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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

°C ° Celsius

ad auffullen auf

A.dest. Aqua destillata

AHT Anhydrotetrazyklin

Ak Antikorper

Amp' Ampicillinresistenz-Gen (Strukturgen der 3-Lactamase)
APS Ammoniumpersulfat

ATCC American Type Culture Collection

B. Brachyspira

B. hyo Brachyspira hyodysenteriae

BHI brain-heart-infusion (Nahrbouillon)

BHIF brain-heart-infusion (Nahrbouillon) mit 20 % EKS
bhlp16 Gen zu Protein Bhlp16 (alte Bezeichnung SmpA)
bhlp29,7d Gen zu Protein Bhlp29,7d (alte Bezeichnung BmpB)
bhmp39f Gen zu Protein Bhmp39f (alte Bezeichnung VspF)
bhmp39h Gen zu Protein Bhmp39h (alte Bezeichnung VspH)
bp Basenpaare

bzw beziehungsweise

ca circa

cm Zentimeter

CVSSR Calistin, Vancomycin, Spectinomycin, Spiramycin, Rifampicin
d Tage

DNS Desoxyribonukleinsdure

E. coli Escherichia coli

Fa Firma

FKS Fotales Kalberserum

fmol Eemtomol

g Gramm

GVOs Gentechnisch veranderte Mikroorganismen

h Stunde

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethanolsulfonséure)
HRP horse raddish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
incl. inclusive

V. intravends
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Ig
IHIT

Kb
Kbw/min
kDa

KG

LB

LPS

mA
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min

mi

mM
NMWL

Mg
pl

ng
o.a.
ODSSO
OMP
PAGE
PBS
PCR
pmol
REM

r

RT

s

s.k.
SD
SDS
Sp
Strep-Tag

S.u.

Immunglobulin

Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, JLU Giel3en
Kilobasen

Kippbewegungen pro Minute (gezahlt wird jeder Anschlag)
Kilodalton

Kdrpergewicht

Luria Bertani (Nahrbouillon)

Lipopolysaccharid

molar

Milliampere

Multiple cloning site |

Minute

Milliliter

Millimol

Nominal Molecular Weight Limit

Mikrogramm

Mikroliter

Stichprobenumfang

Nanogramm

oben angefuhrt

optische Dichte bei einer Wellenlange von 550 hm
outer membrane protein (aufReres Membranprotein)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-Buffered-Saline
Polymerase-Chain-Reaction (Poymerase-Kettenreaktion)
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subkutan
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avidinii

siehe unten
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Brachyspira (B.) hyodysenteriae ist der Erreger der Schweinedysenterie. Weltweit fihrt diese
Erkrankung besonders in Landern mit intensiver Schweinehaltung zu bedeutenden
finanziellen Verlusten (34). Klinisch ist die Dysenterie durch eine mukohamorrhagische
Diarrh6 gekennzeichnet, von der hauptsachlich junge Mastschweine betroffen sind (3, 28,
34). Die Morbiditat ist mit bis zu 90 % sehr hoch und die Mortalitat erreicht bei unbehandel-
ten Tieren bis zu 30 % (105). Fir die Entstehung einer durch B. hyodysenteriae hervorge-
rufenen Erkrankung sind besondere Pathogenitdtsmerkmale der Bakterien verantwortlich,
wie z. B. die positive Chemotaxis zu Muzin (58), das LPS sowie ein oder mehrere Hamo-

lysine (104, 106) und die Aerotoleranz der Mikroorganismen (97).

Beziglich der Dysenterieprophylaxe erscheinen Eradikationsanstrengungen auf Basis einer
konsequenten antibiotischen Therapie in Verbindung mit flankierenden hygienischen
MalRnahmen als aussichtsreich (100, 111). Untersuchungen zur Immunprophylaxe mit
inaktivierten und/oder attenuierten Ganzzellvakzinen waren dagegen bislang wenig Erfolg
versprechend (104). Da der Erreger serologisch nicht einheitlich ist (66), kdnnte eine fehlen-
de Ubereinstimmung von Impf- und Feldstimmen Grund fiir diese Misserfolge sein.
AulBerdem ist denkbar, dass bei der in vitro Vermehrung der Impfkeime immunogene
Proteine, die in der Pathogenese eine wichtige Rolle spielen, gar nicht exprimiert werden.
Derzeit richten daher verschiedene Arbeitsgruppen ihr Augenmerk im Rahmen der
Vakzineentwicklung auf die auf3eren Membranproteine von B. hyodysenteriae (40, 63, 74,
121). Diese Proteine sind wahrscheinlich serotyplibergreifend und haben mdglicherweise
aufgrund ihrer exponierten Position in der Zellwand der Bakterien Bedeutung fiir die aus in
vitro Versuchen hergeleitete Fahigkeit der Brachyspiren zur Adhérenz an Saugerzellen. Die
Adhéarenz ist ein bedeutsamer Schritt im Rahmen der Pathogenese (7, 62, 120), aber bisher
nicht aufgeklart. Als Beitrag zum Verstandnis dieses in vitro vorliegenden Geschehens war
Zu untersuchen, ob die Hypothese Uber eine mogliche Vermittlung der Adharenz von
B. hyodysenteriae an Epithelzellen durch &ul3ere Membranproteine berechtigt ist.
Gleichzeitig interessierte, ob diese Proteine, wie angenommen, tatsachlich eine hohe
Ubereinstimmung innerhalb verschiedener Stamme besitzen und somit als konserviert
gelten. Entsprechend dieser Aufgabenstellung wird zunéchst ein Zellkulturmodell entwickelt,
das zum Studium der Adhérenz von B. hyodysenteriae an Darmepithelzellen dienen soll.
AnschlieRend werden unter Verwendung ausgewahlter rekombinant hergestellter OMPs
spezifische Antiseren im Kaninchen erzeugt. Mit Versuchen zur Inhibierung der bakteriellen
Adharenz an Darmepithelzellen mit diesen zunéchst im Westernblot charakterisierten
Antiseren, soll daraufhin die aufgestellte Hypothese gepruft werden. Im Folgenden sind

Untersuchungen mit verschiedenen Serotypen von B. hyodysenteriae vorgesehen, die zur
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Beantwortung der bedeutsamen Frage beitragen sollen, ob die Inhibierung der Anheftung als

serotypubergreifend oder eher als serotypspezifisch zu charakterisieren ist.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Die Schweinedysenterie (SD)

Die Schweinedysenterie ist eine weltweit verbreitete Erkrankung (24, 29, 34), die erstmalig
1921 in Indiana (USA) beschrieben wurde (119) und insbesondere heranwachsende Mast-
tiere, seltener auch Zuchtsauen betrifft (3, 34). Verursacht wird die Erkrankung durch
Brachyspira (B.) hyodysenteriae, welches erst 1971 definitiv als Erreger der
Schweinedysenterie identifiziert werden konnte (102). Die hohe Morbiditat (bis 90 %) und
Mortalitat (bis 30 %) in den betroffenen Herden (105) fuhrt zu massiven 6konomischen
Verlusten in der Schweineindustrie, insbesondere auch durch die deutliche Reduktion der
Gewichtszunahmen (24, 34).

2.1.1 Atiologie

Brachyspira hyodysenteriae gehort zur Familie der Brachyspiraceae der Ordnung
Spirochaetales (78). Obwohl die Schweinedysenterie bereits 1921 erstmals beschrieben
wurde (119), datiert die Kenntnis der Atiologie erst auf Untersuchungen aus dem Jahr 1971
(102).

Brachyspiren sind gram-negative Schraubenbakterien, die aufgrund ihrer periplasmatischen
Flagellen (34, 42) und ihrer positiven Chemotaxis zu Muzin (B. hyodysenteriae) zu einer
aktiven und zielgerichteten Fortbewegung befahigt sind (76). Zum Uberleben benétigen die
Mikroorganismen ein anaerobes Umfeld, gelten jedoch als aerotolerant, was sie dem Enzym
NADH-Oxidase (NOX) verdanken (96, 97). Ein besonderes Kennzeichen bei der
Vermehrung auf Schaf- oder Pferdeerythrozyten enthaltenden festen Nahrbodden ist die
Ausbildung einer vollstandigen Hamolyse. Hierdurch lasst sich B. hyodysenteriae von den
Ubrigen beim Schwein vorkommenden B. spp. (B. pilosicoli, B. intermedia, B. innocens,
B. murdochii), die lediglich eine schwache H&amolyse zeigen, abgrenzen (48, 60).
Hamolysine, Beweglichkeit, Chemotaxis und Aerotoleranz sind bedeutende Virulenzfaktoren
dieser Bakterien (48, 104).

Ein weiteres typisches Merkmal ist die hohe serologische Diversitat innerhalb der Spezies
B. hyodysenteriae. Derzeit werden neun Serotypen (13, 66, 71), bzw. Serogruppen (28, 30,
66, 69) unterschieden. Der urspringlichen Einteilung in Serotypen folgte aufgrund der
Vielzahl festgestellter Kreuzreaktivitdten zwischen den einzelnen Isolaten 1989 die Einteilung
in Serogruppen (28, 29). Die Zusammenfassung mehrerer kreuzreagierender Isolate

(Serovare) zu Serogruppen ist ein Versuch, die natirlichen Verhdaltnisse anschaulicher
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widerzuspiegeln. Uber die Ergebnisse bisheriger Serotypisierungsversuche von
B. hyodysenteriae — Isolaten informiert Tabelle 1. Es wird ersichtlich, dass das Spektrum der
in verschiedenen Landern vorherrschenden Serotypen sehr unterschiedlich sein kann. Dies
trifft nicht nur auf geografisch weit voneinander entfernt liegende Regionen zu, sondern auch
auf benachbarte und in enger wirtschaftlicher Beziehung stehende Lander. So herrschen
beispielsweise in den USA die Serotypen 1 und 2 vor (6, 23, 71), wahrend in Kanada in

erster Linie die Serotypen 8 und 9 dominieren (71).

2.1.2 Epidemiologie

Die Schweinedysenterie ist weltweit verbreitet und fihrt insbesondere in La&ndern mit
intensiver Schweineproduktion zu wirtschaftlichen Verlusten (24). So gibt es Berichte aus
Europa (24, 36, 98, 101), Asien (59), den USA (24), Sudamerika (5) und Australien (75).
Was die Situation in Deutschland anbetrifft, muss ebenfalls von einer weiten und
moglicherweise sogar noch zunehmenden Ausbreitung des Erregers ausgegangen werden.
Wurden in den 90iger Jahren noch in ca. 25 % der Proben von durchfallkranken Schweinen
B. hyodysenteriae nachgewiesen, waren es Anfang des 21. Jahrhunderts z. T. Gber 30 %
(39, 85, 110, 112).

Die Ubertragung des Erregers erfolgt auf fakal-oralem Weg. Als Infektionsquelle ist somit in
erster Linie der Kot infizierter Schweine zu nennen. Bei kranken und auch klinisch
unauffalligen Schweinen, aber auch bei Ratten (25), Mausen (49) und Hunden (92) wurde
der Erreger im Kot nachgewiesen. Die Ausscheidung der Bakterien kann beim Schwein nach
Rekonvaleszenz (ber einen Zeitraum von bis zu drei Monaten (83 Tagen) erfolgen (17).
Beispielsweise infizierte ein Schwein noch 70 Tage nach Ende der Symptomatik
dysenteriefreie Tiere (93). Selbst klinisch nicht erkrankte Tiere scheiden die Bakterien nach
experimenteller Infektion Uber einen Zeitraum von bis zu 51 Tagen aus (17). Begunstigt wird
die Ubertragung mit dem Kot durch die lange Uberlebensdauer der Brachyspiren in den
Fazes: noch nach 112 Tagen (bei 10°C) konnten in kontaminierten Kotproben
vermehrungsfahige Bakterien nachgewiesen werden. Unzureichende HygienemalRnahmen
(mangelnde Reinigung und Desinfektion) sind demnach bedeutende Faktoren, die zu einer
raschen Ausbreitung des Erregers im Bestand fuihren (8).

Betroffen sind hauptséchlich junge Mastschweine bis 16 Wochen, seltener Sauen und
Saugferkel in Zuchtherden (3, 34). Der hohe 6konomische Schaden entsteht durch Kosten
fur Medikation, Tierverluste und insbesondere verringerte Gewichtszunahmen (24, 34).
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2.1.3 Pathogenese

2.1.3.1 Verlauf der Infektion

Habitat von B. hyodysenteriae ist der Dickdarm. Die Entstehung einer mukohdmorrhagischen
Diarrho ist an die Auspragung bestimmter Virulenzeigenschaften des Erregers gebunden
(s. u.). Erste Hirde auf dem aus Sicht des Erregers langen Weg von der AuRenwelt bis in
den Dickdarm ist der Magen. Der niedrige pH-Wert des Magensafts ist fir die meisten
Bakterien todlich, auch fur Brachyspiren. Der Erreger wird jedoch in sehr hoher Zahl und
zudem noch verpackt in einer schitzenden Hille aus Kot und Schleim aufgenommen, so
dass eine ausreichende Zahl von Brachyspiren die Magenpassage Uberlebt (34, 37). Auch
bei experimentellen Infektionen sind sowohl sehr groRe Erregermengen, ca. 10’ bis 10° (47,
52), als auch Schutzvorkehrungen vor dem niedrigen pH des Mageninhalts fiir das Angehen
der Infektion erforderlich. Letzteres wird durch intragastrale Applikation des in einer grofRen

Menge puffernder Nahrbouillon suspendierten Erregers bewerkstelligt (63).

Die anschlieRende Kolonisierung des Dickdarms durch B. hyodysenteriae wird durch das
dort herrschende Milieu beeinflusst. Wichtig ist das Vorhandensein einer residenten Mikro-
flora (z. B. Fusobacterium necrophorum, Bacteroides vulgatus). Gnotobioten lassen sich in
der Regel nicht erfolgreich infizieren (33, 118). Dies gelingt bislang lediglich durch die orale
Inokulation des pathogenen B. hyodysenteriae-Stammes B204, wobei sich die typischen
Lasionen zwar zeigen, aber deutlich schwacher ausgepragt sind (34, 81). Somit ist eine
residente Mikroflora fur die Entwicklung der initialen Lasionen nicht notwendig, beeinflusst
aber erheblich den Verlauf der Erkrankung (34). Foérderlich fir die Krankheitsentstehung ist
weiterhin die Futterung mit einem erhéhten Sojaschrotanteil, einem hohen Gehalt an Protein
und Nicht-Starke-Polysacchariden (80, 90) und bestimmten nur im Dickdarm abbaubaren

Oligosacchariden (Raffinose, Stachyose, Verbacose) (116).

Bei der Besiedlung der Dickdarmkrypten und der die Epithelzellen bedeckenden Mukus-
schicht kommt dem Erreger seine Aerotoleranz, die ihm ein Uberleben bei geringen Sauer-
stoffkonzentrationen im Darm ermdglicht, sehr zugegen. Stamme, denen das NADH-Gen
(verantwortlich fur die Sauerstofftoleranz) fehlt, sind weniger virulent (97). Die hohe
Beweglichkeit der Brachyspiren (56, 84) und ihre Chemotaxis zu Muzin (24, 57, 58) lenken
sie an die Orte der hochsten Muzinkonzentration, an die Oberflache der Epithelzellen. Die
Beweglichkeit wird als absolut notwendig fur die Virulenz angesehen. Auch waren Stamme
ohne das erwahnte Orientierungsvermogen weniger virulent (56, 76, 84). Die Prasenz der
Brachyspiren in den Kolonkrypten fuhrt zur Stimulation der Schleimproduktion in den
Becherzellen. Dementsprechende Kklinische Anzeichen (Schleimbeimengungen im Kot)
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werden offensichtlich, wenn die Zahl der Brachyspiren einen Wert von 10° Zellen je cm?
Schleimhaut erreicht (118).

Die Spirochaten lagern sich auch an die lumenseitige Oberflache der zerstorten Epithelzellen
an und dringen in diese ein (20, 55). Einige der Bakterien findet man auch jenseits der
Basalmembran in der Lamina Propria nahe der BlutgefalRe (24, 45, 81). Die entstehenden
Erosionen stellen Eintrittspforten fur die Invasion anderer Mikroorganismen, wie
beispielsweise Balantidium coli dar, was zu einer weiteren Schadigung der Darmschleimhaut
fuhrt (24). Die in gesunden Schweinen Uberwiegend gram-positive Mikroflora unbeweglicher
Bakterien verschiebt sich in Richtung beweglicher gram-negativer Mikroorganismen in
erkrankten Tieren (24, 82). Es wird vermutet, dass verschiedene Toxine der Brachyspiren,
wie Lipopolysaccharid (LPS) und Hamolysine, an der Epitheldegeneration beteiligt sind (24,
46, 104, 105), was unter experimentellen Bedingungen allerdings bislang nicht
nachvollzogen werden konnte (24, 61, 120). Durch entzindliche und nekrotisierende
Prozesse entstehen im Bereich des erodierten Epithels Blutungen, was die im Verlauf der
Erkrankung auftretenden Blutbeimengungen im Kot erklart (45, 55). Obwohl die fur SD
typischen Veranderungen besonders dort lokalisiert werden, wo Brachyspiren in den
Epithelzellen vorzufinden sind, wird die Invasion der Epithelzellen nicht als notwendig im
Rahmen der Pathogenese angesehen (34). Im Zusammenhang mit dieser Invasion ist nicht
geklart, ob diesem Vorgang eine Adhasion der Brachyspiren an die Epithelzellen vorangeht.
Adhasionsversuche unter Verwendung von Zellkulturen sprechen zwar dafir, jedoch fehlen
derartige Befunde in vivo (7, 57, 62, 120).

Aufgrund der resultierenden Malabsorbtion im Dickdarm entstehen hohe Verluste an
Natrium, Chlorid, Bicarbonat und Wasser (4, 24), was bei unzureichender Therapie tddlich

enden kann.

2.1.3.2 Adhérenz der Brachyspiren an Epithelzellen

Ob Brachyspira hyodysenteriae an Darmepithelzellen adhéariert und inwieweit das
Adhéasionsvermégen fur die Pathogenese der Erkrankung wichtig ist, wird seit langerem
kontrovers diskutiert (48, 104).

1974 untersuchten Glock, Harris und Kluge erstmals mittels Phasen-, Licht- und
Elektronenmikroskopie die Darmschleimhaut experimentell infizierter Schweine. Die
Inokulation erfolgte oral mit einer Suspension von abgeschabter Kolonschleimhaut SD-
kranker Schweine, die negativ auf Salmonellen getestet wurden. Dabei fanden sie heraus,
dass die Brachyspiren in groRBer Zahl an der lumenseitigen Oberflache des Kolons und
insbesondere in den Krypten zu finden sind. Auch konnten sie bereits im Lichtmikroskop

scheinbar intakte Spirochéaten sowohl in Becherzellen, als auch in und zwischen sonstigen
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Epithelzellen darstellen. Diese intrazellularen Brachyspiren wurden zum Teil an der Basis der
Epithelzellen beobachtet und schienen an die Lamina propria angeheftet zu sein. Hinter
dieser Barriere sind sie allerdings nicht in Erscheinung getreten. Im Dickdarm von nicht
infizierten Kontrolltieren konnten keine Spirochaten nachgewiesen werden. Bereits zwei
Tage nach der Infektion wurden die Bakterien in der Kolonschleimhaut beobachtet, wobei
sich deren Zahl im Laufe der Untersuchungen in Tieren mit frihzeitiger Kklinischer
Symptomatik stark ansteigend prasentierte. Die Untersucher mutmaften, dass die
Penetration des Epithels durch die Mikroorganismen entweder zwischen den Epithelzellen
oder durch die luminale Oberflache erfolgt. Da sie keine spezifische Adhasion nachweisen
konnten, vermuteten die Verfasser, dass die Invasion durch Invagination der Zellmembran
stattfindet. Andererseits wurden niemals Spirochéaten in einer Vakuole gesehen, sondern

lagen stets frei und beweglich im Zytoplasma (20).

1979 fuhrten Knoop und Kollegen Anheftungsversuche an intestinalen Schweineepithelzellen
und adrenalen Mausezellen durch. Die Zellen wurden bei 50 %iger Konfluenz mit dem
B. hyodysenteriae-Referenzstamm B78 (Serotyp 1/Serogruppe A) inokuliert. Der dreigeteilte
Versuchsaufbau verglich die Anheftung von lebenden und inaktivierten Brachyspiren. Die
Inaktivierung erfolgte zum einen mittels Hitze (56 °C, 60 min) zum anderen durch aerobe
Inkubation bei 23 °C fir drei Tage. Die Auswertung erfolgte nach einer Giemsa-Farbung
durch Zahlung von mindestens 200 Zellen mit mehr als drei angehefteten Brachyspiren in 40
Feldern. Es zeigte sich, dass eine direkte Bindung nur bei lebenden Vertretern pathogener
B. spp. stattfand, wahrend inaktivierte Bakterien nur vereinzelt Anheftung zeigten. Die direkte
Bindung an die Zelloberflaiche konnte bereits 15-60 min nach der Inokulation festgestellt
werden. Temperaturen unter 37 °C wirkten sich negativ auf die Zahl der angehefteten
Brachyspiren aus. Zusatzlich wurden elektronenmikroskopische  Untersuchungen
durchgefiihrt, in denen haufig axiale Fibrillen in enger Verbindung mit der Zelloberflache
dargestellt werden konnten. Auch hier war es jedoch nicht mdglich, den Prozess des
Eindringens in die Zelle darzustellen, so dass dieser Schritt weiterhin hypothetisch bleibt
(62).

Im selben Jahr filhrte eine weitere Arbeitsgruppe um Wilcock und Olander
Anheftungsversuche mit einem nicht ndher bezeichneten B. hyodysenteriae-Stamm an
HelLa- (Mensch), Schweinehoden- und Schweine-buffy-coat-Zellen durch. Verwendet wurden
24-48 h alte Monolayer-Kulturen. Die Auswertung erfolgte nach Hamatoxylin-Eosin- oder
Warthin-Starry-Silberfarbung mittels Phasenkontrast-, Licht- und Dunkelfeldmikroskopie.
Auch hier konnte bei allen getesteten Zellen eine direkte Bindung der Bakterien an die
Zelloberflache nachgewiesen werden, wobei lediglich bewegliche Brachyspiren in der Lage

waren zu adhdrieren. Auch nach dreistiindiger Wartezeit Ioste sich die einmal zustande
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gekommene Bindung nicht. Wilcock und Olander konnten weiterhin keine Zellpenetration

oder sonstige Effekte einer Adhasion auf die Zellmorphologie erkennen (120).

Der neueste vertffentlichte Adhasionsversuch datiert auf das Jahr 1989. Bowden et al.
untersuchten die Anheftung verschiedener B. hyodysenteriae-Stamme an HIE 407-Zellen
(Mensch). Verwendet wurden die Stamme B234 (pathogen), B204 (pathogen), ACK 300/8
(apathogen) und T22 (apathogen), jeweils lebend, hitzeinaktiviert (56 °C, 30 min.),
kalteinaktiviert (4 °C, 24 h) und formalininaktiviert (0,03 %, 37 °C, 24 h). Nach Durchfiihrung
einer Wright-Farbung erfolgte die mikroskopische Detektion der Anheftung. Auch in dieser
Studie konnte die Adhasion nachgewiesen werden, bei einer positiven Korrelation zwischen
Titer der inokulierten und Zahl der angehefteten Brachyspiren. Zudem wurden verschiedene

Parameter bezuglich ihres Einflusses auf die Adharenz Uberprift (7).

Nur eine Arbeitsgruppe um Kennedy et al. hat 1988 versucht mittels Elektronenmikroskopie
eine direkte Bindung an die Epithelzellen nicht in Zellkultur, sondern in der Darmschleimhaut
experimentell infizierter Tiere nachzuweisen. Die Interaktion des B. hyodysenteriae-Stammes
B204 (Referenzstamm fur Serotyp 2/Serogruppe B) mit den Epithelzellen wurde im
Elektronenmikroskop (REM und TEM) untersucht. In diesem Fall war es nicht moglich eine
Adhéasion nachzuweisen, so dass daraus geschlussfolgert wurde, dass eine Anheftung in
vivo nicht stattfindet (57).

Erstaunlicherweise sind seit 1989 keine weiteren Anstrengungen bezlglich der naheren
Erforschung der Adhasion und deren mdglicher Beteiligung an der Entstehung der

Schweinedysenterie unternommen worden.

2.14 Klinik und Pathologie

Wichtigstes  klinisches  Kennzeichen  dieser bakteriellen Infektion ist eine
mukohamorrhagische Diarrh¢ (28, 34). Zunachst werden die Fazes gelb bis grau und es
kann zu Anorexie und einem Anstieg der Korpertemperatur auf 40 bis 40,5 °C kommen.
Haufig entleert sich der Dickdarm schlagartig, was klinisch zur Auspragung einer deutlichen
Wespentaille fihrt. Mit zunehmender Dauer wird der Kot meist blutig, enthalt
Schleimbeimengungen und ist von wassriger Konsistenz. Die betroffenen Tiere werden
schwach, magern ab und sterben haufig aufgrund von Dehydratation, Azidose und
Hyperkaliamie. Neben den klinisch akuten Féllen kdnnen auch perakute und chronische
Verlaufsformen auftreten (3, 34, 81). Neben der Virulenz des Erregers sind fur eine klinische
Manifestation der Infektion sehr wahrscheinlich zusatzliche Faktoren erforderlich. Als
Cofaktoren kommen sowohl infektiose (u. A. B. innocens (60, 103), Clostridium spp.(118),

Bacteroides vulgatus (33, 118)) als auch nicht infektiose Ursachen, wie beispielsweise die
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Futterzusammensetzung, in Frage. Interessanterweise kann der klinische Verlauf der

Erkrankung durch Fitterung einer hochverdaulichen Diat deutlich gemildert werden (80, 90).

Im Gegensatz zu vielen anderen Durchfallerkrankungen beim Schwein, ist bei der Dysenterie
lediglich der Dickdarm von pathologisch-anatomischen Veréanderungen betroffen (1, 20, 34,
81, 103). Zunachst verandert sich das Erscheinungsbild der ublicherweise glatten
Schleimhaut nach rau und gewellt (55). In der Folge entwickeln sich punktuell entziindliche
Veranderungen, Schwellungen und oberflachliche Nekrosen. Bei schwerwiegenden
Velaufsformen fihrt eine vermehrte Fibrinexsudation zur Bildung mukofibrindser

Pseudomembranen, die haufig Blut enthalten und am Kolonepithel anhaften (24, 44).

Mikroskopisch ist die akute SD durch eine deutliche Hyperdmie und 6demattse
Veranderungen der Lamina propria gekennzeichnet. Weiterhin sind Hamorrhagien auffallig,
resultierend aus Nekrosen und Erosionen des Epithels. Die Schleimhaut ist 6dematisiert, die
Mikrovilli erscheinen verkirzt und irreguldr und die Zellkerne schrumpfen. Auch die
Zellorganellen sind betroffen. So kommt es zu einer Schwellung der Mitochondrien und einer
Ausdehnung des endoplasmatischen Retikulums (2, 24).

215 Therapie und Eradikation

Im Vordergrund tierérztlicher MaRnahmen steht bei klinisch manifesten Verlaufsformen die
antibiotische Therapie. Die friher zur Behandlung der Dysenterie verwendeten
Nitroimidazole, wie z.B. Ronidazol, sind bei lebensmittelliefernden Tieren nicht mehr
zugelassen (37). Derzeit kommen zur Therapie der Erkrankung das Makrolidantibiotikum
Tylosin, das den Makroliden aufgrund des Wirkungsmechanismus nahestehende Lincomycin
und die Pleuromutiline Tiamulin und Valnemulin zur Anwendung (83). Gegenulber Tylosin
und in geringerem Umfang auch Lincomycin hat sich jedoch in den vergangenen Jahren eine
bemerkenswerte Antibiotikaresistenz herausgebildet (38, 83). Dies beschrankt die
Verwendung dieser Substanzen, besonders des Tylosins, erheblich. Auch durch eine
Erhéhung der Dosierung ist dieses Problem aufgrund des Resistenzmechanismus der
Bakterien (Mutation im Bereich der Bindungsstelle des Tylosins am Ribosom) nicht zu
umgehen (54). Die Wirksamkeit der Pleuromutiline ist nach wie vor zwar gut, jedoch hat sich
anscheinend auch hier eine Abnahme der Empfindlichkeit der im Feld vorkommenden
Stamme gegenuber diesen Substanzen ergeben (83). Die Applikation der Antibiotika erfolgt
vorzugsweise Uber das Trinkwasser oder Futter. Schweine, die nicht gentigend Futter oder
Wasser aufnehmen, missen parenteral therapiert werden. Die Tiere gesunden sehr rasch,
jedoch sollte die Behandlungsdauer zum Zwecke der Eliminierung der Erreger 21 Tage nicht
unterschreiten. Flankierende Malnahmen sind eine effektive Kotbeseitigung und

Schadnagerbekampfung. Die  frihzeitige  medikamentelle Beeinflussung  des
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Infektionsverlaufs verhindert jedoch die Ausbildung einer Immunitat. Die therapierten
Schweine sind somit nach Ausscheidung des Antibiotikums voll empfanglich fir eine
Reinfektion (37).

Die Eradikation der SD scheint durch konsequente und ausreichend lange Anwendung
wirksamer Chemotherapeutika, die u. U. alle Stufen der Schweineproduktion umfasst,
mdglich zu sein. Allerdings sind gleichzeitig flankierende hygienische MaRnahmen, wie z. B.
die Reinigung und Desinfektion, regelmalige Schadnagerbekéampfung und vor allem der

Zukauf B. hyodysenteriae-freier Tiere notwendig (100, 111).

2.1.6 Versuche zur Vakzination gegen die Dysenterie

Aufgrund der groBen 6konomischen Bedeutung der Dysenterie, vermehrter
Antibiotikaresistenz der Erreger und der zunehmenden rechtlichen Beschrankungen
beziglich des Einsatzes von Antibiotika bei lebensmittelliefernden Tieren, bestehen grolie
Anstrengungen zur Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes. Bereits 1974 wurde erstmals
ein Versuch mit einem attenuierten Lebendimpfstoff durchgefihrt, bei dem der erhoffte Erfolg
jedoch ausblieb (43). In der weiteren Entwicklung riickten Vakzinen aus formalininaktivierten
Bakteriensuspensionen in den Mittelpunkt des Interesses (14, 16, 21, 30, 79). Bei nahezu
allen Vakzinationsversuchen wurde trotz Verwendung unterschiedlichster Impfschemata
Uber eine deutliche Reduktion der Starke und Dauer der klinischen Symptomatik sowie des
Gewichtsverlustes berichtet. Lediglich einmal wurde in den USA bei dem ,Challenge” einer
vakzinierten Gruppe von Schweinen eine deutlich schnellere und heftigere Entwicklung der
Erkrankung beobachtet als in der Kontrollgruppe (79). Dazu ist allerdings anzumerken, dass
der Impfstamm zum Serotyp 2 zahlte, wahrend der Challenge-Stamm dem Serotyp 1
angehorte. Einen Uberblick tber die in den Versuchen verwendeten Impf- und Challenge-

Stamme gibt Tabelle 1.

Entscheidend fur die Wirksamkeit dieser Vakzinen ist die Frage, inwieweit die im Feld
vorhandenen Serotypen von B. hyodysenteriae mit dem oder den in der Vakzine enthaltenen
Serotypen Ubereinstimmen. Bereits 1983 haben Joens et al. gezeigt, dass die Immunantwort
nach einer Vakzination serotypspezifisch ist (51). Infektionen mit heterologen Stdmmen
konnen somit trotz Impfung zu den typischen L&sionen fiihren (51). Wegen dieser
serologischen Diversitat der B. hyodysenteriae-Stamme wird mittlerweile versucht, mithilfe
molekularbiologischer Methoden Impfstoffe zu entwickeln, die eine serotypiibergreifende
Immunitat induzieren konnen. Entscheidend fir die Nutzung von Proteinen bei der
Impfstoffherstellung sind weiterhin die Antigenitdt und Immunogenitat und auch die
serotypuibergreifende Verbreitung des Antigens in der Brachyspirenpopulation. Im

Westernblot kénnen Antigene mit Antiseren detektiert werden, die zu verschiedenen
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Zeitpunkten einer Infektion mit dem Erreger gewonnen werden. Es wurden im Immunoblot
mit Rekonvaleszentenseren nicht nur serotypspezifische, sondern auch
serogruppenibergreifende Banden nachgewiesen (27), sowie solche, die nahezu
ausschlieB3lich bei pathogenen, nicht aber bei apathogenen Stammen vorkommen (22). Auf
diese Weise wurde beispielsweise 1986 ein 16 kDa-Protein (SmpA = Serpulina membrane
protein A = Bhlp16) der auReren Membran entdeckt, welches nur mit dem Serum rekon-
valeszenter, gegen Reinfektion geschitzter Schweine detektierbar war (50). Kirzlich wurde
(im Jahr 2004) in Australien die Verwendung des His6-BmpB-Proteins als Impfstoff-
komponente sehr vielversprechend beurteilt (63). Bei BmpB (= Brachyspira membrane
protein B = BhIp29,7d) handelt es sich um ein Lipoprotein der aul3eren Membran, dessen
kodierendes Gen bei allen von dieser Arbeitsgruppe getesteten B. hyodysenteriae-Stammen
vorkam. Die Proteine der aul3eren Membran gelten aus immunprophylaktischer Sicht als
insgesamt sehr vielversprechend, da sie aufgrund ihrer exponierten Lage in der &uf3eren
Membran der bakteriellen Zellwand u. U. fir erste bedeutsame Schritte im Rahmen der
Pathogenese verantwortlich sind.

2.1.7 Bakterielle Adharenz an Epithelzellen und &ufRere Membranproteine von
Brachyspira hyodysenteriae

In vitro Versuche weisen daraufhin, dass B. hyodysenteriae sehr wahrscheinlich in der Lage
ist an verschiedene Epithelzellen zu adharieren. Uber den Mechanismus dieser Adharenz
und den hieran beteiligten Komponenten ist wenig bekannt. Versuche mit durch Hitze und
Kalte abgetdteten Bakterien und Inhibierungsversuche mit Rekonvaleszentenseren legen
jedoch nahe, dass dieser Prozess energieabhangig ist und aller Wahrscheinlichkeit nach
durch antigene Strukturen (Protein, LPS) vermittelt wird (7, 62). Die Tatsache, dass dieser
bedeutsame Schritt im Rahmen der Pathogenese der SD durch im Verlauf einer Infektion
erworbene Antikorper verhindert werden kann (7), machen die an der Adhéarenz beteiligten
Antigene zu interessanten Objekten, z. B. fir die Entwicklung einer Vakzine. Bei den in
Frage kommenden bakteriellen Proteinen stehen zunachst, allein aufgrund ihrer exponierten
Lage, auRere Membranproteine (OMPs) zur Diskussion. Leider liegen diesbeziglich nur
wenige weitergehende Informationen vor, insbesondere Uber die biologische Bedeutung
dieser Proteine. Im Hinblick auf ihre potentiell immunogene Wirkung wurden in den letzten
Jahren mehrere OMPs von B. hyodysenteriae ndher untersucht. Hierbei handelte es sich um
Bhlp16 (SmpA), Bhlp17,6 (SmpB), Bhlp29,7a-d (BmpB, BIpGFEA) und Bhmp39a-h (VspA-H)
(26).

Aufgrund der zunehmenden Fille identifizierter Proteine, wurde im Jahr 2006 von einer

Gruppe fuhrender Brachyspirenforscher eine einheitliche Nomenklatur empfohlen, um die

alten Bezeichnungen zu ersetzen (26). Bestehen soll der Name aus einer Abkurzung fur die
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B. sp. (Bh fur B. hyodysenteriae), einem Kirzel fur Membran- oder Lipoprotein (mp oder Ip),
der Masse in kDa und nétigenfalls zur weiteren Differenzierung ein Buchstabe aus dem
lateinischen Alphabet. Das kodierende Gen erhdlt die gleiche Bezeichnung, allerdings klein
und kursiv geschrieben. Im Folgenden werden die fur die vorliegenden Untersuchungen
bedeutsamen OMPs unter Verwendung der neuen Bezeichnungen (bisherige in Klammern)

naher skizziert.

Bhlp16 und Bhlp17,6 (SmpA, SmpB)

Bei Untersuchungen von Proteinpraparationen der auf3eren Membran von B. hyodysenteriae
wurde ein immundominantes Protein, Bhlpl6 (SmpA), nachgewiesen, das im Westernblot
von Sera rekonvaleszenter, nicht aber von Sera akut an SD erkrankter Schweine erkannt
wurde (50). Aufgrund der Tatsache, dass rekonvaleszente Tiere immun gegen eine
neuerliche Erkrankung waren, stellten Joens und Marquez die Hypothese auf, dass
Antikorper gegen dieses Protein wichtig fir die Immunitat der Schweine sein kénnten (50).
Das kodierende Gen wurde zu einem spateren Zeitpunkt identifiziert und sequenziert (108).
Bhlp16 ist ein membranassoziiertes Lipoprotein und auf der Oberflache der Zellwand
lokalisiert (109). Die Expression dieses Proteins steht aller Wahrscheinlichkeit nach unter der
Kontrolle &uRerer Milieufaktoren mit hoher Expressionsrate in der initialen Phase der
Infektion (89). Monoklonale Antikdrper gegen Bhlp16 fuhrten in vitro zur Agglutination von
B. hyodysenteriae und zu einer Hemmung der Bakterienvermehrung (107). Uber die
mogliche biologische Bedeutung dieses Proteins ist nichts bekannt. Jedoch schien das
Protein in vivo nicht exprimiert zu werden, was zu der Frage fiihrte, ob es Uberhaupt fur eine
Subunit-Vakzine geeignet ware. Allerdings erfolgte dieses Experiment erst an Isolaten aus
der akuten Phase der Erkrankung (89). Es ware also durchaus moglich, dass das Protein zu
Beginn der Kolonisation exprimiert wurde, was damit Ubereinstimmen wirde, dass es von

Sera rekonvaleszenter Tiere erkannt wurde (50).

Kirzlich wurde ein weiteres OMP kodierendes Gen, bhlpl7,6 (smpB), identifiziert, das
Sequenzhomologien zu bhlpl6 aufwies. Nach Untersuchung mehrerer Stdmme verflgt
B. hyodysenteriae entweder tber bhlpl6 oder bhipl7,6, die beide anscheinend an gleicher
Stelle auf dem Chromosom lokalisiert sind und in gleicher Haufigkeit auftreten (in jeweils
50 % der Stdamme). Bedeutsam ist, dass beide exprimierten Proteine immunogen waren,
aber keinerlei serologische Kreuzreaktivitat aufwiesen (41). Somit mussten bei einer
Verwendung der Proteine in einer Vakzine immer beide enthalten sein, um alle Stamme
immunologisch zu erfassen. Die Bedeutung dieses Proteins bleibt &hnlich wie die des Bhlp16
jedoch spekulativ.
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Bhmp39a-h (VspA-H)

Das mengenmalig dominierende Protein in der &uf3eren Membran von B. hyodysenteriae ist
das “variable surface protein” Bhmp39 (Vsp) (19). Interessanterweise kodiert
B. hyodysenteriae fir acht Bhmp39-Proteine (Bhmp39a bis -h bzw. VspA bis -H), die sich in
ihrer Aminosauresequenz sehr ahnlich sind. Die Gene dieser Proteine sind auf dem
Chromosom des Erregers in zwei Clustern mit den Bezeichnungen bhmp39abcd (vspABCD)
und bhmp39efgh (vspEFGH) angeordnet. Vermutlich stellt der bhmp39e-h-Cluster das
Ergebnis einer Duplikation des bhmp39a-d- Clusters dar (74).

Nach Transkriptionsstudien und massenspektrometrischen Analysen wird jedoch von
B. hyodysenteriae unter in vitro Bedingungen hauptsachlich bhmp39f (vspF) exprimiert,
gefolgt von bhmp39h und bhmp39d. Lediglich Bhmp39f und Bhmp39h sind in der Membran
von B. hyodysenteriae ausreichend prdsent, um sie mittels Massenspektrometrie
nachzuweisen. Im Gegensatz dazu, wird bhmp39g scheinbar nicht transkribiert. Es wird
vermutet, dass alle acht Gene der zwei Genloki einzeln transkribiert werden kdnnen,

wenngleich der Regulationsmechanismus noch unbekannt ist (121).

Das ursprunglich im Westernblot mit Seren rekonvaleszenter Schweine entdeckte
extrazytoplasmatische 39 kDa-Protein Bhmp39 (Vsp) wird von bhmp39h kodiert (18, 19, 74,
121). Die Existenz dieser acht paralogen Gene konnte Ausdruck fur das Potential des
Erregers zu einer antigenen Variation oder adaptiven Antwort auf Veranderungen des
Milieus sein (12). Auch der Aufbau aus stark konservierten hydrophoben und hoch variablen
hydrophilen Regionen lasst eine mogliche Rolle der Gene bei der Umgehung des

Immunsystems vermuten (73).

Die biologische Bedeutung von Bhmp39 (Vsp) ist somit bislang nicht geklart. Es ist lediglich
bekannt, dass beim Schwein nach Infektion mit B. hyodysenteriae Antikbrper gegen
Bhmp39h nachweisbar sind (74).

Bhlp29,7d (BmpB)

Als potentielles Impfantigen wurde ein weiteres OMP mit der Bezeichnung Bhlp29,7d
(BmpB) von B. hyodysenteriae beschrieben (67, 81). Das Lipoprotein ist hoch konserviert
und hat eine Ahnlichkeit von 33,9-39,9 % mit dem D-Methionin bindenden Lipoprotein MetQ
anderer Bakterienspezies. Dieses Protein ist Teil eines D-Methionin-Aufnahmesystems und
fur die spezifische Bindung des aufzunehmenden Substrates verantwortlich. Es wird
vermutet, dass die Familie der ,methionine uptake transporter” (MUT) eine wichtige Rolle bei
der Virulenz mancher Erreger spielen kdnnte (64). Weiterhin ist es immunogen und wird
anscheinend in vivo exprimiert (68). Umfangreiche Untersuchungen zur Verteilung und

Sequenzidentitdt des bhlp29,7d in B. hyodysenteriae-Stammen und Stammen anderer
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B. sp.(B. pilosicoli, B. innocens, B. intermedia, B. murdochii, B. canis, B. alvinipulli, B. aal-
borgi) zeigten, dass das kodierende Gen in allen untersuchten B. hyodysenteriae-Stammen
und ansonsten lediglich in B. innocens B256, nicht jedoch in den Ubrigen untersuchten

B. innocens-Stammen vorkam (64).

Es weist eine 99,6 %ige Sequenzhomologie zu einem Gen auf, dessen Produkt
verwirrenderweise als BIpA bezeichnet wurde (11), aber als identisch mit BmpB angesehen
wird (63). Das BlpA-kodierende Gen wurde auf einem Lokus mit vier paralogen Genen
(bhlp29,7abcd bzw. blpGFEA) entdeckt, deren Gen-Produkte Homologieraten zwischen 61-
80 % in der Aminosauresequenz aufwiesen (11). Transkriptionsstudien sowie Western-
blotanalysen mit rekombinanten Bhlp29,7a-d und Rekonvaleszentenseren vom Schwein
weisen darauf hin, dass unter in vivo und in vitro Bedingungen lediglich Bhlp29,7d exprimiert
wird (11). B. hyodysenteriae verfugt also fiur Bhlp29,7 Uber vier paraloge Gene
(bhlp29,7abcd), von denen nach bisherigen Erkenntnissen nur eines exprimiert wird
(Bhlp29,7d), &hnlich wie bei Bhmp39a-h (64).

Auch natives Protein wird durch Antiseren von Mausen und Schweinen, die mit
rekombinantem Bhlp29,7d (BmpB) immunisiert wurden, entdeckt (68). Mit rekombinantem
Bhlp29,7d von B. hyodysenteriae (Stamm WA1) geimpfte und mit Stamm B/Q02 zwei
Wochen nach Impfung belastete Schweine, wiesen im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine
um ~50 % niedrigere Inzidenz an Dysenterie auf (63). Der Impfstamm reprasentiert Sero-
typ 2 (Serogruppe B). Uber die Serotypzugehérigkeit des Stammes fiir die Belastung liegen
dagegen keine Informationen vor. Die Frage nach einer serotyplbergreifenden Schutz-

wirkung bleibt damit offen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Puffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Puffer sind im Anhang

aufgelistet.

3.1.2 Bakterienstamme

Sowohl fur die Adhasions- als auch fir die Klonierungsversuche wurde der
B. hyodysenteriae-Stamm B204 verwendet. Weiterhin gingen insgesamt acht weitere
Referenzstamme (Tabelle 2) in die Untersuchungen ein. Diese werden im Folgenden als
Serotyp-Referenzstamme oder Serotypstamme bezeichnet. Fir die Herstellung der GVOs
kam der E. coli-Stamm BLR(DE3) zum Einsatz (Tabelle 3).

Lagerung der Brachyspiren. Die dauerhafte Lagerung der Brachyspiren-lsolate erfolgte
suspendiert in FKS (Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) in fliissigem Stickstoff

sowie in BHIFCVSSR-Medium bei -70 °C.

Lagerung der transformierten E. coli BLR(DE3). Nach Standardanzucht der Klonkolonien
in ampicillinhaltigem (Fa. Biomol, Hamburg bzw. Fa. Roth, Karlsruhe) LB-Medium (50 pg/ml)
wurden je 500 ul Bakteriensuspension in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3 abgefullt. Pro
Kolonie wurden zwei ReaktionsgefdlRe angelegt. Nach der Zugabe von 500 pl ampicillin-
haltigem LB-Medium mit Zusatz von 20 % Glycerin (Fa. Merck Schuchardt, Hohenbrunn),

wurden die Bakterien sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

3.1.3 Gentechnisch veranderte Mikroorganismen (GVOSs)

Bei den gentechnisch verénderten Mikroorganismen handelt es sich um Abkémmlinge des
E. coli-K12-Derivats BLR(DE3) (Tabelle 3), in deren Genom mit Hilfe von rekombinanten
Plasmiden DNS-Fragmente des B. hyodysenteriae Stammes B204 eingefligt wurden
(Tabelle 4). Die Lagerung der GVOs erfolgte bei -70 °C in LB-Medium incl. 20 % Glycerin.



MATERIAL UND METHODEN 17

Tabelle 2: Verwendete Brachyspira hyodysenteriae-Referenzstdmme
Stamm Serotyp Serogruppe Herkunft
B78 1 A ISU
B204 2 B M
B169 3 C ISU
Al 4 D ISU
B8044 5/2 k.A. ISU
B6933 6/1 K.A. ISU
ACK300/8 712 K.A. ISU
Vic2 k.A. H MU
NSW1 K.A. J MU

Erlauterungen:

k. A. = keine Angaben in der Literatur; ISU = Prof. M.J. Wannemuehler,
Veterinary Medical Research Institute lowa State University, Ames, USA,
MU = Prof. D.J. Hampson, School of Veterinary Studies, Murdoch
University, Murdoch Western Australia, IM = urspringlich Dr. D.L. Harris,
Veterinary Medical Research Institute lowa State University, Ames, USA,
freundlicherweise Uberlassen von Prof. Dr. G. Amtsberg, Institut fur
Mikrobiologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

Tabelle 3: Verwendete E. coli-Stamme

Stamm relevante Eigenschaften Herkunft
BLR K12-Derivat, F ompT hsdSB (rg'mg’) gal dcm A(srl-recA) N

(DE3) 306::Tn10(DE3)

MRO BLR(DE3) mit Plasmid pASK-IBA3plus diese Arbeit

MR1 BLR(DE3)/pHIT-7-01, K12-Derivat mit pASK-IBA3plus::bhlp29,7d  diese Arbeit
MR2 BLR(DE3)/pHIT-7-02, K12-Derivat mit pASK-IBA3plus::bhmp39f diese Arbeit
MR3 BLR(DE3)/pHIT-7-03, K12-Derivat mit pASK-IBA3plus::bhmp39h  diese Arbeit
MR4 BLR(DE3)/pHIT-7-04, K12-Derivat mit pASK-IBA3plus::bhlp16 diese Arbeit

Erlauterungen:

N = Fa. Novagen durch Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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3.14

Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten bzw. verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4

aufgefuhrt. Beispielhaft fur die vier rekombinanten Plasmide ist die schematische Genkarte
von pHIT-7-01 in Abbildung 1 dargestellt.

Tabelle 4: Verwendete Plasmide
Plasmid relevante Eigenschaften Herkunft
pASK- 3247 bp, f1 origin, MCS I, Amp', tetA-Promotor, Fa. IBA GmbH,
IBA3plus tetA-Repressor, t,p-Lipoprotein Transkriptions- Gottingen
terminator, C-terminale Strep-Tag-Kodierungs-
sequenz
pHIT-7-01 pPASK-IBA3plus::bhlp29,7d, 3982 bp, Bsal, Amp' diese Arbeit
pHIT-7-02 pASK-IBA3plus::bhmp39f, 4339 bp, Bsal, Amp' diese Arbeit
pHIT-7-03 PASK-IBA3plus::bhmp39h, 4339 bp, Bsal, Amp' diese Arbeit
pHIT-7-04 pASK-IBA3plus::bhlp16, 3646 bp, Bsal, Amp' diese Arbeit
Bsal Bsal
bhlp29,7d
tet-
Promoter N
Strep-
Tag
\ /
500
~ 3500
1000~
pASK-IBA3plus
-3000 [3982 bp] i
1500 Amp
2500
’ 2000
tet-Repressor
Abbildung 1: Genkarte des rekombinanten Plasmids pHIT-7-01

Erlauterungen:

Amp" = Ampicillinresistenz-Gen, f1 = fl1-origin (Replikationsursprung),

Strep-Tag = Streptavidin-bindender Marker
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3.1.5 Zelllinien

Insgesamt wurden drei Darmepithelzelllinien in die Untersuchungen einbezogen, die in

Tabelle 5 aufgelistet sind.

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

Name Ursprung Herkunft

HRT-18 Kolon, Adenokarzinom, Mensch Prof. Storz, Louisiana State Univer-
sity, USA

IEC-18 lleum, Ratte ATCC (ATCC CRL 1589)

IPEC-J2 Jejunum, Ferkel Dr. P. Schierack, Institut fir

Mikrobiologie und Tierseuchen,
Freie Universitat Berlin

Erlduterungen: ATCC = American Type Culture Collection

3.1.6 Tiere

Zur Herstellung der bendétigten Immunseren wurden finf weibliche Kaninchen der Rasse
WeilRe Neuseeladnder eingesetzt (Fa. Harlan Winkelmann, Borchen). Weitere Angaben zur

Haltung und Futterung sind Kapitel 3.7 zu entnehmen.

3.2 Bakteriologische Methoden

3.2.1 Anzucht von Bakterien

Standardanzucht von Brachyspiren. Die Anzucht der Brachyspiren erfolgte in BHIFCVSSR-
Medium. Jeweils ein Kryotube tiefgefrorene Brachyspirensuspension der zuvor hergestellten
Charge (siehe unten) wurde mittels Handwarme aufgetaut, unter sterilen Bedingungen
vorverdinnt (1:30) und anschlieBend im Verhaltnis 1:49 [v/v] in das Anzuchtmedium
uberfuhrt. Die Inkubation fand fir drei Tage unter anaeroben Bedingungen (Anaerobierbox
AnaeroPack Rectangular, Fa. Biomerieux, Wien, Osterreich; AnaeroGen, Fa. Oxoid,
Hampshire, England) bei 37 °C unter stéandiger Bewegung auf dem Schuttler (96 U/min)
statt. Zur Kontrolle der anaeroben Bedingungen wurde ein Sauerstoffindikator (Anaerotest,
Fa. Merck, Darmstadt) mitgefuhrt.

Anzucht der Brachyspiren auf TSA®YSSR.platten mit Schafblut. Vor der Chargen-
herstellung und zur Anzucht von Isolaten aus Kotproben wurden die Brachyspiren auf
TSASVSSR_platten (mit Schafblut) angeziichtet. Hier zeigte B. hyodysenteriae eine deutliche
Hamolyse. Die Inkubation erfolgte unter anaeroben Bedingungen (Anaerobiertopf
Anaerocult, Fa. Merck, Darmstadt, AnaeroGen, Fa. Oxoid, Hampshire, England) bei 37 °C
Uber funf bis zehn Tage. Bei sichtbarer Kontamination wurden die Isolate unter lichtmikro-

skopischer Kontrolle passagiert, bis mikroskopisch keine Kontamination mehr erkennbar war.
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Chargenherstellung der Brachyspiren. Zur Herstellung einer Bakteriencharge wurde der
Stamm B204 zunachst auf TSA®YSSR.Agar (mit Schafblut) vermehrt. Nach dem Reinheits-
nachweis im Dunkelfeldmikroskop erfolgte die Abschwemmung der Brachyspiren von der
Platte mit ca. 3 ml BHIF®VSS® unter Reinraumbedingungen. Nach der Herstellung einer log10-
Verdiinnungsreihe Uber acht Stufen wurde 1 ml der Verdunnungsstufe 10* in 49 ml
BHIFCVSSR {iberfilhrt und unter standiger Bewegung (Schiittler, 96 U/min) inkubiert (anaerob,
37 °C, 3-4 d). Zur dauerhaften Lagerung bei -70 °C erfolgte die Abflllung von 1 ml-Aliquots.
Die Keimzahlbestimmung wurde gemaR Kapitel 3.2.2 durchgefihrt. Vor der Verwendung der

Charge wurde eine Reinheitskontrolle durchgefiihrt (Kapitel 3.2.3).

Standardanzucht von E.coli. Der E. coli-Stamm BLR(DE3) wurde unter aeroben
Bedingungen bei 37 °C auf LB-Agar bzw. in LB-Medium (dann als Schittelkultur mit
180 U/min) angeziichtet. Die Inkubationszeit lag bei 8 bis 18 Stunden. Zur Selektion und
Stabilisierung von transformierten E. coli-Zellen enthielt das Medium als Zusatz Ampicillin

(Fa. Biomol, Hamburg bzw. Fa. Roth, Karlsruhe) in einer Konzentration von 50 pg/ml.

Induktion transformierter E. coli-Zellen. Rekombinante E. coli-Stémme wurden im
Standardverfahren angezuchtet. Nach Verdunnung der ersten Vorkultur mit frischem
ampicillinhaltigem LB-Medium (1:100 [v/v]) folgte die Inkubation Uber Nacht bei 30 °C. Im
Anschluss wurde die erste Vorkultur wiederum mit frischem ampicillinhaltigen LB-Medium
verdinnt (1:20 [v/v]) und bis zur gewinschten ODss, (Photometer DU-640, Beckman
Instruments, Minchen) bei 37 °C inkubiert. Nach Induktion der Proteinexpression mit AHT
(Fa. IBA, Gottingen) folgte nochmals eine Inkubation der Kultur bei 30 °C (Tabelle 6).
SchlieBlich wurden die Bakterienzellen nach neuerlicher ODsso-Messung abzentrifugiert
(4500 x g, 4 °C, 5 min) und das Pellet weiterverarbeitet (Kapitel 3.4.3).

Tabelle 6: Parameter fur die Induktion transformierter E. coli-Zellen
Stamm gewilinschte eingesetzte AHT- Inkubations_zeit
ODss50 Konzentration nach Induktion
MRO 0,5-0,6 0,2 pug/ml 16-18 h
MR1 0,5-0,6 0,2 pg/ml 16-18 h
MR2 1,9-2,1 0,05 pg/ml 1lh
MR3 1,9-2,1 0,05 pg/ml 1h
MR4 0,5-0,6 0,2 pg/ml 16-18 h

Erlauterungen: ODsgo = optische Dichte bei 550 nm, AHT = Anhydrotetrazyklin
3.2.2 Keimzahlbestimmung
Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde nach jeder Anzucht eine Titration mit

anschlieRender Auswertung nach Spaerman und Karber (53, 95) durchgefihrt. Daflr wurde
eine log 10-Verdinnungsreihe Uber acht Stufen hergestellt. Je Verdinnungsstufe wurden
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vier 10 pl-Tropfen auf eine TSA®YSSR.Schafblutplatte aufgebracht. Nach sieben Tagen
Inkubation (anaerob, 37 °C) erfolgte die Auswertung makroskopisch anhand der
Hamolyseplagues. Die je Verdinnungsstufe entstandenen Hamolyseplagues wurden
protokolliert und hieraus der Titer der Wachstum-bildenden Einheiten 50 je ml (WbEsy/ml)
geschatzt.

3.2.3 Reinheitskontrolle

Brachyspirensuspension. Jede Brachyspirencharge wurde auf Kontaminationsfreiheit
gepruft. Hierzu wurde ein Aliquot aufgetaut und fir drei Tage aerob und anaerob bebritet.
Als Kulturmedien fanden eine Schadler-ohne Platte, eine Blutagar- und Gassnerplatte sowie
die Serumbouillon Verwendung. Bei Ausbleiben von makroskopisch erkennbarem Wachstum
von Fremdkeimen wurde die Charge als kontaminationsfrei erklart und zur Verwendung

freigegeben.

Impfantigene. Die Impfantigene wurden durch Kultivierung auf Blutagar- und Gassnerplatten
sowie in Serumbouillon bakteriologisch Uberpruft. Die Inkubationszeit der Platten betrug vier,
der Serumbouillon 12 Tage (aerob, 37 °C).

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.31 Praparation von DNS aus Bakterienkulturen

Plasmid — DNS. Die Plasmidpraparation aus zuvor transformierten E. coli-Zellen (Kapitel
3.3.7) wurde unter Verwendung des ,QIAGEN Plasmid Midi-Kit (25) (Fa. Qiagen, Hilden)
entsprechend der Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt und der Erfolg mittels

Agarosegelelektrophorese und anschlieiender DNS-Bestimmung tberpruft.

3.3.2 DNS-Bestimmung

Die Konzentration und Reinheit der fir die Ligations- und Transformationsansatze
gewonnenen DNS wurde Uber Messungen im Nano Drop 1000 Spektrophotometer (Nano

Drop Technologies, Wilmington, USA) ermittelt.

3.3.3 Restriktion von DNS

Restriktion. Vor der Ligation von Plasmid- mit Insert-DNS wurde bei beiden Komponenten
eine Restriktion mit Bsal (Fa. New England Biolabs, Ipswich, England) im Einzelverdau
durchgefihrt. Die Menge des eingesetzten Enzyms betrug bei Restriktion von Plasmid-DNS
10 U/ug DNS, bei PCR-Amplifikaten (Inserts) 15 U/ug DNS. Der Puffer 10 x NEBuffer 3 (Fa.

New England Biolabs, Ipswich, England) machte 1/10 des Gesamtvolumens eines Ansatzes
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aus — als Fullmittel wurde A. dest verwendet (Beispiel: Gesamtvolumen 50 pl: 23 pl Insert
(20 pg), 15 pl Bsal (150 U), 5 pl 10 x NEBuffer 3, 7 ul A. dest). Fiur die Reaktion wurden die
Ansétze fur 1 h bei 50 °C inkubiert. Die Analyse vor und nach Restriktion erfolgte in der

Agarosegelelektrophorese.

Reinigung von DNS-Praparationen. Alle gewlinschten DNS-Fragmente wurden nach der
Restriktion mit dem ,QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (150)* (Fa. Qiagen, Hilden)
aufgereinigt. Die Durchfilhrung erfolgte nach Anweisung des Herstellers mit einigen
Modifikationen. So wurden die Anséatze zum Lésen der Agarose (Fa. Serva Electrophoresis,
Heidelberg) 20 min bei 50 °C inkubiert und die Eluierung der DNS fand unabhéangig von der

Fragmentgrol3e duch Inkubation bei 50 °C fir 5 min statt.

3.34 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Herstellung der verwendeten Inserts und Uberprifung transformierter Zellen auf ihren
Plasmid- und Insertgehalt wurde die PCR eingesetzt. Stets kam die
Platinium Taq DNA Polymerase (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) zum Einsatz. Mitgefuhrt wurde

zudem eine Negativkontrolle (mit A. dest).

Insert-PCRs. Ein 50 pl-Reaktionsansatz enthielt 2 U Platinum Taqg DNA Polymerase, je
20 pmol der entsprechenden Klonierungsprimer (Tabelle 8), 160 uM je Nukleotid (Fa. PAN
Systems, Aidenbach), 1 x PCR-Puffer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe), 1,5 mM MgCl, (50 mM, Fa.
Invitrogen, Karlsruhe) und 2 pl Template-DNS. Die Bedingungen zur Amplifikation waren
dann wie folgt: Bei einer Heizdeckeltemperatur von 110 °C wurde ein initialer Denaturie-
rungsschritt (60 s, 95 °C), gefolgt von 35 Zyklen mit 40 s Denaturierung bei 94 °C, 60 s
Anlagerung bei einer PCR-spezifischen Temperatur und 60 s (bhlp16- und bhip29,7d-PCR)
bzw. 90s (bhmp39f- und bhmp39h-PCR) Verlangerung bei 72 °C, sowie einer finalen
Verlangerungsphase (10 min, 72 °C) durchgefuhrt. Abschlie3end wurden die Proben bis zur
Entnahme auf 4 °C gekuhlt. Die PCR-spezifischen Anlagerungstemperaturen betrugen bei
der bhlp16-PCR 64 °C, der bhlp29,7d-PCR und der bhmp39f-PCR 68 °C, sowie bei der
bhmp39h-PCR 70 °C.

Kontroll-PCRs. Fur die Transformationskontrolle wurden von jeder zu Uberprifenden
Kolonie zwei PCRs durchgefiihrt. Dabei wurden die entsprechende Insert-PCR und eine
zweite Vektor-PCR mit externen Primern (Seqg-f und Seq-r) durchgefiihrt. Neben den Proben
wurden in beiden PCRs jeweils eine Negativkontrolle (mit A. dest) und eine Positivkontrolle
mitgefuhrt. Letztere war bei den Insert-PCRs das geschnittene und aufgereinigte Insert, bei
der Vektor-PCR der ungeschnittene Vektor pASK-IBA3plus. Reaktionsansatz und
Amplifikation der Vektor-PCR war dabei identisch mit den Insert-PCRs, aulier dass die

Primer je 10 pmol eingesetzt wurden und die Anlagerungstemperatur 50 °C betrug.
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Aufreinigung von PCR-Produkten. Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten kam der
»QIAquick PCR Purification Kit (50)" (Fa. Qiagen, Hilden) zum Einsatz. Das Protokoll des
Herstellers (fur die Verwendung einer Mikrozentrifuge) wurde bis auf eine Verlangerung der

Elutionszeit bei Schritt 9 von 1 min auf 5 min vor der Zentrifugation eingehalten.

3.3.5 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) hergestellt mit
Ausnahme der Seqg-f und Seq-r fir den pASK-IBA3plus-Vektor, die von der Firma IBA GmbH
(Géttingen) bezogen wurden (Tabelle 8). Alle Primer der Firma MWG wurden als
Stocklésungen (100 uM) bei -70 °C und als Gebrauchslésungen (20 uM) bei -20 °C gelagert,
die Sequenzierungsprimer (10 uM) nur bei -20 °C. Die Grof3e der jeweiligen PCR-Amplifikate

ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: GroRRe der PCR-Amplifikate

AmplifikatgréRe in [bp]

Amplifikat PCR mit internen Primern PCR mit umgreifen-
den Primern

vor Restriktion nach Restriktion
bhlp16 509 479 688
bhlp29,7d 845 815 1024
bhmp39f 1202 1172 1381
bhmp39h 1202 1172 1381
leerer Vektor pASK- 289

IBA3plus

Erlauterungen: bp = Basenpaare
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3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden horizontale Flachbettgele mit 1 — 2 % Agarose
(Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg) und 1 x TAE als Elektrophoresepuffer eingesetzt.
Der Probenauftrag fand nach der Mischung der Einzelproben mit Ladepuffer im Verhaltnis
1:5 [v/v] statt. Zudem wurde ein Molekularmassenstandard in Loading Dye-DNS Ladder
Gebrauchsverdiinnung mitgefiihrt (Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus, Fa. Fermentas,
St. Leon Roth). Fir die Auftrennung der Proben wurde eine Spannung von ca. 10 V pro cm
Elektrodenabstand fur 40 bis 120 min angelegt. Die Visualisierung und Fotodokumentation
erfolgte mittels Bilddokumentationssystem E.A.S.Y. RH (Typ RH-3) unter UV-Beleuchtung
nach Zusatz von Ethidiumbromid (Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg). Bei der
Untersuchung linearer DNS wurde Ethidiumbromid direkt der Agarose zugesetzt
(0,02 pg/ml), wahrend zirkulare DNS nachtraglich im Ethidiumbromid-Bad (2 mg/ml)
angefarbt wurde.

3.3.7 DNS-Klonierung

Herstellung kompetenter Zellen. Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurde das
Protokoll von Hanahan (31) in modifizierter Form verwendet. Nach Standardanzucht von
BLR(DE3)-Zellen in LB-Medium wurde die Kultur im Verhaltnis 1:100 [v/v] mit frischem LB-
Medium verdiinnt, bis zum Erreichen einer ODgy (Photometer DU-640, Beckman
Instruments, Minchen) von 0,4 bis 0,5 inkubiert (37 °C, 180 U/min) und dann auf Eis gekihit.
Die Bakterien wurden abzentrifugiert (1620 x g, 4 °C, 5 min) und in eiskaltem TFB1-Puffer
(1/2 des Ausgangsvolumens) resuspendiert. Nach Inkubation (auf Eis, 90 min) folgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt (1620 x g, 4 °C, 5 min) mit anschlieBender Resuspendierung
des Pellets in TFB2-Puffer (1/15 des Ausgangsvolumens). Diese Suspension wurde a 200 pl
aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen
erfolgte bei -70 °C.

Ligation. Die Ligation der geschnittenen, gelaufgereinigten Produkte (Vektor und Insert)
wurde in Ligationsansitzen mit 20 pI Gesamtvolumen durchgefiihrt. Sie enthielten
1 x Ligationspuffer (Fa. Fermentas, St. Leon-Roth), 1 U T4-Ligase (Fa. Fermentas, St. Leon
Roth), 100 ng Vektor-DNS (Fa. IBA, Gottingen, Kat-Nr. 2-1402-000) sowie Insert-DNS im
molaren Verhaltnis von 1:3, 1.7 oder 1:11. Je Ligation wurden folglich drei Ligationsansatze

a 20 pl pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 16 h bei 4 °C.

Transformation. Zur Transformation wurden die kompetenten E. coli-Zellen auf Eis
aufgetaut, mit 2 bzw. 15 pl des Ligationsansatzes vermischt und fir 30 min auf Eis gelagert.

Nach einem Hitzepuls von 90 s bei 42 °C wurde die Zellsuspension erneut fiir 2 min auf Eis
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gelagert. Danach wurde sie mit 4 Vol LB-Medium versetzt und flr 90 min bei 37 °C vorsichtig
geschuttelt. Anschlieend wurde der Transformationsansatz auf ampicillinhaltigen LB-

Agarplatten (50 pg/ml) ausplattiert und fur 16 h bei 37 °C aerob inkubiert.

3.3.8 DNS-Sequenzierung

Als Matrize fur die Sequenzierungsreaktion wurden ausschlieBlich aufgereinigte PCR-
Amplifikate verwendet, die unter Nutzung der Sequenzierungsprimer hergestellt wurden
(Kapitel 3.3.4). Pro Sequenzierungsansatz wurden 70 bis 250 ng DNA und 10 pmol Primer
eingesetzt und auf ein Gesamtvolumen von 6 pl mit A. dest aufgefillt. Die Sequenzierungen

wurden von der Firma GENterprise (Mainz) durchgefuhrt.

3.4 Proteinanalytische Methoden

34.1 Bestimmung der gewonnenen Proteinkonzentration

Colorimetrisch. Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde bei den Proteinen rBhip29,7d
und rBhip16 der ,BCA™ Protein Assay Kit* (Fa. Pierce, Bonn) gemaR den Anweisungen des
Herstellers herangezogen. Die im Elutionspuffer vorliegenden Proteine mussten zuvor mittels
der Zeba™ Desalt Spin Columns (Fa. Pierce, Bonn) in PBS (1 x, sterilfiltriert) umgepuffert

werden.

Densitometrisch. Die Konzentration der Proteine rBhmp39f und rBhmp39h wurde anhand
der Bandenstarke im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel geschéatzt. Als Standard flr den
Vergleich diente eine im selben Gel aufgetragene log2-Verdinnungsreihe von Albumin
(Standardalbuminreihe des BCA-Kits, Fa. Pierce, Bonn).

3.4.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die analytische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels vertikaler SDS-PAGE nach
Lammli (65). Die Proben wurden mit der dquivalenten Menge Lammli-Puffer versetzt und zur
Denaturierung fur 5 min im Wasserbad abgekocht. AnschlieRend wurden die Proteine in
einem 1 mm dicken, 5 %-igen Polyacrylamidsammelgel und einem 12,5 %igen vertikalen
Polyacrylamidtrenngel Uber eine effektive Trennstrecke von 5,5 cm bei 45 Volt / Gel tber
2 Stunden aufgetrennt (Vertikalelektrophoresekammer Modell Minigel, Fa. Biometra,
Géttingen). Zur Bestimmung der molaren Masse der Proteine wurden die Marker SeeBlue®

Plus2 oder Novex® Sharp Protein Standard (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) mitgefiihrt.

Die Visualisierung der Proteine erfolgte durch mindestens zweistiindiges Einlegen des Gels
in Coomassie-Brilliantblau-G250-Farbelésung (Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg). Nach

dem Entfarben mithilfe einer 45 %igen Coomassie-Entfarbelésung fir etwa 30 min und einer
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anschlieBend eingesetzten 5 %igen Coomassie-Entfarbelosung Uber Nacht, wurde die
Reaktion durch Entfernung des Entfarbers und Zugabe von A. dest. abgebrochen. Die so
behandelten Gele konnten mithilfe eines Scanners (CanoScan Lide 600F, Fa. Canon
Deutschland, Krefeld) elektronisch dokumentiert und schlussendlich im Geltrockner (Gel

dryer Model 543, Fa. Biorad, Mlnchen) unter Vakuum getrocknet werden (80 °C, 2 h).

3.4.3 Affinitatschromatographische Aufreinigung von rekombinanten
Proteinen

Das nach Induktion der transformierten E. coli gewonnene Zellpellet (Kapitel 3.2.1) wurde
zunachst in 25 ml Strep-Tactin Washing Buffer (1 x Buffer W, Fa. IBA, Géttingen) resuspen-
diert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier Cell
Disruptor B15, Fa. Heinemann, Schwabisch-Gmind): Stufe 4, Dauerbetrieb, 3 Intervalle:
7x20s-7x30s-7x20s unter stetiger Eiskihlung, jeweils 20 s Pause, zwischen den
Intervallen je 5 min Pause. Nach Zentrifugation (13000x g, 4 °C, 15min) wurde der
Uberstand gewonnen und abzentrifugiert (13000 x g, 4 °C, 10 min). Letztlich wurde der
Uberstand auf 2 ml-ReaktionsgefaRe verteilt und neuerlich zweimal zentrifugiert (14000 x g,
RT, 5 min). Falls notig fand die Lagerung des Uberstandes bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C statt.

Zur Aufreinigung der Strep-Tag fusionierten Proteine kamen ,Gravity flow Strep-Tactin
Superflow“-Saulen (Fa. IBA, Gottingen) unter Einhaltung des firmeneigenen Protokolls zum
Einsatz. Die so gewonnenen Eluate wurden dann in einer SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt
analysiert (Kapitel 3.4.2). Angaben zu den einzelnen Proteinen sind Tabelle 9 zu

entnehmen. Die Saulen wurden entsprechend der Firmenanweisung regeneriert und bei 4 °C

gelagert.
Tabelle 9: Erwartete Gro3e der rekombinanten Proteine
Zahl der Aminosauren GroRRe in [kDa]
Protein gesamt davon davon ohne mit
Signhalsequenz  Strep-Tag Strep-Tag Strep-Tag

rBhip29,7d 281 21 10 30 31
rBhmp39f 400 21 10 39 40
rBhmp39h 400 21 10 39 40

rBhlpl16 169 21 10 16 17
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3.5 Serologische Methoden

3.5.1 Konjugate

Die in dieser Arbeit verwendeten Konjugate, sowie ihre Gebrauchsverdiinnungen sind in
Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Verwendete Konjugate
Konjugat Gebrauchs- o oteller

verdinnung
ECL™ Anti-rabbit IgG, Horseradish 1:1000 Fa. Amersham Biosciences, Little
Peroxidase linked whole antibody Chalfront Buckinghamshire, England
(from donkey) Katalog-Nummer NA934V
Strep-Tactin HRP conjugate 1:4000 Fa. IBA, Gottingen

Katalog-Nummer 2-1502-001

Cy2-conjugated AffiniPure Goat 1:100 Fa. Dianova, Hamburg
Anti-Swine 1gG (H+L) Katalog-Nummer 114-225-003
3.5.2 Westernblot / Immunoblot

Westernblot. Die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (Kapitel 3.4.2) wurden mittels
Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran (Fa. Schleicher und Schuell, Dassel)
Ubertragen. Dazu wurde nach dreiBigminatiger Vorinkubation der auf GelgroRe
zugeschnittenen Nitrocellulosemembran in 1 x PBS und Aquilibrierung des SDS-PAGE-Gels
in Anodenpuffer Il die Elektroblotkammer (Modell BF-M, Fa. Serva Electrophoresis, Heidel-
berg) moglichst luftblasenfrei folgendermalRen bestiickt: sechs in Anodenpuffer | eingelegte
Filterpapiere (Fa. MAGV, Rabenau-Londorf), drei mit Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere,
die Nitrocellulosemembran, das SDS-PAGE-Gel und letztlich neun in Kathodenpuffer
eingelegte Filterpapiere. Nach SchlieBung der Kammer folgte der Proteintransfer bei
konstanten 0,8 mA/cmz2 Nitrocellulosemembran (RT, 90-100 min). Im Anschluss wurde das
Gel zum Nachweis des vollstandigen Transfers der Proteine in Coomassie-Brilliantblau-
G250-Farbelésung gefarbt und die Nitrocellulosemembran Gber Nacht in 1 x PBS (4 °C)
eingelegt.

Am nachsten Morgen fand zunéchst eine Inkubation der Membran in Peptonblockpuffer (Fa.
Roche Diagnostics, Penzberg, 1:10 in A. dest. verdinnt) bei RT fur 1 h statt, gefolgt von drei
Waschschritten mit 1 x PBS-Tween (20 ml, RT, 5 min). Daraufhin wurde die Membran in
20 ml 1 x PBS-Tween, versetzt mit 5 pl Strep-Tactin HRP Konjugat (Fa. IBA, Gottingen),
inkubiert (RT, 1 h). Nach zwei Waschschritten mit 1 x PBS-Tween (20 ml, RT, 1 min) und
zweien mit 1 x PBS (20 ml, RT, 1 min) wurden die Proteinbanden durch Zugabe von
Substratdosung (4 ml Chloronaphtol-Methanol, 6 ml PBS, 10 yl 30 %iges H,0,) angefarbt.
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Diese Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit A. dest. beendet. Die Aufbewahrung

der Westernblots bis zur Dokumentation erfolgte in A. dest. bei 4 °C.

Immunoblot. Die Charakterisierung der tierexperimentell gewonnenen Antiseren fand im
Immunoblot statt. Die Durchfihrung entsprach weitestgehend der im Kapitel ,Westernblot®
beschriebenen Methode. Allerdings wurde in diesem Fall als erster Antikbrper das zu
testende Kaninchenantiserum in einer Verdinnung von 1:500 [v/v] eingesetzt und nach
einstindiger Inkubationszeit mit 1 x PBS-Tween 3 x 5 min (RT) gewaschen. Nach Zugabe
des zweiten Antikdrpers (ECL™Anti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole
antibody, Amersham Biosciences) in einer Verdinnung von 1:1000 [v/v] wurde das oben
beschriebene Protokoll fortgefuhrt. Als Antigen kamen sowohl die einzelnen Impfantigene,
als auch Ganzzelllysate des Ursprungsstammes B204 (Standardanzucht, abzentrifugiert bei
2710 x g fur 10 min, resuspendiert in A. dest., gekocht mit Lammli-Puffer) und, zum
Nachweis der serotypibergreifenden Wirksamkeit der Antiseren, der (brigen acht

Serotypreferenzstimme zum Einsatz.

3.6 Zellkulturmethoden

3.6.1 Kultivierung der Zellen

Als Medium fir die Kultivierung der Zellen wurde ausschlielich DMEM/HAM'S F-12 (Fa.
Biochrom, Berlin, Katalog-Nr. FG 4815) unter Zusatz von 1 % Penicillin/Streptomycin (Fa.
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) und 5% FKS (Fa. PAA Laboratories, Pasching,

Osterreich) verwendet.

Auftauen und Pflege der Zellen. Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in Kryotubes (1,8 ml)
in fluissigem Stickstoff. Als Einfriermedium kam cryo-safe | (Fa. C.C.Pro, Oberdorla) zur
Anwendung. Zur Rekultivierung der Zellen wurden die Kryotubes im Wasserbad (37 °C) bis
zum Tauen des Inhalts geschwenkt. Alle weiteren Arbeiten fanden unter Reinraumbe-
dingungen statt. Nach Desinfektion der &auf3eren Oberflache der Kryotubes mit Ethanol
(75 %, Fa. Merck, Darmstadt), diente eine Einmalpipette (1 ml) zur Uberfilhrung der
Zellsuspension in ein Reaktionsgefal (50 ml). Unter vorsichtigem Schwenken wurden 10 ml
warmes Medium hinzugesetzt und die Zellen abzentrifugiert (200 x g, 20 °C, 7 min). Der
Uberstand wurde verworfen und dem vorsichtigen Resuspendieren des Zellpellets in 10 ml
Medium folgte ein zweiter Waschschritt. Letztlich konnten die erneut in 10 ml Medium
resuspendierten Zellen in eine Zellkulturflasche (Fa. Nunc, Wiesbaden) tbertragen werden.
Nach der mikroskopischen Kontrolle auf Zellgehalt und —morphologie wurden die Zellen im
Brutschrank inkubiert (37 °C, 5% CO;). Alle zwei Tage wurde nach vorhergehender

mikroskopischer Kontrolle ein Mediumwechsel vorgenommen. Das Volumen an Medium
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belief sich auf 5ml in 40 ml- und 10 ml in 200 ml- Zellkulturflaschen. Fir die Versuche

wurden die Passagen 4 bis 15 verwendet.

Subkultivierung der Zellen. Zur Subkultivierung dienten HEPES-Puffer (1 x) und Trypsin-
Gebrauchslésung (1 x, Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich), die vor Verwendung auf
35-37 °C erwarmt wurden. Nach mikroskopischer Kontrolle der Zellen wurde das Medium
dekantiert und der Zellrasen einmal mit HEPES-Puffer (1 x) gewaschen, um Mediumreste
vom Zellrasen zu entfernen und so die Wirkung des Trypsins zu optimieren. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation der Zellen mit 5 oder 10 ml Trypsin-Gebrauchsldsung (je 40 ml- oder
200 ml-Zellkulturflasche) fur 5-10 min im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) bis zur sichtbaren
Ablésung der Zellen von der Grundflache der Kulturgefal3e. Die Zellsuspension wurde in ein
50 ml-Reaktionsgefald dberfihrt, die Zellkulturflasche mit &quivalenter Menge Medium
gespult und dieses ebenfalls in das Reaktionsgefal3 pipettiert. Nach Zentrifugation (200 x g,
20 °C, 7 min) konnte das resultierende Zellpellet nach Verwerfen des Uberstandes in 5 oder
10 ml Medium resuspendiert und die Zellen vereinzelt werden. Je nach gewunschter
Anforderung wurde ein bestimmtes Volumen dieser Zellsuspension in Zellkulturflaschen
ubertragen und diese anschlieBend auf ihr Nennvolumen (5 ml oder 10 ml) mit Medium
aufgefullt.

3.6.2 Studium der Adhéarenz von B. hyodysenteriae an Darmepithelzellen

Adhasionsversuche Als Zellkultur fir diese Versuche dienten Monolayer der IPEC-J2
Zelllinie (Konfluenzrate 80 — 100 %) in Chamberslides (Lab-Tek® Il CC2 System, Fa. Nunc,
Wiesbaden, Kat-Nr. 154917) mit chemisch modifizierter Oberflache. Nach einem einmaligen
Waschschritt der Zellkulturen mit BHI (1 ml pro Abteil, 1 x 2 min) wurden die Zellen mit einer
Suspension vermehrungsfahiger Brachyspiren Uberschichtet (je 1 ml pro Abteil). Diese
Suspension wurde aus frisch vermehrten Brachyspiren hergestellt und vor Inokulation der
Zellkulturen einmal in BHI gewaschen. Eine Kontrolle auf Reinheit erfolgte mittels
Dunkelfeldmikroskopie. Anschliel3end wurden die Kulturen zur Gewahrung von Interaktionen
zwischen Erreger und Saugerzelle fur zwei Stunden unter anaeroben Bedingungen
(Anaerobierbox AnaeroPack Rectangular, Fa. Biomerieux, Wien; AnaeroGen, Fa. Oxoid,
Hampshire, England) auf einem Schattler (70 U/min) bei 37 °C inkubiert.

Am Ende des Experiments wurde der Uberstand dekantiert und die Kammern gemaf den
Angaben des Herstellers von dem Objekttrager getrennt. Der Objekttrager wurde danach
dreimal a zwei Minuten mit je 8 ml PBS bei 20°C gewaschen. Die Waschschritte erfolgten in
Kunststoffschalen mit Kammern zur Aufnahme von vier Objekttragern (Heraeus Quadriperm,
Fa. W. C. Heraeus GmbH, Hanau) bei stéandiger Bewegung auf einem Wippschuttler mit 60

Kippbewegungen je Minute. Nach Spulung mit A. dest. wurden die Praparate fir 7 min bei
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4 °C mit eiskaltem Methanol (-20 °C, Fa. Merck, Darmstadt) fixiert und anschlieend
luftgetrocknet.
Die Detektion der Bakterien erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenztechnik. Als
Antiserum dienten gepoolte Seren von rekonvaleszenten Schweinen (Antiserumpool, s.u.)
und als Konjugat ein Cy2-konjugiertes affinititschromatographisch gereinigtes ,Goat Anti-
Swine" IgG (H+L)-Konjugat in der Verdinnung von 1:100 (Fa. Dianova, Hamburg). Serum
und Konjugat wurden jeweils fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielende dreimalige
Waschschritte erfolgten mit PBS fir jeweils 5 min. Die Auswertung erfolgte mit dem
Fluoreszenzmikroskop (Leitz, DM RB, Fa. Leica, Wetzlar) bei 400facher Vergrof3erung unter
Verwendung eines Leica-Zahlokulars (507806 HC PLANs 10x/22, Fa. Leica, Wetzlar). In
jedem Abteil wurden 10 Gesichtsfelder auf einer Uber 5 Horizontalen méandrierenden Linie
gemustert und die Gesamtzahl der Brachyspiren und Zellen protokolliert. Der &aul3ere
umlaufende Rand der Abteile (von der GréfRe zweier Gesichtsfelder) ging nicht mit in die
Beurteilung ein. Aus den ermittelten Zahlenwerten wurde pro Abteil der Quotient von
Brachyspirenzahl zu Zellzahl errechnet.
Definitionen:

1) absolute Adhasion,, = Brachyspirenzahl ng / Zellzahl n;

2) relative Adhasion,, [%] = absolute Adhasion,, / absolute Adh&sionpgs x 100

3) Adhasionsreduktion,y, [%] = relative Adhé&sionegs — relative Adhasion,y

Adhéasionshemmversuche. Bei Versuchen zur Hemmung der Adh&sion wurden die
Bakteriensuspensionen zuvor mit den zu untersuchenden Antiseren (Tabelle 11) inkubiert
(20 min, RT, aerob). Als Paositivkontrolle diente ein Pool von acht Seren rekonvaleszenter
Schweine (Antiserumpool). Alle Spenderschweine wiesen in der Serumlangsamagglutination
Agglutinine gegenlber B. hyodysenteriae auf. Dieser Antiserumpool, sowie die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit in Kaninchen hergestellten Antisera, kamen, wenn nicht anders
erwahnt, in einer Verdinnung von 1:50 [v/v] zur Anwendung. Als Negativkontrolle diente
PBS. Brachyspirensuspension und Antiserum-PBS-Gemisch bzw. PBS wurden jeweils in
einem Verhaltnis von 800 ul zu 200 pl gemischt und anschlieRend zur Prifung der Adhéarenz
auf die Zellkulturen pipettiert. Alle weiteren Schritte entsprechen den Angaben zu den

Adhéasionsversuchen.
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Tabelle 11: Polyklonale Antiseren
'(Al‘gnéizse?élﬁ?ung) Spezifikation Tierart, Herkunft
Antiserumpool  Mischung aus 8 Feldseren von Tieren nach Schwein, Frau Dr. N.
Uberstandener Dysenterie Rudolph, Wabern
CHo047 vor Immunisierung mit rBhlp29,7d Kaninchen, diese Arbeit
CHO048 vor Immunisierung mit rBhlp16 Kaninchen, diese Arbeit
CHO049 vor Immunisierung mit Negativkontrolle Kaninchen, diese Arbeit
CHO050 vor Immunisierung mit rBhmp39f Kaninchen, diese Arbeit
CHO51 vor Immunisierung mit rBhmp39h Kaninchen, diese Arbeit
CHO77 nach Immunisierung mit rBhip29,7d Kaninchen, diese Arbeit
CHO78 nach Immunisierung mit rBhlp16 Kaninchen, diese Arbeit
CHO79 nach Immunisierung mit Negativkontrolle Kaninchen, diese Arbeit
CHO080 nach Immunisierung mit rBhmp39f Kaninchen, diese Arbeit
CHo081 nach Immunisierung mit rBhmp39h Kaninchen, diese Arbeit
Erlauterungen: Negativkontrolle = aufgereinigtes Eluat einer Proteinexpression von
Stamm MRO
3.7 Tierexperimentelle Methoden
3.7.1 Tierhaltung

Die Haltung der Kaninchen erfolgte tGiber den Versuchszeitraum in Einzelboxen (60 cm breit,
63 cm hoch und 85cm tief) auf Streu. Gefluttert wurde neben Heu ein pelletiertes
Alleinfuttermittel (Hasfit plus, Raiffeisen) ad libitum, die Wasserversorgung war uber
Flaschentranken sichergestellt. Nach Einstallung wurde den Tieren bis zum Beginn der
Versuche eine Eingewthnungszeit von 21 Tagen gewéhrt.

3.7.2 Herstellung der Impfstoffe

Zur Gewinnung von spezifischen Antiseren gegen &aufRere Membranproteine von
B. hyodysenteriae wurden die affinitatschromatografisch aufgereinigten Proteine rBhip29,7d,
rBhmp39f, rBhmp39h und rBhipl6, sowie eine entsprechenden Praparation des Stammes
MRO als Placebo Uber Zeba™ Desalt Spin Columns (Fa. Pierce, Bonn) in 1xPBS
umgepuffert. Bei den Chargen der Proteine rBhmp39f und rBhmp39h wurde zuvor mittels
Amicon-Saulen (Amicon Ultra-15, 10.000 NMWL, Fa. Millipore, Schwalbach) das Gesamt-
volumen der Fraktion eingeengt. Nach Filtration (0,2 um) wurde die Proteinkonzentration
bestimmt (Kapitel 3.4.1) und mittels Zusatz von sterilem PBS die gewlnschte Protein-
konzentration eingestellt. Fir die s.k.-Immunisierung wurde das Antigen mit dem gleichen

Volumen Al,(OH3) versetzt, bei i.v.-Immunisierung jedoch ohne Adjuvans verwendet. Die
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Impfstoffe sind Tabelle 12 zu entnehmen. Vor Anwendung am Tier wurden alle Impfantigene

einer Reinheitskontrolle unterzogen (Kapitel 3.2.3).

Tabelle 12: Impfantigenpraparationen
Impfantigene Adjuv?qs er die s.k. A_ntigenmenge je Gesamt-
njektion Tier und Impfung volumen
rBhip29,7d (in PBS) Al>(OHa) 50 ug 500 ul
rBhmp39f (in PBS) Al>(OH53) 30 ug 500 pl
rBhmp39h (in PBS) Al>(OHa) 30 ug 500 ul
rBhlp16 (in PBS) Al>(OH53) 50 ug 500 pl
Negativkontrolle Al>(OHy) 3,3 ug 500 pl

Erlduterungen: Negativkontrolle = aufgereinigtes Eluat einer Proteinexpression von
Stamm MRO, Al,(OH3) = Alu-Gel-S (Aluminiumhydroxid), Fa. Serva
Electrophoresis, Heidelberg, Kat-Nr. 12261, s.k. = subkutan

3.7.3 Herstellung rOMP-spezifischer Antiseren im Kaninchen

Der Tierversuch Nr. 142 war gem. 8 8 Abs. 7, Nr. 2 (Impfungen, Blutentnahmen oder sonsti-
ge diagnostische Malinahmen nach bereits erprobten Verfahren zur Erkennung insbe-
sondere von Krankheiten, Korperschaden usw. bei Mensch oder Tier) des Tierschutz-
gesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313),
geandert durch Artikel2 des Gesetzes vom 13. Dezember 2007 (BGBI. | S. 2936)
genehmigungsfrei. Der Versuch wurde nach 8§ 8a Abs. 1 und 2 dem Regierungsprasidium
Giessen mit Datum vom 31.10.07 angezeigt.

Fur die Herstellung der benétigten Antiseren wurden finf neun Wochen alte Kaninchen an
den Tagen 1, 14, 21, 28 und 41 nach vorheriger Blutabnahme von 2 ml bis 4 ml aus der
Vena auricularis caudalis mit den zuvor hergestellten Impfstoffen (Kapitel 3.7.2) immunisiert.
An den Tagen 1 und 14 erfolgte eine subkutane (s.k.), an den Tagen 21, 28 und 41 eine
intravengse (i.v.) Applikation des Impfantigens. Am 48. Versuchstag wurden die Tiere nach
Pramedikation mit Atropin (0,5 mg/kg KG, s.k., Fa. B. Braun Melsungen, Melsungen) unter
Verwendung von Ketamin (25 mg/kg KG, i.m., Selectavet Dr. Otto Fischer, Weyarn-
Holzolling) und Xylazin (5 mg/kg KG, i.m., Fa. CP-Pharma, Burgdorf) in Narkose gelegt.
Nach Feststellung eines hyporeflektorischen Lidreflexes bei normoreflektorischem Corneal-
reflex fand die T6tung der Kaninchen unter Blutentzug zwecks terminaler Blutentnahme statt.
Die Blutproben wurden nach etwa einstindiger Ruhezeit bei Raumtemperatur fir 10 min bei
1300 x g abzentrifugiert (u. U. auch mehrfach) und das Serum in ein neues Gefald Uberfuhrt.

Die Lagerung der Sera erfolgte bei -20 °C.
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3.8 Datenhaltung und Auswertung

3.8.1 Bilddokumentation und Auswertung

Die Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese wurden mit dem Bilddokumentationssystem
E.A.S.Y. RH, Typ RH-3 (Fa. Herolab, Wiesloch) unter UV-Beleuchtung sowohl fotografisch
als auch digital festgehalten. Die Ergebnisse von SDS-PAGE und Westernblot/Immunoblot
wurden digital mittels des Scanners CanoScan LIDE 600F (Fa. Canon Deutschland, Krefeld)
dokumentiert. Die Ergebnisse der Adhéasionsversuche wurden beispielhaft mit der
Digitalkamera Nikon Coolpix 4500 (Fa. Nikon, Dusseldorf) festgehalten. Die weitere
Bearbeitung der Abbildungen erfolgte mit dem Programm Adobe Photoshop Elements 3.0

(Fa. Adobe Systems, Miinchen).

3.8.2 Auswertung von DNS-Sequenzdaten

Die Sequenz-Rohdaten wurden mit Hilfe des Software-Pakets ,Lasergene 2000®* (Fa.
Dnastar Ltd., London, UK) aufgearbeitet und analysiert. Primersequenzen fir die PCR und
Sequenzierungsreaktionen wurden mit den Programmen ,Primer D’Signer 1.1® (Fa. IBA

GmbH, Géttingen) und ,0ligo® Version 4.0 (Fa. MedProbe, Oslo, Norwegen) ermittelt.

3.8.3 Statistische Auswertung

Im Rahmen der Adharenzversuche wurde aus den ermittelten Zahlenwerten pro Abteil der
Quotient von Brachyspirenzahl zu Zellzahl errechnet. Die Daten wurden mittels Student’s t-
Test (Programm Microsoft Office Excel 2003, Fa. Microsoft Deutschland, Unterschleil3heim)

statistisch ausgewertet. Die Signifikanzschwellen sind in Tabelle 13 aufgefuhrt.

Tabelle 13: In der vorliegenden Arbeit verwendete Signifikanz-
schwellen

Signigikanz p-Wert Abklrzungen

hoch signifikant p =0,001 bl

signifikant 0,001 <p<0,01 xk

schwach signifikant 0,01 <p=<0,05 *

nicht signifikant p > 0,05 n.s.




ERGEBNISSE 35

4 ERGEBNISSE

4.1 Vorkommen der fur aufere Membranproteine kodieren-
den Gene (bhlp16, bhlp29,7d, bhmp39f und bhmp39h) bei
verschiedenen Referenzstdmmen dieser Spezies

Die Genausstattung der in dieser Arbeit verwendeten Brachyspira hyodysenteriae-Referenz-
stamme wurde mittels Insert-PCR Uberpruft und ist Tabelle 14 zu entnehmen. Es wird
ersichtlich, dass nach den Untersuchungsergebnissen der PCR alle Serotyp-
Referenzstamme Uber bhlp29,7d und bhmp39f sowie, bis auf Stamm B8044, Uber bhlpl6
verfigen. Das bhmp39h konnte dagegen lediglich bei zwei Stdmmen (B204 und B6933)
unter Verwendung von Primern, die nach der bhmp39h-Sequenz des Stammes B204
synthetisiert wurden, detektiert werden.

Tabelle 14: Nachweis verschiedener OMP-kodierender Gene bei den Serotyp-
Referenzstammen von Brachyspira hyodysenteriae mittels PCR

B. hyodysenteriae Serotyp / Nachweis OMP-kodierender Gene mittels PCR

Stammbezeichnung  -gruppe bhipl6  bhlp29,7d  bhmp39f  bhmp39h

B78 1 + + + -
B204 2 + + + +
B169 3 + + + -
Al 4 + + + -
B8044 5/2 - + + -
B6933 6/1 + + + +
ACK 300/8 712 + + + -
Vic2 H + + + -

NSW1 J + + + -
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4.2 Rekombinante Herstellung der Proteine Bhip16,
Bhlp29,7d, Bhmp39f und Bhmp39h

4.2.1 Klonierung der Gene bhlp16, bhip29,7d, bhmp39f und bhmp39h in E. coli
BLR(DE3)

Um ausreichende Proteinmengen der Proteine Bhlp16, Bhlp29,7d, Bhmp39f und Bhmp39h
fur die Immunisierung der Kaninchen zu gewinnen, wurden die entsprechenden Gene in
einem E. coli K12-Derivat namens BLR(DE3) tUberexprimiert. Dazu mussten zunéchst, die fur
bhlp16, bhip29,7d, bhmp39f und bhmp39h-kodierenden DNS-Abschnitte des B. hyodys-
enteriae-Stammes B204 mittels PCR amplifiziert (Abbildung 2) und anschlieRend mit dem

geschnittenen Vektor pASK-IBA3plus ligiert werden.

bp M 1 2 3 4 M

Abbildung 2: Darstellung der vier Insert-Amplifikate mittels Agarosegelelektro-
phorese

Erlduterungen: 1 =bhlp29,7d (585 ng), 2 = bhmp39f (869,2 ng), 3 = bhmp39h (902,8 ng),
4 = bhlp16 (879 ug), M = Molekularmassenstandard (Gene Ruler™ 100bp
DNS Ladder Plus), bp = Basenpaare

Fur die spatere Aufreinigung der rekombinanten Proteine war im Rahmen der Ligation
entscheidend, dass die Verknipfung der Inserts mit den DNS-Sequenzen des
Ligationssystems dazu fiihrte, dass am carboxyterminalen Ende der Genprodukte ein Strep-
tavidin-Marker (Strep-Tag) angehangt wurde. Diesbeziglich fand mittels der eingesetzten
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Primer (bhlp16-f/r, bhlp29,7d-f/r, bhmp39f-f/r, bhmp39h-f/r (Tabelle 8, Kapitel 3.3.8)) eine
Modifikation von Anfang und Ende der Gene statt: Sowohl vor dem Start - als auch vor dem
Stopcodon wurde eine Bsal-Schnittstelle eingefligt, um mit einer gerichteten ,sticky-end*-
Ligation die gewinschte Orientierung des Inserts sicherzustellen, da die Erkennungsse-
quenz fur Bsal zwar auf beiden Strangen identisch ist, aber die Schnittstellen je nach Strang
verschieden sind. Die vor die Ligation geschaltete Restriktion der Inserts mit Bsal wurde
mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift. Abbildung 3 belegt den Erfolg dieses Schrittes.
Der Grolenunterschied zwischen geschnittenen und ungeschnittenen Inserts lag exakt im
Erwartungsbereich. Kolonien erfolgreich transformierter E. coli BLR(DE3)-Zellen konnten
zundchst anhand ihrer Ampicillin-Resistenz erkannt und mittels Kontroll-PCR und

Sequenzierung (Strang und Gegenstrang) selektiert werden.

bp M 1 2 3 4 M bp M 5 6 M bp M 7 8 M

3000»

3000»
1200 »
1500» 1031»
1200 »
1031» 500 »
800»

500» 100»
300»

100»

Abbildung 3: Agarosegelelektrophorese der Inserts vor und nach Restriktion mit
Bsal

Erlauterungen: 1 =bhlp29,7d vor Restriktion (292,5 ng), 2 = bhlp29,7d nach Restriktion
(51,7 ng, 3 = bhmp39f vor Restriktion (434,6 ng), 4 = bhmp39f nach Re-
striktion (220,2 ng), 5 = bhmp39h vor Restriktion (1354,2 ng),
6 = bhmp39h nach Restriktion (336,9 ng), 7 = bhlp16 vor Restriktion
(1318,5 ng), 8 = bhlp16 nach Restriktion (390,3 ng), M = Molekular-
massenstandard (Gene Ruler™ 100bp DNS Ladder Plus), bp = Basen-
paare

Es gelang fur jedes Insert entsprechende E. coli-Klone zu gewinnen, deren rekombinantes
Plasmid mittels Kontroll-PCR nachgewiesen werden konnte. In Abbildung 4 ist am Beispiel
von bhip16 deutlich zu erkennen, dass alle getesteten Kolonien sowohl in der internen, als

auch in der umgreifenden PCR eine Bande auf der erwarteten Hohe aufwiesen, also Uber
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das rekombinante Plasmid verfugten. Die Plasmide erhielten die Bezeichnungen pHIT-7-01
(fir Insert bhlp29,7d), pHIT-7-02 (fur Insert bhmp39f), pHIT-7-03 (fur Insert bhmp39h) und
pHIT-7-04 (fur Insert bhlp16). Die bei der Firma GENterprise GmbH (Mainz) durchgefuhrten
Sequenzierungen ermdglichten die Identifizierung der Klonkolonien, deren Gensequenz
vollstandig mit der jeweils veroffentlichten Ursprungssequenz (Tabelle 8, Kapitel 3.3.8)
ubereinstimmte. Diese Klone konnten dann fur die weiteren Arbeiten verwendet werden. Bei
Gen bhmp39f und bhmp39h wiesen von sechs bzw. fiinf untersuchten Klonkolonien nur
jeweils eine das Gen in vollstandiger Ubereinstimmung (Nukleotidsequenzhomologie von
100%) mit der Matritze auf. Die GroRRen der rekombinanten Proteine sind Tabelle 9 (Kapitel

3.4.3) zu entnehmen.

bp M1 2 345 6 NP1 2345 6NPM

500 2 T 1T 7T 1T B

100»

Abbildung 4: Nachweis von bhlp16-Gensequenzen in transformierten E. coli
BLR(DE3)

Erlauterungen: A =interne PCR mit den Primern bhlp16-f und bhlp16-r (Tabelle 8),
B = umgreifende PCR mit den Primern Seq-f und Seqg-r der Fa. IBA
(Tabelle 8), M = Molekularmassenstandard (Gene RulerTM 100bp DNA
Ladder Plus), bp = Basenpaare, 1-6 = die jeweiligen Klonkolonien,
N = Negativkontrolle (A. dest), P = Positivkontrolle (fur die interne PCR
das jeweilige geschnittene und aufgereinigte Insert, fir die umgreifende
PCR der ungeschnittene leere Vektor)
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4.2.2 Ergebnisse der Proteinexpression und -aufreinigung

rBhlp29,7d aus Stamm MR1. Das Protein rBhlp29,7d war nach Expression und
Aufreinigung im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel als 29,7 kDa grol3es Protein deutlich
zu erkennen (Abbildung 5A). Die starksten Banden zeigten sich, wie laut Herstellerangaben
zu erwarten, in den Elutionsfraktionen zwei und drei, ebenso wie im Westernblot. Daneben
waren in den Elutionsfraktion zwei und drei mittels Coomassie-Farbung weitere Banden
detektierbar, bei denen es sich um Proteine des Empfangerorganismus handelte. Dement-
sprechend konnte im Westernblot die gewiinschte Proteinbande mittels Strep-Tactin HRP
Konjugat fast solitéar dargestellt werden (Abbildung 5B). Lediglich in den Elutionsfraktionen
drei bis sechs trat eine weitere deutliche Bande bei knapp tber 22 kDa (ca. 25 kDa) auf, die
im Hinblick auf die Bandenstarke im Westernblot kein entsprechendes Pendant im
Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel aufwies, sowie eine schwache Zusatzbande bei etwa
16 kDa.

rBhmp39f aus Stamm MR2 und rBhmp39h aus Stamm MR3. Die Proteine rBhmp39f
(Abbildung 6) und rBhmp39h (Abbildung 7) waren dagegen lediglich als sehr schmale
Banden im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel und im Westernblot (mittels Strep-Tactin
HRP Konjugat) darstellbar. Auch hier waren die Elutionsfraktionen zwei und drei
offensichtlich proteinreicher als die restlichen Eluate. Interessanterweise konnte mit der
Coomassie-Farbung jeweils eine starke Co-Expression eines zusatzlichen Proteins mit einer
GrofRe von etwa 60 kDa dargestellt werden. Diese Bande war unter Verwendung des Strep-
Tactin HRP Konjugats jedoch nicht im Westernblot detektierbar. Dagegen wurde, wie bereits
oben beschrieben, auch nach Aufreinigung dieser Proteine eine Bande knapp lber 22 kDa

(ca. 25 kDa) nachgewiesen.

rBhlpl6 aus Stamm MR4. Von der Strep-Tactin-Saule eluiertes Protein (Fraktionen 2 und 3)
stellte sich im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel als deutlich erkennbare Bande in dem
zu erwartenden GroRRenbereich dar. Im Westernblot lie? sich diese Bande mittels Strep-
Tactin HRP Konjugat ebenfalls gut nachweisen. Neben dieser dominierenden Reaktion
erschienen im angefarbten Westernblot weitere deutliche Banden in den Gré3enordnungen
von ca. 36 kDa und > 250 kDa, sowie drei schwachere Banden bei 64 kDa, knapp Uber
22 kDa (siehe oben) und etwa 16 kDa (Abbildung 8).
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Abbildung 5: SDS-PAGE (A) und Westernblot (B) unter Verwendung des Strep-
Tactin HRP Konjugats der Eluate im Rahmen der affinitats-
chromatographischen Aufreinigung des rBhlp29,7d

Erlauterungen: M1 = Molekularmassenstandard (Novex® Sharp Protein Standard),
M2 = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)

1-6 = Elutionsfraktionen 1-6, Auftrag von je 15 pl Probe

<« =BhIp29,7d (= 29,7 kDa)
= Kontaminante = 25 kDa
= Kontaminante = 16 kDa
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SDS-PAGE (A) und Westernblot (B) unter Verwendung des Strep-

Tactin HRP Konjugats der Eluate im Rahmen der affinitats-
chromatographischen Aufreinigung des rBhmp39f

Erlauterungen:

M2 = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)
1-6 = Elutionsfraktionen 1-6, Auftrag von je 15 ul Probe

<« = 'Bhmp39f (= 39 kDa)
= Kontaminante = 25 kDa
= Kontaminante = 60 kDa

M1 = Molekularmassenstandard (Novex® Sharp Protein Standard),
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Abbildung 7:
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SDS-PAGE (A) und Westernblot (B) unter Verwendung des Strep-

Tactin HRP Konjugats der Eluate im Rahmen der affinitats-

chromatographischen Aufreinigung des rBhmp39h
M1 = Molekularmassenstandard (Novex® Sharp Protein Standard),

Erlauterungen:

M2 = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)
1-6 = Elutionsfraktionen 1-6, Auftrag von je 15 pl Probe

<« = 'Bhmp39h (= 39 kDa)

= Kontaminante = 25 kDa
= Kontaminante = 60 kDa
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Abbildung 8: SDS-PAGE (A) und Westernblot (B) unter Verwendung des Strep-
Tactin HRP Konjugats der Eluate im Rahmen der affinitats-
chromatographischen Aufreinigung des rBhip16

Erlauterungen: M1 = Molekularmassenstandard (Novex® Sharp Protein Standard),
M2 = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)
1-6 = Elutionsfraktionen 1-6, Auftrag von je 15 pl Probe

3

=rBhlpl6 (= 16 kDa)
= Kontaminante = 25 kDa

<] = Kontaminante = 16 kDa
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Negativkontrolle (Produkt einer Proteinexpression von Stamm MRO0). Die Negativ-
kontrolle wies keine Banden in den Grofl3enordnungen der gewlnschten Proteine auf. Im
Westernblot waren allerdings mittels Strep-Tactin HRP Konjugat Banden im Bereich von
etwa 25 kDa und 16 kDa zu erkennen (Abbildung 9).

kDa M1 1 2 3 4 5 6 M1
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Abbildung 9: SDS-PAGE (A) und Westernblot (B) unter Verwendung des Strep-
Tactin HRP Konjugats der Eluate im Rahmen der affinitats-
chromatographischen Aufreinigung einer Proteinexpression von
Stamm MRO (Negativkontrolle)

Erlauterungen: M1 = Molekularmassenstandard (Novex® Sharp Protein Standard),
M2 = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)
1-6 = Elutionsfraktionen 1-6, Auftrag von je 15 ul Probe

= Kontaminante = 25 kDa
= Kontaminante = 16 kDa
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Versuche zum Ausschluss des 60 kDa-Proteins bei der Eluierung der rBhmp39f/
rBhmp39h-Proteine. Mit allen in Tabelle 15 aufgefihrten Versuchsansatzen war eine
isolierte Aufreinigung der Proteine rBhmp39f und rBhmp39h ohne das 60 kDa-Protein nicht
mdglich. Sowohl im Coomassie-gefarbten Gel als auch im Westernblot mittels Strep-Tactin
HRP Konjugat wurde entweder nach wie vor eine 60 kDa Bande oder aber weder diese

Kontaminante noch rBhmp39 nachgewiesen.

Tabelle 15: Versuche zur isolierten Aufreinigung von rBhmp39f und rBhmp39h
Verfahren  Prinzip Beschreibung Ergebnis Referenzen
French Dissoziation Lysatherstellung mit keine (91
Press von Multimeren  French Press Veréanderung
bei einem (anstelle des ublich-
Druck ab 1 kbar erweise verwendeten
Ultraschalls),
2 Durchlaufe bei
32000 PSI Cell
Pressure (= 2,2 kbar)
Lysat Dissoziation vor der Aufreinigung weder das eigene
5 min der Protein- Uber die Saule 60 kDa-Protein  Uberlegungen
Kochen komplexe durch noch rBhmp39
Hitzeeinwirkung nachweisbar
Einsatz Verwendung Waschschritte 1 und keine 1) Empfehlung
vonl1lM von 400- 2 unter Zusatz von Veréanderung von Fa. IBA
und 2 M 600 mM NacCl NaCl zum Wasch- 2) (35)
NacCl zur Gewinnung  puffer (Endkonzen-
von GroE tration 1 M und 2 M):
jeweils 5 min stehen
lassen, dann 3 nor-
male Waschschritte
Einsatz Freisetzung der Inkubation des Lysats keine 1) Empfehlung
von ATP Proteine aus vor der Aufreinigung  Veranderung von Prof. Dr.
und MgCl,  den Chapero- Uber die Saule mit Johannes
nen ist ein 5 mM ATP und Buchner,
ATP-abhangig- 20 mM MgCl, (5 min Department
er Prozess RT, 5 min 4 C) Chemie, TU
Minchen

2) (114)
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4.2.3 Optimierung der Proteinexpression

Versuche zur Optimierung der Proteinexpression von Bhmp39f/Bhmp39h. Nach
Induktion der Proteinexpression der in dieser Arbeit hergestellten E. coli-Stamme MRO bis
MR4 (Tabelle 3) mit AHT in einer Konzentration von 20 ug/100 ml, wiesen die Klone MR2
und MR3 im Gegensatz zu den Stammen MRO, MR1 und MR4 nach flnfstindiger Inkubation
eine deutlich geringere ODsso auf. Zwar zeigte auch Stamm MR1 nach funf Stunden
Inkubation eine etwas geringere ODss5o als die Stamme MRO und MR4, aber keineswegs
einen derartigen Abfall der ODssp wie bei den Stammen MR2 und MR3 (Abbildung 10).

ODSSO

O vor Induktion

1,2 O 1 h nach Induktion
1 @ 5 h nach Induktion

0,8

0,6 — _I —

0,4 |

0,2 -

MRO MR1 MR2 MR3 MR4 E. coli-Stamm

Abbildung 10:  Optische Dichte (ODsso) der E. coli-Klone MRO, MR1, MR2, MR3 und
MR4 zu verschiedenen Zeiten nach Induktion mit 20 ug AHT/100 ml
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Wie aus Abbildung 11 hervorgeht, war die fir Stamm MR2 und MR3 festgestellte Wachs-
tumseinschrédnkung abhéngig von der eingesetzten AHT-Konzentration. Beide Stamme
zeigten bei einer Dosis von 0,08 pg/100 ml ein gutes Wachstum. Wahrend Stamm MR3
bereits bei einer Konzentration von 0,31 ug/100 ml nach dreistiindiger Inkubation eine
deutlich verringerte ODsgo aufwies, zeigte Stamm MR2 keine diesbezigliche Veranderung.
Eine Konzentration von 1,25 ug/100 ml wurde hingegen von beiden Stammen nicht mehr
vertragen, was sich darin auflerte, dass die ODsso hach dreistindiger Inkubation bereits

niedriger war als eine Stunde nach Induktion.

ODSSO
A 3
2,5 O vor Induktion
> O 1 h nach Induktion
® 3 h nach Induktion
15
1 |
0,5 -
O T T T T
0 0.08 0.31 1.25 5 20 40 80 AHT [ug/100 ml]
OD550
B 3 |
O vor Induktion
2,5 O 1 h nach Induktion
2 B 3 h nach Induktion
1,5 +
1 4+ ] ]
0,5 T
0

0 0,08 031 125 5 20 40 80 AHT [ng/100 ml]

Abbildung 11:  ODssg der E. coli-Klone MR2 (A) und MR3 (B) zu verschiedenen
Zeiten nach Induktion mit steigenden AHT-Mengen
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4.2.4 Proteingehalte der rOMP-Praparationen

Die erhaltenen Proteinmengen nach Umpufferung und Sterilfiltration der Eluate sind in
Tabelle 16 dargestellt. Insbesondere bei dem Vergleich der Proteinmenge je Liter Ausgangs-
kultur wird deutlich, dass die Expression von rBhmp39f und rBhmp39h wesentlich geringere

Mengen ergab als die der anderen beiden Proteine.

Tabelle 16: Ergebnisse der Proteinbestimmung
Proteinmenge in
gemessenes Protein Methode g
[ng/ml] [ng/l Ausgangskultur]

rBhip29,7d colorimetrisch 1577,07 1971,34
rBhmp39f densitometrisch ca. 200 16,67
rBhmp39h densitometrisch ca. 200 13,32
rBhipl6 colorimetrisch 1323,38 1654,23
Expressionsprodukt colorimetrisch 87,5 n.b.

von Stamm MRO

Erlduterungen: n.b. = nicht bestimmt

4.3 Ergebnisse der Immunisierungsversuche

4.3.1 Nachweis der rOMP-spezifischen Antikdrper beim Kaninchen

Bei allen Kaninchen konnten nach ein- bis dreimaliger Impfung im Immunoblot nachweisbare
Antikérper gegen das homologe Antigen detektiert werden. Wie aus Tabelle 17 ersichtlich
wird, bildeten die mit rBhlp29,7d bzw. rBhlp16 geimpften Tiere 7-14 Tage friher Antikoérper
aus, als die mit den beiden Ubrigen Proteinen geimpften Kaninchen. Die in der Tabelle
aufgefiihrten Ergebnisse resultierten aus Immunoblotanalysen, von denen exemplarisch die
Untersuchungsergebnisse des mit rBhlpl6-geimpften Kaninchens in Abbildung 12 gezeigt
sind.

Bei den mit rBhmp39f und rBhmp39h geimpften Kaninchen fiel auf, dass zeitlich vor dem
Nachweis spezifisch gegen diese Proteine gericheter Antikdrper Banden im Bereich von
60 kDa auftraten.

Das Serum des Kontrolltieres zeigte im Immunoblot weder bei den einzelnen Impfantigenen
noch bei dem als Antigen eingesetzten Ganzzelllysat des Spenderstammes B204 eine
Reaktion (Abbildung 13).



ERGEBNISSE 49

Tabelle 17: Antikdrperentwicklung im Immunoblot nach Immunisierung von
Kaninchen mit rOMPs von B. hyodysenteriae unter Verwendung
der homologen rOMPs als Antigene

Entnahmetage Reaktion der homologen Antiseren mit den rOMPs

der
Serumproben
P rBhilp29,7d rBhmp39f rBhmp39h rBhipl6

1 - - - -

14 +++ - - +

21 +++ + - +++

28 +++ ++ +++ +++

41 +++Y +++Y +++Y +++Y

48 +++Y +++Y +++Y +++Y

Erlauterungen:

Abbildung 12:

Erlauterungen:

- = negativ, + = schwache Reaktion, ++ = mittelgradige Reaktion,
+++ = starke Reaktion, 1) = gleichzeitiges Vorkommen nicht spezifischer
Banden

Tag 1 14 21 28 41 48

<qBhip16

Antikérpernachweis bei einem Kaninchen nach Immunisierung mit
affinitatschromatografisch aufgereinigtem rBhlp16 im Immunoblot

Einsatz des Antiserums 1:500 [v/v], Antigen = Impfantigen rBhip16
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Abbildung 13: Reaktion des Negativantiserums CHO79 des Kontrollkaninchens
auf verschiedene Antigene im Immunoblot

Erlduterungen: Einsatz des Antiserums 1:500 [v/v], 1 = rBhIp29,7d-Impfantigen,
2 = rBhmp39f-Impfantigen, 3 = rBhlp16-Impfantigen, 4 = rBhmp39h-
Impfantigen, 5 = Negativkontrolle-Impfantigen, 6 = Ganzzelllysat von
B. hyodysenteriae, Stamm B204, M = Molekularmassenstandard
(SeeBlue® Plus?2)

4.3.2 OMP-Detektion in Ganzzelllysaten von B. hyodysenteriae durch die
rOMP-spezifischen Antiseren

Bei Analyse der rOMP-spezifischen Antiseren im Immunoblot unter Verwendung von
Ganzzelllysaten von B. hyodysenteriae (Stamm B204) als Antigen detektierten alle Antiseren
eine Proteinbande in der erwarteten Grof3e. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in
Abbildung 14 dargestellt. Das gegen MRO erzeugte Antiserum reagierte mit keiner Protein-

bande aus dem Ganzzelllysat von Stamm B204.
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Abbildung 14:

Erlauterungen:

e

OMP-Detektion in einem Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae
(Stamm B204) durch rOMP-spezifische Antiseren vom Kaninchen
im Immunoblot

Einsatz der Antiseren 1: 500 [v/v],

Antigen: 5 pl Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae Stamm B204 je Spur
1 = Anti-rBhlp29,7d (CHO77),

2 = Anti-rBhmp39f, (CHO080)

3 = Anti-rBhmp39h, (CH081)

4 = Anti-rBhlp16, (CHO078)

5 = Anti-Negativkontrolle (CH079),

M = Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2).
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4.3.3 OMP-Detektion in Ganzzelllysaten der neun B. hyodysenteriae - Serotyp-
Referenzstdmme durch die rOMP-spezifischen Antiseren vom Kaninchen

AuRBerdem sollte getestet werden, ob die in Kaninchen hergestellten Hyperimmunseren
gegen aulRere Membranproteine auch in der Lage sind, die entsprechenden Proteine bei
B. hyodysenteriae-Isolaten anderer Serotypen zu erkennen. Hierfir wurden von den B. hyo-
dysenteriae-Serotypstammen 1 bis 9 hitzeinaktivierte Ganzzelllysate mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet und die Seren im Immunoblot-Verfahren getestet.
Wie aus Abbildung 15 hervorgeht, wiesen alle 9 Serotyp-Referenzstamme von B. hyodys-
enteriae in der fir einen anschlieBenden Westernblot durchgefiihrten SDS-PAGE ein ver-
gleichbares Bandenmuster auf. Auffallig war lediglich eine sich durch ihre Intensitat von den
anderen Stammen abhebende Bande bei Stamm B169 (Spur 3) im Bereich von 55-60 kDa.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250»
148»

98»
64»

50»

36»

22»
16»
6»

Abbildung 15: SDS-PAGE von Ganzzelllysaten der neun B. hyodysenteriae-
Serotyp-Referenzstamme

Erlauterungen: 12,5 %iges SDS-PAGE-Gel nach Coomassie-Brilliant-Blau-Féarbung,
Antigenauftrag je 10 ug Gesamtprotein/Spur
1 = B. hyodysenteriae Stamm B78 (Serotyp 1),

B. hyodysenteriae Stamm B204 (Serotyp 2),

B. hyodysenteriae Stamm B169 (Serotyp 3),

B. hyodysenteriae Stamm Al (Serotyp 4),

B. hyodysenteriae Stamm B8044 (Serotyp 5/2),

B. hyodysenteriae Stamm B6933 (Serotyp 6/1),

B. hyodysenteriae Stamm ACK300/8 (Serotyp 7/2),

B. hyodysenteriae Stamm Vic2 (Serogruppe H),

B. hyodysenteriae Stamm NSW1 (Serogruppe J),

Molekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)

S ooo~NOoOOarwWN
TIRLLIL L L T A VI VI



ERGEBNISSE 53

Abbildung 16A vermittelt, dass das rBhIp29,7d-Antiserum (CHO77) bei allen getesteten
Serotyp-Referenzstimmen eine deutliche Bande bei ca. 30 kDa detektierte. Bei den
Stammen B204 und ACK300/8 war in diesem GrofRenbereich allerdings eine deutliche
Doppelbande vorhanden.

Bei Einsatz des rBhlpl6-Antiserums (CHO078, Abbildung 16B) waren die entsprechenden
Banden nicht ganz deutlich begrenzt und zudem interessanterweise je nach Serotyp von
unterschiedlicher Farbintensitat. Wahrend die Stamme B78, B204, A1 und ACK300/8 starke
Signale aufwiesen, war bei Stamm B169 nur eine schwache und bei den Stammen B6933,
Vic2 und NSW1 eine als sehr schwach zu bezeichnende Reaktion im Immunoblot
nachweisbar. B8044 war der einzige Stamm, bei dem auch in Wiederholungsversuchen
keine 16 kDa-Bande von dem Antiserum gegen das rBhlpl16 detektiert werden konnte.

Die Antiseren gegen rBhmp39f (CHO080, Abbildung 17A) und rBhmp39h (CHO081,
Abbildung 17B) reagierten bei allen Serotyp-Referenzstammen mit einer Bande von der
gewilnschten GrofRe. Mit dem Anti-rBhmp39f ergaben sich augenscheinlich Uberein-
stimmende Bandenstarken, wogegen unter Verwendung des Anti-rBhmp39h Unterschiede in
der Signalstarke zu sehen waren. So war die Bandenintensitat der Stamme B169 und Al
geringer, als die der anderen Stamme. Weiterhin zeigte sich bei Stamm B8044 eine
deutliche Doppelbande. Von beiden Antiseren wurde je nach Stamm noch eine Zahl von bis
zu 4 zusatzlichen Banden erkannt, die bestimmte Muster bildeten. Interessant ist zudem das

Auftreten einer schwachen Bande bei etwa 60 kDa, die bei fast allen Stdmmen prasent war.
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Abbildung 16: OMP-Detektion in Ganzzelllysaten der neun B. hyodysenteriae
Serotypstamme durch rBhlp29,7d- (A) und rBhlp16-(B)
spezifische Antiseren vom Kaninchen im Immunoblot

Erlauterungen: Verdinnung der Antiseren 1:500 [v/v],

Antigenauftrag 10 ug Gesamtprotein/Spur
1 = B. hyodysenteriae Stamm B78 (Serotyp 1),

. hyodysenteriae Stamm B204 (Serotyp 2),

. hyodysenteriae Stamm B169 (Serotyp 3),

. hyodysenteriae Stamm Al (Serotyp 4),

. hyodysenteriae Stamm B8044 (Serotyp 5/2),

. hyodysenteriae Stamm B6933 (Serotyp 6/1),

. hyodysenteriae Stamm ACK300/8 (Serotyp 7/2),

. hyodysenteriae Stamm Vic2 (Serogruppe H),

. hyodysenteriae Stamm NSW1 (Serogruppe J),

olekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)

gewilnschtes Protein
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Abbildung 17:

Erlauterungen:

Ag@OO\IOU'I-wa\)
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OMP-Detektion in Ganzzelllysaten der neun B. hyodysenteriae
Serotypstamme durch rBhmp39f- (A) und rBhmp39h-(B)
spezifische Antiseren vom Kaninchen im Immunoblot
Verdiinnung der Antiseren 1:500 [v/v],

Antigenauftrag 10 ug Gesamtprotein/Spur

1=8B.

ZCDUJWUJUJUJWW

hyodysenteriae Stamm B78 (Serotyp 1),

. hyodysenteriae Stamm B204 (Serotyp 2),

. hyodysenteriae Stamm B169 (Serotyp 3),

. hyodysenteriae Stamm Al (Serotyp 4),

. hyodysenteriae Stamm B8044 (Serotyp 5/2),

. hyodysenteriae Stamm B6933 (Serotyp 6/1),

. hyodysenteriae Stamm ACK300/8 (Serotyp 7/2),
. hyodysenteriae Stamm Vic2 (Serogruppe H),

. hyodysenteriae Stamm NSW1 (Serogruppe J),
olekularmassenstandard (SeeBlue® Plus2)
gewilnschtes Protein
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4.4 Adhasionsversuche
4.4.1 Adhasion der Brachyspiren an Darmepithelzelllinien von Schwein, Ratte
und Mensch

Die qualitativen Versuche zur Bemessung der Eignung von Darmepithelzellen unterschied-
licher Herkunft fir das Studium der Zelladharenz von B. hyodyseteriae belegten eindeutig,
dass der Erreger unter sehr stringenten Bedingungen an die IEC-18- wie auch an die IPEC-
J2-Zellen adharierte, nicht jedoch an die humanen HRT-18-Zellen. In Abbildung 20 sind
jeweils reprasentative Ausschnitte wiedergegeben, die das Adhasionsmuster an diese
Zelllinien dokumentieren. Basierend auf diesem Ergebnis wurden alle weiteren Versuche
daher nur mit IEC-18- oder IPEC-J2-Zellen durchgefihrt.

4.4.2 Hemmung der Adharenz von B. hyodysenteriae-Stamm B204 durch
Rekonvaleszentenseren von Schweinen und Ganzzelllysate von IEC-18
und IPEC-J2-Zellen

Bei Verwendung eines im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierten quantitativen
Auswertungsverfahrens zur Bemessung der Adhasion der Bakterien- an die Zellkulturzellen,
wurden fur die beiden animalen Epithelzelllinien eine absolute Adhasion (Definitionen siehe
Kapitel 3.6.2) von ca. 19 Bakterien- pro 100 Zellkulturzellen (IPEC-J2) und ca. 22 Bakterien-
pro 100 Zellkulturzellen (IEC-18) nachgewiesen. Nach Vorinkubation der Brachyspiren mit
dem Antiserumpool (Tabelle 11) wurde die Adharenz bei beiden Kulturzellen hoch signifikant
(p <0,001) gehemmt (Abbildung 18). Diese Hemmwirkung war bei den IPEC-J2-Zellen
hoher (Adhasionsreduktion um 92,7 %) als in den Versuchen mit den IEC-18-Zellen
(Adhé&sionsreduktion um 62,8 %) und ist beispielhaft anhand reprasentativer Ausschnitte fir
die IPEC-J2-Zellen in Abbildung 21 dargestellt. Auch eine Vorinkubation mit Ultraschall-
lysaten aus IEC-18- und IPEC-J2-Zellen flhrte zu einer signifikanten Hemmung der
bakteriellen Adhasion an IEC-18-Zellen (Abbildung 18). Dabei zeigte sich, dass die
Adhéasion bei dem homologen Ganzzelllysat mit ca. 3 Bakterien pro 100 Zellen geringer
ausfiel als bei dem IPEC-J2-Ganzzelllysat mit ca. 7 Brachyspiren pro 100 Zellen.

Mit zunehmender Verdinnung des Antiserumpools von 1:50 [v/v] Giber 1:100 [v/v], 1:300 [v/v]
bis 1:500 [v/v] reduzierte sich die Hemmwirkung bei Versuchen an den IPEC-J2 Zellen
entsprechend und betrug bei dem in einer Konzentration von 1:500 [v/v] verwendeten Serum
nur noch weniger als die Hafte (Adhasionsreduktion von 43,5%) der bei der
Serumverdiinnung von 1:50 [v/v] vorhanden Adhé&sionsreduktion von 92,7%. Die Ergebnisse

dieser Untersuchung sind in Abbildung 19 dargestellt.
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absolute Adhéasion
[Anzahl Brachyspiren / 100 Zellen]

30
. . *kk .
—_ T T *** 1
25 *kk
1
20
15
10 —‘7
5
0 T [ ]
n= 8 10 8 8 4 4
IPEC-J2 IEC-18 Zelllinie

Abbildung 18: Adhasion von B. hyodysenteriae an IPEC-J2- und IEC-18-Zellen nach
Vorinkubation (20 min) mit dem Antiserumpool vom Schwein ()
IEC-18- () und IPEC-J2-Ganzzelllysat () sowie PBS ([1) als
Kontrolle

Erlauterungen: Mittelwert und Standardabweichung, n = Anzahl der Versuche

absolute Adhéasion

[Anzahl Brachyspiren / 100 Zellen]
30

25

20

15 1

s | |

0 .y

n=238 10 2 2 2

1:50 1:100 1:300 1:500 Konzentration des
fvivl fvivl Ivivl fvivl Antiserums

Abbildung 19: Adhasion von B. hyodysenteriae an IPEC-J2-Zellen nach Vor-
inkubation (20 min) mit verschiedenen Verdinnungen des Anti-
serumpools vom Schwein () und PBS (L) als Kontrolle

Erlauterungen: Mittelwert und Standardabweichung, n = Anzahl der Versuche
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4.4.3 Hemmung der Adhasion von B. hyodysenteriae (Stamm B204) an IPEC-
J2-Zellen nach Vorinkubation mit den rOMP-spezifischen Antiseren vom
Kaninchen

Alle gewonnenen polyklonalen Kaninchenantiseren gegen die einzelnen rOMPs von
B. hyodysenteriae bewirkten in dem mit den IPEC-J2-Zellen und B. hyodysenteriae Stamm
B204 etablierten Zellkulturadhdrenzmodell eine signifikante Hemmung der Adhéasion der
Bakterienzellen (Abbildung 22). Anti-rBhlp29,7d (CHO77) wies mit einer Adhasions-
hemmung von 29,3 % die geringste Wirksamkeit auf. Es folgten Anti-rBhlp16 (CHO78) mit
58,6 %, sowie Anti-rBhmp39f (CHO080) und Anti-rBhmp39h (CHO081) mit 70 %, bzw. 74 %.
Die Adhasionshemmung der Positivkontrolle (Antiserumpool) Gbertraf mit 86,6 % jedoch die
der vorab genannten Seren. Die vor Immunisierung entnommenen Seren, wie auch das
Serum des mit der Negativkontrolle (Stamm MRO, leerer Vektor pASK-IBA3plus) geimpften
Kaninchens, zeigten hingegen kein signifikantes Hemmvermégen bezogen auf die PBS-
Kontrolle.

Bei der anschlieRenden Untersuchung verschiedener Kombinationen der rOMP-spezifischen
Antiseren wurde deutlich, dass nicht nur die Antiseren gegen die einzelnen rOMPs, sondern
auch die verschiedenen Kombinationen die Adhasion von B. hyodysenteriae (Stamm B204)
an IPEC-J2-Zellen signifikant hemmten (Abbildung 23). Anti-rBhlp16 und Anti-rBhmp29,7d
bewirkten z.B. in der Mischung gleicher Anteile miteinander eine wesentlich starkere
Adhéasionsreduktion (77,6 %) als bei Verwendung als Einzelserum. Diese wiesen lediglich
Adhéasionsreduktionen von 58,6 % und 29,3 % auf. Hoch interessant war, dass alle Mixturen,
die Anti-rBhlpl6 und Anti-rBhmp39f enthielten mit 87,7 % bis 89 % die hoéchsten
Reduktionsraten induzierten und damit eine vergleichbar hohe Adh&sionsreduktion der
Anheftung verursachten wie die Positivkontrolle mit 86,6 %. Fur eine abschlieRende Klarung
der Frage nach einer mdglichen serotyplibergreifenden Hemmung der Adhéasion fand
aufgrund dieser Ergebnisse die Antiserummischung aus Anti-rBhlp16 plus Anti-rBhmp39f
Anwendung (Kapitel 4.4.4).
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relative Adhasion [in % zur PBS-Kontrolle]

180
I * 1
I *** 1T *** 1
160 oy
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] ‘ [l Serum nach Immuni-
100 f T sierung
L J'_‘ [] Negativkontrolle (PBS)
80 ‘ — Il Positivkontrolle (AS)
60 |
40 +
20 T
n= 310 310 314 314 310 14 14
Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Kaninchen-
Negativ- rBhlp rBhlp rBhmp rBhmp antiseren

kontrolle 29,7d 16 39f 39h

Abbildung 22:  Relative Adhasion von B. hyodysenteriae (Stamm B204) an IPEC-
J2-Zellen nach Vorinkubation mit den einzelnen rOMP-spezifisch-
en Antiseren vom Kaninchen (20 min, 1:50 [v/v]) in Relation zur
PBS-Kontrolle

Erlauterungen: Mittelwert und Standardabweichung, AS = Antiserumpool; n = Anzahl der
Versuche
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4.4.4 Hemmung der Adh&sion der neun B. hyodysenteriae Serotyp-Referenz-
stdmme an IPEC-J2-Zellen durch Anti-rBhlp16 (CHO78) plus Anti-
rBhmp39f (CHO80)

Die zur Bearbeitung dieser Frage erforderliche Fahigkeit der diversen B. hyodysenteriae
Serotyp-Referenzstamme zur Adhasion an IPEC-J2-Zellen war durch Vorversuche belegt.
Wie aus Tabelle 18 hervorgeht, adhérierten alle Serotypen an die Epithelzelllinie vom
Schwein. Interessanterweise war jedoch die Anzahl der adhérierten Brachyspiren pro 100
Zellen je nach Referenzstamm sehr unterschiedlich. Besonders auffallig war die enorm hohe
Zahl adhérierter Bakterien des Stammes Al.

Die Vorinkubation der B. hyodysenteriae Serotypreferenzstdmme mit Anti-rBhlp16 plus Anti-
rBhmp39f fuhrte nach Prifung im Zellkulturadharenzmodell mit IPEC-J2-Zellen zu einer
Hemmung der Adhésion aller 9 Serotypen. Aus Abbildung 24 wird ersichtlich, dass das
Ausmald dieser Adhasionsreduktion von 53 % bis 91% reichte, stets bezogen auf den
Mittelwert der jeweiligen PBS-Kontrolle. Sehr hohe Reduktionsraten erfuhren neben dem
Stamm B204 (84 %), der den homologen Partner zu der Antiserummischung darstellte, die
Stamme Al (91 %) und ACK300/8 (87 %). Nur geringfligig schwacher wurde Stamm B8044
an der Zelladhasion gehemmt (78 %). Eine ca. 70 % umfassende Adhasionsreduktion lag bei
den Stammen B78 (70 %), B169 (71 %) und dem australischen Stamm NSW1 (67 %) vor.
Bei dem zweiten australischen Stamm (Vic2) induzierte die Serumkombination eine
Adhasionsreduktion von 62%. Von geringstem Einfluss war das Antiserum dagegen auf die
Adharenz des Stammes B6933 (Adhasionsreduktion von 53 %). Die Adhasionsreduktion ist
beispielhaft anhand reprasentativer Ausschnitte fir die Stdimme Al und B8044 in Abbildung
25 dargestellt.

Tabelle 18: Adhéasion der B. hyodysenteriae-Referenzstamme an IPEC-J2-
Zellen
Stamm Serotyp/ Titer Anzahl der Anzahl Brachyspiren / 100 Zellen
-gruppe  [WbEeo/ml]  Versuche Mittelwert  Standardabweichung

B78 1 1087 2 25 0,76

B204 2 10’ 4 33 1,94

B169 3 108 2 27 4,66

Al 4 10%° 2 211 5,64
B8044 5/2 108° 2 107 5,12
B6933 6/1 10%° 2 51 5,97
ACK300/8 712 10"° 2 119 12,1

Vic2 H 108 2 53 0,48
NSW1 J 108 2 55 7,83
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5 DISKUSSION

In vitro Untersuchungen lassen auf die Existenz einer Erreger-Wirtszellinteraktion als einer
der ersten Stadien im Rahmen der Pathogenese der Dysenterie schlieBen. Nach
experimentellen Untersuchungen adhariert B. hyodysenteriae an Epithelzellen (7, 62, 120).
Im Rahmen der Frage nach den Vermittlern dieser Interaktionen zwischen Erreger und Wirt
erscheinen aufere Membranproteine von B. hyodysenteriae, ihrer exponierten Lage in der
Zellwand zufolge, als sehr interessante Forschungsobjekte. Dieser Gedankengang bildete
die Grundlage fur die vorliegenden Untersuchungen. Nachdem mit ersten eigenen
Experimenten eine Anheftung an Epithelzellen nachweisbar war, sollte untersucht werden,
ob Antikdrper gegen bekannte OMPs von B. hyodysenteriae diese Adhédrenz hemmen
kénnen. Danach war im Hinblick auf die Frage nach dem Grad der Konserviertheit dieser
vermuteten biologischen Eigenschaft zu prifen, ob eine Adhasionshemmung auch bei allen
anderen Serotypen/-gruppen von B. hyodysenteriae auftritt.

Die Gewinnung spezifischer Antikbrper gegen vier ausgewéhlte OMPs von B. hyodys-
enteriae (Bhlp29,7d, Bhmp39f, Bhmp39h und Bhlpl16) erfolgte durch Immunisierung mit
rekombinant hergestellten Proteinen. Diese Strategie versprach sichereren und schnelleren
Erfolg als die sehr zeitaufwéndige und vom Experimentiergeschick abhéngige Produktion
monoklonaler Antikdrper. Gleichfalls dirften in Anbetracht der geplanten funktionellen
Untersuchungen polyklonale Antikérper aufgrund der Erkennung mehrerer Epitope auf den
Proteinen weitaus vorteilhafter sein als monoklonale Antikorper. Die Frage, ob Unterschiede
in der posttranslationalen Modifikation bei E. coli und den Brachyspiren Bedeutung flr die

Spezifitat der induzierten Antikérper besitzen, blieb hier unbertcksichtigt.

Herstellung rekombinanter aul3erer Membranproteine (rOMPs) von B. hyodysenteriae.

Die fur die 0. a. Proteine kodierenden Gene konnten erwartungsgemal alle spontan in E. coli
kloniert werden. Nach Sequenzierung der Inserts waren jedoch besonders die grol3en Gene
bhmp39f und bhmp39h bei vielen Klonen fehlerhaft. Ursache hierflr war sehr wahrscheinlich
die Verwendung einer Polymerase ohne ,proof-reading-activity“. Bei der Expression der
Proteine war darlber hinaus nach saulenchromatographischer Aufreinigung im Westernblot
eine deutliche Zusatzbande bei etwa 25 kDa vorhanden, manchmal auch eine schwache
Bande bei etwa 16 kDa. Da diese Banden jedoch auch bei der Negativkontrolle (Expression
des Stammes MRO0) auftraten (Abbildung 9), stammten sie aller Wahrscheinlichkeit nach
von dem Empfangerorganismus. Diese Annahme bestatigte sich. Nach Auskunft des
Herstellers (Fa. IBA) handelt es sich bei dem ca. 25 kDa groRen Protein um das Biotin-

Carboxyl-Carrier-Protein (BCCP) von E. coli. Dieses bindet wesentlich effizienter an Strep-
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Tactin, als das Strep-Tag selbst. Daher fehlte auch eine entsprechende Bande im
Coomassie-gefarbten Gel. Das kleinere Protein ist nach Literaturrecherche wahrscheinlich
eine degradierte Form des BCCP (88, 99). Alternativ hatte die Mdglichkeit bestanden, die
BCCP-Kontamination durch Zusatz von Avidin zu verhindern. Auch die Wahl eines anderen
Expressionssystems wurde erwogen. Da aber in beiden Fallen ein Erfolg nicht sicher
vorauszusehen war, wurde in Anbetracht des Kosten- und Arbeitsaufwands auf weitere
Experimente zur isolierten Aufreinigung der gewlinschten Proteine ohne BCCP verzichtet.
Hinzu kam, dass die Verwendung der mit dieser Kontamination behafteten rekombinanten
Proteine als Antigene zur Herstellung spezifischer Anti-rOMP-Seren in Kaninchen als

unproblematisch zu erachten ist.

Was den Expressionerfolg der einzelnen rOMPs anbetrifft, unterschieden sich die Ergebnis-
se erheblich. Die Versuche zur Expresssion von rBhlp29,7d und rBhip16 fihrten zu einer
hohen Ausbeute. Weitaus geringere Proteinmengen ergaben sich dagegen fir rBhmp39f und
rBhmp39h (Tabelle 16). Die Expression der letztgenannten Proteine in E. coli wurde nach
dem Stand des vom Autor bearbeiteten Schrifttums bisher noch nicht beschrieben.

Neben den bereits erwdhnten Banden auf3erhalb der zu erwartenden Grol3e der rOMPs
(s. 0.) waren bei den einzelnen aufgereinigten Proteinen weitere Banden nach Westernblot
detektierbar. Das rBhlpl6 wies neben der ausgepragten Bande bei 17 kDa noch weitere
deutliche Banden auf (Abbildung 8). Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um Multimere
des Proteins. So ist die Bande bei etwa 36 kDa vermutlich ein Dimer, bei 64 kDa ein
Tetramer und bei tGber 250 kDa ein Multimer. Dieses Phadnomen ist fUr einige Lipoproteine
zwar bekannt, wurde fur Bhlp16 aber bislang nicht beschrieben. Bei E. coli z. B. bilden die
Lipoproteine der auf3eren Membran Wza und BfpB Multimere aus. Wza, ein integrales
auReres Lipomembranprotein, bildet dabei ein SDS-stabiles Octamer und gehdért zur Gruppe
der Sekretine. Dies sind multimere auf3ere Membranproteine, die im Allgemeinen aus 6 bis
14 identischen Untereinheiten bestehen und ringdhnliche, porenartige Strukturen bilden.
Diese Strukturen findet man bei Transportproteinen. Wza vermittelt den Export
extrazellularer Polysaccharide, die beispielsweise fur die Kolonisation von Oberflachen
benttigt werden (15, 77). Auch das BfpB der enteropathogenen E. coli zahlt zu den
Sekretinen und hat neben seiner Bedeutung fur den Typ Il Sekretionsapparat sowohl Einfluss
auf die Pilus-Biogenese, und damit auf die Adhasion der Bakterien an epitheliale Zellen, als
auch auf die Sekretion bioaktiver Molekile, die fur das Uberleben der Bakterien im Darm
notwendig sind (86). Ein weiterer Erreger, bei dem Multimere bedeutsam sind, ist
Xanthomonas campestris. Dieses Bakterium verfligt mit XpsD Uber ein multimeres
Lipoprotein der &ufReren Membran, das wahrscheinlich aus 12 XpsD-Polypeptiden zu-
sammengesetzt ist. Auch dieses Protein ist Teil eines Typ |l Sekretionsapparates, der zur

Ausschleusung von Toxinen oder hydrolytischen Enzymen dient (9, 70). Diesen Verwand-
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schaften sollte in Untersuchungen zur Aufklarung der biologischen Bedeutung des Bhlp16
Aufmerksamkeit geschenkt werden. Es ist jedoch auch mdglich, dass das rBhlpl6 sich
lediglich aufgrund der grof3en Proteinmenge, ohne einer spezifischen Ordnung zu folgen,
zusammengelagert hat. Diese Annahme ist allerdings nicht wahrscheinlich, da bei
rBhlp29,7d, das in ahnlich hohen Proteinkonzentrationen eluiert wurde, derartige Banden
nicht auftraten.

Ein vollig anders geartetes Problem trat bei Expression und Isolierung von rBhmp39f und
rBhmp39h auf. Die mit diesem Gen transfizierten Klone stellten schon sehr frilh nach
Induktion das Wachstum ein (Abbildung 10). Aus daraufhin durchgeflihrten Versuchen mit
abnehmenden Konzentrationen des Induktors (Abbildung 11) wurde geschlossen, dass die
Expressionsprodukte die Vermehrung der E. coli-Zellen entweder hemmten oder aber
toxisch fur die Zellen waren. Dieser Uberlegung folgend wurde das vom Hersteller
empfohlene Expressionsprotokoll fir die entsprechenden Klone (MR2 und MR3) geandert.
Auf die Induktion mit 5 pg AHT/100 ml folgte nun nur eine einstindige Vermehrung der
Zellen. Entsprechend waren die gewonnenen Proteinmengen je Liter Ausgangskultur weit
geringer als bei den anderen Klonen (MR1 und MR4, Tabelle 16). Zur Kompensation dieses
Mangels wurden pragmatischerweise die Ansatze mehrfach wiederholt und das Volumen
zusammengefiihrter Eluate eingeengt. Bei Analyse der Expressionsprodukte der
entsprechenden Klone war eine ausgepragte zusatzliche Bande in der GréRenordnung von
60 kDa im coomassiegefarbten SDS-Gel nachweisbar, nicht jedoch nach Westernblot und
Farbung mit dem Strep-Tactin HRP-Konjugat (Abbildung 6, Abbildung 7). Dies deutet
daraufhin, dass das Protein selbst keine dem Strep-Tag &hnliche Aminoséuresequenz
aufweist, denn sonst musste es im Westernblot ebenfalls detektierbar sein. Hierbei stellte
sich allerdings die Frage, wie es dann Uber die Strep-Tag-Séaule aufgereinigt werden konnte.
Nach Auskunften des Herstellers handelt es sich bei dem Protein wahrscheinlich um das
sogenannte GroEL (87). Eigene Versuche zur Klarung der Identitat dieses Proteins wurden
jedoch aus Griinden einer anderweitigen Gewichtung der eigentlichen Fragestellung nicht
durchgefuhrt. GroEL ist ein Hitzeschockprotein (Chaperon) der Hsp60-Familie, das bei
Stress vermehrt produziert wird und fiir das Uberleben der E. coli essentiell ist. Als
Bestandteil des ATP-abhangigen GroE-Systems sichert es die korrekte Faltung von
Proteinen, die ihre rdumliche Struktur nicht alleine ausbilden kénnen und sonst zur
Aggregation neigen (113, 115).

Das schwache Wachstum der Klone MR2 und MR3 und die entsprechend geringe
Proteinexpression konnten auf einer durch die mdogliche Toxizitat von Bhmp39f und
Bhmp39h bedingten Produktionssteigerung von Hitzeschockproteinen, wie GroE, beruhen.
GroE besteht aus 14 GroEL-Untereinheiten (jede misst 57 kDa), von denen je 7 einen Ring
bilden, und mehreren GroES-Untereinheiten (je 10 kDa). Die beiden GroEL-Ringe lagern
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sich zu einem Zylinder zusammen, dessen Kuppel aus den GroES-Untereinheiten besteht
(Bullet-Form). In Gegenwart von ausreichend ATP kann sich auch die Football-Form
ausbilden, bei der an beiden GroEL-Ringen jeweils GroES gebunden wird (113, 115). Eine
zylinderférmige Umlagerung der fraglichen rOMPs durch GroEL ist eine schlussige Erklarung
fur das Auftreten von GroEL in den Eluaten, da die Haftung an die Sdulenmatrix in diesem
Fall von dem Strep-Tag der rOMPs vermittelt wird. Voraussetzung fur diese Theorie ist, dass
das Strep-Tag durch die Anlagerung von GroEL sterisch nicht blockiert ist. Die denaturieren-
den Bedingungen in der SDS-PAGE fuhrten dann zu einer Trennung von GroEL und den
rekombinanten Proteinen. Diese Vorstellungen wirden die grollen Mengen an 60 kDa-
Protein erklaren. Immerhin kommen auf ein rekombinantes Proteinmolekil 14 GroEL-
Untereinheiten. Folgerichtig konnte das 60 kDa-Protein zwar im Coomassie-gefarbten Gel
dargestellt werden, jedoch nicht im Westernblot, da es selbst nicht Uber das Strep-Tag
verflgt.

Verschiedene Versuche zur Entfernung des 60 kDa-Proteins aus den Elutionsfraktionen
fuhrten nicht zum gewutinschten Erfolg (Tabelle 15). Auf eine Neuklonierung wurde jedoch
verzichtet, da aller Wahrscheinlichkeit nach Antikorper gegen GroEL, mit deren Auftreten bei
Immunisierung von Kaninchen mit den beiden rOMPs zu rechnen ist, keine Bedeutung fur
die Adhasion von Brachyspiren haben werden. Selbst wenn Brachyspiren Uber GroE
verfigen sollten, ist es als intrazellulares Protein wahrscheinlich vor dem Angiff von

Antikdrpern geschiitzt.

Prifung des serologischen Verhaltens der ausgewéahlten OMPs von B. hyodysenteriae

mit in Kaninchen hergestellten polyklonalen Antiseren (Anti rOMPS).

Aus den Immunisierungsversuchen an Kaninchen ist zu schlieBen, dass die in E. coli
produzierten rOMPs ohne Ausnahme antigene Eigenschaften besitzen. Was das Bhmp39f
und Bhmp39h anbetrifft, wurde dies in der vorliegenden Arbeit erstmalig belegt. Alle
Kaninchen bildeten innerhalb von insgesamt 4 Antigenapplikationen im Immunoblot detek-
tierbare Antikorper (Tabelle 17). Weiterhin belegen diese Untersuchungen, dass es sich bei
den ausgewéhlten Proteinen sehr wahrscheinlich nicht um fiir Kaninchen toxische Eiweil3e
handelt. Auch der intravendsen Applikation widerstanden die Tiere ohne jegliche klinische
Anzeichen einer Intoxikation. In Anbetracht der fehlenden Kenntnisse zur biologischen
Funktion dieser Proteine, werden diese Ergebnisse als nicht unbedeutende Nebenbefunde
interpretiert.

Im Rahmen der eigentlichen Fragestellung der Arbeit stand nun zur Diskussion, ob die unter
Verwendung des Serotyps 2 von B. hyodysenteriae generierten Anti-rOMPs nicht nur mit den
entsprechenden Proteinbanden dieses Serotyps reagieren, sondern auch mit denen der
verbleibenden 8 Serotyp-Referenzstamme. Diese Frage kann nach den vorliegenden

Untersuchungsergebnissen mit ,ja“ beantwortet werden. Die Antikérper erkannten nicht nur



70 DISKUSSION

die entsprechenden Proteine aus Ganzzellpraparationen des homologen Stamms
(Abbildung 14) sondern auch die der heterologen Stamme. Bhlp29,7d, Bhip16, Bhmp39f
und Bhmp39h scheinen demnach (sofern bei dem jeweiligen Stamm vorhanden) bei den
verschiedenen Serotypen antigenetisch einheitlich zu sein. Dies wurde zwar vermutet, aber
bisher von keinem Untersucher in einem der vorliegenden Untersuchung vergleichbaren
Umfang gezeigt. Einige Beobachtungen bedurfen, trotz dieser klaren Ergebnislage, dennoch

einer eingehenden Interpretation.

Bei der Prufung des Anti-rBhlpl6 auf eine spezifische Reaktion mit dem Bhipl6 aus
Ganzzelllysaten waren neben einer etwas prominenteren Bande stets viele weitere Banden
nachweisbar (Abbildung 16B), unabhangig davon, ob ein gefrorenes oder frisch
hergestelltes Antigen verwendet wurde. Dies legt die Vermutung nahe, dass das
Ganzzelllysat mdglicherweise im Gegensatz zu dem rekombinanten Protein einer
schnelleren Degradation unterliegt. Daneben war die Bandenstarke trotz gleicher
Proteinmenge der Stamme sehr unterschiedlich. Der Stamm B8044 (Serotyp 5) wurde von
Anti-rBhlp16 Gberhaupt nicht erkannt. Es ist zu vermuten, dass dieses Protein eine antigene
Variabilitat besitzt. Dies wirde die unterschiedliche Reaktionsintensitat des Antiserums
verstandlich machen. Weiterhin ist bekannt, dass nicht alle Stamme Uber ein Bhlpl6
verfigen (41). Nach eigenen Untersuchungen traf dies lediglich fir den Stamm B8044 zu
(Tabelle 14). Folglich war somit ein Proteinnachweis bei diesem Stamm auch nicht zu
erwarten. Dieses Ergebnis spricht gleichzeitig fir die hohe Spezifitat des hergestellten Anti-
rBhip16.

Das BhiIp29,7d présentierte sich zwar mit etwa gleicher Bandenintensitat bei allen neun
Serotypen, jedoch wiesen die Stamme B204 und ACK300/8 Doppelbanden auf (Abbildung
16A). Dies kdnnte mit der Abspaltung des Signalpeptids mit einer Grofl3e von 2,2 kDa erklart

werden.

Was das Bhmp39f anbetrifft, war nach den Ergebnissen der PCR davon auszugehen, dass
alle Serotypen das entsprechende Gen besitzen. Anders war die Situation bei bhmp39h.
Dieses Gen trugen, nach der PCR zu urteilen, anscheinend nur die Serotypstamme B204
und B6933. Im Imunoblot wurden bei allen Serotypen Banden entsprechender GrofRe durch
Anti-rBhmp39f erkannt (Abbildung 17A). Dies erschien logisch und entsprach den
angesprochenen Erwartungen. Aber eine entsprechende Reaktion, mit Ausnahme von
Stamm Al, lag auch bei Anwendung des Anti-rBhmp39h vor (Abbildung 17B). Dieses
Ergebnis war Uberraschend, da ja lediglich zwei Stamme sicher tber das entsprechende
Gen verfugten. Eine mdgliche Ursache konnten Kreuzreaktionen innerhalb der Bhmp39
Proteine darstellen. Hierfir sprechen hohe Sequenzhomologien der kodierenden Gene (74).
Denkbar ist auch, dass ob der hohen Sequenzvariabilitat dieser Gene die gewéhlten Primer
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trotz Vorhandenseins des Gens keine komplementaren Sequenzen erkannten. Dies trifft bei

Richtigkeit dieser Uberlegung somit eher fur das bhmp39h zu als fur das bhmp39f.

Fur die unter Verwendung von Anti-rBhmp39f und -h im Immunoblot zuséatzlich aufgetretenen
Banden liegen keine logisch ableitbaren Erklarungen vor. Interessanterweise waren sie je
nach Antiserum und Serotyp-Referenzstamm von unterschiedlichem Muster. In Kenntnis der
Tatsache, dass die zur Herstellung der Antiseren verwendeten rOMP- Praparationen auch
Proteine des Empfangerorganismus enthielten, dirfte es sich bei diesen Banden aller
Wabhrscheinlichkeit nach um Strukturen (Antigene) handeln, die zwischen E. coli und
B. hyodysenteriae eine hohe Ubereinstimmung besitzen und damit kreuzreagieren. Dies

kdnnte z. B. auf die 60 kDa Bande zutreffen, bei der es sich vermutlich um GroEL handelt.

Entwicklung eines B. hyodysenteriae-Zellkultur-Adharenzmodells.

Orientierende Experimente bestéatigten die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen
zur in vitro Adharenz von Brachyspiren an Epithellzellmonolayer (7, 62, 120). Von den drei in
weiteren Versuchen verwendeten Darmepithelzelllinien (Herkunft: Ratte, Schwein und
Mensch) eigneten sich lediglich die vom Tier stammenden Darmepithelzellen. Eine Adhéarenz
an die humane Zelllinie fand nicht statt (Abbildung 20). Dies steht im Widerspruch zu den
Untersuchungen von Wilcock et al. (120) und Bowden et al. (7), in denen auch Uber eine
Adharenz an humane HelLa-Zellen (Zervix) und HIE 407-Zellen (Intestinum) berichtet wurde.

Es konnte nicht geklart werden, warum in den eigenen Versuchen keine Adharenz erfolgte.

Was die Mechanismen der Adharenz der Brachyspiren anbetrifft, gibt es keinerlei
Uberzeugende Vorstellungen. Sehr wahrscheinlich liegt dies am geringen wissenschaftlichen
Interesse an diesem Phénomen. Dieses mangelnde Interesse ruhrt sicherlich daher, dass
nach histologischen Untersuchungen eine Adhéarenz in vivo bisher nicht zu beobachten war.
Ein Fehlen morphologischer Korrelate ist jedoch kein die Adharenz ausschlie3ender Beweis.
Nach den vorliegenden Untersuchungen wird die Anheftung der Brachyspiren an die
Kulturzellen als ein spezifischer Vorgang angesehen. Hierflir sprechen die fehlende
Adhéasion an die humane Zelllinie sowie die Hemmung der Adhé&renz nicht nur durch Seren
von Rekonvaleszenten sondern auch kompetetiv durch Ultraschallpraparationen der
entsprechenden Epithelzellen (Abbildung 18). Weiterhin lie3 sich die Adhasionshemmung
mit abnehmender Konzentration des Antiserumpools ausverdinnen (Abbildung 19). Alle
weiteren Versuche zur Hemmung der Adharenz wurden unter Verwendung der Zelllinie vom
Schwein durchgefihrt. Damit stand ein homologes System zur Verfigung, das zur
Beschreibung von beim Schwein relevanten biologischen Ablaufen maoglicherweise eher

geeignet war, als ein Modell mit Rattenzellen.
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Hemmung der in vitro Adharenz verschiedener B. hyodysenteriae Serotypen an Darm-

epithelzelllinien vom Schwein durch rOMP-spezifische Antiseren vom Kaninchen.

Im Laufe der Immunisierung mit den rOMPs (nach der 5. Immunisierung) fuhrten die Serum-
proben der als Versuchstiere verwendeten Kaninchen zu einer Hemmung der Adharenz des
homologen Brachyspirenstammes an die Epithelzellen (Abbildung 22). Diese Eigenschatft,
die weder in den Serumproben vor Immunisierung nachweisbar war, noch nach
Immunisierung mit der Negativkontrolle (Proteinexpression von Stamm MRO), wurde
demzufolge auf die Ausbildung einer spezifischen humoralen Immunantwort gegen die
verabreichten rOMPs zurtickgefuhrt. Interessant war, dass die biologische Aktivitat der von
den Kaninchen gebildeten Antikdrper sehr unterschiedlich ausfiel. Anti-rBhlp29,7d fihrte zu
einer schwach signifikanten, Anti-rBhlp16, Anti-rBhmp39f und Anti-rBhmp39h dagegen zu

einer hoch signifikanten Reduktion der Adhasion.

Die Beobachtung, dass alle erzeugten rOMP-Antiseren eine mehr oder weniger ausgepragte
Adhéasionsreduktion induzierten, lalt vermuten, dass die in vitro vorhandene Adhérenz der
Brachyspiren an Zellkulturen einen &auRerst komplexen Vorgang darstellt, an dem
anscheinend nicht nur ein Oberflachenprotein beteiligt ist, sondern aller Wahrscheinlichkeit
nach mehrere. Nach der Hohe der Adhéasionsreduktion zu urteilen, haben die Bhmp39-
Proteine hieran sehr wahrscheinlich einen wichtigen Anteil, im Gegensatz zu der eher

geringen Bedeutung des Bhlp29,7d.

Basierend auf der These einer multikausalen Vermittlung der Adhdrenz wurden diverse
Kombinationen von Anti-rOMPs auf ihre Adhdsionshemmung geprift (Abbildung 23). Alle
Kombinationen fuhrten zu einer hoch signifikanten Reduktion der Adhasion, die haufig héher
war, als nach Anwendung der einzelnen Seren. Dies spricht fir die Richtigkeit der o. a.
Vermutung. So induzierten Anti-rBhlp29,7d plus Anti-rBhlpl6 eine wesentlich hohere
Adhasionsreduktion (77,57 %) als die beiden Einzelseren alleine (29,25 %, bzw. 58,57 %).
Wahrscheinlich sind diese Ergebnisse der additiven Wirkung von Adh&asionsmechanismen
zuzuschreiben.

Das interessanteste Ergebnis dieser Versuchsreihe war, dass alle Kombinationen in denen
Anti-rBhlp16 und Anti-rBhmp39f gemeinsam vorkamen eine der Positivkontrolle (Rekonva-
leszentenserum) vergleichbar hohe Adhé&sionsreduktion bewirkten. Eine von diesen
Proteinen induzierte Immunantwort war demnach, was die Adharenzhemmung anbetrifft,
vergleichbar mit der nach natirlicher Infektion. Da die Immunantwort nach Feldinfektionen
vor den Folgen einer Reinfektion zu schiitzen vermag, wurde hypothetisiert, dass von einer
Impfung unter Verwendung von rBhilpl6 und rBhmp39f als Antigenen eine ebensolche
Schutzwirkung ausgehen konnte. Diese Hypothese hat in Verbindung mit den nachfolgenden
Ausflhrungen einen ausreichend grof3en Rickhalt, der ihr die Berechtigung verleiht,

zukunftig in tierexperimentellen Versuchen geprift zu werden.
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Aus den anfanglich durchgefiihrten Untersuchungen wurde abgeleitet, dass die bearbeiteten
OMPs serotypubergreifend einheitlich sind. Daraus darf jedoch nicht unbedingt abgeleitet
werden, dass dies auch auf die biologischen Funktionen (Adhasionshemmung) der rOMP-
Antiseren zutrifft. In den folgenden Experimenten stellte sich jedoch heraus, dass die
Adhasionshemmung im Gegensatz zu diesen kritischen Uberlegungen, wenn auch in
quantitativ unterschiedlichem Ausmalf3, serotypubergreifend (Abbildung 24) ist. Die
unterschiedlichen Starken der Adhéasionshemmung legen nahe, dass dennoch
wahrscheinlich geringe antigene Unterschiede der untersuchten OMPs zwischen den
Serotypen existieren.

Weiterhin belegten die Versuche das Vermdgen aller untersuchten B. hyodysenteriae —
Referenzstiamme zur Adhérenz an Epithelzellen. Sehr interessant war auch, dass die
verschiedenen Stamme sich zum Teil erheblich in ihrem Adhasionsvermdgen unterschieden.
Stark ausgepragt war diese Eigenschaft z. B. bei Stamm Al. Die Adhasion an IPEC-J2-
Zellen war 7-fach hoher als die des Stammes B204 und dennoch lag eine
Adhasionsreduktion von 91 % vor (Tabelle 18). Uberraschend war auch das hohe
Adhéasionsvermdgen von Stamm B8044, obwohl dieser Stamm anscheinend das Bhlpl6
nicht aufwies. Nach der vergleichenden Beurteilung der Adhasionshemmung durch Anti-
rBhip16 plus Anti-rBhmp39f und Anti-rBhmp39f alleine bei den Stammen B8044 und B204
wurde angenommen, dass bei den Stdmmen ohne Bhip16 andere Proteine zusétzlich an der
Adhasion beteiligt sein muissen. Tatsachlich wurde kirzlich eine weiteres kleines
Membranprotein (SmpB = Bhlp17,6) beschrieben, das Stdmme ohne das Bhlpl16 aufweisen
sollen (41). Versuche zum Nachweis dieses neuen Proteins bei dem Stamm B8044

erscheinen daher aussichtsreich.

Zusammenfassende Schlussfolgerungen.

Aus den Versuchen des vorliegenden Manuskriptes wird abgeleitet, dass B. hyodysenteriae-
Stamme spezifisch an animale Darmepithelzelllen adhéarieren kénnen. An dieser Adhérenz
waren auf3ere Membranproteine (OMP) von B. hyodysenteriae mitbeteiligt. Die untersuchten
OMPs erwiesen sich als serologisch einheitlich. Gleichzeitig waren Antikorper gegen diese
OMPs in der Lage, die Adhéarenz der Bakterien an die Zellkulturen serotypubergreifend zu
inhibieren. Nach aller Wahrscheinlichkeit wird die Adharenz aber nicht nur von einem Protein
vermittelt. Sie ist eher als Folge der additiven Wirkung mehrerer Proteine anzusehen. Hierbei
haben Bhlpl6 und Bhmp39f nach den vorliegenden Untersuchungen allerdings einen

besonderen Anteil.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Schweinedysenterie ist eine durch Brachyspira (B.) hyodysenteriae verursachte
mukohamorrhagische Diarrhd, die weltweit grof3e wirtschaftliche Bedeutung besitzt. Habitat
des Erregers ist der Dickdarm. Hilfestellung fur die dauerhafte Besiedlung dieses
Darmabschnitts kénnte von Erreger-Wirtszell-Interaktionen ausgehen, die sich bei in vitro
Versuchen in einer Adhéarenz der Brachyspiren an Epithelzellen darstellen. Vermittler dieser
Adharenz sind nach ihrer exponierten Lage in der Zellwand der Bakterien zu urteilen duf3ere
Membranproteine (OMP) der Brachyspiren. Diese Hypothese war Ausgangspunkt der
vorliegenden Arbeit. Es war zu beantworten, ob Brachyspiren an Saugerzellkulturen,
insbesondere an Darmepithelzellen vom Schwein, adharieren und ob Antikdrper gegen
OMPs von B. hyodysenteriae diese Adhérenz inhibieren kdnnen. Weiterhin sollte an
Untersuchungen mit verschiedenen Serotypen von B. hyodysenteriae geklart werden, ob die
verwendeten OMPs serologisch einheitlich sind und ob die Inhibierung der Anheftung als
serotypuibergreifend oder eher als serotypspezifisch zu charakterisieren ist.

Die OMPs von B. hyodysenteriae Stamm B204 mit den Bezeichnungen Bhlpl16, Bhip29,7d,
Bhmp39f und Bhmp39h wurden in E. coli BLR(DE3) kloniert und nach Expression
affinitatschromatographisch gereinigt. Zur Herstellung rOMP-spezifischer Antiseren (Anti-
rOMP) wurden Kaninchen in Intervallen von jeweils 1-2 Wochen zweimalig subkutan und
dreimalig intravends immunisiert. Die 1 Woche nach der letzten Antigenapplikation
gewonnenen Seren wurden mittels SDS-PAGE und Immunoblot auf Reaktivitat gegentber
den rOMPs und den entsprechenden Proteinen in den Ganzzelllysaten der Serotyp-
Referenzstamme gepriift. Versuche zur Prifung der Inhibition der Adhasion der verschieden-
en B. hyodysenteriae Serotypen erfolgten im Zellkulturadhdrenzmodell (s. u.). Zur Prifung
der Adhédrenz der Brachyspiren an Kulturzellen dienten verschiedene Darmepithelzelllinien
wie |IEC-18- (Ratte), IPEC-J2- (Schwein) und HRT-18-Zellen (Mensch). Vermehrungsfahige
Brachyspiren in Nahrbouillon wurden auf den mit BHI gewaschenen Zellrasen pipettiert und
nach zweistindiger Inkubation und dreimaliger Waschung mit PBS die an den Zellen
haftenden Bakterien durch Immunfluoreszenzfarbung detektiert und quantifiziert.
Adharenzhemmversuche erfolgten nach vorhergehender 20 minltiger Inkubation der
Brachyspirensuspension mit dem fraglichen Antiserum, bzw. einer Ultraschallpréparation aus

Kulturzellen in analoger Weise.

Die mit den verschiedenen rOMPs immunisierten Kaninchen bildeten jeweils spatestens
nach dreimaliger Antigenapplikation im Immunoblot detektierbare Antikdrper gegen die
verwendeten Antigene. Bis auf Bhlpl6 bei Stamm B8044, der nach eigenen molekular-

biologischen Untersuchungen nicht Uber das entsprechende Protein verfligte, erkannten die
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Antiseren Proteine im jeweils erwartenden Gréf3enbereich in Ganzzelllysaten aller 9 Serotyp-

Referenzstamme.

Im Rahmen der zellbiologischen Experimente adhérierten die Brachyspiren sowohl an IEC-
18- als auch an IPEC-J2-Zellen, nicht jedoch an die humanen HRT-18-Zellen. Die Adhé&sion
war sowohl durch Serum von rekonvaleszenten Schweinen, als auch durch Ultraschalllysate
entsprechender Zellen hemmbar. Die Verwendung der rOMP-spezifischen Antiseren redu-
zierte im Zellkulturadharenzmodell mit IPEC-J2-Zellen die Adhasion des Spenderstamms in
unterschiedlichem Ausmaf3. Bei Priifung aller méglichen Serumkombinationen wiesen jene
die hochsten Hemmeffekte auf, die Anti-rBhlpl6 und Anti-rBhmp39f enthielten. Unter
Verwendung einer Mischung aus diesen beiden Antiseren war eine Inhibition der Adhasion
von allen 9 B. hyodysenteriae Serotypen mdglich. Die Adhasionsreduktion reichte von 53 %
bis 91 %.

Aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit wird abgeleitet, dass B. hyodysenteriae-Stamme
spezifisch an animale Darmepithelzelllen adhérieren kdnnen und dass an dieser Adharenz
aulere Membranproteine (OMP) von B. hyodysenteriae mitbeteiligt sind. Die untersuchten
OMPs erwiesen sich als serologisch einheitlich. Gleichzeitig waren Antikdrper gegen diese
OMPs in der Lage, die Adhéarenz der Bakterien an die Zellkulturen serotypibergreifend zu
inhibieren. Nach aller Wahrscheinlichkeit wird die Adh&renz aber nicht nur von einem Protein
vermittelt. Sie ist eher als Folge der additiven Wirkung mehrerer Proteine anzusehen. Hierbei
haben Bhlpl6 und Bhmp39f nach den vorliegenden Untersuchungen jedoch einen

besonderen Anteil.
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SUMMARY

The spirochete Brachyspira (B.) hyodysenteriae is the causative agent of swine dysentery, a
mucohaemorrhagic diarrhoeal disease of great commercial relevance and worldwide
occurrence. The bacterium colonises the large intestine which could probably be promoted
by interactions between host cell and causative agent. The potency of B. hyodysenteriae to
adhere to epithelial cells was shown in cell culture experiments. Localised on the surface of
the bacterial cell wall, outer membrane proteins (OMPs) may be implicated in mediating this
phenomenon. In order to test this hypothesis the aim of this thesis was to investigate whether
Brachyspira are really able to adhere to mammalian cells, in particular swine intestine
epithelial cells, and if antibodies against OMPs of B. hyodysenteriae can inhibit adhesion.
Furthermore, it was determined whether OMPs are serologically consistent and whether
inhibition of pathogen adhesion is serotype dependent or rather serotype independent.

The OMPs Bhlp16, Bhlp29,7d, Bhmp39f and Bhmp39h of B. hyodysenteriae strain B204
were cloned into E. coli BLR(DE3), expressed and affinity purified via chromatography. The
rOMP-specific antisera (Anti-rOMP) were raised in rabbits by vaccinating them twice
subcutaneously, followed by three intravenous boosters in intervals of one to two weeks. The
sera, raised one week after the last immunisation, were tested for their reactivity against
rOMPs and the corresponding proteins present in whole cell lysates isolated from serotype-
reference-strains, using SDS-PAGE and western blot. Experiments aiming to assess the
inhibition of the bacterial adhesion of the different serotypes of B. hyodysenteriae were
performed in a cell culture-adherence model. The adherence capacity of B. hyodysenteriae
to different intestinal epithelial cell lines, i.e. IEC-18- (rat), IPEC-J2- (swine) and HRT-18-cells
(human) was determined. Viable brachyspira cultured in bouillon were inoculated to cell
layers (washed with BHI). Adherent bacteria were detected and quantified using indirect
immunofluorescence after an incubation time of two hours and three washing steps with
PBS. Adherence inhibition tests were performed after preincubating (20 minutes) the

brachyspira with the antiserum in question or a whole cell sonicate of cell culture cells.

All of the rabbits immunised with the different rOMPs, produced antibodies against the used
antigens (detectable via immunoblot; latest after the third vaccination). Apart from Bhlp16,
which was not encoded by the reference strain B8044 (PCR-result), the produced antisera
detected proteins of expected size in the whole cell lysates of all 9 serotype-reference-

strains.

In the cell culture-adherence model, brachyspira adhered to IEC-18-cells as well as to IPEC-

J2-cells, but not to the human HRT-18-cells. Adherence could be inhibited using sera of
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reconvalescent pigs as well as whole cell sonicates of the corresponding cell cultures. The
application of the rOMP-specific antisera reduced the adhesion of the donor-strain to the
IPEC-J2-cells in different degrees. When testing different combinations of antisera, those
containing Anti-rBhlp16 and Anti-rBhmp39f showed the highest inhibition effects. Using a
mixture of both antisera, inhibition of adhesion of all 9 serotypes was possible. The reduction

of adhesion ranged from 53 % to 91 % in comparison to the negative controls.

In conclusion, the results demonstrate that B. hyodysenteriae strains can adhere specifically
to animal intestinal epithelial cells and that outer membrane proteins (OMPs) of
B. hyodysenteriae are involved in this process. The investigated OMPs proved to be sero-
logical consistent. Furthermore, antibodies against these OMPs were able to inhibit bacterial
adhesion of all brachyspira serotypes to cultured IPEC-J2-cells. It seems likely that the
adherence is mediated not only from one OMP alone, but is the result of the additive action
of different OMPs. The studies revealed that both Bhlpl16 und Bhmp39f obviously play an

important role in mediating this process.
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8 ANHANG
Verwendete Puffer und Medien:
Anodenpuffer |
Tris-Puffer (1 M) 300 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 500 ml
Anodenpuffer Il
Tris-Puffer (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 770 mi
BHI-Medium
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 10493 3749
A. dest. ad 1.000 ml
BHIF®YSSR-Medium
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 10493 3749
Colistin 6,23 mg
Vancomycin 6 mg
Spectinomycin 200 mg
Spiramycin 15,25 mg
Rifampicin 12,5 mg
A. dest. ad 1.000 ml
FKS (Fotales Kalberserum) — immer frisch zugesetzt 20 %
Blut-Agar
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.10886.0500 40g
defibriniertes Schafblut 50 mi
A. dest. ad 1.000 m
Chloronaphthol-Methanol
4-Chloro-1-Naphthol 3mg
Methanol 1mi
Coomassie-Brilliantblau-G250-Farbelésung
Brilliantblau G 250 19
Essigsaure 100 ml
Methanol 400 ml
A. dest. 500 ml
Coomassie-Entfarbeldésung 5 %
Essigsaure 70 mi
Methanol 50 mi
A. dest. ad 1000 ml
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Coomassie-Entfarbel6sung 45 %
Essigsaure
Methanol
A. dest.

Elektrophoresepuffer-Stammldsung (50 x TAE)
Tris
Eisessig
Na-EDTA x 2 H,O (0,5 M, pH 8,0)
A. dest.

Gassner-Agar
Fa. OXOID GmbH, Wesel, Kat.Nr.: GF601B
A. dest.

HEPES-Puffer Stammldsung (10 x, pH 7,4)
NaCl
KCI
HEPES
D-Glukose (wasserfrei)
A. dest.

HEPES-Puffer (1 x, pH 7,4)
HEPES-Puffer-Stammlésung (10 x)
A. dest.

Kathodenpuffer
6-Aminocapronsaure
Tris-Puffer (1 M)
Methanol
A. dest.

Ladepuffer
Bromphenolblau
Xylencyanol FF
Glycerin (30 %)
A. dest.

LAMMLI-Puffer (1970), pH 6,8
Tris-Cl (0,5 M, pH 6,8)
Glycerol (87 %)
SDS (10 %)
3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
A. dest.
pH-Wert einstellen mit 37 % HCI

Loading Dye-DNS Ladder Gebrauchsverdiinnung
Gene Ruler™ 100 bp DNS Ladder Plus
6x Loading Dye Solution (Fa. Fermentas, St. Leon-Roth, Kat.Nr.
R0611
A. dest.

100 ml
450 ml
450 ml

242 g
57,10 g
100 ml

ad 1.000 ml

7749
ad 1.000 ml

409
159
119g¢g
10g

ad 500 ml

50 ml
ad 500 ml

525¢g

25 ml
200 ml
770 ml

12,5 mg
12,5 mg
2,6 ml
7.4 ml

1ml
0,8 ml
1,6 ml
0,4 ml
0,02 g
4 ml

0,01 mi
0,03 ml
0,12 ml
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Luria-Bertani-(LB-) Medium

Bacto-Trypton 10 g
Hefe-Extrakt 59
NacCl 59
NaOH (1M) 4 mi
A. dest. ad 1.000 ml
pH mit NaOH 1 N einstellen 8,2

Luria-Bertani-(LB-) Agar

Bacto-Trypton 10 g
Bacto-Agar 169
Hefe-Extrakt 59
NacCl 59
NaOH (1M) 4 mi
A. dest. ad 1.000 ml
pH mit NaOH 1 N einstellen 8,2
PBS (pH 7,4)
NacCl 10 g
KCI 0,25¢g
KH,PO, 0,25¢g
Na,HPO4 x 2H,0 18¢g
A. dest. ad 1000 ml

PBS-Tween (pH 7,2)

NagHPO4X 2H20 0,5 g
NaH,PO4x 2H,0 0,47 g
NacCl 8,18 g
Tween 20 (0,05 %) 0,5 ml
A. dest. ad 1000 ml

Schadler ohne-Agar (ohne Antibiotika)

Fa. Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA, Kat.Nr.: 419¢
212189

defibriniertes Schafblut 50 ml

A. dest. ad 1.000 ml

SDS-Elektrophorese-Laufpuffer

Glycin 144 g
SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz) 1g
Tris 3,039
A. dest. ad 1000 ml

analyt. SDS-Sammelgel (Mini, 4,5 %)

Tris-HCI (1 M, pH 6,8) 250 pl
Acrylamid-Bisacrylamid 50:1,5 250 pl
SDS (20 %) 12,5 ul
Harnstoff (8 M) 1,5 mi
APS (10 %) 75 ul
TEMED 2,5 ul

A. dest. 450
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Analytisches SDS-Trenngel (Mini, 12,5 %)
Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) 2,5mi
Acrylamid-Bisacrylamid 30:0,8 5ml
SDS (20 %) 62,5 ul
Harnstoff (8 M) 3,75 mi
APS (10 %) 60 pl
TEMED 10 pl
A. dest. 890 pl
Serumbouillon
Standard-I-Nahrbouillon 259
Rinderserum 100 ml
A. dest. ad 1.000 ml
TFB1 (pH 5,8)
KAc (1 M) 6 ml
MnCl, (1 M) 10 ml
KCI (1 M) 20 ml
CaCl, (1 M) 2ml
Glycerin (87 %ig) 34,5 ml
A.dest. ad 200 ml
TFB2 (pH 7,0)
NaMops, pH 7,0 (1 M) 1ml
CaCl2 (1 M) 7,5 ml
KCI (1 M) 1ml
Glycerin (87 %ig) 17,25 mi
A. dest. ad 100 ml
Tris-Puffer (1 M, ungepuffert)
Tris 121,14 g
A. dest. ad 1000 ml
TSACSYSSR.Agar (mit Schafblut)
Caso-Agar: Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.05458.0500 40 g
defibriniertes Schafblut 50 ml
Colistin 6,23 mg
Vancomycin 6 mg
Spectinomycin 200 mg
Spiramycin 15,25 mg
Rifampicin 12,5 mg
A. dest. ad 1.000 ml
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