine Darmflora hat sich im Verlauf der Evolution entwickelt und an die Bedingungen im
Maiusedarm optimal angepasst. E. coli NISSLE 1917 durchlief, als nicht natiirlicher Besiedler
von Mdusen, diesen evolutiondren Prozess nicht und ist im Konkurrenzkampf mit den anderen
Bakterien im Maiusedarm wahrscheinlich benachteiligt und wird schlieBlich von diesen
verdriangt. Eine nur temporire Besiedlung der Mause mit E. coli NISSLE 1917 konnte fiir
eine Vakzinierung von Vorteil sein, da dies einer Toleranzentwicklung gegen die
prasentierten Antigene entgegenwirken konnte. Allerdings diirfen die rekombinanten
Bakterien nicht zu schnell wieder aus dem Mausedarm verschwinden, da die Antigene iiber
einen ausreichenden Zeitraum dem mukosalen Immunsystem prisentiert werden miissen, um

eine Immunantwort zu induzieren.
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5.5 Analyse der Immunantworten

Zur Analyse der Immunantworten der Versuchstiere nach oraler Immunisierung mit
rekombinanten E. coli NISSLE 1917 wurden die spezifischen Antikérper gegen die
verwendeten Antigene mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Die Angabe der
Antikdrperkonzentration erfolgte in relativen Einheiten durch Bestimmung der Endpunkttiter
der Proben.

Bei der Auswertung der Endpunkt-ELISA zur Analyse der systemischen
Immunantworten der Versuchstiere, immunisiert mit 5 x 10° E. coli NISSLE 1917 / pCBI1, E.
coli NISSLE 1917 / pCB2 und E. coli NISSLE 1917 / pCB3, zeigte sich, dass nur die mit E.
coli NISSLE 1917 / pCB3 immunisierten Tiere eine Immunantwort gegen das auf der
Oberfldache der Bakterien priasentierte OspG entwickelt hatten. Bei den mit E. coli NISSLE
1917 / pCB2 (p60-AIDA®) oder E. coli NISSLE 1917 / pCB1 (OspA-AIDA®) immunisierten
Versuchstieren konnten keine spezifischen Antikdrper gegen diese Proteine im Serum
nachgewiesen werden. Der Grund fiir das Ausbleiben einer Immunantwort gegen OspA und
p60 liegt wahrscheinlich in der nur schlechten und eventuell zu kurzen Besiedlung der
Versuchstiere mit E. coli NISSLE 1917. Auffillig ist, dass nur die Gruppe von Miusen, die
mit OspG immunisiert wurden, am besten besiedelt waren und eine Immunantwort gegen
dieses Antigen zeigten. Mdoglicherweise fiithrte die bessere Besiedlung zu einer ldngeren
Verweildauer dieser Bakterien im Darm und somit zu einer Auslosung einer Immunreaktion.
Dass die Besiedlung und deren Dauer eine Rolle in der Auslosung einer Immunantwort
spielen, zeigt das Ergebnis der Immunisierungsstudie, durchgefithrt mit 2 x 10'° E. coli
NISSLE 1917. Hier sind fast alle Versuchstiere noch 14 Tage nach der letzten oralen Gabe
von E. coli NISSLE 1917 mit diesen Bakterien besiedelt und beide Gruppen von Mausen
haben Antikdrper gegen die verwendeten Antigene OspA bzw. OspG gebildet. Dieses
Ergebnis zeigt, dass das Ausbleiben einer Immunantwort gegen OspA in der ersten
Immunisierungsstudie nicht auf eine mangelnde Immunogenitit des OspA-AIDA°-
Fusionsproteins zuriickzufiihren ist, da in der zweiten Immunisierung die Versuchstiere mit
der Bildung von spezifischen Antikdrpern reagierten. Dieses Ergebnis zeigt weiterhin, dass
die konstitutive Promotoraktivitit der aidA-Promotorregion ausreicht, um geniigend Antigene
auf der Oberflidche der Bakterien zu prisentieren, damit eine Immunreaktion ausgeldst wird.
Vorraussetzung hierfiir ist jedoch, dass E. coli NISSLE 1917 in der Lage ist, das
entsprechende Antigen-AIDA®-Fusionsprotein zu exprimieren. Dies muss fiir jedes Antigen

experimentell iiberpriift werden. Der Vorteil der Verwendung eines Promotors mit geringer
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bis mittlerer Aktivitit, wie es der aidA-Promotor ist, liegt darin, dass der Stoffwechsel der
Bakterien nicht zu stark belastet wird und sie somit keinen zusétzlichen Nachteil im
Konkurrenzkampf mit anderen Darmbakterien haben [GLICK, 1995].

Da angenommen wird, dass das AIDA-Protein nach der Synthese im Cytoplasma mit
Hilfe des Sec-Mechanismus iiber die innere Membran der Bakterien in das Periplasma
transportiert wird, besteht die Moglichkeit, das einige Antigen-AIDAc-Fusionsproteine nicht
,»kompatibel*“ mit diesem Transportsystem sind und deshalb im Cytoplasma verbleiben und
anschlieBend abgebaut werden.

Die Tatsache, dass die Boostervakzinierung zu einem deutlichen Anstieg der
Antikorpertiter gefiihrt hat, deutet darauf hin, dass die erste Immunisierung zu einer Induktion
einer zelluldren Immunantwort fiihrte und zur Bildung von Gedéchtniszellen. In diesem Fall
reagiert das Immunsystem auf eine erneute Konfrontation mit einem bereits ,,bekannten*
Antigen mit einer schnelleren und deutlich stirkeren Immunantwort, als auf eine
Immunisierung mit einem Antigen, welches dem Immunsystem zuvor noch nicht préasentiert
worden war.

Beziiglich der Stirke der Immunreaktionen fiel auf, dass die Versuchstiere innerhalb
einer Gruppe sehr heterogen auf die Vakzinierung reagierten. Einige reagierten gar nicht oder
nur sehr schwach und andere reagierten dagegen sehr deutlich. Bei den verwendeten
Versuchstieren handelte es sich um weibliche Balb/c-Méiuse, die aus einer Inzuchtlinie
stammten. Aus diesem Grunde sollten die Tiere genetisch sehr dhnlich sein und deswegen
auch homogen auf eine Immunisierung reagieren. Dies war jedoch nicht der Fall. Eine
mogliche Ursache konnte auf die zwar geringen, jedoch mit Sicherheit zu findenden
genetischen Unterschieden der Tiere zurlickzufiihren sein. Da es sich bei den Méusen nicht
um Klone handelte, waren sich die Tiere genetisch zwar sehr dhnlich, jedoch nicht identisch.
Eine weitere Ursache konnte auch in moglichen Unterschieden in der residenten Mikroflora
der einzelnen Versuchstiere liegen, die sich eventuell unterschiedlich auf die Besiedlung des
Darms mit E. coli NISSLE 1917 auswirken.

Neben der systemischen Immunantwort konnte im Fall der mit OspG immunisierten Gruppe
eine Immunantwort auch im Speichel nachgewiesen werden. Neben der systemischen
Immunantwort fiihrte eine orale Immunisierung mit rekombinanten E. coli NISSLE 1917 zu
einer Reaktion des mukosalen Immunsystems. Die ist besonders interessant, es sich bei OspG
um eine Oberfldchenprotein eines hdmatogenen Pathogens handelt, dass mit der Mukosa
wihrend einer Infektion nicht in Kontakt kommt. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine orale

Immunisierung mit Proteinen, die von einem Pathogen stammen, welches nicht iiber die
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mukosale Route in den Ko&rper eindringt, durchaus zu einer systemischen Immunantwort
fiihren kann und somit eventuell einen Schutz gegen diesen Krankheitserreger bietet. Die
Antikorpertiter der einzelnen Tiere untereinander fielen auch hier recht unterschiedlich aus
und decken sich mit den Ergebnissen der Serumproben. Auch konnte in den Speichelproben
eine deutliche Erhohung der Titer nach der Booster-Immunisierung gemessen werden, was
auf eine Induktion der zelluldren Immunantwort und der Bildung von Gedichtniszellen

hindeutet.

5.6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass E. coli NISSLE 1917, zusammen mit dem AIDA-
Autotransporter, als Vakzinierungssystem fiir eine orale Immunisierung eingesetzt werden
kann. Ebenfalls wurde gezeigt, dass eine orale Immunisierung mit diesem Stamm zu einer
mukosalen und systemischen Immunantwort fiihrt. Dieses System hat aber auch seine
Grenzen. So ist der AIDA-Autotransporter offenbar nicht als universelles Priasentationsmodul
fiir alle Proteine in E. coli NISSLE 1917 geeignet. Das Beispiel p60 zeigt, dass nicht jedes
Protein zusammen mit dem ,,System™ E. coli NISSLE 1917 / AIDA-Autotransporter
einsetzbar ist. Jedes Protein muss zuvor auf seine Eignung hin experimentell getestet werden.
Bisher wurden zur mukosalen Immunisierung nur attenuierte Pathogene als
Lebendvektoren eingesetzt. Der Einsatz dieser Bakterien ist jedoch nicht frei von Risiken, da
einige Patienten nach einer Immunisierung mit diesen Stimmen Krankheitssymptome
entwickeln konnen. Dies ist bei der Verwendung von Kommensalen als
Vakzinierungsstimme ausgeschlossen und der Einsatz von E. coli NISSLE 1917 als
Vakzinetrager sollte, aufgrund seiner probiotischen Eigenschaften, zusitzlich noch einen
positiven Effekt auf das Wohlbefinden haben. Da sich E. coli NISSLE 1917 zusammen mit
dem AIDA-Autotransporter gut fiir eine mukosale Immunisierung eignet, sollten noch mehr
Proteine auf ihre Verwendung fiir dieses System getestet und weitere Einsatzmdglichkeiten
untersucht werden. Weiterhin sollte anlysiert werden, ob eine orale Immunisierung nicht nur
Schutz gegen Pathogene bietet, die liber die Darmmukosa in den Korper eindringen, sondern
auch eine Infektion mit hdmatogenen Krankheitserregern verhindern kann. Dazu miissten
zuvor oral immunisierte Versuchstiere mit hdmatogenen Pathogenen, wie zum Beispiel
Borrelien, infiziert werden und die Pathogenese mit einer nicht immunisierten

Kontrollgruppe, ebenfalls mit Borrelien infiziert,verglichen werden.
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7. Abklrzungsverzeichnis

Abb.

A. bidest.
A. dest.
AEBSF
AIDA
AIDA®
AP

APS
ATP
BCIP
bp

BSA
bzw.

ca.

cm
CIAP
C-terminal
Da

d.h.
DMF
DNA
dNTP
DPBS
DPBS-PIB
DPBS-T
dsDNA
E. coli
EDTA
ELISA
etal.
FAE

g

Abbildung

bidestilliertes Wasser

Destilliertes Wasser
(4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid
adhesin involved in diffuse adherence
AIDA®", Translokatordomine des AIDA
Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphate
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
Basenpaar

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise

circa

Zentimeter

calf intestine alkaline phosphatase
carboxyterminal

Dalton

das heif3t

Dimethylformamid

desoxyribonucleic acid
Desoxynukleotidtriphosphat

Dulbecco’s phosphate buffered saline
Protein-Inhibitor-Cocktail mit Bestatin-Hydrochlorid in DPBS
Dulbecco’s phosphate buffered saline mit 0,05% (v/v) Tween-20
doppelstringige DNA

Escherichia coli

ethylene diamine tetraacetic acid
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
et altera

follicle-associated epithelium

Gramm
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g Erdbeschleunigung (9,81 m/s%)
GALT gut-associated lymphoid tissue
GAM goat anti mouse

GAR goat anti rabbit

h Stunde

His Histidin

IEL Intraepitheliale Lymphocyten
IMAC Immobilisierte Metall Affinitdtschromatographie
Ig Immunglobulin

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid
IvVC individually ventilated cages
kDa Kilodalton

1 Liter

LPBS light PBS

M Molar

MAMP microbe-associated molecular patterns
mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

uF Mikrofarrad

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid
ng Nanogramm

nm Nanometer

OD Optische Dichte

orf open reading frame

OspA outer surface protein A

OspG outer surface protein G

p.A. pro analysis

PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction

PEG Polyethylenglykol
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PFA
Pfu
pH
PIC
PO
PVDF
rpm
RT
SDS

S.0.
S€C
Tab.
Taq

Uv

v/v
w/v
z.B.
ZMBE

Paraformaldehyd

Pyrococcus furiosus

potentia hydrogenii
Proteinaseinhibitorcocktail
Peroxidase

Polyvinylidinfluorid

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate

siche

sieche oben

Sekunde

Tabelle

Thermus aquaticus

Unit

ultraviolett

Volt

Volumenanteil pro Gesamtvolumen
Gewichtsanteil pro Gesamtvolumen

zum Beispiel

Zentrum flir Molekularbiologie der Entziindung
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