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1 EINLEITUNG

Brachyspira (B.) hyodysenteriae verursacht die Schweinedysenterie (SD), eine mukoh&mor-
rhagische Durchfallerkrankung von weltweiter Verbreitung und hoher 6konomischer
Bedeutung fir die Schweineproduktion (Taylor und Alexander, 1971). Obwohl die Krankheit
bereits schon vor knapp 100 Jahren beschrieben wurde, verbleiben eine Reihe bisher
unbeantworteter Fragen, insbesondere zur Pathogenese der SD. Um die Pathogenese

aufzuklaren bedarf es zunachst der Kenntnisse sicherer Virulenzfaktoren.

Von den bisher bekannten Virulenz-/Fitnessfaktoren und -eigenschaften bei B. hyodysente-
riae, wie z. B. die Chemotaxis des Erregers zu Muzin, die Toleranz gegentber Sauerstoff
(Aerotoleranz), die Fahigkeit Eisen zu akquirieren oder das Lipooligosaccharid (LOS) (ter
Huurne und Gaastra, 1995), scheinen die Hamolysine fur die Entstehung der mukohamor-

rhagischen Durchfallerkrankung besondere Bedeutung zu haben (Kinyon et al., 1977).

Hinweise hierfur lassen sich aus den Folgen der Applikation hamolysierender Extrakte von
B. hyodysenteriae in Darmligaturen von Ferkeln ableiten (Lysons et al., 1991;
Wannemuehler, 1994). Die entstandenen pathologisch-anatomischen und -histologischen
Veranderungen waren denen einer natdrlichen Infektion vergleichbar. Auch das Wachstum
auf bluthaltigen Nahrboden gibt Hinweise auf die Bedeutung der Hamolysine. Nur das
Wachstum des Dysenterieerregers geht mit der Ausbildung einer starken, vollstandigen
Hamolyse einher. Die weiteren beim Schwein vorkommenden nicht oder gering pathogenen

Brachyspira Spezies induzieren dagegen lediglich eine schwache Hamolyse.

Die Erforschung der hadmolytischen Aktivitat der Brachyspiren wurde durch die Tatsache,
dass mehrere Hamolysine gebildet werden jedoch erheblich erschwert. Hinzu kommt, dass
neben den vier schon langer bekannten Hamolysinen nach der kirzlich publizierten Genom-
sequenz eines australischen B. hyodysenteriae-Stammes weitere vier Hamolysine
vorhergesagt wurden, Uber die keinerlei phanotypische Informationen vorliegen (Bellgard et
al., 2009).

Das gesamte Wissen zur ldentifizierung der Hamolysin-kodierenden Gene der bereits
bekannten Hamolysine fuldt auf der Beurteilung einer nach der Klonierung erworbenen
Hamolyse von transformierten E. coli-Zellen. Zur Klonierung wurde jedoch nicht nur das
Hamolysin-kodierende Gen, sondern auch benachbarte Genabschnitte verwendet. Auf einen
maoglichen Einfluss dieser zusatzlich klonierten Sequenzen wurde nie néaher eingegangen
(Muir et al., 1992; ter Huurne et al., 1994; Hsu et al., 2001). Des Weiteren fehlen bis heute
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Untersuchungen an den isoliert dargestellten rekombinanten Proteinen. Um diese Proteine

unzweifelhaft als Hamolysine zu charakterisieren ist ein derartiger Schritt unumgéanglich.

Es sind mehrere andere Toxine bekannt geworden, die im Rahmen ihrer rekombinanten
Herstellung zwar zur Hamolyse des Transformanten fuhrten, sich jedoch nach n&herer
Analyse des Genprodukts nicht als Hamolysine charakterisieren lieen (Damman et al.,
2000; Carvalho et al., 2009; Carvalho et al., 2010). Ursache hierfir kénnte sein, dass z. B.
die klonierten Inserts E. coli-eigene Hamolysine hochregulieren. Diese Annahme ist im
Schrifttum mehrfach belegt worden (Oscarsson et al., 1996). Fur die geplanten
Untersuchungen Uber biologische und antigene Eigenschaften der Hamolysine von B.
hyodysenteriae erscheint es daher sehr wichtig, lediglich die fur die Hamolysine kodierenden

Sequenzen in E. coli zu klonieren und als Fusionsproteine zu exprimieren.

Im experimentellen Teil der Arbeit ist zunachst zu prifen, ob alle Hamolysin-Gene in E. coli
klonier- und als Fusionsprotein exprimierbar sind. Im positiven Fall soll dann geklart werden,
ob die Proteine Antigene darstellen und auch als Antigen von Seren experimentell infizierter
Schweine erkannt werden. Hierbei wird auch von Interesse sein, ob diese Proteine
serologisch einheitlich sind. Zum Studium der biologischen Bedeutung sollen geeignete Bio-
»<Assays” dienen. Von den Ergebnissen erwarten wir eine Antwort auf die Frage nach der

Bedeutung dieser Proteine in der Pathogenese der SD.
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Schweinedysenterie (allgemein)

Die Schweinedysenterie (SD) ist weltweit verbreitet und wurde erstmals 1921 in den USA als
blutige Durchfallerkrankung infolge einer nekrotisierenden, hamorrhagischen Entziindung der
Magen- und Dickdarmschleimhaut beschrieben (Whiting et al., 1921). In Europa trat die
Erkrankung 1935 in Italien zum ersten Mal auf (Duthie, 1966). 1971 wurden von Taylor und
Alexander nach Erfiillung der Henle-Koch‘schen-Postulate Spirochaeten fir die Erkrankung
verantwortlich gemacht (Taylor und Alexander, 1971). Auch in Deutschland ist die SD weit
verbreitet (Herbst et al., 2004).

Die aktuelle Bezeichnung des Erregers der SD lautet Brachyspira (B.) hyodysenteriae. Dies
ist die einzige Spezies der Familie Brachyspiraceae innerhalb der Ordnung Spirochaetales.
Weitere zu dieser Ordnung zahlende Familien sind die Leptospiraceae und Spirochaetaceae,
von denen die Gattungen Leptospira und Borrelia veterindrmedizinische Bedeutung besitzen.
Aller Wahrscheinlichkeit nach existieren zahlreiche weitere, den Spirochaeten zuzuordnende
Bakterien, Uber die, abgesehen von ihrer schraubenférmigen Morphologie, jedoch kaum

etwas bekannt ist (Paster und Dewhirst, 2000).

Die Bezeichnung des Erregers anderte sich in der Vergangenheit mehrfach. Urspriinglich
wurde der Erreger als Treponema hyodysenteriae klassifiziert (Harris et al., 1972). 20 Jahre
spater zeigten 16S rRNS-Analysen, dass der Erreger nicht zu der Familie der Treponemen
gehort. Er wurde daher als als Serpula klassifiziert, wobei diese Einordnung nur ein Jahr
bestand bevor der Erreger der Familie der Serpulinae zugeordnet werden konnte (Stanton,
1992). Weitere funf Jahre spéater klassifizierte man den Erreger aufgrund neuer Erkenntnisse
und Untersuchungen als Brachyspira (B.) hyodysenteriae. Diese taxonomische Einordnung

ist bis heute gultig.

B. hyodysenteriae ist ein gram-negatives, anaerobes jedoch aerotolerantes schraubenférmi-
ges Bakterium mit einer Lange von 6-8,5 um und einem Durchmesser von 320-380 nm.
Aufgrund seiner Chemotaxis zu Muzin und mithilfe von Endoflagellen ist es in der Lage sich
zielgerichtet fort zu bewegen. Von anderen Spezies der Familie Brachyspiraceae grenzt sich
B. hyodysenteriae durch seine starke Hamolyse ab, die sonst nur bei der Spezies B. suana-

tina vorkommt.

Der Erreger hat eine hohe serologische Diversitat und wurde in 9 Serotypen, bzw. Serogrup-
pen unterteilt (Baum und Joens, 1979; Mapother und Joens, 1985; Hampson et al., 1989;

Achacha und Mittal, 1995). Nach aktuellen Untersuchungen muss jedoch mit einer weitaus
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hoheren Zahl an Serotypen gerechnet werden (Schneider 2011, unverdffentlichte Daten).
Die Ubertragung des Erregers erfolgt oro-fakal. Nach der Infektion scheiden Schweine den
Erreger noch nach 70 bzw. 71 Tagen (teilweise bis zu 83 Tagen) mit dem Kot aus (Fisher
und Olander, 1981). Die hohe Tenazitat des Erregers im Kot (lebensfahig bis zu 112 Tage
bei 10 °C) beginstigt die Ausbreitung der Krankheit (Boye et al., 2001). Nach Uberstandener
Infektion sind die betroffenen Tiere gegenuber einer Infektion mit dem homologen Erreger
geschutzt. Sehr wahrscheinlich ist der Schutz jedoch lediglich auf den jeweiligen Serotyp

begrenzt (Joens et al., 1983).

Die Dysenterie ist eine Faktorenkrankheit. Nach Ingestion gelangt der Erreger via Magen
und Dunndarm in den Dickdarm. Die Magenpassage uberleben die Brachyspiren zum Einen
geschuitzt durch den schleimigen Kot in dem sie aufgenommen werden, und zum Anderen
gewahrt die im natirlichen Fall extrem hohe Infektionsdosis das Uberleben einer, fir eine
erfolgreiche Infektion ausreichenden, Zahl von Bakterien (Harris, 1999). Bei der Besiedlung
des Dickdarms spielt die Fahigkeit des Erregers Sauerstoff zu metabolisieren eine wichtige
Rolle. Die Sauerstofftoleranz erwerben die Brachyspiren tiber eine NADH-Oxidase. B. hyo-
dysenteriae-Knockout-Stdmme, denen das kodierende nox-Gen deletiert wurde, haben eine

deutlich geringere Virulenz als der isogene Wildtyp-Stamm (Stanton et al., 1999).

Weitere Faktoren, die eine Kolonisierung des Epithels ermdglichen, sind die Beweglichkeit
und die Chemotaxis des Erregers zu Muzin. Die Beweglichkeit erhalt der Erreger Uber peri-
plasmatische Flagellen. Deletionsmutanten, denen die Gene flaA und flaB fehlten, waren im
Tierversuch an Mausen, abhéngig vom Hintergrund des eingesetzten Stammes, entweder
gar nicht mehr oder nur noch in stark reduzierter Weise in der Lage das Epithel zu kolonisie-
ren (Kennedy et al., 1997). Der Erreger besitzt eine positive Chemotaxis und eine beson-
ders hohe Beweglichkeit in Muzin (Kennedy et al., 1988). Fur die Kolonisierung des Epithels
scheint dies der wichtigste Schritt zu sein (Kennedy und Yancey, 1996). Infolge der
gleichzeitigen Besiedlung der Becherzellen kommt es zu einer starken Schleimproduktion,

die ein charakteristisches Kennzeichen der SD darstellt.

Ein weiterer, wichtiger Schritt bei der Besiedlung des Kolons kdnnte, neben der Beweglich-
keit, die Adh&sionsféhigkeit des Erregers sein. Dieser Punkt wird nach wie vor kontrovers
diskutiert (ter Huurne und Gaastra, 1995). In verschiedenen in-vitro-Versuchen konnte eine
Anheftung von B. hyodysenteriae sowohl an Schweineepithelzellen (Knoop et al., 1979), als
auch an HelLa und Henle intestinal (Int-407) Zellen (Wilcock und Olander, 1979; ter Huurne
und Gaastra, 1995) beobachtet werden. Auch aktuelle Untersuchungen belegen, dass
B. hyodysenteriae-Stamme spezifisch an animale Darmepithelzelllen adhéarieren kénnen und
dass an dieser Adhéasion mindestens die &aufleren Membranproteine (OMP) Bhlipl6,
Bhlp29.7d, Bhmp39f und Bhmp39h von B. hyodysenteriae mitbeteiligt sind. Die vier

genannten OMPs erwiesen sich in den Untersuchungen als serologisch einheitlich.
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Gleichzeitig waren Antikorper gegen diese OMPs in der Lage, die Adharenz der Bakterien an
die Zellkulturen serotypubergreifend zu inhibieren. Vor allem die Proteine Bhlpl6 und
Bhmp39f waren hieran maf3geblich beteiligt (Richter, 2009). Die Frage der Adh&sion in-vivo
ist jedoch nicht abschlieBend geklart. In-vivo Versuche wurden bislang nur von einer
Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Von dieser konnte keine Adharenz des Erregers nachgewiesen

werden (Kennedy et al., 1988).

Brachyspiren wurden nach der Infektion vor allem in Becherzellen und degenerierten
Epithelzellen, aber auch in der Lamina propria nachgewiesen. (Glock et al., 1974; Kennedy
und Strafuss, 1976). Der Mechanismus der Invasion konnte bislang nicht eindeutig geklart
werden. Pohlenz und Kollegen postulierten 1983 ein aktives Eindringen in die Becherzellen
mit anschlielBender Vermehrung und Ausbreitung (Pohlenz et al., 1983). Andere Untersucher
hingegen vermuteten einen anderen Invasionsmechanismus. Sie hielten es fur moglich, dass
es zu einem Verlust der ,tight-junctions” in der Basalmembran der Epithelzellen kommt, was
auf eine enzymatische Aktivitdt der Brachyspiren, bzw. auf eine erhdhte Zytokin-Produktion

befallener Epithelzellen hinweisen kdnnte (ter Huurne und Gaastra, 1995).

Neben den oben genannten Faktoren, welche der Kolonisierung des Erregers dienen,
spielen auch Toxine wie Lipooligosaccharide (LOS) und Hamolysine eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese. Das LOS von B. hyodysenteriae wurde bereits 1979 beschrieben
(Baum und Joens, 1979). Untersuchungen aus dem Jahre 1983 zeigten einen Zusammen-
hang zwischen Zelllasionen im Darm von Mausen und dem LOS von Brachyspiren (Nuessen
et al., 1983). Beim Vergleich zwischen dem LOS von B. hyodysenteriae und jenem von
B. innocens wurde jedoch deutlich, dass sich die unterschiedliche Pathogenitat der beiden
Spezies nicht allein durch das LOS erklaren liel3, da sich diese hinsichtlich der biologischen
Aktivitat kaum voneinander unterschieden (Greer und Wannemuehler, 1989). In
Verschiedenen in-vitro-Versuchen (Muir et al., 1992; ter Huurne et al., 1994; Wannemuehler,
1994), aber auch in-vivo-Versuchen (Lysons et al., 1991; Hutto und Wannemuehler, 1999)
stellte sich heraus, dass h&molysierende Protein-Extrakte auch eine zytotoxische Wirkung
hatten und die fur SD typischen Zelllasionen verursachten (s.u.). Dies kdnnte darauf

hindeuten, dass es sich bei Hamolysinen und Zytotoxinen um die gleichen Proteine handelt.

Hamolysine kommen nicht nur bei Brachyspiren sondern auch bei anderen Spirochaeten vor.
Die folgenden Kapitel widmen sich der vergleichenden Biologie der bei Spirochaeten vor-

kommenden Hamolysine.
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2.2 Wirkungsweise der Hamolysine von Bakterien

Hamolysine sind zytolytische Toxine, die in einer Vielzahl von Bakterienspezies gefunden
und aufgrund ihres Wirkmechanismus in drei Kategorien eingeteilt wurden (Rowe und Welch,
1994).

1. Hamolysine mit enzymatischer Wirkung: Diese Hamolysine flihren zu einer enzymatischen

Zerstorung der Zellmembran. Man unterscheidet Phospholipasen wie z.B. das a-Toxin von
Cl. perfringens (Krug und Kent, 1984) oder das B-Toxin von Staphylococcus (S.) aureus, wel-
ches eine Sphingomyelinase darstellt (Projan et al., 1989), sowie weitere Phospholipasen
von anderen grampositiven und -negativen Bakterien (Titball, 1993). Diese Gruppe zeigt eine

hohe Substratspezifitat und reagiert mit verschiedenen Zielzellen (Titball, 1993).

2. Porenbildner: Zu dieser Gruppe gehéren z.B. das a-Toxin von S. aureus (Fussle et al.,
1981), das Streptolysin O (Pinkney et al., 1989), das E. coli-Hamolysin (Bhakdi et al., 1986),

das Tethya lycurium-Hamolysin (Mangel et al., 1992) und ein Zytolysin von Leishmanien

(Noronha et al.,, 1996). Dieser Toxintyp ist also nicht nur bei Pro- sondern auch bei
Eukaryoten vertreten. Die Toxine binden an die Zielmembran und penetrieren diese. Es
kommt zur Ruptur der Membran und Anderung der Membranpermeabilitat, was letztlich zur
Zytolyse fuhrt (Rowe und Welch, 1994).

3. Hamolysine mit ,Surfactant* Wirkung: Hamolysine aus dieser Gruppe sind stark hydro-

phob und wirken wie Detergenzien. Es kommt zur Aufldsung der Zellmembran. Beispiele fir
Hamolysine mit ,Surfactant® Wirkung sind das &-Toxin von S. aureus (Freer und Arbuthnott,

1982) oder das hitzestabile Hamolysin von Pseudomonas aeruginosa (Liu, 1974).

Hamolysine scheinen bei allen Spirochaeten eine wichtige Rolle als Virulenzfaktor zu spie-
len. Derzeit gibt es verschiedene Arbeitsgruppen die sich mit diesen Proteinen beschéftigen.
In Tabelle 1 sind alle derzeit bekannten Hamolysine der, aus veterinarmedizinischer Sicht,

wichtigsten Familien aus der Ordnung der Spirochaetales zusammengefasst.
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2.3 Hamolysine der Brachyspiren

Die seit mehreren Jahren bekannten Hamolysine von B. hyodysenteriae tragen die Bezeich-
nungen TIyA, TlyB, TlyC und HIyA und weisen Molekulargewichte von 26,9, 93,3, 30,8 bzw.
8,9 kDa auf. Nach dem derzeitigen Kenntnisstand sind diese Hamolysine Ursache der aus-
gepragten hamolytischen Aktivitat von B. hyodysenteriae (Muir et al., 1992; ter Huurne et al.,
1994; Hsu et al., 2001). Im Rahmen der Genomsequenzierung des Stammes WAL wurden
kurzlich weitere Gensequenzen identifiziert, die fir das Vorliegen weiterer vier Hamolysine
bei B. hyodysenteriae sprechen (Bellgard et al., 2009). Zwei dieser mutmallichen
Hamolysine (kodiert durch die Gene yplQ und BHWA1 01870) besitzen in ihren
konservierten Doméanen eine Ubereinstimmung mit dem Hamolysin I1l. Bei der Hamolysin 11I-
Superfamilie handelt es sich um integrale Proteine der Membran, welche durch Porenbildung
zur Lyse von Erythrozyten fuhren und bei Bacillus cereus beschrieben wurden (Baida und
Kuzmin, 1995; Baida und Kuzmin, 1996). Daher wurde auch fur BHWA1_01870 vermutet,
dass es sich um ein Kanalprotein handeln kdnnte (Bellgard et al., 2009). Die beiden anderen
mutmaflichen Hamolysine (kodiert durch die Gene hly und BHWA1 00962) besitzen eine
CBS-Domane. Bei den so genannten CBS (cystathionine-beta-synthase) Proteinen handelt
es sich um kleine, intrazellulare Proteine, die sowohl in bakteriellen, als auch in eukaryoti-
schen Zellen vorkommen (Bateman, 1997; Ignoul und Eggermont, 2005). lhre genaue
Funktion ist derzeit noch nicht bekannt. Da sie in der Lage sind Adenosin-Derivate, wie z.B.
ATP oder AMP, zu binden, kénnten sie ein Regulator der Aktivitdt von Enzymen oder ein
Sensor fur intrazellulare Metabolite sein (Kemp, 2004; Scott et al., 2004). In Chlorid-lonen-
Kanalen sind sie u.a. fir den lonentransport verantwortlich (Carr et al., 2003; Hebeisen et al.,
2004). In dem Gen BHWA1 00962 wird offenbar zusatzlich eine Transporter-assoziierte
Doméne ,Cor-HIlyC" kodiert. Auch das tlyC weist eine entsprechende Gensequenz auf
(Bellgard et al., 2009). Wanchanthuek und Kollegen auf3erten 2010 die Vermutung, dass das
von BHWA1_00962 kodierte Protein der entscheidende Faktor bei der starken Hamolyse
sein konnte da dieses Protein das einzige ist, was nur in B. hyodysenteriae und nicht in
anderen, schwach hamolysierenden Brachyspira Spezies vorkommt (Wanchanthuek et al.,
2010)

Nach verschiedenen experimentellen Belastungsstudien an Mausen und Schweinen besit-
zen hamolysierende Extrakte von B. hyodysenteriae zytotoxische Eigenschaften und kénnen
demnach auch als Zytotoxine bezeichnet werden. So erwies sich gelchromatographisch ge-
reinigtes Hamolysin aus B. hyodysenteriae-Kulturen in-vitro flr verschiedene Epithelzellen
wie z.B. CaCo-2-Zellen (colorectal carcinoma cell lines) und in-vivo im ,Ligated-Loop’-Test
mit Colon und lleum von Schweinen als zytotoxisch (Lysons et al., 1991; Wannemuehler,

1994). Sowohl in den ,Ligated-Loops’ von Schweinen, als auch nach intracaecaler Ap-
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plikation von Hamolysin-Extrakten bei Mausen, waren die SD-typischen Lasionen (Verlust
und Verkirzung der Mikrovilli, Gewebeverlust, Verlust interzellularer Verzahnung, erhéhte
Anfalligkeit fur bakterielle Internalisation sowie Veradnderung der Zellform, Exfoliation und
Nekrosen der Epithelzellen) nachweisbar (Lysons et al., 1991; Hutto und Wannemuehler,
1999). Somit durften die Hamolysine eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der SD
spielen. Zu der Bedeutung der einzelnen Toxine liegen jedoch nur begrenzte Informationen

Vor.

2.3.1 Die Hamolysine TIyA, TlyB und TlyC

E. coli-Zellen, welche das fir TIyA kodierende Gen besitzen, verursachen auf
Blutagarplatten eine deutliche Hamolyse. Durch einen osmotischen Schock freigesetzte
Proteine dieser Zellen zeigen ebenfalls eine ausgepragte hamolytische Aktivitat fur
Schaferythrozyten. Die Freisetzung von Hamoglobin wurde durch PEG 1000 (2 nm) und
Dextran 1500 (2,3 nm) kompetitiv gehemmt. Daraus wurde geschlussfolgert, dass das
Hamolysin die Bildung von Poren mit einem Durchmesser von 2 - 2,3nm in der
Erythrozytenmembran induziert (Muir et al., 1992; Hyatt und Joens, 1997; Hsu et al., 2001).
Muir et al. (1992) publizierten hierzu jedoch abweichende Ergebnisse. So zeigten sie mittels
der Zugabe von Saccharose, Raffinose und Dextran 5000, dass eine Hamolyse von
Schaferythrozyten mittels Porenbildung nur dann méglich sein kann, wenn die Poren kleiner
als 0,9 nm oder gréRer als 2,3 nm sind (Muir et al., 1992). Auch ter Huurne et al. (1994)
zeigten in ihren Versuchen, dass eine Hamolyse durch Porenbildung nur dann mdglich sein
kann, wenn die Poren kleiner als 0,9 nm oder groBer als 3,5 nm sind, wobei diese
Arbeitsgruppe nicht mit Schaf- sondern mit Pferdeerythrozyten arbeitete (ter Huurne et al.,
1994). Die Diskrepanz der Ergebnisse ist umso erstaunlicher, da alle Arbeitsgruppen die
Uberstande des gleichen Klons verwendeten. Diese Diskrepanz wurde aber nach aktuellem
Kenntnisstand bisher nicht aufgeklart. Fur eine nicht unwesentliche Bedeutung von tlyA im
Rahmen der Pathogenese der SD spricht, dass tlyA-Deletionsmutanten von B. hyodysente-
riae im Tier (Maus und Schwein) eine reduzierte Virulenz im Vergleich zu dem isogenen
Wildtypstamm aufwiesen (ter Huurne et al.,, 1992; Hyatt et al., 1994). So blieben nach
Infektion von Schweinen mit tlyA-Deletionsmutanten der Stamme C5 oder B204 alle Tiere
gesund. Dagegen erkrankten in den Kontrollgruppen 60 % (C5-Wildtyp) bzw. 100 % (B204-
Wildtyp) der infizierten Schweine. Interessanterweise war nach Besiedlung des Darms mit
tlyA-Deletionsmutanten ein partieller Schutz vor einer Belastungsinfektion mit virulenten
B. hyodysenteriae-Stammen gegeben (Hyatt et al., 1994). Dies kdnnte u. U. bedeuten, dass
das TIyA fur die Ausprdgung einer Immunitat nicht unbedingt bendtigt wird, obwohl es
anscheinend einen bedeutenden Virulenzfaktor darstellt. Rasback et al. untersuchten im Jahr
2007 die Spezies B. suanatina welche stark hAmolysierend wéachst und im Schwein sowohl

klinisch als auch histologisch die typischen SD-Symptome verursacht. In keinem der
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untersuchten Stamme konnte das Gen fiur TlyA nachgewiesen werden (Rasback et al.,
2007). TIyA kann somit als verursachendes Merkmal fur den stark h&molysierenden

Phé&notyp nicht in Frage kommen.

Von TlyB und TlyC wurden die kodierenden Gene sequenziert (ter Huurne et al., 1994). Ko-
lonien von E. coli-Zellen, deren Plasmid die Gensequenz fir tlyB oder tlyC aufwies, verur-
sachten eine Hamolyse. Es ist allerdings unklar, ob diese auf eine eigene hamolytische Akti-
vitat von TlyB bzw. TlyC zurtickzufiihren ist, oder ob diese Gene als Regulatoren fiur E. coli-
eigene Hamolysine fungieren (ter Huurne et al., 1994). TlyB weist in der Aminoséurense-
quenz Ubereinstimmung mit ClpB auf (ter Huurne et al., 1994). ClpBs sind Chaperone, die in
verschiedenen Bakterien, z. B. E. coli, vorkommen und eine proteolytische Aktivitat besitzen
bzw. fir die Regulation der proteolytischen Aktivitat verantwortlich sind. Das Gen tlyC besitzt,
wie auch das hly, eine CBS-Domane. Ter Huurne und Kollegen wiesen 1994 mittels DNS-
Hybridisierung das Gen fir tlyA nur bei den stark hamolysierenden Stammen der Spezies
B. hyodysenteriae nach, Stdmme der Spezies B. innocens waren dagegen negativ. Im
Gegensatz hierzu konnte mittels DNS-Hybridisierung nachgewiesen werden, dass es im
Genom von B. innocens Gensequenzen gibt, die Ubereinstimmungen mit tlyB und tlyC

aufweisen (ter Huurne et al., 1994).

2.3.2 Das Hamolysin HIyA

Das Protein HIyA wurde urspriinglich aus Kulturiberstanden isoliert und gereinigt. Nach
Ansequenzierung der N-terminalen Aminosaurensequenz wurde mit Hilfe von degenerierten
Primern die Nukleotidsequenz des Gens (hlyA) vollstdndig bestimmt (Hsu et al., 2001).
Dabei stellte sich heraus, dass dem Protein eine bisher nicht bekannte, nur sieben
Aminosauren lange, Signalsequenz vorgeschaltet ist, die im reifen Protein nicht mehr
nachweisbar war. Die Unfahigkeit von hlyA-transformierten E. coli-Zellen das rekombinante
Hamolysin zu sezernieren, kdonnte auf diese Signalsequenz zuriickgefiihrt werden, die
vermutlich von E. coli-Zellen nicht erkennbar ist. Sie kdnnte Teil eines Brachyspira-

spezifischen Sekretionsmechanismus sein.

HIyA ist ein (vermutlich porenbildendes) Hamolysin und induziert, &hnlich wie TIyA, eine
vollstandige Hamolyse (Hsu et al., 2001). Letzteres wird aus dem mit einer starken
Hamolyse einhergehenden Wachstum der mit dem hlyA-Gen transformierten E. coli K12-
Zellen auf bluthaltigen, festen Nahrboden geschlossen. Uber die Biologie des isolierten

rekombinanten Proteins selbst liegen jedoch keinerlei Untersuchungsergebnisse vor.

Verschiedene Untersuchungen belegten, dass die Gensequenz fur HIyA nicht nur in
B. hyodysenteriae, sondern auch in anderen, schwach hamolysierenden Brachyspira spp.
vorkommt (Zuerner et al., 2004; Wanchanthuek et al., 2010; Barth et al., 2012).
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Es muss kritisch angemerkt werden, dass bei allen Klonierungen von tlyA-C und hylA
grolRere Genabschnitte auf E. coli Ubertragen wurden und anschlieliend das Wachstums-
verhalten der Transformanten auf Blutagarplatten tberprift wurde. Die ha&molysierenden
Klone besallen demzufolge, neben den ,open-reading-frames" der Zielgene, weitere Nukleo-
tidsequenzen upstream und downstram des Zielgens. Somit lasst sich aus den zitierten
Untersuchungen nicht eindeutig erkennen, ob die verénderte biologische Funktion der
Transformanten tatsdchlich ausschlie3lich auf die Einschleusung des Zielgens zuriick-
zufiihren ist. Durchaus denkbar ist, dass auch die mit eingeschleusten, das Zielgen flankie-

renden, Gensequenzen Einfluss auf die Biologie der Transformanten genommen haben.

2.3.3 Lokalisation der Hamolysine

In der Literatur gibt es derzeit keine Angaben Uber die Lokalisation der Hamolysine in der
Bakterienzelle und ihren Sekretionsmechanismus (Muir et al., 1992; ter Huurne et al., 1994;
Hsu et al., 2001). Nach auf Sequenzdaten basierenden Vorhersagen (Programm pSortb:
http://www.psort.org/) werden alle Hamolysine im Zytoplasma gespeichert. Eine Ausnahme
macht das TIyC. Dieses Protein konnte sich auch als integrales Protein in der
Zytoplasmamembran befinden. Nach den Ergebnissen dieser Analysen scheinen den
Hamolysinen aber die klassischen Signalsequenzen zu fehlen. Dies ist erstaunlich, da bei
verschiedenen anderen Proteinen von B. hyodysenteriae solche Sequenzen verbreitet
vorkommen (Thomas und Sellwood, 1993). Bellgard und Kollegen konnten in einer
Genomanalyse des B. hyodysenteriae-Stammes WAL die Gene fur die sekretorischen
Proteine SecA, SecE, SecG, SecY, SecD und SecF nachweisen (Bellgard et al., 2009).
Somit ist es wahrscheinlich, dass Brachyspiren-Proteine 0Uber den klassischen
sekretorischen Weg (Martoglio und Dobberstein, 1998) ausgeschleust werden. Das Fehlen
von Signalsequenzen fuhrt somit zwangslaufig zu der Frage, ob es sich bei diesen Proteinen
tatséchlich um Hamolysine handeln kann, da diese in der Regel von der Bakterienzelle
ausgeschleust werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Hamolysine
Uber neue, derzeit noch nicht bekannte Signalsequenzen verfiigen und/oder Gber einen noch
unbekannten Sekretionsmechanismus verfliigen. Erste Hinweise dafir geben Hsu und
Kollegen (2001), welche eine bislang unbekannte N-terminal gelegene Signalsequenz

(MALIDEI) beschrieben, die im reifen Protein nicht mehr nachweisbar war.
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2.4 Hamolysine der Leptospiren

Als Virulenzfaktoren der Leptospiren gelten Lipopolysaccharide (Isogai et al., 1986), Glycoli-
poproteine (Alves et al., 1992), Peptidoglycan (Dobrina et al., 1995), Hitzeschockproteine
(Stamm et al., 1991), Flagelline (Goldstein und Charon, 1990) und Hamolysine (Kasarov,
1970; Trowbridge et al.,, 1981; Thompson und Manktelow, 1986). Bislang wurden 11
mogliche Hamolysine und ein Lipoprotein (Tabelle 1) mit hAmolytischer Wirkung identifiziert
(Hauk et al., 2005; Zhang et al., 2005). 1956 wurden Hamolysin-ahnliche Substanzen bei
pathogenen und saprophytischen Leptospira-Stammen entdeckt (Alexander et al., 1956;
Kmety et al., 1966). Diese wurden vorlaufig als Enzyme, welche Phospholipide der
Erythrozytenmembran angreifen, identifiziert. Weitere Untersuchungen bestatigten diese
Ergebnisse und fihrten zu einer Einteilung der Leptospiren in drei Gruppen (Kasarov und
Addamiano, 1969):

Gruppe A umfasst Leptospiren welche Lecithin aber kein Sphingomyelin zerstéren. Hierzu
gehdren alle saprophytischen Stamme. Diese Stamme bewirken keine Hamolyse von Schaf-
erythrozyten im Gegensatz zu solchen von Mensch, Kaninchen und Ratte. Diese Beobach-
tung passt zu der Tatsache, dass Schaferythrozyten zu Uber 60 % aus Sphingomyelin

bestehen, die Erythrozyten anderer Spezies jedoch nur zu 0-60 % (De Gier et al., 1961).

Gruppe B beinhaltet Leptospiren Spezies, welche Lecithin und Sphingomyelin spalten kén-
nen. Diese Leptospira Spezies verursachen eine Lyse sowohl von Schaferythrozyten als

auch von Erythrozyten anderer Spezies.

Leptospiren der Gruppe C spalten weder Lecithin noch Sphingomyelin und sind nicht

hamolytisch.
Pathogene Leptospiren gehéren in die Gruppen B und C (Kasarov, 1970).

Thompson fihrte 1986 In-vivo Versuche an Kalbern durch. Nach intramuskulérer Injektion
von Toxin welches mittels French-Press aus einem Serovar Pomona-Stamm gewonnen
wurde zeigten sich Schaden an Erythrozyten, welche gegen eine enzymatische Aktivitat der
Hamolysine sprachen, sondern vielmehr auf einen metabolischen Effekt des Toxins auf
Erythrozyten hinwiesen (Thompson, 1986). So kam es zu morphologischen Effekten wie
Formveranderung (kugel- und stechapfelférmig) und Vakuolenbildung. Dies kdnnte entweder
als Hinweis fir das Vorkommen unterschiedlicher Hamolysine mit unterschiedlichen
Wirkungsweisen oder auf unterschiedliche Wirkung in-vivo versus ex-vivo gewertet werden.
Weitere Untersuchungen belegten die Annahme dass die Toxine in-vivo metabolische und
morphologische Effekte (s.0.) auf die Erythrozyten ausubten (Thompson, 1986; Thompson
und Manktelow, 1986).
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2005 wurden alle derzeit bekannten Hamolysine von Leptospiren in zwei Gruppen eingeteilt:
Hamolysine mit Sphingomyelinaseaktivitat und Hamolysine ohne diese Aktivitat (Zhang et
al., 2005). Sphingomyelinasen kommen nur bei pathogenen Stammen vor. Hamolysine ohne
Sphingomyelinaseaktivitait dagegen kommen auch bei saprophytischen Stammen vor
(Segers et al., 1992; Picardeau et al., 2008). Studien zum méglichen Wirkungsmechanismus
wurden bisher an insgesamt sieben rekombinant hergestellten Hamolysinen durchgefihrt
(Lee et al., 2000; Lee et al., 2002; Hauk et al., 2005; Zhang et al., 2008; Carvalho et al.,
2009; Carvalho et al., 2010).

24.1 Hamolysine mit Sphingomyelinaseaktivitat

In diese Gruppe gehéren die Hamolysine Sphl-4, SphA und SphH, wobei SphH eine
Sonderstellung einnimmt  (s.u.) (Ren et al, 2003; Zhang et al, 2005). Die
Sphingomyelinasen Sph1-4 kommen nur in pathogenen Stdmmen vor und sind genetisch
auffallend einheitlich (Ren et al., 2003). In E. coli kloniert fiihrten alle Proteine zu einer Lyse
von Schaferythrozyten (Zhang et al., 2005).

Im Jahr 1989 wurde das Hamolysin eines Serovar Hardjo-Stammes kloniert, dessen ORF
fur ein 64 kDa grol3es Protein kodiert (del Real et al., 1989). Dieses entspricht in der Grof3e
in etwa einem Protein, welches bereits 1985 von einem Stamm des Serovars Pomona
kloniert wurde (Dain et al., 1985) und eine hohe Ubereinstimmung mit dem B-Hamolysin von
S. aureus, bei dem es sich um eine Sphingomyelinase C handelt, aufwies (Bernheimer und
Bey, 1986; Projan et al., 1989). Das von del Real und Kollegen (1989) klonierte Hamolysin
wies ebenfalls Ubereinstimmungen sowohl mit dem B-Hamolysin von S. aureus, als auch mit
drei Sphingomyelinasen von verschiedenen B. cereus-Stdmmen auf (Johansen et al., 1988;
Yamada et al.,, 1988; Gilmore et al., 1989; Projan et al., 1989). Das entsprechende Gen
wurde mit sphA bezeichnet (Segers et al., 1990; Segers et al., 1992). Obwohl der ORF fir
ein 64 kDa grol3es Protein kodiert, wies das Protein nur eine Grof3e von 39,2 kDa bzw.
41,6 kDa (inklusive eines Signalpeptids) auf (del Real et al., 1989). Posttranslationale

Prozesse scheinen fir den Unterschied verantwortlich zu sein (Segers et al., 1990).

SphH, ein Gen welches groRe Ubereinstimmung mit sphA aufweist (Lee et al., 2000), wurde
bei Leptospira interrogans Serovar Lai nachgewiesen und nach Klonierung in E. coli als re-
kombinantes Protein auf seine biologische Wirkung hin untersucht. SphH wirkte toxisch auf
Erythrozyten und verschiedene Zelllinien (Lee et al., 2002). Die toxische Wirkung lie3 sich
auf eine Porenbildung in der Erythrozythenmembran zurtickfihren (Lee et al., 2002). Interes-
santerweise zeigte SphH im Gegensatz zu SphA keine Sphingomyelinaseaktivitat und war
auch nicht in der Lage andere Phospholipide zu hydrolysieren. Dies kdnnte auf die starken
Unterschiede zwischen SphA und SphH in der Sekundéarstruktur der Proteine zuriick zu

fihren sein (Lee et al., 2000). Das aus dem Stamm Lai kodierte Fragment enthalt neben der
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Sequenz fur sphH einen weiteren ORF, welcher fur ein 272 Aminosauren umfassendes Pro-
tein kodiert (hap-1 = hemolysis associatet protein-1). In Versuchen konnte gezeigt werden,
das SphH und Hap-1 im Bezug auf die Hamolyse eine additive Wirkung haben (Lee et al.,
2000). Dieser Effekt konnte auch in Verbindung mit HlyX beobachtet werden (s.u.) (Hauk et
al., 2005).

Hap-1 wurde spater als Lipoprotein LipL32 identifiziert. Dieses Lipoprotein stellt die
prominenteste Fraktion im Proteinprofil der Leptospiren dar und scheint in der Membran lo-
kalisiert zu sein (Haake et al., 2000). Es wird sowohl in der Kultur, als auch wahrend einer
Infektion im Wirtsorganismus gebildet. In pathogenen Leptospiren liegt es hochkonserviert
vor und wurde daher fir die Pathogenese, Diagnostik und Immunprophylaxe als bedeutungs-
voll erachtet (Haake et al., 2000). In Untersuchungen aus dem Jahre 2001 und 2005 zeigte
sich, dass die Immunisierung von Gerbils mit einem Adenovirus-Vektor, in welchen die
LipL32-Sequenz kloniert wurde, zu einem 60 %igen Schutz der Tiere vor einer Infektion
fuhrte. Es scheint sich bei diesem Protein also um einen vielversprechenden Kandidaten ftr

eine DNS-Vakzine zu handeln (Branger et al., 2001; Branger et al., 2005).

Bei dem Genprodukt von sph2 konnten hamolytische und zytotoxische Wirkungen nachge-
wiesen werden (Zhang et al., 2008). Durch Sph2 kommt es zu einer Stimulation von IL-18
und IL-6 in Lymphozyten und Makrophagen, aul3erdem zu Zellschrumpfung und ange-
schwollenen Mitochondrien im Zytoplasma. Weitere Versuche mittels Durchflu3zytometrie
bestétigten die Annahme, dass Sph2 zur Apoptose der Zellen fuhrt. Auch in Leberzellen kam
es nach Einwirkung von Sph2 zu Zellzerstérung. Seren von mit rSph2 immunisierten Tieren
fuhrten zu einem 70 %igen Schutz der Zellen vor der zytotoxischen Wirkung (Zhang et al.,
2008).

Auch die Proteine Sph1, 2, 4 und SphH wurden bereits rekombinant exprimiert und auf ihre
Funktion untersucht. Obwohl die Proteine Sph2 und SphH bereits friiher untersucht worden
waren und dabei hAmolytische Aktivitat zeigten (Lee et al., 2000; Zhang et al., 2008), wiesen
Carvalho und Kollegen (2010) in ihren Versuchen bei keinem der rekombinanten Proteine
eine hamolytische Aktivitdt nach. Die Autoren vermuteten, dass dieses Phdnomen darauf
zurick zu fdhren ist, dass die Proteine in ihren Versuchen nach der Expression in
Einschlusskorperchen abgelagert wurden. Obwohl die Sekundarstruktur der Proteine korrekt
Zu sein schien, kénnte es durch den Prozess der Faltung nach Freisetzung der Proteine aus
den Einschlusskdrperchen zu einem Verlust der hamolytischen Aktivitdit gekommen sein
(Carvalho et al., 2010). Der Arbeitsgruppe um Carvalho gelang es nicht, das Protein in 16sli-
cher Form herzustellen, womit die EinschluZkdrperchenhypothese nicht bewiesen werden
konnte. Obwohl das rekombinante Hamolysin keine biologische Wirkung aufwies hemmten
Antikorper gegen dieses Protein die hamolytische Wirkung des nativen Toxins. Da aber auch

Seren von nicht immunisierten Tieren zu einer Hemmung der hamolytischen Aktivitat fuhrten,
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wurde diese Reaktion als unspezifisch bewertet. Diese, schon friiher beobachtete (Kojima et
al., 1984) unspezifische Inhibition kann auf eine Interaktion mit dem Toxin und freien Phos-
pholipiden, vor allem Sphingomyelin und Phosphatidylcholin, im Serum zurtickgefuhrt

werden.

Eine Immunisierung mit rSph2 und rSphH konnte bei experimentell mit Leptospiren infizier-
ten Hamstern, obwohl Antikérper gegen Sph2 in Seren erkrankter Patienten und Antikorper
gegen Sph2 und SphH in Seren experimentell infizierter Hamster nachweisbar waren, eine

Leptospirose nicht verhindern (Carvalho et al., 2010).

2.4.2 Hamolysine ohne Sphingomyelinaseaktivitat

Zu dieser Gruppe gehédren die Hamolysine, welche von den Genen tlyA, tlyB, hlyC (tlyC),
hlyX, hipA und hlyA (Zhang et al., 2005; Carvalho et al., 2009) kodiert werden (Tabelle 1).
Diese Proteine wurden alle, auf3er hlyA, in E. coli kloniert und fihrten zu einer Lyse von
Schaferythrozyten (Zhang et al., 2005).

Das Hamolysin HIyX wurde in Verbindung mit LipL32 (synonym Hap-1) untersucht (s.o.).
Dabei zeigte sich, dass beide Proteine zusammen zu einer starkeren Lyse der Erythrozyten
fuhrten und diese Hamolyse durch Antikérper gegen HIyX bzw. LipL32 verhindert werden
konnte. HIyX konnte in allen getesteten pathogenen Stammen nachgewiesen werden, nicht
jedoch im apathogenen Stamm L. biflexa (Hauk et al., 2005). Dies spricht fiir eine Rolle von
HlyX im Rahmen der Pathogenese. Aufgrund des immunogenen Potentials sowohl von HIyX,

als auch von LipL32, kénnten die Proteine als mdgliche Impfkandidaten angesehen werden.

Im Jahr 2009 wurden Versuche mit den Proteinen TlyB und TlyC durchgefiihrt (Carvalho et
al., 2009). Die Umbenennung von HIlyC in TlyC erfolgte anhand der Benennung der tly-
Hamolysin-Gruppe der Brachyspiren. TlyC wurde ohne die ersten 144 Nukleotide, welche
eine Transmembranregion darstellen, kloniert. Es bindet an Laminin, Fibronectin und
Kollagen 1V und scheint daher ein Oberflachenmolekil zu sein. Sowohl rTlyB als auch rTlyC
erwiesen sich als nicht hAmolytisch. Dieser offensichtliche Widerspruch zu den Untersuchun-
gen von Zhang et al. (2005) kann verschiedene Ursachen haben: Zum Einen konnte die
fehlende Transmembran-Region zum Verlust der hamolytischen Aktivitdt fuhren, zum
Zweiten konnten bei der Expression des Hamolysins in E. coli auch andere Proteine ko-ex-
primiert worden sein, welche zur Hamolyse fuhren. Nicht zuletzt kénnte TlyC auch E. coli-
eigene Hamolysine, z.B. SheA (ClyA) hochregulieren (Carvalho et al., 2009). Diese
Beobachtung wurde bereits friher beim slyA-Genprodukt von Salmonellen gemacht
(Oscarsson et al., 1996). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass das Klonieren des Gens slyA in
einen sheA-defizienten E. coli-Stamm nicht mehr zu einem hamolysierenden Phanotyp fuhrt.

Das slyA-Genprodukt ist also kein Hamolysin per se, sondern ein Regulatorprotein welches
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an den Promotor von sheA bindet, dieses Hamolysin hochreguliert und somit nur indirekt

eine Hamolyse verursacht.

2.5 Hamolysine der Borrelien

Da Hamolysine bei Brachyspiren und Leptospiren vorkommen, war es nahe liegend auch
Borrelien daraufhin zu untersuchen (Williams und Austin, 1992). Auf Blutagarplatten kam es
nach 1-2 wochiger Inkubationszeit sowohl bei dem Borrelia burgdorferi-Stamm Sh-2-82, als
auch bei dem Stamm B-31 von Borrelia burgdorferi zu einer Lyse von Erythrozyten, wobei
die Hamolyse bei dem Stamm B-31 im Vergleich mit dem Stamm Sh-2-82 verzdgert auftrat.
Am starksten ausgepragt war die Hamolyse bei Platten mit Pferdeerythrozyten, weniger
ausgepragt bei Rinder-, Schaf- und Kaninchenerythrozyten. Die Hitzelabilitat des Hamolysins
legte den Schluss nahe, dass es sich beim Borrelien-Hamolysin ebenfalls um eine Phospho-

lipase oder Sphingomyelinase handeln kdnnte (Williams und Austin, 1992).

Es gelang zwei mdgliche Hamolysin-kodierende Gene auf einem Plasmid von Borrelia burg-
dorferi zu identifizieren (Guina und Oliver, 1997). Das Gen blyA kodiert fur ein 7,4 kDa
grol3es Protein, das blyB fiir ein 13 kDa grofRes Protein (Tabelle 1). Wahrend das Protein
BlyB wohl nur einen stabilisierenden Effekt auf BIyA hat, konnte gezeigt werden, dass BlyA
strukturelle Ahnlichkeiten mit dem &-Hamolysin von S. aureus (Fitton et al., 1980) und
Melittin, einem Bienentoxin (Terwilliger und Eisenberg, 1982), hat und somit wohl das
eigentliche Hamolysin darstellt. Das d-Hamolysin von S. aureus und Melittin gehdren zur
einer Gruppe von Membran-interaktiven Toxinen, die durch Porenbildung zur Lyse der Zellen
fuhren (Freer und Birkbeck, 1982; Dempsey, 1990).

Bei Untersuchungen zum Vorkommen von Phagen bei Borrelien stellte sich heraus, dass es
sich bei dem Plasmid, das u.a. fur blyA und blyB kodiert, um Bestandteile des Phagen-
genoms handelt (Eggers und Samuels, 1999). Weitere Untersuchungen ergaben, dass BlyA
und BlyB keine Hamolysine sondern vielmehr Holine darstellen (Damman et al., 2000). Bei
Holinen handelt es sich um phageninduzierte, kleine, membranintegrale Proteine, welche
gemeinsam mit dem Endolysin an der Lyse der Wirtszelle beteiligt sind (Wang et al., 2000;
Rydman und Bamford, 2003). Die Holine reichern sich in der Zellmembran an. Zu einem
bestimmten Zeitpunkt, welcher im Holin ,programmiert” ist, kommt es dann zur Auflésung der
Zytoplasmamembran durch das Holin. Das Endolysin, welches im Zytosol akkumuliert, kann
so die Mureinschicht erreichen und diese zerstéren. So kommt es zur Lyse der
Bakterienzelle. Holine determinieren die Dauer eines lytischen Zyklus eines Phagen (Wang
et al.,, 2000; Rydman und Bamford, 2003). Die These, dass BlyA und BlyB zu den Holinen
gezahlt werden missen, konnten Damman und Mitarbeiter (2000) mit mehreren Fakten

untermauern. Zum Einen waren E. coli, die kein sheA (clyA) besitzen, auch nach Transfor-
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mation mit blyA und blyB nicht h&molytisch. Bei sheA handelt es sich um ein E. coli eigenes
Gen, das fir ein Hamolysin kodiert (Oscarsson et al., 1999). Die nicht vorhandene hamo-
Iytische Aktivitdt in sheA-Deletionsmutanten spricht daftr, dass blyA und blyB keine
Hamolysine sind, sondern vielmehr die Bildung von SheA in E. coli induzieren. Zum Zweiten
konnte gezeigt werden, dass BlyA und BlyB Holin-typische Strukturen besitzen (Young und
Blasi, 1995). Und die Induktion des Phagen mit MNNG (N-Methyl-N'-Nitro-Nitroso-Guanidin)
zu einem deutlichen Anstieg der Menge von BlyA und BlyB. Des Weiteren sind BlyA und
BlyB membranassoziiert, haben einen Hang zur Oligomerisation und besitzen Holin-Aktivitat
(Damman et al., 2000). Allerdings konnte die Vermutung von Damman et al. (2000), dass
BlyA und BlyB das E. coli eigene SheA induziert in weiteren Versuchen nicht belegt werden
(Ludwig et al., 2008). Die Untersuchungsergebnisse der Autoren legten vielmehr den
Schluss nahe, dass das im Zytosol nach basaler Expression vorliegende SheA durch die,
von dem Holin BlyA zerstérte, Membran gelangte und zur Hadmolyse im Medium flhrte.
Diese Ergebnisse zeigten erstmals einen Zusammenhang zwischen der Hamolyse und dem
Holin BlyA (Ludwig et al., 2008). In der gleichen Arbeit konnte kein hamolytischer Effekt von
BlyB beobachtet werden. Die Frage, ob BlyB eine Rolle bei der Synthese, Aktivitat oder

Stabilitat von BIyA spielt, konnte nicht beantwortet werden.
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2.6 Hamolysine bei Treponemen

Wichtige Virulenzfaktoren von Treponemen sind die durch tpr-Gene (eine Treponema-spezi-
fische Genfamilie) kodierten Proteine, Hamolysine, Regulatorproteine, sowie verschiedene
Polysaccharide und Oberflachenproteine (Weinstock et al., 1998). Die bei T. pallidum gefun-
denen tpr-Gene kodieren fiir Proteine welche groRe Ahnlichkeit mit entsprechenden
Proteinen (Msp [,major surface“-Proteine]) bei T. denticola haben. Die Msp binden an
Fibronectin und Laminin und sind an der Adhasion der Bakterien an Zielzellen beteiligt.
Ebenfalls konnte eine porenbildende Aktivitat der Msp nachgewiesen werden (Haapasalo et
al., 1992; Egli et al., 1993; Fenno et al., 1996; Fenno et al., 1997). AuRRer der Ahnlichkeit zu
Msp konnten keine weiteren Ahnlichkeiten mit anderen bekannten Proteinen gefunden
werden, was vermuten lasst, dass es sich bei der Tpr-Familie um spezifische Proteine der

Treponemen handelt (Weinstock et al., 1998).

Bei T. pallidum konnten bislang fiunf Gene nachgewiesen werden, die fur mutmafliche
Hamolysine kodieren (Tabelle 1, Weinstock et al., 1998). Hlylll gleicht dem Hamolysin Il
von B. cereus (Weinstock et al., 1998), das porenbildende Aktivitat besitzt (Baida und
Kuzmin, 1995; Baida und Kuzmin, 1996). Die vier anderen Ha&molysine weisen sowohl
untereinander als auch mit dem TlyC von Brachyspiren Sequenzibereinstimmungen auf
(Weinstock et al., 1998).

Bei Treponemen aus dem Bereich der Mundhohle, namentlich T. denticola, konnten eben-
falls Hamolysine bzw. Proteine mit hamolytischer Wirkung nachgewiesen werden (Grenier,
1991; Mikx und Keulers, 1992). Bislang sind drei bzw. vier Proteine mit hamolytischer Wir-
kung beschrieben (Fenno und McBride, 1998; Chan und McLaughlin, 2000). Hierbei handelt
es sich um Cystalysin (Hly), ein <1 kDa schweres extrazelluldares Protein (Chu und Holt,
1994; Chu et al., 1994), PrtB, ein Chymotrypsin-ahnliches Protein (Arakawa und Kuramitsu,
1994) und ein weiteres, nicht ndher benanntes Protein mit einem Molekulargewicht von
62 kDa (Karunakaran und Holt, 1994). Von allen potentiellen Hamolysinen ist das Cystalysin
(Hly) das am besten untersuchte Protein. Es ist zellassoziiert und hat sowohl hamolytische,
als auch hamoxidative Eigenschaften, wobei die Aktivitat abhdngig vom Eisengehalt des
Nahrmediums ist. Bei niedrigem Eisengehalt steigt die Aktivitdt des Enzyms. Somit scheint
es zur Eisenversorgung des Bakteriums beizutragen (Chu et al., 1994). Von der Biochemie
ist jedoch lediglich bekannt, dass es Hamoglobin zu Methamoglobin und Sulfhdmoglobin
oxidiert. In Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopischen Studien zeigte sich, dass
das Cystalysin in der Plasmamembran der Erythrozyten lokalisiert ist und dort zur Bildung
von irregularen Léchern in der Membran fuhrte (Chu et al., 1994). Einzelheiten dieses zur
Hamolyse fuhrenden Mechanismus sind jedoch nicht bekannt (Chu et al., 1997). Weitere

Untersuchungen zeigten eine auffallige Ubereinstimmung von Cystalysin mit dem Protein
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PatB von Bacillus subtilis, dem MalY-Protein von E. coli, anderen Aminotransferasen, sowie
einer C-S-Lyase von Corynebacterium glutamicum (Chu et al., 1995). Die Autoren postulier-
ten die Vermutung, dass das Cystalysin am Abbau von Aminosauren beteiligt ist und die
Hamolyse nur ein Nebeneffekt sei. Beide Effekte tragen vermutlich jedoch zur Pathogenitéat
des Erregers bei (Chu et al., 1995). In nachfolgenden Studien entsprach die enzymatische
Aktivitat des Cystalysins der Aktivitdt einer Cystein-Desulfhydrase. Dabei wurden die
Substrate Cystein, aber auch Cystin und Cystathionin, zu Pyruvat, NH; und zu dem fir ver-
schiedene Zellen toxischen H,S abgebaut. Gleichzeitig wurde dem Bakterium hiermit
Energie, Stickstoff und Schwefel zum Aufbau von Aminosauren zur Verfiigung gestellt. Dies
passte zu der Tatsache, dass H,S in hohen Konzentrationen in Zahnfleischtaschen nach-
gewiesen werden kann (Rizzo, 1967; Beauchamp et al., 1984; Persson, 1992). Somit kdnnte
das Cystalysin metabolische Aufgaben fur das Bakterium lbernehmen, aber auch ein
wichtiger Virulenzfaktor sein (Chu et al., 1997; Chu et al., 1999).

Bei T. denticola wurden bislang verschiedene Proteasen entdeckt und untersucht (Que und
Kuramitsu, 1990; MacDougall et al., 1991; Arakawa und Kuramitsu, 1994). Diese Proteine
konnten der Bereitstellung von Aminoséuren fir das Wachstum der Bakterien dienen oder
die Wirtsabwehr schwachen, und somit eine zentrale Rolle bei der Besiedlung des Habitats
einnehmen (Loesche, 1988; Makinen et al., 1995). Die Protease PrtB liel3 sich mit verschie-
denen Proteaseinhibitoren, wie z.B. Phenylmethylsulfonylfluorid, hemmen. Auch Zink
hemmte die Aktivitdt des Enzyms, wohingegen Kalzium die Aktivitat erhohte. Das Enzym
zerstorte sowohl humanes als auch tierisches Serumalbumin sowie Casein. Neben diesen
proteolytischen Fahigkeiten fuhrte es auch zu einer Zerstérung von Schaferythrozyten. Ob
dies in-vivo eine Rolle spielt und das h&molytische Wachstum von T. denticola bestimmt,
konnte bisher nicht geklart werden (Arakawa und Kuramitsu, 1994). Das 1994 beschriebene,
62,5 kDa grol3e, Protein hat weder proteolytische Aktivitat, noch handelt es sich um eine
Phospholipase C. Magnesium, Kalzium und Zink hemmten die hdmolytische Aktivitat des
Proteins, wohingegen EDTA keinen Effekt ausibte. Dies deckte sich mit Untersuchungen
von Hamolysinen der Spezies Vibrio vulnificus und Burkholderia pseudomallei (Redfearn,
1964; Shinoda et al., 1985). Fur die Untersuchung dieses 62,5 kDa Proteins von T. denticola
wurden sowohl Kulturiiberstdnde als auch durch einen osmotischen Schock freigesetzte Pro-
teine eingesetzt. In den Kulturiiberstanden konnte keine hamolytische Aktivitat detektiert
werden, was darauf hindeutet, dass das Protein nicht freigesetzt wird. Die durch osmotische
Schockbehandlung gewonnenen Proteinsuspensionen waren hingegen hamolysierend. Dies
lasst darauf schlieRen, dass das Protein im periplasmatischen Raum akkumuliert
(Karunakaran und Holt, 1994).
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2.7 Schlussfolgerungen

Nach der recherchierten Literatur scheinen Hamolysine (Zytotoxine) fiir die Spirochaeten be-
deutsame, wenn nicht Gberlebenswichtige Faktoren darzustellen. Zur Abklarung der biologi-
schen Wirkung dieser Proteine wurde haufig das hamolysierende Wachstum von Trans-
formanten auf Blutagarplatten herangezogen. Dies ist nach dem aktuellen Stand der Literatur
jedoch nicht ausreichend und kann gleichzeitig zu Fehlinterpretationen fihren, da die klonier-
ten Gene z.T. Hamolysine der Wirtszellen aktivieren oder induzieren. Eine exaktere Erfor-
schung der Wirkmechanismen dieser Proteine durch Verwendung hochreiner rekombinanter
Proteine war ebenfalls mit gro3en Schwierigkeiten verbunden. Den entsprechend herge-
stellten Proteinen fehlte h&ufig die erhoffte biologische Wirkung. Somit ist in Zukunft, in mog-
licherweise nicht wenigen Fallen, mit einer Neueinschéatzung der biologischen Bedeutung der
Hamolysine der Spirochaeten zur rechnen, wie z.B. bei den Proteinen BlyA/BlyB von
Borrelien oder TlyB/TlyC und Sph2/SphH von Leptospiren. Auch kdnnten neben der Hamo-
lyse weitere biologische Eigenschaften entdeckt werden. Manche Proteine entfalten eine
hamolytische Wirkung (PrtB von Treponemen), bzw. verstarken die Hamolyse (LipL32 von
Leptospiren), obwohl ihre eigentliche biologische Aufgabe eine andere zu sein scheint. Kinf-
tige Versuche zur Aufklarung der biologischen Wirkung von Spirochaetenhdmolysinen wer-
den nach den Erfahrungen aus der zitierten Literatur auf3erordentlich schwierig sein und

wabhrscheinlich oft mit Misserfolgen einhergehen.
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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 (ab Seite
100) aufgelistet.

3.1.2 Bakterienstamme

In der vorliegenden Arbeit wurden Referenz- und Feldisolate verwendet, die in der Tabelle 2
mit ihren relevanten Eigenschaften aufgelistet sind. Hierzu z&hlten neun B. hyodysenteriae-
Referenzstamme, welche die bekannten Serotypen und Serogruppen von B. hyodysenteriae
reprasentierten. Diese werden im Folgenden als Serotyp-Referenzstamme bezeichnet. Im
Rahmen der Klonierung der Hamolysingene diente der B. hyodysenteriae-Stamm B204 als
Spenderorganismus, als Empfangerorganismus der E. coli-Stamm BLR(DE3). Des Weiteren
wurden sechs Feldisolate aus der institutseigenen Diagnostik fur die Untersuchungen zum

CAMP-Ph&nomen verwendet.

Aufbewahrung der Brachyspiren-Stamme. Die langfristige Aufbewahrung der Brachyspi-
ren-Isolate erfolgt suspendiert in FKS (Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) in fliissi-
gem Stickstoff sowie in BHIF©Y**R-Medium bei -70 °C.

3.1.3 Gentechnisch veranderte Mikroorganismen (GVOSs)

Bei den gentechnisch veranderten Mikroorganismen handelt es sich um Abkdmmlinge des
E. coli-B-Derivats BLR(DE3) (Tabelle 3), in deren Genom mit Hilfe von rekombinanten Plas-
miden DNS-Fragmente des B. hyodysenteriae-Stammes B204 eingefligt wurden (Tabelle 4).
Die Lagerung der GVOs erfolgte bei -70 °C in LB-Medium mit einem Anteil von 30 % Gly-

zerin.

Aufbewahrung der transformierten E. coli BLR(DE3) Zellen. Nach Standardanzucht der
transformierten E. coli-Keime in LBM*" wurden die Klone bis zur Sequenzierung bei 4 °C
gelagert. Klone, die nach den Ergebnissen der Sequenzierung das Insert korrekt und mit
richtiger Sequenz integriert hatten, wurden auf LBA*T angeziichtet und anschlieRend mit 3 ml
LB-Medium mit einem Anteil von 30 % Glyzerin abgeschwemmt. Von jedem Klon wurden

zwei Rohrchen bei -70 °C eingefroren.
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3.1.4 Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten, bzw. verwendeten, Plasmide sind in Tabelle 4
aufgefuhrt. Fur alle Klonierungsexperimente wurde das Plasmid pET-24b(+) als Vektor ein-

gesetzt. Zur Veranschaulichung ist exemplarisch die Genkarte von pHIT-7-05 in Abbildung

1 schematisch dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht liber die verwendeten Referenz- und Feldstamme

Her-
Spezies Stamm relevante Eigenschaften kunft
Brachyspira hyodysenteriae  B78 Serotyp 1, Serogruppe A ISU
Brachyspira hyodysenteriae ~ B204 Serotyp 2, Serogruppe B IM
Brachyspira hyodysenteriae  B169 Serotyp 3, Serogruppe C ISU
Brachyspira hyodysenteriae Al Serotyp 4, Serogruppe D ISU
Brachyspira hyodysenteriae =~ B8044 Serotyp 5/2, Serogruppe B ISU
Brachyspira hyodysenteriae ~ B6933 Serotyp 6/1, Serogruppe A ISU
Brachyspira hyodysenteriae ~ ACK300/8 Serotyp 7/2, Serogruppe B ISU
Brachyspira hyodysenteriae  Vic2 Serotyp nicht bekannt, Serogruppe H MU
Brachyspira hyodysenteriae ~ NSW1 Serotyp nicht bekannt, Serogruppe J MU
Escherichia coli BLR(DE3) BL21-Derivat, F ompT hsdSg(rg"mg) gal N

dcm (DE3) A(srl-recA)306:: Tn10 (Tet?)
Escherichia coli 3306/05 Feldisolat IHIT
Psychrobacter PP Feldisolat IHIT
phenylpyruvicus

Rhodococcus equi RE Feldisolat IHIT
Staphylococcus aureus SA Feldisolat IHIT
Streptococcus agalactiae ScA Feldisolat IHIT
Streptococcus dysgalactiae ScD Feldisolat IHIT
Streptococcus equi ScE Feldisolat IHIT

Erlauterungen: IHIT = Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere; IM = ur-
sprunglich Dr. D.L. Harris, Veterinary Medical Research Institute lowa
State University, Ames, USA, freundlicherweise Uberlassen von Prof. Dr.
G. Amtsberg, Institut fir Mikrobiologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover; 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; N = Fa. Novagen durch Fa. Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die gentechnisch veranderten E. coli-Stamme
Her-

Stamm relevante Eigenschaften kunft
BLR(DES3, BLR(DE3) mit Plasmid pET-24b(+) IHIT
pPET-24b(+))
ADhIyA BLR(DE3, pHIT-7-05), B-Stamm mit pET-24b(+)::hlyA d. A
ADyplQ BLR(DE3, pHIT-7-06), B-Stamm mit pET-24b(+)::yplQ d. A
ADtlyA BLR(DE3, pHIT-7-07), B-Stamm mit pET-24b(+)::tlyA d. A
AD1870 BLR(DE3, pHIT-7-08), B-Stamm mit pET-24b(+)::BHWA1_01870 d. A.
AD962 BLR(DE3, pHIT-7-10), B-Stamm mit pET-24b(+)::BHWA1_00962 d. A.
ADhly BLR(DE3, pHIT-7-12), B-Stamm mit pET-24b(+)::hly d. A
ADtlyB BLR(DE3, pHIT-7-13), B-Stamm mit pET-24b(+)::tlyB d. A
ADtlyC BLR(DE3, pHIT-7-15), B-Stamm mit pET-24b(+)::tlyC d. A
ADfabG BLR(DE3, pHIT-7-16), B-Stamm mit pET-24b(+)::fabG d. A
ADhlyA™ BLR(DES3, pHIT-7-17), B-Stamm mit pET-24b(+)::hlyA d. A
ADfabUm BLR(DE3, pHIT-7-18), B-Stamm mit pET-24b(+)::fabG-hlyA-fabF d. A
ADfabF BLR(DE3, pHIT-7-19), B-Stamm mit pET-24b(+)::fabF d. A
Erlauterungen: d. A. = diese Arbeit, IHIT = Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten

der Tiere.
Tabelle 4: Ubersicht tiber die verwendeten Plasmide
Plasmid relevante Eigenschaften Herkunft

pPET-24b(+) 5.309 bp, pBR322 origin, f1 origin, lacl, Kanr, T7 Promotor, N
T7 Transkriptionsstart, T7 Terminator, His-Tag
Kodierungssequenz

pHIT-7-05 PET-24b(+)::hlyA, 5.498 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A
pHIT-7-06 PET-24b(+)::yplQ, 5.939 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A.
pHIT-7-07 PET-24b(+)::tlyA, 5.987 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A.
pHIT-7-08 pPET-24b(+)::BHWA1_01870, 5.936 bp, Ndel, EcoRI, Kan' d. A
pHIT-7-10 PET-24b(+)::BHWA1_00962, 6.560 bp, Ndel, EcoRl, Kan' d A
pHIT-7-12 PET-24b(+)::hly, 6.596 bp Ndel, EcoRlI, Kan' d. A
pHIT-7-13 PET-24b(+)::tlyB, 7.751 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A.
pHIT-7-15 PET-24b(+)::tlyC, 6.071 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A.
pHIT-7-16 pET-24b(+)::fabG, 6.011 bp, Ndel, EcoRlI, Kan' d. A.
pHIT-7-17 PET-24b(+)::hlyA™, 5.492 bp, Ndel, EcoRl, Kan' d. A.
pHIT-7-18 PET-24b(+)::fabG-hlyA-fabF, 7.664 bp, Ndel, EcoRl, Kan' d. A
pHIT-7-19 pET-24b(+)::fabF, 6.518 bp, Ndel, EcoRI, Kan' d. A

Erlauterungen: N = Fa. Novagen durch Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
d. A. = diese Arbeit.
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Abbildung 1: Genkarte des rekombinanten Plasmids pHIT-7-05
Erlauterungen: Kan' = Kanamycinresistenz-Gen, f1 origin = Replikationsursprung,
MCS = “multiple-cloning-site”.

3.1.5 Zelllinien

Fur die Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt der Proteine wurden IPEC-J2-Zellen
(Jejunum, Ferkel, Herkunft Dr. P. Schierack, Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen, Freie
Universitat Berlin), CRFK-Zellen (Niere, Katze, ATCC Nr. CCL-94) und MDCK-Zellen (Niere,
Hund, ATCC Nr. CCL-34) verwendet.

3.1.6 Tiere

Zur Herstellung der bendtigten Immunseren wurden sechs weibliche Kaninchen der Rasse
WeilRe Neuseelander 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. Jeweils ein Kryotube einer tiefgefrorenen
Brachyspiren-Charge wurde mittels Handwarme aufgetaut und unter sterilen Bedingungen

im Verhéltnis 1:49 [v/v] in BHIF®Y*SR-Medium (berfiihrt. Die Inkubation fand fiir drei bis finf
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Tage unter anaeroben Bedingungen (Anaerobierbox AnaeroPack Rectangular, Fa. Biome-
rieux, Wien, Osterreich; AnaeroGen, Fa. Oxoid, Hampshire, England) bei 37 °C auf einem
Schittler (96 U/min) statt. Zur Kontrolle der anaeroben Bedingungen wurde ein

Sauerstoffindikator (Anaerotest, Fa. Merck, Darmstadt) mitgefuhrt.

Anzucht der Brachyspiren auf TSA“V**R-Platten. Vor der Chargenherstellung wurden die
Brachyspiren auf TSA®VS*R-Platten angeziichtet. Die Inkubation erfolgte unter anaeroben Be-
dingungen (Anaerobiertopf Anaerocult, Fa. Merck, Darmstadt, AnaeroGen, Fa. Oxoid, Hamp-
shire, England) bei 37 °C Uber funf bis zehn Tage. Bei sichtbarer Kontamination wurden die
Isolate unter lichtmikroskopischer Kontrolle passagiert, bis mikroskopisch keine Kontamina-

tion mehr erkennbar war.

Chargenherstellung der Brachyspiren. Zur Herstellung einer Bakteriencharge wurde der
Stamm B204 zunachst auf TSAVSSR-Agar vermehrt. Nach dem Reinheitsnachweis im Dun-
kelfeldmikroskop erfolgte die Abschwemmung der Brachyspiren von der Platte mit ca. 3 ml
BHIFCVSSR unter Reinraumbedingungen. Nach der Herstellung einer log10-Verdiinnungsreihe
Uber acht Stufen wurde 1 ml der Verdiinnungsstufe 10 in 49 ml BHIFSVSS®R Uberfihrt und
unter standiger Bewegung (Schuttler, 96 U/min) inkubiert (anaerob, 37 °C, 3-4 d). Zur dauer-
haften Lagerung bei -70°C erfolgte die Abfullung von 1 ml-Aliquots. Die Keimzahl-
bestimmung wurde gemdal3 Kapitel 3.2.3 durchgefuhrt. Vor der Verwendung der Charge

wurde eine Reinheitskontrolle durchgefihrt (Kapitel 3.2.4).

Standardanzucht von E. coli. Der E. coli-Stamm BLR(DE3) wurde unter aeroben Beding-
ungen bei 37 °C auf LB-Agar (LBA'), bzw. in LB-Bouillon (LBM"), mit Tetracyklin (in
letzterem Fall als Schiittelkultur mit 180 U/min) angeziichtet. Die Inkubationszeit lag bei 8 bis
18 Stunden. Die Selektion und Anzucht der transformierten E. coli-Zellen erfolgte auf LBAX"
bzw. in LBM*.

Anzucht von Transformanten auf verschiedenen Nahrbéden. Alle Transformanten wur-
den zur Prufung auf hamolytische Eigenschaften auf Blut-Agarplatten mit Erythrozyten ver-
schiedener Spezies (Pferd, Rind und Schaf) sowie auf Muller-Hinton-Agar mit Schafblut und
DST-Agar mit Rinderblut angezichtet. Zur Stabilisierung, bzw. zur Induktion der
Proteinexpression wurden in verschiedenen Ansatzen Kanamycin und/oder IPTG zugegeben
(siehe Anhang ab Seite 100). Die Inkubation erfolgte aerob (teilweise auch anaerob) bei

37 °C uber zwei bis funf Tage, wobei das Wachstum alle 12 h kontrolliert wurde.

Induktion transformierter E. coli-Zellen. Rekombinante E. coli-Stdmme wurden Gber Nacht
als Vorkultur im Standardverfahren kultiviert. Nach Verdinnung der Vorkultur mit frischem
LBM"T (1:100 [v/v]) folgte die Inkubation der Hauptkultur bei 37 °C bis zu der in Tabelle 5 an-
gegebenen ODgy nm (Photometer DU-640, Beckman Instruments, Minchen). Nach Induktion

der Proteinexpression mit IPTG (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) folgte eine erneute Inkubation der
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Kultur bei 37 °C (Tabelle 5). SchlieBlich wurden die Bakterienzellen nach Bestimmung der
ODgoonm abzentrifugiert (4.500 x g, 4 °C, 10 min) und das Pellet fir die Gewinnung der

Proteine weiterverarbeitet (Kapitel 3.4.4).

Tabelle 5: Parameter fir die Induktion transformierter E. coli-Zellen
Bezeichnung des gewilnschte eingesetzte IPTG- Inkubationszeit
Klons ODg00 nm Konzentration nach Induktion
BLR (DE3, pET-24b(+)) 0,5-0,6 15,6 uM 20 h
ADhIyA 0,5-0,6 15,6 uM 4h
ADyplQ 0,5-0,6 7,8 - 1.000 puM 4-20h
ADtlyA 0,5-0,6 250 uM 20 h
AD1870 0,5-2,0 7,8 - 1.000 uM 1-20h
AD962 0,5-0,6 62,5 uM 4h
ADhly 0,5-2,0 7,8 - 1.000 uM 30 min-20h
ADtlyB 0,5-0,6 250 uM 20 h
ADtlyC 0,5-0,6 15,6 uM 20 h
ADfabG 0,5-0,6 125 uM 4h
ADfabF 0,5-0,6 125 uM 4h
ADfabUm 0,5-0,6 125 uM 4h
ADhIyA™ 0,5-0,6 125 uM 4h

Erlauterungen: IPTG = Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid.

3.2.2 Prufung auf Vorliegen eines CAMP-Phanomens

Bei den Untersuchungen zum CAMP-Phanomen wurden die in Tabelle 2 aufgefihrten
Bakterienstamme als Ammen verwendet. Beim Standardverfahren wurden im rechten Winkel
zur Amme die zu testenden Transformanten ausgestrichen. In der sich tberlappenden Zone
der beiden Keime wurde die entstandene Hamolyse beurteilt (Abbildung 2). Beim Kombi-
nationsverfahren wurden neben der Amme auch der Stamm AD962 ausgestrichen. Zwischen
den Impfstrichen wurden die zu testenden Transformanten ausgestrichen. Auch hier wurde

die Hamolyse in der sich Uberlappenden Zone der drei Stamme beurteilt (Abbildung 3).

Im Standardverfahren kamen dabei folgende Bakterienspezies als Amme zum Einsatz:
S. aureus, Scc. equi, R. equi und P. phenylpyruvicus. Alle Ansatze wurden auf Agarplatten
mit Blutzusatz (Schaf-, Rinder- und Pferdeblut) sowie Miuller-Hinton-Agar mit Schafblut
getestet. Als Kontrollen kamen neben den oben angegebenen Stammen die Spezies Scc.

agalactiae und Scc. dysgalactiae zum Einsatz.

Im Kombinationsverfahren mit dem Klon AD962 kamen auf Blut-Agarplatten mit Schafblut

S. aureus, Scc. equi und R. equi als Ammen zum Einsatz. Auf DST-Platten mit Rinderblut
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kam S. aureus als Amme zum Einsatz. Getestet wurden die Transformanten ADhIyA,
ADtlyA, ADtlyB und ADtlyC sowie die hlyA-Klone ADfabG, ADfabF, ADfabUm und ADhIyA™.

Uberlappender

Bereich

Testkeim 6 Testkeim 1

4/

Testkeim 5 Testkeim 2

Testkeim 4 \\ Testkeim 3

Amme

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Standardverfahren des CAMP-Tests.
Testkeime: zu testende Transformanten

Testkeim 4 .
Testkeim 1
Uberlappender
Bereich
AD962 AD962
TestkM Testkeim 2
Amme
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kombinationsverfahrens des CAMP-

Tests.

Testkeime: zu testende Transformanten
3.2.3 Keimzahlbestimmung
Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde nach jeder Anzucht eine Titration durchgefuhrt
und die Keimzahl nach (Spearman, 1908) und (Karber, 1931) geschatzt. Dafir wurde eine

log 10-Verdiinnungsreihe Uber acht Stufen hergestellt. Je Verdunnungsstufe wurden vier
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10 pl-Tropfen auf einen TSAVSSR.Agar aufgebracht. Nach sieben Tagen Inkubation (anae-
rob, 37 °C) erfolgte die Auswertung makroskopisch anhand der Hamolyseplaques. Die je
Verdinnungsstufe entstandenen Hamolyseplaques wurden protokolliert und hieraus der Titer
der Wachstum-bildenden Einheiten 50 je ml (WbEse/ml) berechnet (Formel 1).
Formel 1: WbEsg, = 107 Xo - d/2 +d/n * Y X
Erlauterungen: Xo = der positive Exponent der hdchsten Verdiinnung, bei der alle
Testobjekte positiv reagieren
d = der Dosisabstand in Logarithmus zur Basis 10
n = die Anzahl der pro Verdiinnung eingesetzten Testobjekte

>xi =die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden
Testobjekte, ab und einschliel3lich der bei Xo.

3.24 Reinheitskontrolle

Brachyspirensuspension. Jede Brachyspirencharge wurde auf Kontaminationsfreiheit ge-
pruft. Hierzu wurde ein Aliquot aufgetaut und fur zwei Tage aerob in Serumbouillon und auf
Blut-Agarplatten mit Schafblut und Gassner-Agarplatten sowie anaerob auf Zeissler- und
Schadler-Agarplatten  bebritet. Beim Ausbleiben von makroskopisch erkennbarem
Wachstum von anderen Keimen als den Brachyspiren wurde die Charge als

kontaminationsfrei erklart und zur Verwendung freigegeben.

Impfantigene. Aliquots der Impfantigene wurden aerob bei 37 °C in Serumbouillon und auf
Blut-Agarplatten (Schaf) und Gassner-Agarplatten sowie anaerob auf Zeissler- und Schadler-
Agarplatten bebriitet. Die Inkubationszeit der Platten betrug funf, die der Serumbouillon 12
Tage bei 37 °C.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Praparation von DNS aus Bakterienkulturen

Plasmid-DNS. Die Plasmidpraparation aus zuvor transformierten E. coli-Zellen (Kapitel
3.3.7) wurde unter Verwendung des ,,QIAGEN QiaPrep Spin Miniprep (Fa. Qiagen, Hilden)
entsprechend der Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Der Erfolg wurde mittels
Agarosegelelektrophorese und anschlieRender DNS-Bestimmung uberprift. Die Préparation
des Vektors pET-24b(+) erfolgte mittels ,QIAGEN Plasmid Midi-Kit (25)" (Fa. Qiagen, Hilden)

PCR-Amplifikate. Alle PCR-Produkte, die in der Klonierung oder Sequenzierung eingesetzt
wurden, wurden mittels ,QIAquick PCR Purification Kit (50)“ (Fa. Qiagen, Hilden) nach

Angaben des Herstellers (fur die Verwendung einer Mikrozentrifuge) aufgereinigt.
3.3.2 DNS-Bestimmung

Die Konzentration der fur die Ligations- und Transformationsansatze gewonnenen DNS
wurde Uber Messungen im ,Nano Drop 2000C* Spektrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) ermittelt.
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3.3.3 Restriktion von DNS

Vor der Ligation von Plasmid- und Insert-DNS wurde bei beiden Komponenten eine
Restriktion mit EcoRIl und Ndel (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) im Doppelverdau
durchgefuihrt. Die Menge des eingesetzten Enzyms betrug bei Restriktion von Plasmid-DNS
10 U/ug DNS, bei PCR-Amplifikaten (Inserts) 5 U/ug DNS (hlyA), 10 U/ug DNS (tlyB) bzw.
7 U/lug DNS (alle anderen DNS-Fragmente). Nach Anweisung des Herstellers wurde die
Reaktion in Puffer O (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) fur 16 h bei 37 °C durchgefthrt. Die
Inserts BHWAL1 01870 und tlyC wurden aufgrund einer EcoRI-Schnittstelle im Genom
einzeln verdaut. Der Verdau erfolgte mit Ndel fir 16 h bei 37 °C, der Verdau mit EcoRI
erfolgte im Anschluss bei 20 °C (BHWA1_01870) bzw. 37 °C (tlyC) fir 15 min mit einer
Enzymkonzentration von 1 U/ug DNS. Die Kontrolle der DNS-Fragmente vor und nach

Restriktion erfolgte in der Agarosegelelektrophorese.
3.34 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Herstellung der verwendeten Inserts und Uberpriifung transformierter Zellen auf ihren
Plasmid- und Insertgehalt wurde die PCR eingesetzt. Mitgefiihrt wurden stets eine Negativ-

kontrolle (mit A. dest) und die entsprechenden Positivkontrollen.

Monoplex-PCR: Es enthielt ein 30 pl Reaktionsansatz 1 U PanScript Polymerase, je
15 pmol der entsprechenden Primer (Tabelle 7), 133 pM je Nukleotid (Fa. PAN Systems, Ai-
denbach), 1 mM MgCl,, 1 x NH;Mix und 3 pl der zu testenden Suspension (= Template). Die
Bedingungen zur Amplifikation waren wie folgt: ein initialer Denaturierungsschritt (5 min,
94 °C), gefolgt von 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei 94 °C fir 30 s, einer Anlagerung
fur 30 s bei einer Primerspezifischen Temperatur von 50 °C bis 63 °C (Tabelle 7) und einer
Verlangerung fir 90 s bis 3 Min bei 72 °C. Nach dem abschlieenden Verlangerungsschritt

von 5 min bei 72 °C wurden die Proben bis zur Entnahme auf 4 °C gekdhilt.

Die Monoplex-PCR wurde zur Uberpriifung transformierter Zellen (mit Primern pET-A und
PET-B, Anlagerung bei 66 °C, Verlangerung 2 min. bzw. 3 min bei Uberpriifung von tlyB-
Klonen), und zur Uberprifung des Genprofils (alle Gene auRer tlyB) in verschiedenen B. spp.
(Anlagerungstemperatur siehe Tabelle 7, Verlangerungszeit 90 s) eingesetzt. Zur Her-
stellung des Inserts tlyB wurde ebenfalls die Monoplex-PCR genutzt (Anlagerung bei 55 °C,

Verlangerung 3 min).

XL-PCR: Ein 50 pl-Reaktionsansatz enthielt 1,6 U XL-Polymerase (rTth), je 16 pmol der ent-
sprechenden Klonierungsprimer (Tabelle 7), Nukleotide (Fa. PAN Biotech GmbH, Aiden-
bach) in einer Konzentration von je 320 pM, 1 x XL-Puffer (Fa. Applied Biosystems, Foster
City, USA), 1,1 mM Mg(OAC), (Fa. Applied Biosystems, Foster City, USA) und 1 pl Temp-
late. Das Template wurde zuvor im Verhaltnis 1:2 mit A. dest. verdinnt und 10 min bei

100 °C erhitzt. Die Bedingungen zur Amplifikation waren dann wie folgt: auf einen initialen
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Denaturierungsschritt (5 min, 94 °C) folgten 16 Zyklen mit 15 s Denaturierung bei 94 °C, und
5 min Anlagerung und Verlangerung bei 60 °C. Danach folgten weitere 16 Zyklen mit den
gleichen Bedingungen, wobei in jedem Zyklus die Anlagerungs- und Verlangerungszeit um
15 s verlangert wurde. AbschlieRend wurde eine Verlangerung bei 72 °C fir 7 min durchge-

fuhrt. Bis zur Entnahme wurden die Proben auf 4 °C gekdhlt.

Die XL-PCR wurde fir die Insertherstellung (alle Inserts aul3er tlyB) genutzt. Des Weiteren
wurde sie bei der Uberpriifung des Gens tlyB in verschiedenen B. spp. eingesetzt, wobei die

Zeiten fur Anlagerung und Verl&angerung auf jeweils 9 min verlangert wurden.
3.35 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) hergestellt,
mit Ausnahme der Sequenzierungsprimer T7-Prom und T7-Term, welche fur die
Sequenzierung von der Fa. LGC Genomics direkt den Ansatzen zugegeben wurden (Tabelle
8). Alle Primer der Firma MWG wurden als Stocklésungen (100 uM) und als
Gebrauchslésungen (5, 10 und 20 pM) bei -20 °C gelagert. Um das jeweilige Zielgen (siehe
Tabelle 1 auf Seite 7 und Abbildung 23 auf Seite 86) exakt klonieren zu kbnnen wurden die
Primer entsprechend modifiziert. Dabei wurde vor dem Startcodon eine Ndel-Schnittstelle
eingeflgt. Im Rickwartsprimer wurde das Stopcodon zerstért und durch eine EcoRI-
Schnittstelle ersetzt. So konnten exakt die Hamolysin kodierenden Gene kloniert werden. Die
Grolie der jeweiligen PCR-Amplifikate ist zu entnehmen.

Tabelle 6: GroRRe der PCR-Amplifikate von verschiedenen Hamolysingenen
von B. hyodysenteria

Amplifikatgr63e in Basenpaaren [bp]

Amplifikat PCR mit internen Primern PCR mit umgreifen-
vor Restriktion nach Restriktion den Primern
BHWA1 00962 1.320 1.301 1.524
BHWA1 01870 697 677 900
hly 1.356 1.337 1.560
hlyA 258 239 462
tiyA 747 728 951
tlyB 2.511 2.492 2.715
yplQ 699 680 903
tlyC 831 812 903
fabG 771 752 975
hlyA™ 262 243 465
fabG-hlyA-fabF 2.424 2.405 2.628

fabF 1.278 1.259 1.482
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3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden horizontale Flachbettgele mit 1 bis 2 % Agarose
(Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg) und 1 x TAE als Elektrophoresepuffer eingesetzt.
Der Probenauftrag fand nach der Mischung der Einzelproben mit Ladepuffer (Berliner Blau)
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 fir 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 Ethidium-

bromid-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 (Hanahan, 1983) in modifizierter Form verwendet. Nach Standard-
anzucht von BLR(DE3)-Zellen in LBM wurde die Kultur im Verhaltnis 1:100 [v/v] mit frischem
LBM" verdiinnt, bis zum Erreichen einer ODgyo nm (Photometer DU-640, Beckman Instru-
ments, Miinchen) von 0,4 bis 0,5 inkubiert (37 °C, 180 U/min) und dann 5 min auf Eis ge-
kuhlt. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (4.000 x g, 4 °C, 10 min) und in eiskaltem TFB1-
Puffer (1/2 des Ausgangsvolumens) resuspendiert. Nach Inkubation (auf Eis, 90 min) folgte
ein erneuter Zentrifugationsschritt (4.000 x g, 4 °C, 10 min) mit anschlieendem Resuspen-
dieren des Pellets in TFB2-Puffer (1/15 des Ausgangsvolumens). Diese Suspension wurde in
200 ul Portionen aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der

kompetenten Zellen erfolgte bei -70 °C.

Ligation. Der geschnittene Vektor und das geschnittene und gereinigte Insert wurden in
20 pl Ansétzen ligiert. Die Ansétze enthielten 1 x Ligationspuffer (Fa. Fermentas, St. Leon-
Rot), 1 U T4-Ligase (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot), 100 ng Vektor-DNS (Fa. Novagen durch
Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) sowie Insert-DNS im molaren Verhaltnis von 1.7
oder 1:10 (Vektor:Insert).

Transformation. Zur Transformation wurden die kompetenten E. coli-Zellen auf Eis aufge-
taut, mit dem Ligationsansatz vermischt und fir 20 min auf Eis gelagert. Nach einem
Hitzeimpuls von 90 s bei 42 °C wurde die Zellsuspension erneut fir 2 min auf Eis gelagert.

Danach wurde sie mit dem 4-fachen ihres eigenen Volumens mit LB-Medium versetzt und fir



MATERIAL UND METHODEN 35

90 min bei 37 °C vorsichtig geschdttelt. AnschlieRend wurde der Transformationsansatz auf
LBAXT ausplattiert und fiir 16 h bei 37 °C aerob inkubiert.

3.3.8 DNS-Sequenzierung

Verschiedene Anbieter fuhren die Sequenzierung durch. Die Sequenzierung der Klone
ADhIyA, ADyplQ und ADtlyA wurde von der Fa. GENterprise (Mainz) durchgefihrt. Als
Matrize fur diese Sequenzierungsreaktion dienten aufgereinigte PCR-Amplifikate (Primer
PET-A und pET-B) (Kapitel 3.3.4). Pro Sequenzierungsansatz wurden 100 bis 200 ng DNA

und 10 pmol Primer eingesetzt und auf ein Gesamtvolumen von 7 pl mit A. dest aufgefulit.

Die Sequenzierung der restlichen Klone fiihrte die Fa. LGC Genomics (Berlin) durch. Als
Matrize wurde hier 10 pl Plasmid-DNS in einer Konzentration von 100 ng/pl eingesetzt. Die
Standardsequenzierungsprimer T7-Prom und T7-Term setzte der Anbieter dem Sequenzie-

rungsansatz zu.

3.4 Proteinanalytische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinmenge diente der ,BCA™ Protein Assay Kit* (Fa. Pierce, Bonn).
Die im Elutionspuffer vorliegenden Proteine wurden zuvor mittels der Zeba™ Desalt Spin
Columns (Fa. Pierce, Bonn) in PBS umgepuffert und anschielend sterilfiltriert (Rotrand
Filter, 0,2 um, Fa. Whatman GmbH).

3.4.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die analytische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels vertikaler SDS-PAGE nach
Lammli (Laemmli, 1970). Die Proben wurden mit der &quivalenten Menge Lammli-Puffer
versetzt und zur Denaturierung fiir 10 min im Wasserbad gekocht. Anschlie3end wurden die
Proteine in einem 1 mm dicken, 4 %igen Polyacrylamidsammelgel und einem 12,5 bzw.
16 %igen vertikalen Polyacrylamidtrenngel tber eine effektive Trennstrecke von 5,5 cm bei
45 Volt / Gel Uber 1,5h aufgetrennt (Vertikalelektrophoresekammer Modell Minigel, Fa.
Biometra, Gottingen). Zur Bestimmung der molaren Masse der Proteine wurde der Marker

Page-Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) mitgefihrt.

Die Visualisierung der Proteine erfolgte durch Einlegen des Gels in InstantBlue™ Lésung
(Fa. Expedeon, Eching) fur 1 Stunde bei RT. AbschlieRend wurden die Gele im Geltrockner
(Gel dryer Model 543, Fa. Biorad, Miinchen) unter Vakuum getrocknet (80 °C, 2 h) und im

Anschluss zum Zwecke der Dokumentation fotografiert.
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3.4.3 Loslichkeitsanalysen von E. coli-Proteinen

Die Praparation der loslichen Proteinfraktionen im E. coli-Bakterienzelllysat erfolgte nach den
Anweisungen im pET-Manual (The QIAexpressionist, 5" Edition). Die Praparationen wurden
anschlielend mittels analytischer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und zum

Zwecke der Dokumentation fotografiert.

3.44 Affinitatschromatographische Reinigung von rekombinanten Proteinen

an einer Ni%*-NTA-Matrix
Native Reinigung

Nach IPTG-Induktion (Tabelle 5) wurden die E. coli-Klone ADhIyA, ADtlyA, ADtlyB und
ADtlyC fir 5 min auf Eis gelagert, dann bei 4.000 x g fir 20 min zentrifugiert und bei -20 °C
gelagert. Die weitere Verarbeitung richtete sich nach dem Protokoll des Herstellers fur native
Bedingungen (The QlAexpressionist, 5" Edition), auRer dass anstatt vier sechs Eluatfraktio-
nen gewonnen wurden. Diese wurden in einer SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt analysiert
(Kapitel 3.4.1). Angaben zu den einzelnen Proteinen sind der Tabelle 9 zu enthehmen. Die
Saulen wurden entsprechend der Herstelleranweisung regeneriert und bei 4 °C gelagert. Die

Proteine wurden fur die weitere Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 9: Erwartete Grof3e der rekombinant hergestellten Hamolysine von
B.hyodysenteria

Anzahl Aminosauren

davon davon Molekular-

Protein gesamt Linker His-Tag gewichtin kDa
rHlyA-His 97 13 6 11,0
rTlyA-His 260 14 6 29,1
rTlyB-His 848 14 6 95,5
rTlyC-His 288 14 6 33,0
r962-His 451 13 6 50,2
ryYplQ-His 244 14 6 27,9
ri870-His 243 14 6 27,7
rHly-His 463 13 6 53,2
rFabG-His 269 14 6 28,8
rFabF-His 437 14 6 46,7
rFabG/HIyA/FabF 249/ 78/ 417 - - 26,5/8,9/44,5
rHIyA 78 - - 8,9
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Reinigung der exprimierten Proteine unter denaturierenden Bedingungen

Die IPTG-induzierte E. coli-Bakterienkultur des Klons AD962 wurde nach entsprechender In-
kubationszeit (Tabelle 5) fir 5 min auf Eis gelagert und anschlieRend bei 4.500 x g fir
20 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 Vol PBS (entspricht 2 % des Ausgangsvolu-
mens) resuspendiert, im Eiswasserbad mittels Ultraschall (US) lysiert (Branson Sonifier Cell
Disruptor B15, Fa. Heinemann, Schwabisch-Gmiund, 6 x 10 s mit jeweils 10 s Pause
zwischen den Zyklen) und anschlieRend zentrifugiert (4.500 x g, 20 min). Das US-Pellet
wurde mit 1 Vol Lysis-Puffer B resuspendiert, fir eine Stunde bei 37 °C mit 160 U/min inku-
biert und anschlieRend zentrifugiert (10.000 x g fir 20 min). Der Lysat-Uberstand wurde affi-
nitdtschromatographisch gereinigt und das Lysat-Pellet erneut mit 1 Vol Lysis Puffer B
resuspendiert und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Nach Inaktivierung des Lysat-Pellets mittels
UV-Licht (UV-Stratalinker 1800, Fa. Stratagene, Waldbronn) (drei Zyklen mit je 8 KJ) folgte
eine weitere Zentrifugation (10.000 x g fur 20 min). Das B-Pellet wurde in PBS resuspendiert
und bei -20 °C gelagert. Die Préparationsschritte und die Bezeichnungen der einzelnen

Fraktionen sind der Abbildung 4 zu entnehmen.

Kulturtiberstand

Zentrifugation
gin
\ Kulturpellet

PBS-Resuspension
Ultraschall (US)-Lyse
Zentrifugation

US-Uberstand US-Pellet

Lysis-Puffer B-Resuspension

Inkubation
Zentrifugation
Aufreinigung mittels
Imidazol
Lysat-Pellet | | Lysat-Uberstand |
Aufreinigung mittels
Lysis-Puffer B-Resuspension pH-Puffer
UV-Inaktivierung
Zentrifugation
PBS-

Resuspension

B-Uberstand B-Pellet | =" | PBS-Suspension

Abbildung 4: Praparationsschritte und Bezeichnung der r962-His Fraktionen im
Rahmen der Reinigung

Reinigung mittels Imidazol: Die mit Ni*-NTA-Agarose gepackte Saule wurde mit Lysis-

puffer-B aquilibriert und danach der Lysat-Uberstand aufgetragen. Nach dem Durchlauf wur-
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de die Saule zweimal mit je 4 ml Waschpuffer gewaschen und das gebundene Protein da-
nach sechsmal mit je 0,5 ml Elutionspuffer eluiert. Alle Fraktionen wurden getrennt aufgefan-

gen und nach SDS-Elektrophorese und Westernblot auf ihren Proteingehalt Gberpriift.

Reinigung mittels pH-Puffer: Alternativ zur Elution mittels Imidazol wurde ebenfalls eine
Reinigung mittels pH-Wert Absenkung durchgefiihrt (The QlAexpressionist, 5™ Edition). Hier-
fur wurde zum Aquilibrieren der Saule Lysispuffer-B verwendet, zum Waschen der pH-
Waschpuffer und zur Elution der pH-Elutionspuffer. Das restliche Protokoll entsprach der

Aufreinigung mittels Imidazol.

3.45 Herstellung von HE-Extrakten

Fir die Herstellung der Extrakte diente der B. hyodysenteriae-Stamm B204. Es wurden je
100 ml des Stamms unter Standardbedingungen angezichtet und nach dreitagiger Inkuba-
tion die Zellen mittels Zentrifugation (10.000 x g, 30 min, 4 °C) geerntet. Die Weiterverarbei-

tung der Pellets erfolgte nach einem der drei folgenden Protokollen:

a) B204-PBS-Extrakt: Das Pellet wurde gewogen und mit der 20fachen Menge PBS resus-
pendiert und auf Eis mittels Ultraschall lysiert (3x3 Zyklen zu je 20 s mit jeweils 20 s Pau-

se).

b) B204-HE-Extrakt: Das Pellet wurde mit der errechneten Menge (Formel 2) HE-Puffer re-
suspendiert und danach fur 30 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert (Kent et al., 1988).

c) B204-HE-US-Extrakt: Zusétzlich zum HE-Extrakt erfolgte in diesem Protokoll nach der
30 minttigen Inkubation eine Lyse der Zellen auf Eis mittels Ultraschall (6x10 s mit jeweils

10 s Pause).

Alle Ansatze wurden im Anschluss zentrifugiert (4.240 x g, 10 min, 4 °C), der gewonnene
Uberstand filtriert (0,2 um) und bei 4 °C, -20 °C, bzw. -70 °C gelagert.

Zur Herstellung entsprechender Extrakte aus den E. coli-Klonen wurden die Bakterien
zunéachst im 100 ml Ansatz unter Standardbedingungen angezichtet und mit IPTG induziert
(Tabelle 5). Nach Zentrifugation der Ansétze (10.000 x g, 30 min, 4 °C) erfolgte die Herstel-
lung der Extrakte nach den oben angegebenen Protokollen b oder c. Als Kontrollen wurden
entsprechend behandelte Praparationen des Stammes BLR(DE3, pET-24b(+)) und des
hamolysierenden E. coli-Feldisolates 3306/05 mitgefihrt.

OD*100
20
Erlauterungen: OD = ODggo nm der induzierten Kulturen.

Formel 2: Menge an HE-Puffer in ml =
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3.4.6 Proteinfallung aus dem Uberstand

Nach dem Zentrifugieren einer B. hyodysenteriae-Stamm B204-Kultur (6.000 x g, 4 °C,
10 min) wurden 2 ml des Uberstandes mit 18 ml Aceton versetzt. Es folgte eine Inkubation
fur 1 h bei -20 °C. Nach einer weiteren Zentrifugation (6.000 x g, 4 °C, 10 min) wurde das
Pellet zweimal mit je 0,5 ml 80 %igem Aceton gewaschen. Das Sediment wurde anschlie-
Rend mit 0,5 ml Aceton resuspendiert und nochmals abzentrifugiert (6.000 x g, 4 °C, 10 min).
Nach vollstandiger Trocknung des Pellets wurde dieses in 100 pl PBS resuspendiert und bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.5 Serologische Methoden

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

3.5.2 Serumabsorption

Verschiedene Seren wurden vor Verwendung im Versuch mit dem Stamm BLR (DE3, pET-
24b(+)), bzw. mit dem B. hyodysenteriae-Stamm B204 praabsorbiert. Die Stamme wurden
hierfiir unter Standardbedingungen bis zu einer Zellzahl von 10° KbE/ml angeziichtet und
mittels Zentrifugation geerntet (6.000 x g, 4 °C, 10 min). Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurde die Suspension auf 2 x 10'° KbE/ml eingestellt und mittels Erhitzen auf 80 °C fur

10 min inaktiviert.

Die zu absorbierenden Seren wurden auf ihre Gebrauchskonzentration verdinnt, im Verhalt-
nis 1:1 (v/v) mit den Bakterien gemischt und 2 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden

die Gemische bei 15.000 x g fur 5 min abzentrifugiert und die Uberstande im Test eingesetzt.

Tabelle 10: Fir die Serologie verwendete Konjugate und ihre
Gebrauchsverdinnung
Konjugat Gebrauchs- o reller
verdinnung
ECL™ Anti-rabbit IgG, Horseradish 1:1.000 Fa. GE Healthcare Europe GmbH,
Peroxidase linked whole Freiburg, Katalog-Nr. NA934V
antibody (from donkey)
Ni-NTA HRP Conjugate 1:5.000 Fa. Qiagen, Hilden,
Katalog-Nr. 34530
Peroxidase-conjugated AffiniPure 1:1.000 Fa. Dianova, Hamburg,

Goat Anti-Swine IgG (H+L) Katalog-Nr. 114-035-003
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3.5.3 Westernblot

Transfer. Die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (Kapitel 3.4.2) wurden mittels
Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran (Fa. Whatman GmbH, Dassel) Ubertra-
gen. Dazu wurde nach dreilRigminttiger Vorinkubation der auf Gelgrof3e zugeschnittenen Ni-
trocellulosemembran in PBS und nach Aquilibrierung des SDS-PAGE-Gels in Anoden-
puffer Il die Elektroblotkammer (Modell BF-M, Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg) luftbla-
senfrei folgendermal3en bestlckt: sechs in Anodenpuffer | eingelegte Filterpapiere (Fa.
MAGYV, Rabenau-Londorf), drei mit Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere, die Nitrocellulo-
semembran, das SDS-PAGE-Gel und letztlich neun, in Kathodenpuffer eingelegte Filter-
papiere. Nach SchlieBung der Kammer folgte der Proteintransfer bei konstanten 0,8 mA/cm?
auf Nitrocellulosemembran (RT, 100 min). Im Anschluss wurde das Gel zum Nachweis des
vollstandigen Transfers der Proteine in InstantBlue™ Lésung (Fa. Expedeon, Eching) gefarbt
(1 h, RT) und die Nitrocellulosemembran bis zur weiteren Verwendung in PBS (4 °C)

eingelegt.

Detektion. Nach Inkubation der Membran in Peptonblockpuffer (Fa. Roche Diagnostics,
Penzberg, 1:10 in A. dest. verdinnt) bei RT fur 1 h, folgten drei Waschschritte in PBS-Tween
(20 ml, RT, 5 min). Dann wurde die Membran in 10 ml Ni-NTA HRP Konjugat (1:5.000 in
PBS-Tween) inkubiert (RT, 1 h). Nach zwei Waschschritten mit PBS-Tween (20 ml, RT,
1 min) und zwei mit PBS (20 ml, RT, 1 min) wurden die Proteinbanden durch Zugabe von
Substratlosung angefarbt. Diese Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit A. dest.
beendet. AnschlieBend wurden die Membranen bei Raumtemperatur auf Filterpapier

getrocknet und zum Zwecke der Dokumentation fotografiert.

3.54 Immunoblot

Die Charakterisierung der hergestellten Antiseren fand im Immunoblot statt. Die Durchfih-
rung entsprach weitestgehend der im Kapitel ,Westernblot* beschriebenen Methode. Aller-
dings wurde im Immunoblot als erster Antikdrper das zu testende Kaninchenantiserum bzw.
Schweineserum eingesetzt und nach einstiindiger Inkubationszeit mit PBS-Tween 3 x 5 min
(RT) gewaschen. Nach Zugabe des zweiten Antikérpers (ECL™ Anti-rabbit IgG-POD bzw.
Goat Anti-Swine IgG-POD, Tabelle 10) in einer Verdinnung von 1:1000 [v/v] wurde das
oben beschriebene Protokoll fortgefiihrt. Als Antigen kamen sowohl die einzelnen Impf-
antigene, als auch Ganzzelllysate des Ursprungsstammes B204 (Standardanzucht, abzen-
trifugiert bei 2.710 x g fur 10 min, gewaschen und resuspendiert in PBS, gekocht mit Lammli-
Puffer) und, zum Nachweis der serotypubergreifenden Wirksamkeit der Antiseren, die

Ubrigen acht Serotyp-Referenzstimme zum Einsatz.
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3.55 Verwendete Seren

Die in dieser Arbeit verwendeten Kaninchen- und Schweineseren sind in Tabelle 11 und
Tabelle 12 aufgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Seren in einer Verdin-
nung von 1:100, bzw. 1:500 (Serum CH 1243 und CH 1244), bzw. 1:1.000 (CH 1245)

eingesetzt.
Tabelle 11: Fur die Serologie und biologischen Assays verwendete
polyklonale Antiseren von Kaninchen
Antiserum Spezifikation Herkunft
CH 083 nach 5facher Immunisierung mit Ganzzelllysat von IHIT
B. hyodysenteriae-Stamm B204
CH 1242 nach 5facher Immunisierung mit rHIyA-His diese Arbeit
CH 1243 nach 5facher Immunisierung mit rTlyA-His diese Arbeit
CH 1244 nach 5facher Immunisierung mit rTlyB-His diese Arbeit
CH 1245 nach 5facher Immunisierung mit rTlyC-His diese Arbeit
CH 1247 nach 5facher Immunisierung mit Negativkontrolle diese Arbeit
Erlauterungen: Negativkontrolle = aufgereinigtes Eluat einer Proteinexpression vom
leeren Vektor (Stamm BLR (DE3, pET-24b(+)), IHIT = Institut fur
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere.
3.6 Zellkulturmethoden
3.6.1 Kultivierung und Archivierung der Zellen

Als Medium fir die Kultivierung der Zellen wurde ausschlie3lich MEM Earle's-Medium (Fa.
Biochrom, Berlin, Katalog-Nr. FG 4815) unter Zusatz von 1 % Penicillin/Streptomycin (Fa.
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) und 5 % FBS (Fa. PAN Biotech GmbH, Aidenbach)

verwendet.
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Tabelle 12: Fur die Serologie und biologischen Assays verwendete
polyklonale Antiseren von Schweinen
Spezifikation
Serum Tier  Gruppe Versuchstag Herkunft
CH 088 Gruppe A 26 Tage vor Belastung
CH 137 1560 (3malige Belastung am Tag der Belastung
CH 220 mit Stamm B204 14T h Belast
(ca. 10° KbE/Dosis)) age nach belastung
CH 271 30 Tage nach Belastung
CH 089 Gruppe A 26 Tage vor Belastung
CH 138 1561 (3malige Belastung am Tag der Belastung
CH 221 mit Stamm B204 14 Tage nach Belastun
(ca. 10° KbE/Dosis)) 9 9
CH 272 30 Tage nach Belastung
age vor Belastun
CH 092 26 Tag Bel g
CH 141 gu plpe Afg I am Tag der Belastung
malige Belastung
CH 222 1568 it Stamm B204. 14 Tage nach Belastung SDart'tlgf
CH 265 (ca. 10" KbE/Dosis)) 24 Tage nach Belastung  Friedrich-
CH 273 30 Tage nach Belastung 'ng’;‘;'ﬁtr'
CH 528 13 Tage vor Belastung Jena*
Kontrollgruppe
CHS76 1461  (3malige Belastung mit am Tag der Belastung
CH 662 Placebo (BHI-Medium)) 14 Tage nach Belastung
CH 692 30 Tage nach Belastung
CH 530 Gruppe A 13 Tage vor Belastung
CH 578 1464 (3malige Belastung am Tag der Belastung
CH 664 mit Stamm B204 14 Tage nach Belastung
(ca. 10° KbE/Dosis))
CH 702 30 Tage nach Belastung
CH 534 Gruppe A 13 Tage vor Belastung
CH 582 1468 (3malige Belastung am Tag der Belastung
CH 666 mit Stamm B204. 14 Tage nach Belastung
(ca. 10° KbE/Dosis))
CH 703 30 Tage nach Belastung
AS Antiserum-Mischung aus 8 Feldseren Dysenterie- Dr. N.
rekonvaleszenter Schweine Rudolph,
Wabern

Erlauterungen:

* = Seren aus Infektionsversuchen (Sattler, 2010)

Auftauen und Pflege der Zellen. Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in Kryotubes (Cryo.s,

Fa. Greiner Bio-One, Frickenhausen) in flissigem Stickstoff. Als Einfriermedium kam ,cryo-

safe |I“ (Fa. C.C.Pro, Oberdorla) zur Anwendung. Zur Rekultivierung der Zellen wurden die

Kryotubes im Wasserbad (37 °C) bis zum Auftauen des Inhalts geschwenkt. Alle weiteren

Arbeiten fanden unter Reinraumbedingungen statt. Nach Desinfektion der &uf3eren Ober-

flache der Kryotubes mit Ethanol (75 %, Fa. Merck, Darmstadt), diente eine Einmalpipette

(1 ml) zur Uberfiihrung der Zellsuspension in ein Reaktionsgefal (50 ml). Unter vorsichtigem
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Schwenken wurden 10 ml warmes Medium hinzugesetzt und die Zellen abzentrifugiert
(200 x g, 20 °C, 7 min). Der Uberstand wurde verworfen und nach vorsichtigem Resuspen-
dieren des Zellpellets in 10 ml Medium folgte ein zweiter Waschschritt. Letztlich konnten die
erneut in 10 ml Medium resuspendierten Zellen in eine Zellkulturflasche (easy-flask 25V/C,
Fa. Nunc, Wiesbaden) Ubertragen werden. Nach der mikroskopischen Kontrolle auf Zellge-
halt und -morphologie wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert (37 °C, 5% CO,, 90 %
Luftfeuchte). Alle zwei Tage wurde nach vorhergehender mikroskopischer Kontrolle ein Me-
diumwechsel vorgenommen. Das Volumen an Medium belief sich auf 10 ml (40 mi-Zell-
kulturflasche). Fur die Versuche wurden die Passagen 4 bis 15 (IPEC-J2-Zellen), Passage
117 (CRFK-Zellen) und Passage 18 (MDCK-Zellen) verwendet.

Subkultivierung der Zellen. Zur Subkultivierung wurde ein auf 35 bis 37 °C vorgewarmter
VT-Puffer (Versen-Trypsin-Puffer, Fa. C.C.Pro, Oberdorla) verwendet. Nach mikroskopischer
Kontrolle der Zellen wurde das Medium dekantiert und der Zellrasen zweimal mit VT-Puffer
gewaschen, um Mediumreste vom Zellrasen zu entfernen und so die Wirkung des Trypsins
zu optimieren. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Zellen mit 1 ml VT-Puffer fir 30 min
im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, 90 % Luftfeuchte) bis zur sichtbaren Abldsung der Zellen
von der Grundflache der KulturgefalRe. Im Anschluss wurde der Ansatz mit 20 ml MEM-
Earls-Medium aufgefillt und auf zwei Flaschen verteilt. Fir Toxizitatsversuche an Epithel-

zellen wurde der Ansatz mit 30 ml Medium aufgefullt und je 1 ml/Abteil eingesetzt.

3.6.2 Toxizitatstests

Zytotoxische Aktivitat an Darm- und Nierenepithelzellen

Als Zellkultur fir diese Versuche dienten Monolayer der IPEC-J2-, CRFK- und MDCK-Zellen
(Konfluenzrate 80 - 100 %) in Chamberslides (Lab-Tek® Il CC2 System, Fa. Nunc, Wiesba-
den, Kat-Nr. 154917) mit chemisch modifizierter Oberflache. Nach einem einmaligen Wasch-
schritt der Zellkulturen mit MEM-Earls-Medium (1 ml pro Abteil, 1 x 2 min) wurden die Zellen
nach Dekantieren des Mediums mit den rekombinanten Proteinen (einzeln und in Kombi-
nationen) bzw. dem B204-HE-Extrakt inokuliert (je 0,2 ml pro Abteil). AnschlieRend wurden
die Kulturen bei 37 °C inkubiert und nach 30, 60 und 120 min sowie nach 20 h mikroskopisch
im Invertoskop kontrolliert. Bei allen Versuchen wurde eine Negativkontrolle (MEM-Earls-
Medium) mitgefuhrt. Als MaR fur die Zytotoxizitdt wurde der Anteil an abgerundeten Zellen in

Prozent zur Gesamtzahl der Zellen angegeben.



44 MATERIAL UND METHODEN

Hamolyse-Assay

Fur die Hamolyse-Assays wurden gewaschene Schaferythrozyten (10 % in PBS) verwendet.
Neben den aufgereinigten rHamolysinen wurden auch die verschiedenen HE-Extrakte
(Kapitel 3.4.5) getestet.

Die 10 %ige Erythrozytensuspension wurde jeweils im Verhaltnis 1:2 [v/v] mit den Testsus-
pensionen gemischt und fur 24 h bzw. vier Tage aerob bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Proben abzentrifugiert (2.000 x g, 5 min, 4 °C) und der Uberstand abgenommen.
Alle Versuche wurden im Doppelansatz und mindestens einem Wiederholungsansatz
durchgefuhrt. Kam es zwischen den Versuchen zu einer Abweichung der Werte von > 20 %
wurde der Doppelansatz nochmals wiederholt. Die hamolytische Aktivitat der Proben wurde
mittels photometrischer Messung der freigesetzten Hamoglobinmenge bei 540 nm im Uber-
stand bestimmt. Als positive Kontrollen wurden h&molysierende Extrakte eines E. coli-Wild-
typs (Stamm 3306/05) und der hamolysierende B204-HE-Extrakt und als Negativkontrolle
PBS mitgefihrt. Zur Induktion einer 100 %igen Hamolyse diente Triton X 100 (0,1 % in PBS).
Der B204-HE-Extrakt wurde fir die Versuche soweit verdinnt, dass ein Hamolysegrad von
60-80 %, bezogen auf den Triton X —Wert, erzielt wurde. Prozentuale Werte unter 5 %

Hamolyse wurden als negativ gewertet.

Der Grad der Hamolyse in % wurde mit der Formel 3 berechnet:

OD der Probe - OD der Positivkontrolle ]*100

. A 0f —
Formel 3: Hamolyse % (OD der Positivkontrolle - OD der Negativkontrolle

Erlauterungen: OD: optische Dichte bei 540 nm

Versuche zur Hemmung der hamolytischen Aktivitat an Erythrozyten: Hierfir wurde der
Hamolyse-Assay wie oben beschrieben durchgefiihrt. Vor der Zugabe der Erythrozyten
wurden dem B204-HE-Extrakt verschiedene Konzentrationen von polyklonalen Antiseren
gegen die rHamolysine von Kaninchen (Tabelle 11), bzw. Schweineseren aus dem Infek-
tionsversuch (Tabelle 12) im Verhaltnis 1:2 [v:v] zugegeben. Nach 2-stiindiger Inkubation
wurde der hemmende Effekt prozentual zur Kontrolle (B204-HE-Extrakt 1:2 [v:v] mit HE-

Puffer gemischt) berechnet.

3.7 Tierexperimentelle Methoden
3.7.1 Tierhaltung

Die Haltung der Kaninchen erfolgte Giber den Versuchszeitraum in Einzelboxen (60 cm breit,
63 cm hoch und 85 cm tief) auf Streu. Gefuttert wurde neben Heu ein pelletiertes Alleinfutter-

mittel (Hasfit plus, Raiffeisen) ad libitum, die Wasserversorgung war Uber Flaschentrdnken
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sichergestellt. Nach Einstallung wurde den Tieren bis zum Beginn der Versuche eine Einge-

wohnungszeit von 17 Tagen gewahrt.

3.7.2 Herstellung der Impfstoffe

Zur Gewinnung von spezifischen Antiseren gegen die rekombinant hergestellten Hamolysine
von B. hyodysenteriae wurden die affinititschromatografisch aufgereinigten Proteine rHIyA-
His, rTIyA-His, rTlyB-His, rTlyC-His sowie eine entsprechende Praparation des Stammes
BLR (DE3, pET-24b(+)) als Kontrolle iiber Zeba™ Desalt Spin Columns (Fa. Pierce, Bonn) in
PBS zunéchst umgepuffert. Bei der Charge des Proteins rTlyB-His wurde zuvor mittels
Amicon-Séaulen (Amicon Ultra-15, 50.000 NMWL, Fa. Millipore, Schwalbach) das Gesamt-
volumen der Fraktion eingeengt. Nach Filtration (0,2 um) wurde der Proteingehalt bestimmt
(Kapitel 3.4.1) und mittels Zusatz von sterilem PBS eingestellt. Das alternativ aufgereinigte
Proteingemisch r962 (Kapitel 3.4.4) wurde mittels UV-Strahlung inaktiviert (3 Zyklen mit je

8 J). Dieser Impfdosis wurde kein PBS zugesetzt.

Fir die Immunisierung wurde das Antigen mit dem gleichen Volumen Al,(OHs) versetzt. Die
Impfstoffe sind Tabelle 13 zu entnehmen. Vor Anwendung am Tier wurden alle Impfantigene

einer Reinheitskontrolle unterzogen (Kapitel 3.2.4).

Tabelle 13: Fur die Impfung der Kaninchen eingesetzte Antigenpraparationen
Impfantigene Adjuvans Am'%?}%?;g?gr{g ier \?oeii?nrgtr;
rHIyA (in PBS) Al,(OHg) 50 pg 400 pl
rTlyA (in PBS) Aly(OHy) 50 pg 400 pl
rTlyB (in PBS) Al,(OHg) 50 pg 400 pl
rTlyC (in PBS) Aly(OHg) 50 pg 400 pl
ro62 Aly(OHg) 235 ug 400 pl
Negativkontrolle Al>(OHs,) 1,5ug 400 pl

Erlauterungen: Negativkontrolle = aufgereinigtes Eluat einer Proteinexpression von
Stamm BLR (DE3, pET-24b(+)); Al,(OH3) = Alu-Gel-S (Aluminium-
hydroxid), Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg, Kat-Nr. 12261.

3.7.3 Herstellung rHamolysin-spezifischer Antiseren im Kaninchen

Der Tierversuch war gem. § 8 Abs. 7, Nr. 2 (Impfungen, Blutentnahmen oder sonstige dia-

gnostische MaRnahmen nach bereits erprobten Verfahren zur Erkennung insbesondere von

Krankheiten, Korperschaden usw. bei Mensch oder Tier) des Tierschutzgesetzes, in der

Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313), geandert durch

Artikel 2 des Gesetzes vom 13. Dezember 2007 (BGBI. | S. 2936), genehmigungsfrei. Der

Versuch wurde nach 8§ 8a Abs. 1 und 2 dem Regierungsprasidium Gief3en mit Datum vom

31.10.07 angezeigt.
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Fur die Herstellung der bendtigten Antiseren wurden sechs neun Wochen alte, weibliche
Kaninchen der Rasse ,weil3e Neuseelander* an den Tagen 1, 14, 21, 28 und 56, nach
vorheriger Blutabnahme von 2 ml bis 4 ml aus der Vena auricularis caudalis, mit den zuvor
hergestellten Impfstoffen (Kapitel 3.7.2) subkutan (s.c.) und intramuskular (i.m.) immunisiert.
Zusatzlich wurde an den Tagen 35 und 63 eine weitere Blutprobe entnommen. Am 70.
Versuchstag wurden die Tiere unter Verwendung von Ketamin (25 mg/kg KG, im.,
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 Cornealreflex fand die Tétung der Kaninchen unter
Blutentzug zwecks terminaler Blutentnahme statt. Die Blutproben wurden nach etwa einstin-
diger Ruhezeit bei Raumtemperatur fir 10 min bei 1.300 x g abzentrifugiert (u. U. auch
mehrfach) und das Serum in ein neues GefalR tUberfuhrt. Die Lagerung der Sera erfolgte bei
-20 °C.

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 mit der Digitalkamera Casio Exilim (Fa. Casio, Norderstedt) festgehalten.

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 fur die PCR und
Sequenzierungsreaktionen wurden mit dem Programm ,,Oligo®“ Version 4.0 (Fa. MedProbe,

Oslo, Norwegen) ermittelt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Vorkommen verschiedener Hamolysingene bei B. hyodysenteriae-
Serotyp-Referenzstdmmen

Vor Beginn der Herstellung rekombinanter Hamolysine von B. hyodysenteriae wurde mittels
PCR geprift, ob mit dem Vorhandensein entsprechender Gene (hlyA, tlyA, tlyB, tlyC,
BHWA1_00962, BHWA1_01870, yplQ, hly) bei B. hyodysenteriae zu rechnen ist.

Via PCR konnten alle acht Gene in jedem der untersuchten Serotyp-Referenzstamm (B78,
B204, B169, Al, B8044, B6933, ACK300/8, Vic2 und NSW1) nachgewiesen werden. Exempla-

risch ist dies in Abbildung 5 am Beispiel des tlyA-Nachweises gezeigt.

[bp]

3000 »

1500 >
1000 »

500 P

Abbildung 5: Elektropherogramm der Insertspezifischen pET-PCR der Serotyp-
Referenzstamme mittels tlyA-spezifischer Primer

Erlduterungen: 1,5 %iges TAE-Agarosegel nach Etidiumbromid-Farbung.
1=B78,2=B204,3=B169, 4 = A1, 5 =B8044, 6 = B6933, 7 = Ack300/8, 8
=Vic2, 9 = NSW 1, — = Negativkontrolle, M = Molekularmassenstandard
(Gene RulerTM 100bp DNA Ladder Plus), bp = Basenpaare.

4.2 Klonierung und Expression der B. hyodysenteriae-Hadmolysingene in
E. coli
4.2.1 Klonierung

Die fur vier HAmolysine sowie vermeintlicher Hamolysine von B. hyodysenteriae-kodierenden
Gene (hlyA, tlyA, tlyB, tlyC, sowie hly, yplQ, BHWA1_00962, BHWA1_01870), sowie die flankie-
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renden Gene von hlyA (fabG und fabF) wurden aus dem B. hyodysenteriae-Stamm B204 mittels
PCR amplifiziert, restringiert, mit dem geschnittenen Vektor pET-24b(+) ligiert und anschliel3end
in E. coli (Stamm BLR(DE3)) kloniert. Um die rekombinanten Proteine fir die spatere Immuni-
sierung von Kaninchen in reiner Form gewinnen zu kénnen, wurde am carboxyterminalen Ende
der Genprodukte ein im pET-24b(+)-Plasmid kodierter Histidin-Marker (His-Tag) angefigt. Eine
entsprechende Modifikation wurde durch die eingesetzten Primer erreicht. (siehe Kapitel 3.3.5
auf Seite 31). Die erfolgreiche Restriktion wurde mittels Agarosegelelektrophorese tberprift
(Abbildung 6).

Abbildung 6: Agarosegelelektrophorese der Inserts jeweils vor und nach
Restriktion mit Ndel und EcoRI

Erlauterungen: 1,5 %iges TAE-Agarosegel nach Ethidiumbromid-Farbung.
unverdautes und verdautes (EcoRI und Ndel) Amplifikat sind jeweils
nebeneinander aufgetragen: 1 = BHWA1 00962, 2 = hly, 3 =tlyC, 4 =tlyA,
5 =BHWA1_01870, 6 = yplQ, 7 = hlyA.

Wie aber auch in der Abbildung 6 deutlich wird, lag in der jeweiligen Gensequenz des tlyC
(Spuren 3) und des BHWA1_01870 (Spuren 5) eine zusatzliche EcoRI-Schnittstelle vor. Daher
wurde hier in weiteren Anséatzen eine Restriktion durchgefihrt, bei der die EcoRI-Menge sowie
die Restriktionszeit und -dauer variiert wurden. Die Transformanten ADhlyA  und ADfabUm
wurden ohne His-Tag kloniert, in dem das Stopcodon nicht zerstort, sondern in die
entsprechenden Primer integriert wurde (Tabelle 7).

Erfolgreich transformierte E. coli-Zellen wurden auf LBA®" selektiert. Zur Uberpriifung der In-
serts wurden Monoplex-PCRs mit den Primern pET-A und pET-B durchgefiihrt. AbschlieRend

wurden die positiven Transformanten doppelstrangig sequenziert.
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Alle, in die Untersuchung einbezogenen, Hamolysingene wurden erfolgreich Kkloniert.
Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die Transformanten nach umgreifender PCR. Dies belegt

die Prasenz des jeweiligen Plasmids in den E. coli-Zellen.

Bei der durchgefuhrten Sequenzierung stellte sich heraus, dass neun der 12 Transformanten in
der Aminosauresequenz mutationsfrei waren. Einzig die Transformanten ADfabF, ADtlyB und
ADtlyC enthielten jeweils eine (ADfabF und ADtlyC), bzw. zwei Nukleotidmutationen (ADtlyB),
die zu je einer Mutation in der Aminosauresequenz fuhrten. Die Tabelle 14 fasst die Ergebnisse
der Sequenzierung zusammen.

Tabelle 14: Nukleotid- und Aminos&uremutationen der Hamolysingene nach
Klonierung in E. coli

Nukleotid- Aminosaure-

Klon Insert mutation® Position mutation® Position
ADhIyA hlyA keine - - -
ADtlyA tiyA keine - - -
ADtlyB tlyB a—g 590 E — G (Glu — Gly) 197
a—g 1.423 K — E (Lys — Glu) 475
ADtlyC tlyC a—g 770 K — R(Lys — Arg) 257
AD962 BHWA1_962 keine - - -
ADhly hly keine - - -
ADyplQ yplQ a—cC 23 keine -
AD1870 BHWA1_1870 t—c 449 keine -
ADfabG fabG keine - - -
ADfabF fabF a—g 223 D — G (Asp — Gly) 75
ADhlyA™ hlyA™ keine - - -
ADfabUm  fabF-hlyA-fabG keine - - -
Erlduterungen: U Vergleich mit der Sequenz vom B. hyodysenteriae-Stamm B204, Stanton
2010, persdnliche Mitteilung.
4.2.2 Klonierungsstrategie fur die HlyA-Transformanten

Aufgrund von Hinweisen aus der Literatur (Hsu et al., 2001), dass Transformanten mit fabG-
hlyA-fabF-Inserts hamolytische Aktivitat aufweisen, wurden weitere Transformanten generiert.
Die Genkarten der Transformanten sind schematisch in der Abbildung 23 auf Seite 86
dargestellt. Da der Beginn und teilweise auch das Ende der Transformanten von Hsu und
Kollegen (2001) nicht naher charakterisiert wurden, sind diese Bereiche in der Grafik nicht

durchgehend gezeichnet.
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Abbildung 7

Erlduterungen:

[bp]
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1000
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Abbildung 8

Elektropherogramm der insertumgreifenden pET-PCR der Hamolysin-
Transformanten

1,5 %iges TAE-Agarosegel nach Ethidiumbromid-Farbung.

1 = ADtlyB, 2 = ADhly, 3 = AD962, 4 = ADtlyC, 5 = ADtlyA, 6 = ADyplQ,
7 = AD1870, 8 = ADhIyA,

+ = Positivkontrolle (leerer ungeschnittener Vektor), — = Negativkontrolle,

M = Molekularmassenstandard (Gene RulerTM 100bp DNA Ladder Plus),
bp = Basenpaare

M 1 2 3 4 - M

I |

Elektropherogramm der Insertumgreifenden pET-PCR der HIyA-
Transformanten

1,5 %iges TAE-Agarosegel nach Ethidiumbromid-Farbung.
1 = ADfabUm, 2 = ADfabF 3 = ADfabG 4 = ADhlyA

— = Negativkontrolle, M = Molekularmassenstandard (Gene RulerTM 100bp
DNA Ladder Plus), bp = Basenpaare.
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4.2.3 Proteinexpression und -reinigung

Die Proteine rHIyA-His, rTlyA-His, rTlyB-His und rTlyC-His stellten sich als Igslich, das
Protein r962-His jedoch als unléslich dar (Abbildung 9). Entsprechend wurde bei den 10s-
lichen Proteinen das Protokoll fur native Bedingungen angewendet, fir die Gewinnung des

Proteins r962-His dagegen das Protokoll fir denaturierende Bedingungen (Kapitel 3.4.4).

rHIyA-His und rTlyA-His: Die Proteine waren nach Expression und Reinigung im
Coomassie-gefarbten SDS-PAGE als deutliche Banden in der zu erwartenden GréRRe
(Tabelle 9) zu erkennen. Die hichsten Proteinkonzentrationen lagen in den Eluatfraktionen
2-5 vor. Mittels Ni-NTA-HRP Konjugat konnte die rTlyA-His-entsprechende Bande im
Westernblot erwartungsgemal dargestellt werden. Beim rHIyA-His trat im Coomassie-
gefarbten SDS-PAGE und im Westernblot eine Bande in der GroRe von etwa 22 kDa auf
(Abbildung 10). In der erwarteten Grol3e des rHIyA-His von 11 kDa war im Westernblot

jedoch keine Bande darstellbar.

rTlyB-His und rTlyC-His: Die Proteine rTlyB-His und rTlyC-His konnten ebenfalls exprimiert
und gereinigt werden. Allerdings traten in allen Eluatfraktionen im Coomassie-gefarbten
SDS-PAGE weitere Banden unterschiedlicher GroRe auf. Im Westernblot wurden diese
Banden beim rTlyC-His nicht nachgewiesen. Allerdings zeigten sich im Westernblot beim
rTlyB-His-Protein zwei zusétzliche Banden zwischen 50 und 60 kDa sowie jeweils eine
Bande von 15 bzw. 200 kDa.

r962-His: Das Protein r962-His war nach Expression nur im Westernblot mittels Ni-NTA-
HRP detektierbar, wahrend in der SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung keine prominente
Bande dargestellt werden konnte. Die affinitatschromatografische Reinigung nach Vorgaben
des Herstellers fiihrte stets zu dem nahezu vollstandigen Verlust des Proteins (Abbildung
11). Alternativ wurde das Protokoll fir denaturierende Bedingungen angewendet. In
Abbildung 11A ist deutlich zu erkennen, dass das Protein exprimiert wird, jedoch war das
Protein auch nach Aufspaltung der Zellen mittels Harnstoff und Ultraschall in nur sehr gerin-
gen Mengen in der l8slichen Fraktion (Spur 5) vorhanden. Die affinitditschromatographische
Reinigung dieser ldslichen Fraktion (Lysatiiberstand) fuhrte sowohl bei der Elution mittels
Imidazol (Abbildung 11B) als auch mittels pH-Wertabsenkung (Abbildung 11C) zu dem
Verlust des Proteins bereits in der Durchflussfraktion (Nachweis im Westernblot, Abbildung
11B und C). Daher wurde das Lysatpellet (Spur 6, Abbildung 11A) nach dem letzten Zentri-
fugationsschritt mit PBS resuspendiert. In dieser Fraktion war das Protein mit Ni-NTA-HRP
im Westernblot detektierbar. Allerdings wurden im Coomassie gefarbten SDS-PAGE auch
viele Proteinbanden des Empfangerorganismus nachgewiesen. Fir alle Versuche mit

gereinigten Proteinen stand r962-His daher nicht zur Verfiigung.
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Abbildung 9: Detektion von rTlyB-His, r962-His und rTlyA-His mittels Ni-NTA-
HRP-Konjugat nach SDS-PAGE und Westernblot.
1: Gesamtproteinfraktion, 2: 16sliche Fraktion, 3: unlésliche Fraktion,
M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder).

< = rTlyB-His, <= r962-His, 4 = rTlyA-His.
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Abbildung 10:  Elektropherogramm der Fraktionen im Rahmen der
affinitdtschromatografischen Reinigung des rHIyA-His.
16 %iges SDS-PA-Gel nach Coomassie-Farbung. Probenauftrag
entspricht ca. 2 ug Gesamtprotein pro Spur.
Proben: D = Durchfluss, W = Waschfraktion, E = Eluat, Epgs = Eluat
umgepuffert in PBS, Egerii = Eluat nach Sterilfiltration,
M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder),

< = rHIyA-His (11 kDa), <= rHIyA-His-Zusatzbande (~22 kDa).
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r1870-His, rYplQ-His und rHIly-His; Die Proteine r1870-His, rYplQ-His und rHIy-His waren
unter Verwendung der hier dargestelliten Methoden (Kapitel 4.2.4) nicht in einer detektierbar-

en Menge exprimierbar.

rFabUm, rFabG-His, rFabF-His und rHIyA : Bei der Induktion der Transformanten kam
eine IPTG-Konzentration von 125 pM zum Einsatz. Das rFabG-His- und das rHIyA -Protein
zeigten sich im Coomassie gefarbten SDS-PAGE auf der erwarteten Gro3e als dominieren-
de Proteinbande. Bei Induktion des umgreifenden Klons ADfabUm waren Proteine im Be-
reich von etwa 9 kDa und 26 kDa sichtbar. Diese entsprechen, gemessen an ihrem Moleku-
largewicht, den Proteinen rFabG und rHIyA . Das rFabF-His-Protein war im Coomassie
gefarbten SDS-PAGE nicht detektierbar, dagegen aber im Westernblot mithilfe des Ni-NTA-
HRP-Konjugats als Bande in der erwarteten Grol3e. In Praparationen der Transformanten
ADhlyA™ und ADfabUm konnten im Immunoblot, unter Verwendung des Serums CH 1242
(gegen rHIyA-His gerichtetetes Kaninchenantiserum, Tabelle 11), jeweils Banden im Bereich
von etwa 9 kDa nachgewiesen werden. Dies entspricht der Grol3e des HIyA-Proteins.
Weiterhin fiel auf, dass mit dem polyklonalen Serum bereits bei der nicht induzierten Kon-
trolle des Klons ADhIyA eine sehr schwache Bande dieser Grél3e auftrat. In Abbildung 13

sind die Ergebnisse der Expression der Transformanten ADhlyA  und ADfabUm dargestellt.

Negativkontrolle (Produkt einer Proteinexpression von Stamm BLR(DE3, pET-24b(+)). Die
Negativkontrolle wies sowohl im Coomassie gefarbten-SDS-PAGE als auch im Westernblot

mit Ni-NTA-HRP-Konjugat keinerlei Banden auf.

Alle gereinigten Proteine wurden in PBS umgepuffert und filtriert (0,2 pm) (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Detektion (Ni-NTA-HRP-Konjugat) nach Westernblot der r962-His
Fraktionen im Rahmen der Reinigung.
A: Lysatherstellung, B: Imidazol-Reinigung, C: pH-Reinigung.
1 = Kultur vor Induktion; 2 = Kultur nach Induktion; 3 = Ultraschall-Uber-
stand; 4 = Ultraschall-Pellet; 5 = Lysat-Uberstand; 6 = Lysat-Pellet;
7 = Durchfluss; 8 und 9 = Waschfraktion 1, 2; 10 bis 13 = Eluatfraktio-
nen 1 bis 4, M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder);

» - 1962-His Protein.



55 ERGEBNISSE

kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

72
43

26

10

Abbildung 12: Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE (A) und Immunodetektion
(Ni-NTA-HRP Konjugat) nach Westernblot (B) der umgepufferten
und filtrierten rekombinanten Proteine
Probenauftrag entspricht ca. 2 ug Gesamtprotein pro Spur.

1 =rTlyB-His, 2 = rTlyC-His, 3 = rTlyA-His, 4 = rHIyA-His,

5 = Negativkontrolle, 6 = r962-His vor Induktion, 7 = r962-His nach
Induktion, 8 = r962-His PBS-Suspension,

M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder).

< = jeweiliges rekombinantes Protein, < = rHIyA-His-Zusatzbande.
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kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 M
Abbildung 13: SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) (A) und Immunoblot (B) zum

Nachweis des HlyA-His und HIyA-Proteins in verschiedenen
Induktionsansatzen mittels des Serums CH 1242 (Anti-rHIyA-His).

Probenauftrag entspricht ca. 7,5 * 10’/KbE pro Spur

1 = ADhIyA vor Induktion, 2 = ADhlyA nach Induktion 3 = ADhlyA™ vor
Induktion, 4 = ADhlyA™ ohne Induktion, 5 = ADhlyA  nach Induktion mit
125 pM IPTG, 6 = ADfabUm vor Induktion, 7 = ADfabUm ohne
Induktion, 8 = ADfabUm nach Induktion mit 125 uM IPTG, M = Marker
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder);

> = rHIyA-His, } =rHIyA  (ohne His-Tag)Dz rFabG-Protein.
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4.2.4 Optimierung der Proteinexpression

Versuche zur Optimierung der Expression von r1870-His, rHIy-His und rYplQ-His. Die
Proteine r1870-His, rHly-His und rYplQ-His wurden in unterschiedlichen Medien, bei unter-
schiedlicher Wachstumstemperatur und —dauer, mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen

induziert.

Bei Anzucht der Kulturen in LBM*T kam es, vor allem bei dem Stamm AD1870, zu einem
verminderten Wachstum der Transformanten nach einer Induktion mit 1 mM IPTG. Dieser
Effekt konnte auch durch eine Anzucht bei nur 30 °C nicht vermindert werden. Bei einer
Anzuchttemperatur von nur 23 °C trat diese Wachstumsdepression nicht mehr auf. Es
konnten jedoch in keinem der Ansatze Proteine in der erwarteten GroRRe detektiert werden.
Nach Detektion von drei Banden in einer Grof3e von 17-26 kDa bei Induktion des Stamms
ADhly, wurde dieser bis zu einer ODgpo nm VON 2,0 vermehrt und im Anschluss fir 30, 60 und
120 min mit 250 und 1.000 pM IPTG induziert. Auch der Stamm AD1870 wurde bei einer
ODgoonm VoNn 2,0 mit 1.000 puM IPTG fir 60 min induziert. Die Kulturen unterschieden sich in
ihrer Dichte nach Induktion nicht von Kulturen ohne Induktion. Dennoch waren die erwarteten
Proteine nicht detektierbar. Uber eine Anzucht der Stamme in LBMX", das nicht autoklaviert
wurde, sollte eine mogliche Basalexpression der Proteine unterdriickt werden. Auch in
diesen Ansatzen kam es zu einem verminderten Wachstum der induzierten Kulturen ohne
Expression des gewiinschten Proteins. Die Anzucht der Stamme in M9“"-Medium (Minimal-
medium) und nicht autoklaviertem BHIX"-Medium fiihrte, bei einer Induktion mit 1 mM IPTG,
ebenfalls zu einer Wachstumsdepression. Eine Induktion mit geringeren IPTG-Konzentra-
tionen (15,6 pM in LBM*", 7,8 uM in M9*"- und BHI“"-Medium) hatte zwar keine Wachstums-
depression mehr zur Folge, die gewunschten Proteine waren jedoch auch hier nicht

nachweisbar. In Tabelle 15 sind die Expressionsversuche zusammenfassend dargestellt.

425 Proteingehalte der exprimierten und gereinigten rekombinanten Hamo-
lysin-Préaparationen

Die nach dem Umpuffern und der Sterilfiltration der exprimierten und anschliel3end affinitats-
chromatographisch gereinigten rekombinanten H&molysine (rHamolysine) sind in der
Tabelle 16 aufgelistet. Bei dem Vergleich der Proteinmenge je Liter Ausgangskultur wird
deutlich, dass bei der Expression von rTlyB-His die geringste und bei der Expression des

rHIyA-His die grofite Menge an Proteine exprimiert wurde.
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Tabelle 15: Variationen in den Versuchsbedingungen zur Expression der

Proteine r1870-His, rHly-His und rYplQ-His

Malnahme angewendet bei Proteinexpression
Anzucht bei 23 °C bzw. 30 °C ADyplQ, AD1870 negativ
Anzucht in nicht autoklaviertem LBM*" ADyplQ, AD1870 negativ
Anzucht in BHIT mit Induktion .
iiber 4 h bzw. 20 h ADyplQ, AD1870, ADhly negativ
Anzucht in M9“" mit Induktion .
iiber 4 h bzw. 20 h ADyplQ, AD1870, ADhly negativ
IPTG-Zugabe bei ODggonm 2,0 .
der Hauptkultur AD1870, ADhly negativ
Induktionsdauer verkirzt .
(30, 60 und/oder 120 min) AD1870, ADhly negativ
Induktion mit IPTG-Konzentrationen ADyplQ, AD1870, ADhly negativ
<10 uM

Tabelle 16: Proteingehalte der Chargen an rekombinanten Hamolysinen

Proteinkonzentrationen der Extrakte

rekombinante in der Protein- bezogen auf die

Hamolysine praparation [ug/ml]  Ausgangskultur [pug/ml]

rHlyA-His 275 10,6

rTlyA-His 339 2,3

rTlyB-His 378 0,5

rTlyC-His 488 2,0

r962-His GZL 1.173 9,7

Negativkontrolle (Expressions- ~10 n. b.

produkt des leeren Vektors)

Erlauterungen: n. b. = nicht bestimmt.

4.3 Ergebnisse der Immunisierungsversuche

431 Immunantwort von Kaninchen nach Immunisierung mit rHamolysinen

von B. hyodysenteriae

Nach der Impfung mit den rH&molysinen konnten bei allen Kaninchen Antikérper gegen das

homologe Antigen im Immunoblot detektiert werden. Einzig das Serum des Kontrolltieres

zeigte weder eine Reaktion mit dem eingesetzten Impfantigen noch mit einem Ganzzelllysat

des B. hyodysenteriae-Stammes B204. Die Tabelle 17 zeigt den Verlauf der Serokonversion
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bei den Kaninchen. Die Abbildung 14 zeigt die Serokonversion am Beispiel des mit rTlyC-

His-geimpften Kaninchens.

Tabelle 17: Verlauf der Antikdrperbildung im Kaninchen gegen das
Impfantigen nach Immunisierung mit rHamolysinen von
B. hyodysenteriae
Reaktion der homologen Antiseren mit den rHamolysinen
Versuchs- (Signalstéarken im Immunoblot)
tag rHlyA-His rTlyA-His rTlyB-His rTlyC-His  r962-His
1 - - - - -
14 - - - + A
21 2 +++ +++1 441 .
28 2 +++ +++1 441 .
35 +2 +++ +++1 +++1 +1
56 +2 +++ +++1 441 +1
63 ++2 +++ +++1 441 +1
70 ++2 +++ +++1 +++1 +1

Erlauterungen:

kDa

26

17

10

Abbildung 14:

vVvy VYVYY

- = negativ, + = schwache Reaktion, ++ = mittelgradige Reaktion,
+++ = starke Reaktion, 1) Vorkommen nicht spezifischer Banden,
2) Reaktion mit der Zusatzbande auf ~ 22 kDa.

M 1 2 3 4 5 6 7

\\\ - — o L —
3 L 1 &
. | . 1 ] " .

Serokonversion bei einem Kaninchen nach Immunisierung mit
gereinigtem rTlyC-His im Immunoblot.

Einsatz des Antiserums 1:1.000 [v/v], Antigen = Impfantigen rTlyC-His
(20 pg Gesamtprotein/Blot),

1 = Ni-NTA-HRP-Konjugat; 2-7 = Kaninchenantiseren, 2 = vor 1. Immuni-
sierung; 3 = nach 1. Immunisierung; 4 = nach 2. Immunisierung; 5 = nach
3. Immunisierung; 6 = nach 4. Immunisierung, 7 = finales Antiserum nach
5. Immunisierung (CH 1245), M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein

Ladder). €= rTlyC-His
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Die gegen r962-His gerichteten Antiseren konnten nur nach Serumabsorption durch den lee-
ren Vektorstamm (Stamm BLR(DE3, pET-24b(+))) ausgewertet werden. Es trat zwar eine
spezifische Reaktion mit dem r962-His-Protein auf, weitere Untersuchungen mit dem Serum
konnten jedoch aufgrund der hohen Antikérperdichte gegen Bestandteile des Vektors nicht
durchgefuhrt werden. Auch das gegen rTlyB-His gerichtete Serum wurde, aufgrund des
Auftretens einiger zusétzlicher Banden, nur nach Absorption von Antikdrpern gegen E. coli-
Proteine mit dem Stamm BLR(DE3, pET-24b(+)) eingesetzt. Bei den gegen rHIyA-His, rTlyA-

His und rTlyC-His gerichteten Seren wurde diese MaRnahme nicht durchgefihrt.

432 Serologische Kreuzreaktionen zwischen den rHamolysinen

Neben den homologen Reaktionen der Seren gegeniiber dem jeweiligen rHamolysin-Impf-
antigen kam es auch zu heterologen Reaktionen. So reagierte das gegen rTlyC-His
gerichtete Serum auch schwach mit den anderen rHamolysinen. Entsprechend schwach
ausgepragte Banden waren auch bei allen heterologen Antiseren mit dem rTlyC-His-Antigen
vorhanden. Diese Ergebnisse sind in der Tabelle 18 zusammengefasst und in Abbildung

15, am Beispiel der Reaktionen mit dem rTlyC-His Antigen, dargestellt.

Tabelle 18: Serologisch nachweisbare Kreuzreaktion zwischen den
verschiedenen rHamolysinen von B. hyodysenetriae

rHamolysine (Signalstarken im Immunoblot)

_ rHIyA- rTlyA- rTlyB- rTlyC- Negativkontrolle

Antiseren His His His His

CH 1242 +++ - - (+) -

CH 1243 - T - (+) -

CH 1244 . - o+ (+) -

CH 1245 +) (+) +) +++ -

CH 1247 - - - - -

CH 083 +%) - + - -
Erlauterungen: - = negativ, (+) = sehr schwache Reaktion, +++ = starke Reaktion,

*) = Reaktion mit der Zusatzbande auf ~ 22 kDa.
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Abbildung 15: Reaktionen der anti-rHamolyin-Seren mit
affinitdtschromatografisch gereinigtem rTlyC-His im Immunoblot.
Antigen = Impfantigen rTlyC-His.
1 = Ni-NTA-HRP-Konjugat, 2 = Anti-rHIyA-His (CH 1242), 3 = Anti-rTlyA-
His (CH 1243), 4 = Anti-rTlyB-His (CH 1244), 5 = Anti-rTlyC-His
(CH 1245), 6 = Negatives Kontrollserum (CH 1247), M = Marker.
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder), 4= rTlyC-HisProtein.

4.4 Nachweis verschiedener Hamolysine bei unterschiedlichen B. hyo-
dysenteriae-Serotypen unter Verwendung der rHamolysin-Anti-
seren

Wie bereits in Kapitel 4.1 dargestellt, konnten in allen B. hyodysenteriae-Serotyp-Referenz-
stammen die Hamolysin-kodierenden Gene nachgewiesen werden. Mithilfe der rHaAmolysin-
spezifischen Antiseren wurde untersucht, ob auch die entsprechenden Proteine in den Ganz-
zelllysaten dieser Stamme nachgewiesen werden kénnen. Zusétzlich wurde ein Ganzzellly-
sat des B. innocens-Stammes sowie ein Ganzzelllysat des leeren Vektors (Stamm BLR(DES3,
pPET-24b(+))) in die Untersuchung miteinbezogen. Um herauszufinden, ob die Proteine wah-
rend des Wachstums sezerniert werden, wurden geféllte Proteine aus dem Uberstand einer
B. hyodysenteriae-Stamm B204-Kultur untersucht. Ebenfalls wurde im Immunoblot Verfahren
der B204-HE-Extrakt auf das Vorkommen der rHamolysine getestet. Alle Ergebnisse zu
dieser Fragestellung sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Zur besseren Ubersicht wurden

die Ergebnisse der PCR-Untersuchung auf das jeweilige Gen mit angegeben.

Bei den mit dem Immunoblot durchgefiihrten Untersuchungen waren nur die Proteine TlyB

und TIyC in den Ganzzelllysaten der B. hyodysenteriae-Serotyp-Referenzstamme
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nachweisbar. Das Ganzzelllysat des leeren Vektors war erwartungsgemald vollstandig
negativ. Abbildung 16 zeigt beispielhaft das Ergebnis zur Detektion des Proteins TlyB in
den B. hyodysenteriae-Serotyp-Referenzstimmen. Bei der Untersuchung des B204-HE-
Extraktes wurden sowohl die rHamolysin spezifischen Antiseren, als auch ein im Kaninchen
hergestelltes Antiserum gegen das Ganzzelllysat von B204 (CH 083) sowie ein Serumpool
von Dysenterie rekonvaleszenten Schweinen (Antiserumpool) in einer Verdiinnung von 1:50
[v/v] eingesetzt und miteinander verglichen. Mit dem Serum CH 083 wurden eine Vielzahl
von Banden detektiert, wohingegen die rHamolysin-spezifischen Antiseren kein Protein in
der erwarteten Grol3e der Hamolysine detektieren konnten. Der Antiserumpool lieferte nur

schwache, verwaschene Banden verschiedener Gro3en (Abbildung 17).

Tabelle 19: Nachweis der Hamolysin-kodierenden Gene als auch der
Hamolysine in verschiedenen Serotypen von B. hyodysenteriae

Getestete Nachweis mittels PCR bzw. Immunoblot

Stamme/ HIyA TlyA TlyB TlyC
Praparationen

1

Gen' Protein® Gen' Protein® Gen' Protein® Gen' Protein®

B78 + - + - + + + +
-
N B204 + - + * + + + +
e
o g B169 + - + - + + + +
8 e
E g Al + - + - + + + +
S
o & B8044 + - + ] N N N .\
T -
S B6933 + - + - + + + +
“x
i % Ack300/8 + - + - + + + +
:]e: Vic2 + - + - + + + +
n
NSw1 + - + - + + + +
B. innocens (GZL) + - - * - + - +

BLR(DE3, pET-24b(+))

(GZL)
B204-HE-Extrakt nt - nt - nt - nt -
Geféllte Proteine aus nt - nt - nt - nt -

B204-Kulturiiberstand

Erlauterungen: - =keine Reaktion, + = positive Reaktion, nt = nicht getestet,

1 = Nachweis mittels PCR, 2 = Nachweis im Immunoblot, * = positiver
Nachweis bei Antigenmengen von > 200 ug Gesamtprotein/Spur,
GZL = Ganzzelllysat.
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Abbildung 16: TlyB-Detektion in Ganzzelllysaten der B. hyodysenteriae-Serotyp-
Referenzstdmme durch das rTlyB-His spezifische Antiserum vom
Kaninchen im Immunoblot.
Einsatz des Antiserums 1:500 [v/v], Antigenauftrag (Spuren 1-9: 13,5 ug
Gesamtprotein/Spur, 10: 2 ug Gesamtprotein/Spur); 1 = B78, 2 = B204,
3=B169, 4 = Al, 5 =B8044, 6 = B6933, 7 = Ack300/8, 8 = Vic2,
9 = NSW1, 10 = rTlyB-His, M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein

Ladder). = rTlyB-Protein,

kDa M
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Abbildung 17: Ergebnis der Untersuchung des B204-HE-Extrakts mit rHamolysin-
spezifischen Antiseren vom Kaninchen im Immunoblot
Antigenauftrag: 125 pg Gesamtprotein/Blot, 1-7 = Entwicklung mit
verschiedenen Antiseren 1:50 [v/v], 1 = Antiserumpool, 2 = CH 083,
3=CH 1242,4=CH 1243,5=CH 1244, 6 = CH 1245, 7 = CH 1247,
M = Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder).

1
1
i
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4.5 Nachweis von Antikdrpern gegen die verschiedenen rHamolysine
von B. hyodysenteriae bei Schweinen

45.1 Seren rekonvaleszenter Schweine (Antiserumpool) und experimentell
infizierter Ferkel

Alle untersuchten Serumproben (n=6) von Schweinen, die 30 Tage nach dreimaliger oraler
Infektion mit B. hyodysenteriae entnommen wurden (Tabelle 12), und auch der Antiserum-
pool detektierten einheitlich jeweils eine Proteinbande in der gewtinschten GréRe des TIlyA,
TlyB und TlyC. Einzig bei der Verwendung von rHIyA-His als Antigen konnte nur durch das
Serum CH 272 eine Proteinbande detektiert werden, die eine Grof3e von 22 kDa aufwies. Bei
allen anderen Schweineseren und dem Antiserumpool konnten Banden in der erwarteten
GroRRe des rHIyA-His oder mogliche Dimere von ca. 22 kDa nicht nachgewiesen werden.
Abbildung 18 =zeigt beispielhaft den Nachweis von Antikérpern gegen rTIlyC-His in
Schweineseren. Zwar wurden alle Seren als positiv beurteilt, jedoch fielen die Reaktionen
deutlich schwacher aus als die homologen Reaktionen des rHamolysin-spezifischen

Kaninchen-Antiserums (Spur 2).

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

72 p

43 p

26 P
17 p
10 P

\‘-&__
Abbildung 18:  Antikérpernachweis gegen rTlyC-His in Seren infizierter Schweine
im Immunoblot.
Einsatz der Antiseren 1:100 [v/v], Serum CH 1245 1:1.000 [v/v] ,
Antigen = Impfantigen rTlyC-His.
1 = Ni-NTA-HRP-Konjugat; 2 = Serum CH 1245 (Positivkontrolle), 3 =
Antiserumpool; 4-9 = Seren experimentell infizierter Schweine 30 Tage

nach Infektion mit B. hyodysenteriae; 4=TIyC-Protein
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45.2 Antikdrpernachweis gegen verschiedene rHamolysine in Seren von
Schweinen vor und nach intragastraler experimenteller Infektion mit
B. hyodysenteriae

Bei den im Rahmen der tierexperimentellen Studie mit B. hyodysenteriae an Schweinen ge-
wonnenen Serumproben war im Immunoblot keine Serokonversion nach Infektion nachweis-
bar (Tabelle 20). Alle in der vorliegenden Studie untersuchten Serumproben (von insgesamt
6 Tieren aus 2 verschiedenen Infektionsversuchen, Tabelle 12) von den Tagen -26, -13, 0
(Zeitpunkt der Infektion), +14 und +30 zeigten im Immunoblot jeweils gleich starke Reaktio-
nen. Auffallig waren hier nur zwei Ergebnisse: zum Einen die Reaktion gegen das rHIyA-His
als Antigen welche nur bei dem Serum CH 272 (30 d.p.i.) auftrat und zum Anderen die
Reaktion des Tieres 1560 gegen das rTlyA-His als Antigen. Hier konnte eine starke Reaktion
des Serums CH 271 (30d.p.i.) mit dem Antigen rTlyA-His durch Praadsorption dieses
Serums mit dem B. hyodysenteriae-Stamm B204 deutlich abgeschwacht werden (Spuren 6
und 7 in Abbildung 19). Reaktionen friherer Seren dieses Tieres waren nur schwach aus-
gepragt. Alle Ergebnisse zur Untersuchung der Immunantwort im Schwein sind in Tabelle 20

zusammengefasst.

kDa M 1 2 3 4 5 617

2p
43 p

|

10 P> | l

Abbildung 19:  Antikdrper gegen TlyA-His in Seren von experimentell mit
B. hyodysenteriae-infizierten Schweinen im Immunoblot.

Einsatz der Antiseren 1:100 [v/v], Antigen = Impfantigen rTlyA-His.

1= Ni-NTA-HRP-Konjugat, 2 = CH 137, 3 = CH137 nach Praadsorption mit
B204, 4 = CH 220, 5 = CH 220 nach Praadsorption mit B204, 6 = CH 271,
7 = CH 271 nach Préadsorption mit B204 = TlyA-Protein.
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Tabelle 20: Nachweis von Antikérpern gegen verschiedene rHamolysine in
Serumproben von Ferkeln zu verschiedenen Zeiten vor und nach
experimenteller Infektion mit B. hyodysenteriae

Antikérper Nachweis im Immunoblot gegen
Tage vor bzw. nach  rHIyA- rTlyA- rTlyB- rTlyC- Negativ-
Serum exp. Infektion His His His His kontrolle
AS-Pool - + + + -
CH 088 - 26 nt + + + nt
CH 137 mmp O nt + + + nt
CH 220 14 nt + + + nt
CH 271 30 - +# + + -
CH 089 - 26 - + + + nt
CH 138 wmm)p 0 - + + + nt
CH 221 14 - + + + nt
CH 272 30 +* + + + -
CH 092 - 26 nt + + + nt
CH141l s 0 nt + + + nt
CH 222 14 nt + + + nt
CH 265 24 nt + + + nt
CH 273 30 - + + + -
CH 528 -13 nt + + + nt
CH576' w=mp nt + + + nt
CH 662" 14 nt + + + nt
CH 692* 30 - + + + -
CH 530 -13 nt + + + nt
CHS578  mmmp 0 nt + + + nt
CH 664 14 nt + + + nt
CH 702 30 - + + + -
CH 534 -13 nt + + + nt
CH5g2 w=mp nt + + + nt
CH 666 14 nt + + + nt
CH 703 30 - + + + -

Erlauterungen: + = positive Reaktion; - = negative Reaktion; * = Reaktion mit der HIyA-
Doppelbande; # = schwéachere Reaktion nach Praabsorbtion der Seren mit
Ganzzelllysat von Stamm B204; Negativkontrolle = aufgereinigte Prapa-
ration des leeren Vektors (Stamm BLR(DE3, pET-24b(+))), * = Belastung
mit BHI-Medium (Placebo), nt = nicht getestet.

=P Dreimalige, intragastrale Infektion mit B. hyodysenteriae bzw. mit
BHI-Medium (CH 576)



ERGEBNISSE 67

4.6 Hamolytische Aktivitat der Transformanten und der gereinigten
rHamolysine im Vergleich zu einem Hamolysinextrakt aus
B. hyodysenteriae

46.1 Priafung der hamolytischen Aktivitat des B204-HE-Extrakts (positive
Kontrolle)

Herstellung und Lagerung der Extrakte

Die Herstellung eines hamolysierenden Extrakts des B. hyodysenteriae-Stamms B204 als
Positivkontrolle fur die Hamolyse-Assays erfolgte nach verschiedenen Protokollen (Kapitel
3.4.5). Dabei erwies sich nur der nach Protokoll b hergestellte Extrakt (mit HE-Puffer, ohne
Ultraschall) als hamolysierend. Allerdings trat nach 24-stindiger Lagerung des Extrakts bei
4 °C ein vollstandiger Verlust der hAmolytischen Aktivitat auf. Auch eine Inkubation des Ex-
trakts fr 30 min bei 37 °C fuhrte zu einem vollstandigen Verlust der Aktivitat und sogar eine
Lagerung fir 30 min bei Raumtemperatur fihrte zu einer deutlich verminderten Aktivitat die-
ser Praparation. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse zu diesen Vorversuchen graphisch
dargestellt.

100

80

60

40

Hamolyse (%)

20

0

1 2 3 4 5
Abbildung 20: Temperatureinfluss auf die Aktivitat eines hdmolysierenden

Extraktes von B. hyodysenteriae-Stamm B204

Erlauterungen: 1 = Hamolyse des B204-HE-Hextrakts ohne vorherigen Temperatur-
einfluss; 2 = HE-Extrakt nach 30 min Inkubation bei 4 °C; 3 = HE-Extrakt
nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur; 4 = HE-Extrakt nach 30 min
Inkubation bei 37 °C; 5 = Negativkontrolle (PBS-Puffer).
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Hemmung der hamolytischen Aktivitdt des B204HE-Extrakts durch rHamolysin-
spezifische Antiseren von Kaninchen

In diesen Versuchen wurden die rHamolysin-spezifischen Antiseren einzeln und in Kombi-
nationen, ein gegen das Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae-Stamm B204 gerichtetes
Kaninchenserum (CH 083), der Antiserumpool aus Feldseren rekonvaleszenter Schweine
und ein Serum eines Schweines vor der experimentellen Infektion auf ihre mogliche

Hamolysehemmung hin untersucht.

Sowohl tber 30 min und 4 h bei 4 °C, als auch fur 10 und 30 min bei Raumtemperatur
fuhrten alle Seren, inklusive der negativen Kontrollseren bis zu einer Verdinnung von 1:40,
zu einer deutlichen Reduktion der Hamolyse. In der Verdinnungsstufe 1:640 lag ein signifi-
kanter Unterschied in der Hamolysehemmung zwischen den Seren der Schweine und
Kaninchen vor. Entsprechende Unterschiede waren bereits in den Verdinnungen 1:160 und
1:40 erkennbar. In allen Fallen war der Hemmeffekt der Schweineseren groRRer, als jener
aller gepriften Kaninchenseren. Unterschiede zwischen negativem Kontrollserum und
spezifischem Antiserum (Kaninchen), bzw. Rekonvaleszentenserum (Schwein), lagen jedoch
nicht vor. In Abbildung 21 sind die Ergebnisse des Hamolysehemmtests nach 30 min

Inkubation bei Raumtemperatur graphisch dargestellit.

Abbildung 22 préasentiert Ergebnisse des Hamolysehemmtests nach 10 minutiger
Inkubation der Ansétze bei Raumtemperatur, unter Verwendung aller rHamolysin-
spezifischen Antiseren einzeln, im Vergleich zu einer Mischung aus allen vier Seren. Die
Hamolysehemmung ist in allen Ansatzen etwas hoher als nach einer Inkubation der Ansétze
fur 30 min bei Raumtemperatur. Weiterhin fallt auf, dass das mitgefiihrte negative
Kontrollserum (Kaninchenantiserum nach Immunisierung mit dem leeren Vektor) in der
Verdinnung 1:40 die héchste Reduktionsrate aufweist und auch in den anderen
Verdinnungsstufen teilweise zu einer starkeren oder zumindest gleich hohen Reduktion fuhrt
wie die rHamolysin-spezifischen Antiseren. Bezogen auf die ausgewahlten Kontroll-
serumproben war somit in keinem Fall eine spezifische Hemmung der H&amolyse

nachweisbar.
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Abbildung 21:

Erlauterungen:
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Hemmung der Hamolyse in %

10

Negatives Kontrollserum
(CH 1247)

B cHoss

D Mischung aus 4 rHamolysin
Kaninchenseren®

[] CHo088?
H Antiserumpool

N

1:10 1:40 1:160 1:640
Serum Verdlnnungsstufen

Hamolysehemmtest unter Verwendung verschiedener Antiseren
gegen die rHamolysine nach 30 mindtiger Inkubation

1 = Kaninchenseren CH 1242, CH 1243, CH 1244 und CH 1245;
2 = Schweineserum vor experimenteller Infektion mit Brachyspiren.

[ ] CH 1242 (anti rHIyA-His)
[] CH 1243 (anti rTlyA-His)
B CH 1244 (anti rTlyB-His)
[[] CH 1245 (anti rTlyC-His)

. Negatives Kontrollserum
(CH 1247)

Mischung aus 4 rHamolysin
Kaninchenseren®

[ =nllll

Abbildung 22:

Erlauterungen:

1:160 1:640
Serum Verdunnungsstufen

Reduktion der HAmolyse durch die rHamolysin-spezifischen
Antiseren nach 10 minutiger Inkubation in ausgewé&hlten
Verdinnungsstufen im Vergleich

1 = Kaninchenseren CH 1242, CH 1243, CH 1244 und CH 1245
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4.6.2 Hamolysinbildung der Transformanten bei Vermehrung auf
verschiedenen, festen Nahrmedien

Um die Transformanten auf potentiell hamolysierende Eigenschaften zu untersuchen,
wurden diese auf Agarplatten mit verschiedenen Zusatzen angeziichtet. Von den auf
verschiedenen, bluthaltigen, festen Nahrbéden vermehrten Transformanten mit dem
jeweiligen Hamolysingen in jeweils korrekter Position und Sequenz, besal® keiner einen
hamolytischen Phanotyp. Eine Ausnahme stellte das Wachstum der Transformanten auf
Muller-Hinton (MH)-Agar dar. Hier zeigten alle Transformanten einen hamolytischen Phano-
typ. Auch die negative Kontrolle (BLR(DE3, pET-24b(+))) zeigte hier Hamolyse. Die
Ergebnisse nach 48 stundiger Inkubation der Platten sind in Tabelle 21 zusammengefasst.
Einige Transformanten (ADtlyC, AD962, AD1870, ADyplQ und ADfabF) zeigten nach An-
zucht auf Blut-Agarplatten mit Schafblut ohne Selektionsmarker phanotypische Diversitaten
(winzige weil3e Kolonien auf und neben normal aussehenden E. coli-Kolonien). Nach Subkul-
tivierung sowohl winziger, als auch normal aussehender Einzelkolonien konnte das gleiche,
heterogene Wachstum beobachtet werden. Diese Transformanten zeigten auch eine starke
Wachstumsinhibition durch IPTG.



71

ERGEBNISSE

"usne|d-reby usp ul 91dI A1 GZT pun unAureuey |w/Brl og UoA zresnz = |, ‘O1dI INW T UOA ZjesnZ =

‘(00T @118S ge Bueyuy

ayals uapogiyenN) Jeby-1sq = 1Sq ‘reby-uoluiH-I19|INAl = HIA ‘uane|dieby-1nig = dv g ‘snoinniAdjAuayd Js10eqoiyosAsd
= dd ‘Inba sna2020poyy = 3y ‘Inba sn220201dans = 39S ‘snaine Sn22020jAydels = S ‘WNISYIBAA uidy = "M

‘uarelisianig ayosidAioueyd

= x 1915915386 1YoIu = 1u ‘BsAjoweH ayoemyos = (+) ‘@sAjoweH aulay = - ‘Jequuadla yosidoysoew asAjoweH = +

:uabuniaine|i3

SslomyoeN-asAjoweH

M - + + - - - - - - - - - »LSa-pury
u u u u u - - - - - - - - - - - - - dVva-pury
u u u u u - - - - - - - - - - - - - dva-puty
u u u u u - - - - - - - - - - - - - ,dVvd-piajd
u u w u u - - - - - - - - - - - - - dvda-pisid
(+) - + + + + + + + o+ o+ + + + + + + + HIN-Feyss
u u u u u - - - - - - - - - - - - - IHG-eyds
u u w u u - - - - - - - - - - - - - IHG-feyds
- - + + + - Tt s s ndVE-eyos
- - + + + - S - dvg-feydss
T m 9 % mm dmw w w mqu w ,uAGv m m w w w w w uspogiyeN
8~ &p € 3 % S8 3 8 S5 & > % %
Ok <
awwe1s||0J1uoy usjuewlojsuel|

asA|oweH Jap pun swnisyoepm

Sap SIeMYdeN WNZ Usziesnz usuapalydSIaA 1w uaipawiyeN usbinfeyin|qg jne usjuewiojsuel] 1ap 1yonzuy

‘T¢ 9lleqel



72 ERGEBNISSE

4.6.3 Untersuchung der Transformanten im CAMP-Test
Um zu Uberprifen, ob die Transformanten in der Lage sind die unvollstandige Hamolyse
eines anderen Bakteriums zu verstarken, wurden alle Transformanten auf das

Vorhandensein eines CAMP-Phanomens untersucht. (Kapitel 3.2.2)

Dabei kam es im Standardverfahren im Uberlappenden Bereich zu einer Verstarkung der
Hamolysezone der Ammen durch die jeweiligen Kontrollstamme (Tabelle 23) Diese positive
Reaktion trat jedoch bei keiner der Transformanten auf. Auf Blut-Agarplatten mit Pferdeblut

kam es auch bei den Kontrollen zu keinem CAMP-Phanomen.

Auch bei den Kombinationsverfahren zeigte keiner der Transformanten als Testkeim im
Uberlappenden Bereich der Amme und des Klons AD962 ein positives CAMP-Phanomen

(Tabelle 22).

Tabelle 22: CAMP-Phanome der Transformanten im Kombinationsverfahren
nach aerober Inkubation bei 37 °C

CAMP-Phanomen der Transformanten mit

AD962 und

S o~

O
s £ £ 2 2 3 5 3 48
= = = = = — Y— © ~
A Ao 0o = =
Testansatz 2 2 < I < 2 2 2 sy
o

(Amme und Anzuchtmedium)

Staphylococcus aureus
auf Schaf-BAP
Streptococcus equi

auf Schaf-BAP
Rhodococcus equi

auf Schaf-BAP
Staphylococcus aureus
auf Rind-DST"

Erlauterungen: + = positives CAMP-Phanomen, - = kein CAMP-Phanomen, BAP = Blut-
Agarplatten, DST = DST-Agar (Nahrbéden siehe Anhang ab Seite 100),
Kl = Zusatz von 30 pg/ml Kanamycin und 125 uM IPTG in den Agar-
Platten.
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4.6.4 Hamolyse-Induktion der rHamolysine im Hamolyse-Assay

Zur genaueren und objektiv messbaren Untersuchung der Transformanten auf ihre hamolyti-
schen Eigenschaften wurden nach Protokoll b) und c) hergestellte HE-Extrakte (Kapitel
3.4.5) und aufgereinigte, rekombinante Proteine im Hamolyse-Assay mit Schaferythrozyten
untersucht (Kapitel 3.6.2). Da nur die Messung nach 24 h zu verlasslichen Messwerten
fuhrte, sind in Tabelle 24 die Mittelwerte dieses Messzeitpunkts aufgefuhrt. Langer inku-
bierte Ansatze zeigten teilweise eine spontan auftretende Hamolyse, die auch bei den Nega-
tivkontrollen auftrat. Stabile Ansétze zeigten auch nach vier Tagen keine Hamolyse

gegeniber der Negativkontrolle.

Die Praparationen des Stamms 3306/05 erwiesen sich nach beiden HE-Protokollen (Proto-
koll b) und c), siehe Kapitel 3.4.5) als hAmolytisch. Bei der Untersuchung des B. hyodysen-
teriae-Stammes B204 ergab dagegen nur das nach Protokoll b) (ohne Ultraschall-
behandlung) hergestellte Produkt eine Hamolyse. Bei der Untersuchung von entsprechend
produzierten Extrakten aus den Hamolysingen-tragenden E. coli-Stammen blieb dagegen in
allen Fallen eine Hamolyse aus (Tabelle 24). Auch von den affinitatschromatographisch
aufgereinigten Hamolysinen ging im Hamolyse-Assay keinerlei hamolytische Aktivitat aus.
Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der zusatzlich generierten hlyA-Klone getrennt
aufgefihrt (Tabelle 25).

Tabelle 24: Hamolytische Aktivitat der rHamolysine sowie verschiedener
Extrakte der Transformanten mit Hamolysingenen
(Hamolyse-Assay)

Protein- Prozent Hamolyse
Pra-

. rHIyA- rTlyA- rTlyB- rTlyC- r962- Komb. Komb.
paration H?/s H>i/s H)i/s H>i/s His 1 2 3306/05  B204
HE-Ex- - - - - - - - 92,0 60-
trakte 80 %*
HE-US- - - - - - - - 96,6 -
Extrakte }
rHam- - - - - nt - nt nt nt
His
Erlauterungen: - = keine Hamolyse (< 5 %), Komb. 1 = Mischung aus HIyA, TIlyA, TlyC

und TlyC, Komb. 2 = Komb. 1 + 962, * = der B204-HE-Extrakt wurde fur
alle Versuche auf eine Hamolyse von 60-80 % eingestellt, nt = nicht
getestet.
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Tabelle 25: Hamolytische Aktivitat verschiedener Extrakte der HlyA-
Transformanten im Hamolyse-Assay

Prozent Hamolyse

Protein-
Praparation ADhIyA™ ADfa_LbG- AqubF- ADfabUm Komb. 3306/05 B204
His His 3

HE-Extrakte - - - - - 92,0 60-80 % *

HE-US- - - - - - 96,6 -

Extrakte

Erlauterungen: - =keine Hamolyse, Komb. 3 = Mischung aus ADfabG, ADfabF und
ADHIyA™, * = der B204-HE-Extrakt wurde fur alle Versuche auf eine
Hamolyse von 60-80% eingestellt.

4.6.5 Zytotoxizitat der rHamolysine

Wie aus der Tabelle 26 hervorgeht, war die Zytotoxizitat der rHamolysine unter den be-
schriebenen Versuchsbedingungen fur die in den Experimenten gewaéhlten permanenten
Zellkulturen extrem niedrig. Lediglich das rHIyA-His induzierte in allen drei Zellkulturen
maRige Zellveranderungen, die sich in einer Zellabrundung offenbarten. Was die CRFK-
Zellen anbetrifft, waren entsprechende Zellverdnderungen auch bei den anderen
Hamolysinen, aber auch in der Negativkontrolle, vorhanden. Dariber hinaus induzierte das
rTlyB-His geringfiigige Zellabrundungen in IPEC-J2-Zellkulturen. Alle besprochenen Effekte
traten erst spat nach Inokulation (20 h p. i.) und ausschlieflich in sehr niedriger Verdiinnung
des rHamolysins auf. Eine Ausnahme bildete das auf MDCK-Zellen untersuchte rHIyA-His.
Hier waren geringfugige Zellabrundungen zwar schon bereits 30 min p. i. nachweisbar,
jedoch nicht mehr zu spateren Untersuchungszeitpunkten. In den Anséatzen des B204-HE-
Extraktes (positive Kontrolle) traten bereits nach 30 min in der niedrigsten Verdinnung auf
IPEC-J2-Zellen abgerundete Zellen auf. Nach langerer Inkubation verstarkte sich dieser
Effekt. Bei hoherer Verdinnung des B204-HE-Extrakts trat der Effekt nicht mehr so stark auf.

In den anderen Zellkulturen kam es zu keinem Effekt durch den B204-HE-Extrakt.
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Tabelle 26: Zytotoxizitat der rHamolysine flr verschiedene permanente
Saugetierzellkulturen
Ver- Zytotoxizitat zu verschiedenen Zeiten nach Inokulation
Protein  din- CRFK-Zellen MDCK-Zellen IPEC-J2-Zellen
nun
ung 30 min 120 min 20h 30 min 120 min 20h 30 min 120 min 20 h
rHIyA-His 1.2 - - + + - - - - +
1:4 - - - - - - - - -
1:8 - - - - - - - - +
rTlyA-His 1:2 - - + - - - - - -
1:4 - - - - - - - - -
1:8 - - - - - - - - -
rTlyB-His 1.2 - - + - - - - - +
1:4 - - - - - - - - -
1:8 - - - - - - - - -
rTlyC-His 1.2 - - + - - - - - -
1:4 - - - - - - - - -
1:8 - - - - - - - - -
B204-HE- 1:2 - - - - - - + + ++
Extrakt 1:4 ) i i i i i N N ]
1:8 - - - - - - - - -
Negativ- 1:2 - - + - - - - - -
kontrolle 1:4 _ i i i i i ) ) )
1:8 - - - - - - - - -

Erlauterungen:

- = keine zytotoxischen Effekte + = 10 % abgerundete Zellen,

++ = 20 % abgerundete Zellen, Negativkontrolle = Praparation des

leeren Vektors BLR(DE3, pET24-b(+))
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5 DISKUSSION

Die Hamolysine von B. hyodysenteriae spielen neben anderen Faktoren eine bedeutende
Rolle im Rahmen der Pathogenese der Dysenterie. Beispielsweise verlor der Erreger mit der
Deletion des Hamolysins TIlyA seine Pathogenitat fur Schweine (ter Huurne et al., 1992).
Trotz ihrer Bedeutung ist der Stand der Forschung beziglich der Hamolysine jedoch als
unbefriedigend zu bezeichnen. Vor Allem fehlt es an konkreten Ergebnissen Uber ihre
biologischen und antigenen Eigenschaften, denn oft dienten zu Studienzwecken undefinierte
hamolysierende Extrakte von B. hyodysenteriae (Lysons et al.,, 1991). Eine genauere
Charakterisierung der mutmalRlichen Hamolysine ist daher notwendig und kann zum
Verstandnis der Pathogenese der Dysenterie beitragen. Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit rekombinant hergestellten Hamolysine (HIyA, TlyA-C) waren antigen wirksam und rea-
gierten mit Seren experimentell infizierter Ferkel. Sie erwiesen sich jedoch weder einzeln,
noch in Mischungen miteinander als hamolytisch. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu
der bisherigen wissenschaftlichen Auffassung tber die Bedeutung dieser Proteine und wird
daher, neben einer Verteidigung der Ergebnisse, besonders auch aus methodischer Sicht

diskutiert.
Klonierung und Expression der Hamolysine

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals alle, derzeit als Hamolysine beschriebenen
Proteine erfolgreich in einen E. coli B-Stamm kloniert. In bisherigen Experimenten wurden
bei der Klonierung immer auch benachbarte Sequenzen mitkloniert (Muir et al., 1992; ter
Huurne et al., 1994; Hsu et al., 2001). Diesem Prozedere wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht gefolgt, da hierdurch keine préazisen Aussagen uber das fragliche Genprodukt erlangt
werden kénnen. Es ist somit wichtig, darauf hinzuweisen, dass definitiv nur der, das jeweilige
Hamolysin kodierende, Leserahmen kloniert wurde. Nach der Klonierung liel3en sich funf der
acht Proteine mit IPTG in verschiedenen Konzentrationen erfolgreich induzieren. Vier der
funf Proteine konnten erfolgreich Aufgereinigt werden. Somit standen erstmalig die Proteine
HIlyA und TIyA-C als Fusionsproteine fur Untersuchungen zur Verfigung. Die Klonierung und
Expression der Proteine rHIyA-His, r962-His, r1870-His, rYplQ-His und rHIy-His verlief

jedoch nicht problemlos.

Drei der acht Klone (AD1870, ADhly und ADyplQ) reagierten nach Induktion mit IPTG mit
einer erheblichen Reduktion ihres Wachstums. Dies kdnnte ein Hinweis flr eine hohe
Toxizitdt dieser Proteine fir den Wirt sein (Grossman et al., 1998). Aus diesem Grund
wurden verschiedene Protokolle angewendet (Tabelle 15), um potentiell toxische Effekte

abzumildern. Niedrige IPTG-Konzentrationen fihrten zwar nicht mehr zu einer
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Wachstumsdepression, es wurde aber auch kein Protein exprimiert. Somit konnte die auf der

Toxizitat der Proteine bestehende Theorie nicht abschlie3end geklart werden.

Eine andere Ursache fir die fehlgeschlagene Expression dieser Proteine kénnten Unter-
schiede in der Codon-Usage von Brachyspiren und E. coli sein (Kane, 1995). Nach
Sequenzanalyse der exprimierbaren und nicht-exprimierbaren Proteine ergab sich jedoch
hierfur kein konkreter Beleg. Zwar traten die fur E. coli seltenen Codone ATA, AAT ATA und
TCT in den Gensequenzen fir die nicht-exprimierbaren Proteine Hly, BHWA1_1870 und
YplQ auf, jedoch nicht haufiger als in den Gensequenzen fir die exprimierbaren Proteine
TIlyA, TlyB, TlyC, HIyA und BHWA1 962. Diese Tatsache spricht nach Kane nicht dafir,

dass die Expression durch die Codon Usage reduziert seine sollte (Kane, 1995).

Bei Induktionsansatzen des Stamms ADhly traten drei Banden in einer Grol3e von 17 bis
26 kDa auf. Dies konnte unter Umstanden auf einen bereits erfolgten Proteinabbau zurtick-
zufuihren sein. Um diesen Vorgang zu unterbinden oder zumindest zu reduzieren, wurde der
Stamm ADhly bis zu einer ODgypnm Von 2,0 vermehrt und im Anschluss fur 30, 60 und
120 min mit 250 und 1.000 pM IPTG induziert (Tabelle 15). Auch in diesen Ansatzen konnte
kein Protein in der gewinschten Grof3e nachgewiesen werden. Somit erscheint ein zu
schneller Abbau des Proteins als Ursache unwahrscheinlich. Vielmehr ist auch hier davon
auszugehen, dass keine Bildung des Proteins stattgefunden hat. Als Ausweg kdnnten die
Proteine in andere Vektoren und/oder andere Empfangerstamme umkloniert werden (Saida
et al., 2006).

Auch was die affinitatschromatographische Reinigung der Proteine anbetraf wichen die
Ergebnisse z. T. erheblich von der Erwartung ab. So war z. B. die Reinigung des Proteins
r962-His an einer Ni-NTA Matrix trotz Anwendung verschiedenster vom Hersteller empfoh-
lener Protokolle nicht erfolgreich. Moglicherweise erfolgte keine Bindung des His-Tags an die
Ni-NTA-Matrix. Ein Hinweis darauf waren die Verluste des Proteins bereits mit der
Durchflussfraktion beim Auftrag auf die Ni-NTA-Matrix (Abbildung 11). Dieses Ergebnis
kbnnte z.B. daraus resultieren, dass sich das His-Tag nicht nach AulRen pré&sentierte,
sondern innerhalb des Proteins lag. Als weitere Ursache k&men storende Einflisse der
Puffer in Frage. Diese Annahme erscheint jedoch unwahrscheinlich, da alle Puffer immer
frisch hergestellt und die entsprechenden pH-Werte genau eingestellt wurden (The QlAex-

pressionist, 5 Edition).

Auf Grund der erheblichen Schwierigkeiten wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Versuche zur Expression der lediglich als mutmallich in Frage kommenden Hamolysine
nicht weitergefuhrt. Alle weiteren Untersuchungen konzentrierten sich daher auf die nach

dem Schrifttum tats&chlich als Hamolysine ausgewiesenen Proteine HIyA und TIyA-C.
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Von diesen Proteinen war beim Nachweis des rHIyA-His, unter Verwendung des His-Tag-
Konjugats statt der erwarteten Bande von 11 kDa nur eine Bande im Bereich von 22 kDa
detektierbar. Da diese Bande nur bei dem Klon ADhlyA auftrat, induzierbar und offensichtlich
im Besitz eines His-Tags war, konnte es sich um ein Dimer des Proteins handeln. Hierzu
passen auch Berichte aus der Literatur, nach welchen das HIyA ebenfalls eine Grbé3e von
~ 20 kDa aufwies (Hsu et al.,, 2001). Die Autoren fihrten diesen Befund auf eine
Linearisierung des Proteins zurick. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch im
Westernblot sowohl Banden in Gré3en von 11 kDa, als auch 22 kDa nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis spricht eher fiir das Vorliegen eines Dimers als einer Linearisierung
(Abbildung 10).

Die gereinigten Proteinpraparationen wiesen trotz identischer Pr&parationstechniken sehr
unterschiedliche Proteingehalte auf. Diese Diskrepanz kdnnte auf die unterschiedlichen
Molekulargewichte der Proteine zurtickgefiihrt werden. Die vorliegenden Ergebnisse, wie
auch die Studien zur Expression verschiedener OMPs von B. hyodysenteriae (Richter, 2009)
belegen, dass hohere Proteingehalte bei der Klonierung und Expression Kkleinerer Proteine

vorkommen kénnen.
Prafung der Antigenitat der Hamolysine

Mit dieser Aufgabenstellung verbanden sich zwei Ziele. Zun&achst war durch Immunisierungs-
versuche an Kaninchen zu klaren, ob die Hamolysine in der Lage sind, im Tier Antikorper zu
induzieren. Im positiven Falle sollten auch nach nattrlicher Infektion mit B. hyodysenteriae
Antikorper gegen diese Proteine nachweisbar sein, sofern diese von den Bakterien wahrend
einer Infektion Uberhaupt exprimiert werden. Der letzte Punkt sollte durch den Einsatz von
Seren experimentell und nattrlich infizierter Schweine (siehe Tabelle 12 auf Seite 42)

beantwortet werden.

Die Hamolysine erwiesen sich im Kaninchen als gute Antigene. Somit standen erstmalig
definierte Antiseren gegen die von B. hyodysenteriae gebildeten Hamolysine zur Verfigung.
Nachteilig war lediglich, dass einige Seren offensichtlich auch Antikérper gegen E. coli-
Proteine aufwiesen, die bei der affinitdtschromatographischen Reinigung der Zielproteine
nicht eliminiert wurden (Serum gegen rTlyB-His und r962-His). Da diese Reaktionen nach
Absorption der Seren mit dem Empfangerstamm nicht mehr auftraten, konnte mit Sicherheit
angenommen werden, dass es sich hier tatsachlich um Antikérper gegen E. coli-Proteine

handelte.

Nachweis der Expression der Hamolysine in verschiedenen Brachyspira-Serotyp-

Referenzstammen

In friheren Untersuchungen mit Kaninchenantiseren gegen rekombinant hergestellte duRere

Membranproteine von Brachyspiren, konnten erfolgreich die entsprechenden Proteine in den
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Ganzzelllysaten von B. hyodysenteriae-Stammen detektiert werden (Richter, 2009). Auch
wurden bereits andere Histidin-markierte Proteine in Ganzzelllysaten von Brachyspiren nach-
gewiesen (La et al., 2005). Somit war es auf3erst unwahrscheinlich, dass die Antiseren die
fraglichen Proteine, sofern sie bei den verschiedenen Brachyspira-Serotyp-Referenzstam-

men vorkommen, nicht erkennen sollten.

Unerwarteterweise konnte in den Serotyp-Referenzstimme unter den gewahlten
Bedingungen (Vermehrung der Brachyspiren in BHIF+, anaerob bei 37 °C auf dem Schiittler)
mit den im Kaninchen gewonnenen Antiseren lediglich TlyB und TlyC detektiert werden.
Gemessen an der geringen Starke der entsprechenden Banden im Immunoblot scheint die
Expression dieser Proteine zudem sehr niedrig zu sein. TlyA und HIyA lieRen sich dagegen
in den Referenzstdmmen Uberhaupt nicht nachweisen. Sehr wahrscheinlich wurden diese
Proteine in noch geringeren Mengen als TlyB und TlyC gebildet und blieben somit unterhalb
der Nachweisgrenze. Ein Hinweis hierfir ist die Tatsache, dass es bei einem
Schweineserum (CH 271, siehe Tabelle 20) gelang, durch Praadsorption mit grofRen
Mengen von B. hyodysenteriae-Stamm B204 Ganzzelllysat (2x 10'® WbEsy/ml) die Reaktion
gegen das rTlyA-His-Protein abzuschwachen. Dieses Ergebnis wurde mehrfach bestatigt. Im
umgekehrten Experiment war nun, bei Verwendung hoher Proteinmengen des
B. hyodysenteriae-Stammes B204 (bis zu 400 pg Gesamtprotein), im Immunoblot eine zarte
Bande in der GrolRe des TIyA mit dem gegen dieses Protein gerichteten Antiserum vom
Kaninchen nachweisbar. Dieser Versuch lasst vermuten, dass das TIyA unter den hier
verwendeten Vermehrungsbedingungen vom Stamm B204 mdglicherweise nur in duf3erst
geringen Mengen exprimiert wird. Eine entsprechend niedrige Expressionsrate durfte auch
bei den anderen Referenzstammen vorliegen. Weitere Belege fiir eine tatséchlich sehr
geringe TlyA-Expression stitzen sich auf Experimente mit einem Kaninchenantiserum gegen
das Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae Stamm B204. Dieses Serum detektierte ebenfalls
kein rTlyA-His. Als Erklarung konnte dienen, dass bei der Immunisierung des
entsprechenden Kaninchens ausschliel3lich nur Antikdrper gegen diskontinuierliche Epitope
induziert worden sind, die das denaturierte rTlyA-His Protein nicht erkennen. Dies erscheint
jedoch wenig tUberzeugend, da auch native Proteine lineare Epitope prasentieren (Murphy et
al., 2009).

Grundsatzlich werden bei einer Immunisierung immer Antikdrper gegen lineare (kontinuier-
liche) und gegen konformationsabhangige (diskontinuierliche) Epitope gebildet. Wahrend dis-
kontinuierliche Epitope bei einer Denaturierung des Antigens verloren gehen, bleiben lineare
Epitope weiterhin erkennbar (Murphy et al., 2009). Auch wenn zur Aufreinigung der Proteine
das Protokoll zur Gewinnung nativer Proteine angewendet wurde, ist es durchaus mdaglich,
dass die rekombinanten Proteine Uberwiegend oder sogar ausschlie3lich in linerarisierter

Form vorlagen. Der Nachweis der nativen Proteine sollte dennoch mdglich sein, da bei dem
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verwendeten Immunoblot eine Denaturierung der Proteine durch die Auftrennung in SDS-

Polyacrylamidgelen erfolgte, die auch die linearen Epitope zuganglich macht.

Das HIyA Protein wurde dagegen in keinem der B. hyodysenteriae-Stamme detektiert. Auch
beim Einsatz grof3er Mengen der Bakterien konnte das Protein nicht nachgewiesen werden.
Interessanterweise reagierte aber das gegen das Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae-
Stamm B204 gerichtete Antiserum CH 083 bei Untersuchung von rHIyA-His-Préparationen
mit einem 22 kDa Protein. Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um das oben
angesprochene Dimer des HIyA. Falls dies zutrifft, muss HIyA somit von B. hyodysenteriae

exprimiert worden sein, wenn vermutlich auch nur in verschwindend geringen Mengen.

Insgesamt legen die Ergebnisse zu diesem Untersuchungsabschnitt die Vermutung nahe,
dass die Hamolysine wahrend der Vermehrung entweder sehr schnell ausgeschleust werden
oder ,gar nicht* (TlyA), bzw. nur in geringen Mengen (TlyB und TlyC) exprimiert werden. Da
in ersten Versuchen auch im Uberstand eines B. hyodysenteriae-Stamms keines der
Proteine nachgewiesen werden konnte, aber zu erwarten ist, dass Toxine ausgeschleust
werden, muss man von einer mangelhaften Expression der Hamolysine bei Vermehrung in
Bouillon ausgehen. Demnach kénnte die Hamolysinexpression von den Milieubedingungen
bei der Vermehrung der Bakterien gepragt sein. Zur Abklarung dieser Hypothese werden
weitere Studien, unter Verwendung von Brachyspiren nach Vermehrung unter diversen
Bedingungen (feste bzw. flissige N&ahrmedien, verschiedene Temperaturen, groR3ere

Mengen des Uberstands etc.), als empfehlenswert erachtet.
Charakterisierung des hamolysierenden B204-HE-Extraktes

Im weiteren Verlauf der Suche nach der Natur der von B. hyodysenteriae auf bluthaltigen
Nahrboden ausgeldsten, vollstdndigen Hamolyse interessierte die Frage, ob die fraglichen
Hamolysine in einem von B. hyodysenteriae hergestellten hamolysierenden Extrakt (B204-
HE-Extrakt) nachweisbar waren. Selbst bei Verwendung niedriger Verdinnungen (1:50) der
gegen die rekombinanten Hamolysine gerichteten Antiseren waren im Immunoblot keine
entsprechenden Banden in dem B204-HE-Extrakt nachweisbar. Entweder waren die
Konzentrationen aufgrund mangelnder Expressionsraten der Proteine TlyA-C und HIyA zu
gering, oder die Hamolysine waren bereits degradiert, oder aber HIyA und TlyA-C sind nicht
die eigentlichen Hamolysine und folglich im hamolysierenden Extrakt auch nicht vorhanden
und nachweisbar. Der letzte Punkt kbnnte ebenfalls erklaren, warum keines der Hamolysin-
Antiseren oder deren Gemisch in der Lage war, die Hamolyse zu hemmen. Es ist hierbei
jedoch nicht auszuschlie3en, dass maogliche Teritar- oder Quartérstrukturen der Hamolysine,
die aller Wahrscheinlichkeit nach von den Antiseren nicht erkannt werden, an diesem

Ergebnis ursachlich mit beteiligt sind.
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In diesem Zusammenhang ist festzuhalten, dass auch das Antiserum CH 083 gegen das
Ganzzelllysat von B. hyodysenteriae-Stamm B204 die Hamolyse nicht hemmte, obwohl das
Serum in dem hamolysierenden Extrakt eine Reihe von Banden detektierte. Es ist daher zu
vermuten, dass die Immunisierung des Kaninchens zwar zur Induktion von Hamolysinanti-
korpern fihrte, denen offenbar aber jegliche biologische Aktivitdt (Hamolysinhemmung)
fehlte. Die Ursachen hierfur bleiben weitgehend unklar. Sehr wahrscheinlich kann aber die
aulBerst geringe Hamolysinproduktion der Bakterien fur diesen Befund mitverantwortlich
gemacht werden. Daher interessierte die Frage, ob nicht vielleicht erst nach einer Infektion
mit B. hyodysenteriae im eigentlichen Wirt, dem Schwein, entsprechende Antikrper gebildet

werden.
Hamolysin-Antikdrper in experimentell mit B. hyodysenteriae infizierten Ferkeln

Enttduschenderweise waren im dem Serumpool von Schweinen nach einer Uberstanden
Dysenterie keine, die Hamolyse des B204-HE-Extrakts hemmenden, Eigenschaften vorhan-
den. Auch alle untersuchten Seren von experimentell infizierten Ferkel blieben in den Hamo-
lysehemmversuchen negativ. Somit werden im Verlaufe einer Infektion mit B. hyodysenteriae
(exakt bis 30 Tage nach der Infektion) keine Antiktérper gebildet, die die biologische Funktion
der Hamolysine beeinflussen. Dieses Ergebnis war vollig unerwartet, da die Hamolysine
bisher als bedeutende Pathogenitatsfaktoren angesehen wurden und eine Ausschal-
tung/Hemmung im Interesse des Wirts liegen sollte. Moglicherweise liegen aber den
Ergebnissen methodische Unzulanglichkeiten zugrunde. So konnte die Inkubation der Seren
mit dem B204-HE-Extrakt aufgrund der Temperaturinstabilitdt des Extraktes (s.u.) nur flr
30 min bei Raumtemperatur vorgenommen werden. Haufig werden in solchen Versuchen
jedoch Inkubationszeiten von 1 h bei 37 °C angewendet. Sehr gro3 durfte der Einfluss der
Inkubationszeit nach hausintern mitgeteilten Erfahrungen mit vergleichbaren Testsystemen
(z. B. Neutralisationstest) jedoch nicht sein. Zum Beispiel war auch im Immunoblot fir eine

Bindung der Antikdrper eine Inkubationszeit der Blots von 30 min vollkommen ausreichend.

In Anbetracht des negativen Hamolysehemmtests trat die Frage auf, ob im Schwein wahrend
einer Infektion Uberhaupt Antikérper gegen die Hamolysine gebildet werden. Dies kann man
nach den Untersuchungsergebnissen im Immunoblotverfahren zumindest fir die Hamolysine

TlyA-C mit ,ja“ beantworten,.

Uberraschenderweise hatten die infizierten Tiere aber bereits vor (Tage -26 und -13) und
zum Zeitpunkt der Infektion (Tag 0) Antikorper gegen die rTlyA-C-His-Proteine. Es ist schwer
nachzuvollziehen, warum die Tiere bereits vor der Infektion TIyA-C spezifische Antikorper
aufwiesen. Als eine naheliegende Ursache fir diese unerwarteten serologischen Reaktionen
der Ferkel kommen Infektionen mit schwach h&molysierenden Brachyspiren in Frage, die

maoglicherweise Uber entsprechende kreuzreagierende Proteine verfligen. Diese Erreger
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wurden gelegentlich bei den Versuchstieren nachgewiesen und einige besitzen nach
eigenen Untersuchungen das TlyB- und TlyC-Protein. Auch das TIyA-Protein konnte
nachgewiesen werden. Kreuzreaktionen mit Proteindom&nen anderer Bakterien sind
ebenfalls zu diskutierten. So verfligt das TlyA-Protein Uber eine S4 Doméane und eine Methyl-
transferase, die zur Familie der S-Adenosylmethionin-abhangigen Methlyltransferasen
gehodrt. S4 Domanen sind konservierte Doméanen, welche vermutlich eine RNS bindende
Funktion besitzen und in verschiedenen Strukturen, z. B. Stressproteinen, ribosomomalen
Proteinen und tRNS-Synthetasen vorkommen. Methlyltransferasen sind Enzyme, die nach
ihrer Substratspezifitat klassifiziert werden kdénnen. S4 Domanen und Methyltransferasen
kommen auch in verschiedenen Clostridien, z.B. C. saccharolyticum (Lucas et al., 2010),
sowie Eubacterien und Geobacillus sp. (Lucas et al., 2009) vor. Das TlyB besitzt zudem eine
ClpB-Domane und TIlyC verfiigt Gber eine CBS-Doméne. Diese Proteine (siehe Kapitel

2.3.1) kommen ebenfalls in verschiedenen anderen Bakterien vor.

Innerhalb der oben beschriebenen Domanen sind in den linearen Proteinstrukturen teilweise
hohe Ubereinstimmungen vorhanden. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass bereits 5
bis 6 Aminosauren ein Epitop darstellen und daher bereits kurze Ubereinstimmungen von
weniger als 15 Aminosauren zur Ausbildung einer Kreuzreaktion fuhren kénnen, kénnte dies
die frihe Reaktion der Schweine erklaren (Borchert, 2004; Berglund et al., 2008). Des
Weiteren kénnen auch Antikorper, die gegen diskontinuierliche Epitope gerichtet sind, die

Domaéanen erkennen, ohne dass die lineare Struktur exakt Gbereinstimmt.

Vollkommen unerkléarlich bleibt aber, warum es nach der Infektion nicht zu einer
Intensivierung der Bandenstarken (Serokonversion) im Immunoblot kam. Mit Ausnahme
eines Ferkelserums, bei dem eine Praabsorption des Serums mit dem B. hyodysenteriae
Stamm B204 zu einer erheblichen Minderung der Bandenstarke des rTIlyA-His im
Immunoblot fihrte, konnte keine Serokonversion nachgewiesen werden. Entweder bilden die
Schweine innerhalb von 30 d.p.i. keine Antikérper gegen die Hamolysine, hier kdnnte die
Untersuchung einer grofReren Stichprobe Uber einen langeren Infektionszeitraum hilfreich
sein um eine verlassliche Aussage uber mogliche immunmodulatorischen Effekte der
Proteine treffen zu kénnen, oder diese Proteine werden von den Spirochaeten nicht gebildet
(was aufgrund der Bedeutung der Proteine im Verlauf einer nattrlichen Infektion als wenig
wabhrscheinlich angesehen werden kann), oder aber sie werden von den Makrophagen nicht
oder erst sehr spat prasentiert. Letzteres erscheint auf Grund der mdglichen Zytotoxizitat der
Hamolysine als die wahrscheinlichste Ursache. Nicht auszuschlieRen ist auch, dass die
Hamolysine kurz nach Freisetzung degradiert bzw. proteolytisch abgebaut wurden und auch

aus diesem Grund als Antigen nicht oder nur unzureichend wirksam werden kénnen.

Gegen das rHIyA-His hatte dagegen nur eins der infizierten Schweine Antikorper, jedoch le-

diglich zum Zeitpunkt 30 d.p.i. und auch nur gegen das HIlyA-Dimer. Es ist schwer nachvoll-
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ziehbar, warum diese Reaktion nur bei einem von sechs untersuchten Ferkeln nachweisbar
war. Alle anderen untersuchten Ferkel hatten das gleiche Alter und wurden mit dem gleichen
Brachyspiren Stamm infiziert. Moglicherweise werden gegentber dem HIyA nur sehr geringe
Antikorpertiter gebildet oder diese erreichen erst viel spater als 30 d.p.i. ihr Maximum. Auch
in diesem Fall sind Kreuzreaktionen mit Proteinen anderer Bakterienspezies als Ursache der
Reaktionen nicht auszuschlieBen. So kommen in verschiedenen Bakterien, wie z.B
Helicobacter suis (Vermoote et al., 2011) und Leptotrichia buccalis (lvanova et al., 2009)
»Acyl-Carrier“-Proteine (ACP) vor, welche dem HIlyA-Protein (das ebenfalls ein ACP ist) sehr

ahnlich sind.
Untersuchungen zur biologischen Aktivitat

Die Erforschung der biologischen Aktivitat erfolgte anhand des Wachstumsverhaltens der
Transformanten auf Blutplatten und durch die Untersuchung von léslichen Bakterienzell-

extrakten und den isolierten, rekombinanten Hamolysinen in einem Hamolysetest.

Keines der rekombinant hergestellten und anschlie3end gereinigten Hamolysine wies eine
hamolytische oder zytotoxische Aktivitat auf. Da nicht auszuschlieBen war, dass mit der
Reinigung der Proteine u. U. ein erheblicher Verlust an biologischer Aktivitdt einherging,
wurden auch die Transformanten in die Untersuchung miteinbezogen. Durch ein erheblich
gestrafftes Reinigungsprotokoll (2 Zentrifugationsschritte, 1 Resuspensionsschritt, 1 Ultra-
schallbehandlung) sollte verhindert werden, dass die Hamolysine wahrend der Prozedur
Schaden nehmen. Hierdurch enstanden die sogenannten HE-Extrakte. Die in der Literatur
beschriebenen ,,Osmotic-Shock“-Proteine waren fir die Untersuchung nicht geeignet. Bei
diesem Verfahren werden (berwiegend periplasmatische Proteine freigesetzt (Heppel,
1967). Aufgrund des Fehlens von Signalsequenzen war es aber eher unwahrscheinlich, dass
die von E. coli hergestellten Hamolysine in den periplasmatischen Raum geschleust wurden.
Nach orientierenden Versuchen bestéatigte sich die Unbrauchbarkeit dieser Technik. Es
erscheint daher sehr verwunderlich warum dieses Verfahren bei anderen Untersuchern (Muir

et al., 1992; ter Huurne et al., 1994; Hsu et al., 2001) anscheinend erfolgreich war.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Technik zur Extraktion von Hdmolysinen war, wie
die Ergebnisse mit einem Extrakt aus einem hamolysierenden E. coli zeigen, gut geeignet.
Dennoch induzierte keiner der generierten Transformanten beim Wachstum auf bluthaltigen

N&hrboden eine Hamolyse, noch waren die aus ihnen hergestellten Extrakte hamolytisch.

Ein zur Kontrolle aus dem B. hyodysenteriae-Stamm hergestellter HE-Extrakt (hergestellt
ohne Ultraschallbehandlung) besal? dagegen hamolytische Aktivitat. Es ist bekannt, dass die
hamolytische Aktivitdt von B. hyodysenteriae durch &aufRere Einflisse sehr schnell gemindert
werden kann (Knoop, 1981). Daher wird bei der Extraktion des Hamolysins aus

B. hyodysenteriae stets ein sogenanntes ,RNA-Core* zur Stabilisierung des Proteins
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hinzugefiigt. Eine vergleichbare Substanz wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.
Das Fehlen jeglicher hamolytischer Aktivitdt der Extrakte aus den Transformanten, im
Gegensatz zu jenen aus B. hyodysenteriae, dirfte demnach eher auf Unterschiede in der
Proteinsynthese zwischen den Brachyspiren und E. coli zurtckzufihren sein, als

moglicherweise auf einen Milieueinfluss, wie z. B. durch das Vorhandensein von Proteasen.

Die Transformanten induzierten beim Wachstum auf bluthaltigen Nahrboden weder eine
Hamolyse noch ein positives CAMP-Phanomen (Tabelle 21, Tabelle 22, Tabelle 23). Diese
Befunde stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Untersucher (Muir et al., 1992;
ter Huurne et al., 1994; Hsu et al., 2001). Sollten, wie bereits spekuliert wurde, Unterschiede
in der posttranslationalen Prozessierung der Proteine zwischen E. coli und B. hyodysenteriae
fur das Fehlen der Aktivitat verantwortlich sein, erklaren diese Unterschiede jedoch nicht die
Diskrepanz zu den Ergebnissen in der Literatur. Auch von den zitierten Untersuchern wurden
Empfangerstamme von E. coli verwendet. Statt des in der vorliegenden Untersuchung
verwandten BLR(DE3), einem B-Stamm Derivat, kam hier ein Abkémmling des Stammes
K12 (DH5a-Stamm) zur Anwendung. Beide Stdmme werden weltweit mit vergleichbaren
Erfolgen fur die rekombinante DNS-Technologie benutzt. Mdgliche stammspezifische
Eigenschaften durften daher auf die genannten Unterschiede kaum einen Einfluld ausgetbt
haben. An Vektoren wurden von den zitierten Autoren, im Unterschied zu dem hier
verwendeten Vektor pET-24b(+), die Vektoren pUC19 und pBluescript verwendet.
Grundsatzlich sind diese Vektoren induzierbar. Da jedoch Angaben Uber eine Induktion
vollstandig fehlen, muss davon ausgegangen werden, dass die Proteinexpression ohne
diesen Schritt erfolgte (Muir et al., 1992; ter Huurne et al., 1994; Hsu et al., 2001). In diesem
Fall missten eigene Promotoren mitkloniert worden sein. Welche Bedeutung diese
mitklonierten Strukturen besitzen wurde von den Autoren nicht genannt. In der
nachfolgenden Abbildung 23 sind die in der vorliegenden Arbeit und die von anderen
Untersuchern (Hsu et al. 2001) verwendeten Strategien zur Klonierung des HIyA

vergleichend gegeniibergestellt.

Nach den in der Abbildung 23 aufgezeigten Strategien enthielten alle hdmolysierenden
Klone von Hsu et al. (2001) neben dem HIyA auch das Gen fur FabG, bzw. die Gene fir
FabG und FabF. Da das in der eigenen Untersuchung, gemal dem Leserahmen fir das
HIlyA, hergestellte Protein biologisch nicht aktiv war und der Transformant ebenfalls keine
Hamolyse induzierte, wurden im Anschlul® die Klonierungsstrategien der oben erwahnten
Untersucher kopiert, so dass nun ebenfalls Klone mit Genen fir FabG und FabF sowie
FabG, bzw. fur FabF zur Verfligung standen. Mit keinem dieser Konstrukte lie3en sich
jedoch die Ergebnisse von Hsu et al. (2001) bestatigen. Um zu prifen, ob maoglicherweise
die Fusion des Markermolekiils an das Protein einen Einfluss auf die Aktivitat des Proteins

hat, wurde zusatzlich das entsprechende hlyA-Gen ohne die das His-Tag kodierende
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Sequenz kloniert (ADhlyA"). Auch dieser Schritt war in gleicher Weise erfolglos. Auch eine
lange Inkubation der Transformanten zur Freisetzung intrazellular gelagerter Proteine Uber
die einsetzende Zelllyse (Fehlen entsprechender Signalsequenzen, s. Kapitel 2.3.3) zeigte

keinen Erfolg.

> 2398bp —>
= 1
<: BHWAL 026411 fabF } A fabG —( manB?
11 \
SSiplabu | | +x
ADfabUm
ADfabG
ADhIyA/ADhIyA” (¥
ADfabF
Acc. Nr. U94886

Position im Genom 2.587 1.334 938 189

Abbildung 23:  Strategien zur Klonierung des hlyA

Erlauterungen: fabF = Gen fur FabF-Protein, fabG = Gen fur FabG-Protein,
hlyA = Gen fir HlyA-Protein
- Gene; ——- = nicht gesicherter Bereiche der Transformanten,
— = gesicherter Bereich der Transformanten; X = Von Hsu et al. (2001)
generierte Transformanten: alle hamolysierend (auf Blut-Agarplatten mit
Rinderblut), Y = In dieser Arbeit generierte Transformanten: alle nicht
hamolysierend (auf Blut-Agarplatten mit Blut verschiedener Tierarten).
! = Quelle: B. hyodysenteriae Stamm WA1, PubMed Acc. Nr. NC_012225.

Eine exakte Analyse der von Hsu et al. (2001) generierten Klone ist wegen unvollstandiger
Angaben leider nicht mdglich. Eventuell war aber noch ein weiteres Gen, das manB,
vorhanden. Dieses kodiert fur eine Phosphomannomutase/Phosphoglucomutase. Diese
Enzymfamilie beinhaltet Phosphoryltransferasen, die im Kohlenhydratstoffwechsel von Be-
deutung sind. Des Weiteren kdnnten in zwei weiteren Klonen des Autors auch noch die
Gene crp und alkA enthalten sein, welche fur ein ,cAMP-Binding-Protein“ bzw. eine ,3-
Methyl-Adenin D Glykosylase I kodieren. Ob diese drei Gene jedoch fir eine hamolytische
Aktivitat Bedeutung haben ist nicht bekannt. Ein weiterer Klon des Autors enthielt zusatzlich
ein dem fabF nachgelagertes Gen, das fir ein hypothetisches Protein kodiert (Bellgard et al.,
2009). Da dieses Gen und auch das Gen fabF nur in einem der drei hAmolysierenden Klone
vollstandig vorhanden war, scheinen beide Gene fur die Hamolyse keine Rolle zu spielen.
Einzig die Gene fabG und manB koénnten, da sie in allen Klonen vorhanden waren,
Bedeutung im Rahmen der Auslésung einer Hamolyse haben. Die klonierten Strukturen

kénnten E. coli-eigene Hamolysine hochregulieren (Oscarsson et al., 1996), oder Zyto-
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plasmamembranen auflésen und so E. coli eigene Hamolysine ins Medium entlassen
(Damman et al., 2000). Um endgultig zu prifen, ob die Konstrukte von Hsu et al. (2001)
tatséchlich hamolysieren, missten die absolut identischen Gensequenzen uber dieselben
Vektoren kloniert werden. Dies war in der vorliegenden Arbeit aus den o. a. Grinden nicht in
vollem Umfang durchzufiihren. Nach dem Stand der eigenen Uberpriifungen und neuer,
exakter Klonierungsstrategien hatten aber Hsu et al. (2001) die Hamolyse nicht auf das HIyA
zurdckfihren duarfen. Hierfir war die methodische Anndherungsweise der Autoren zu

unprazise.
Schlussfolgerung

Fir die Charakterisierung eines Proteins als Hamolysin ist die Untersuchung des fraglichen
Proteins in isolierter Form unabdingbar (Damman et al.,, 2000; Carvalho et al., 2009;
Carvalho et al., 2010). Von Seiten der Herstellung bieten sich hierbei rekombinante Proteine
an. Die in der vorliegenden Arbeit streng nach den durch die Leserahmen der
Hamolysingene vorgegebenen Nukleinsduresequenzen hergestellten Proteine waren zwar
antigen wirksam, jedoch biologisch nicht aktiv. Dies steht im Widerspruch zu den
Kenntnissen aus dem Schrifttum. Alle bei B. hyodysenteriae jedoch bisher beschriebenen
Experimente zur Hamolyse klonierter E. coli-Zellen lassen sich jeweils nur auf lediglich einen
Klon zurickfihren. Jeder dieser Klone enthielt neben dem Hamolysingen weitere
Genabschnitte deren Funktion nicht bekannt war. Die von diesen Untersuchern generierten
hamolysierenden Proteine (HIyA, TlyA-C) waren somit von Seiten der Herstellung nicht exakt
zu prazisieren. Dieser Umstand macht in Verbindung mit den eigenen Ergebnissen die
Beantwortung der Frage, ob es sich bei den genannten Proteinen tatsachlich um Hamolysine
handelt, sehr schwierig. Es gibt auch in der Literatur, mit Ausnahme des TIyA-Proteins,

erstaunlich wenig konkrete Informationen zu dieser Fragestellung.

AbschlieRend muss in Anbetracht der fehlgeschlagenen Experimente zur Erzeugung
rekombinanter Hamolysine von B. hyodysenteriae auch die Frage gestellt werden, ob die
bearbeiteten Proteine nicht eine andere Funktion besitzen. Es gibt keine nach strengen
wissenschaftlichen Kriterien prufbaren Belege fur die Existenz, bzw. Nichtexistenz einer
hamolytischen Aktivitdt der von den Hamolysingenen hlyA und tlyA-C abgeleiteten Proteine,
aul3er den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen. Somit erscheinen Zweifel an der
Funktion der bei Brachyspiren vorkommenden Proteine HlyA und TlyA-C als Hamolysine
nicht ganz unberechtigt zu sein. Die Aufklarung der Hamolyse der Brachyspiren bleibt somit
ein aktuelles Thema und sollte nach den Erfahrungen der vorliegenden Arbeit methodisch

auch die Anwendung von Mutagenese-Verfahren einschlie3en.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Brachyspira (B.) hyodysenteriae ist der Erreger der Schweinedysenterie (SD). Diese
Erkrankung ist weltweit verbreitet und spielt auch in Deutschland eine zunehmend grof3er
werdende Rolle. Als bedeutungsvolle Mediatoren in der Pathogenese der Dysenterie stehen,
neben anderen Faktoren, die Hamolysine des Erregers (vor allem HIyA und TlyA-C) zur
Diskussion. Beispielsweise waren TlyA-Deletionsmutanten avirulent und Hamolysinextrakte
von B. hyodysenteriae nach Injektion in ,Darmloops” stark schleimhautschadigend. Die
Kenntnisse zu den einzelnen Hamolysinen sind jedoch lickenhaft und durch methodische
Mangel belastet. Nach Klonierung der Gene hlyA und tlyA-C in E. coli wurden bisher lediglich
die Transformanten, jedoch nicht die isolierten Proteine auf hdmolysierende Fahigkeiten
geprift. Dabei wurden die fur die Proteine kodierenden Gensequenzen nie alleine, sondern
immer in Kombination mit flankierenden Gensequenzen kloniert. Studien an exakt vom

entsprechenden Gen kodierten Proteinen liegen nicht vor.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die Hamolysingene von B. hyodysen-
teriae in E. coli kloniert und die exprimierbaren Proteine nach Reinigung sowohl auf ihre
Antigenitat und Reaktivitat mit Seren infizierter Tiere, als auch auf ihre hdmolysierenden und
zytotoxischen Eigenschaften gegentber verschiedenen Saugetiererythrozyten, bzw. -zell-

kulturen hin untersucht.

Insgesamt liel3en sich acht Hamolysingene in E. coli-Zellen klonieren. Nur funf dieser acht
Transformanten (ADtlyA, ADtlyB, ADtlyC, ADhlyA und AD962) exprimierten jedoch die
entsprechenden Proteine, von denen die rekombinanten Proteine rTlyA-His, rTlyB-His,
rTlyC-His und rHIyA-His mittels Affinitatschromatographie Uber ein angehangtes Histidintag

gereinigt werden konnten.

Die rekombinanten Hamolysine waren zwar antigen fir Kaninchen, es zeigte jedoch nur eins
der experimentell infizierten Schweine eine Serokonversion gegen TIyA. In Anbetracht der
Tatsache, dass die anderen experimentell infizierten Schweine keine Serokonversion zu
TIyA zeigten, ware die Untersuchung einer groReren Stichprobe notwendig um eine
verlassliche Aussage tber die immunmodulatorischen Effekte von TIlyA treffen zu kénnen.
Bei den anderen untersuchten Hamolysinen (TlyB-C und HIyA) konnte keine Serokonversion

nachgewiesen werden.

Beim Wachstum auf festen Nahrbéden mit Blut von Rind, Schaf und Pferd bildeten die
Transformanten keine Hamolyse aus. Auch fihrte keiner der Transformanten zu einem
positiven CAMP-Phanomen. Extrakte aus den klonierten Bakterien sowie die gereinigten

Hamolysine verursachten keine Hamolyse von gewaschenen Schaferythrozyten. Auch
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konnte keine zytotoxische Wirkung auf Saugetierzellen durch die gereinigten rekombinanten

Hamolysine nachgewiesen werden.

Auch weitere, entsprechend den Vorgaben aus der Literatur generierte HlyA-Transformanten
(die Transformante ADfabUm, welche auch die benachbarten Gensequenzen fabG und fabF
enthielt sowie die Klone ADfabG und ADfabF, welche nur die benachbarten Sequenzen fabG
und fabF enthielten und ein Klon (ADhlyA"), welcher nur das hlyA-Gen ohne das Fusionspro-
tein (,Histidintag”) enthielt) zeigten kein, wie von Hsu et al. (2001) beschrieben, hamolysie-

rendes Wachstum auf Blut-Agarplatten.

Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen kann somit die Frage, ob es sich bei den
genannten Proteinen tatsachlich um Hamolysine handelt, nicht eindeutig beantwortet
werden. Zweifel an der Funktion der bei Brachyspiren vorkommenden Proteine HlyA und
TlyA-C als Hamolysine scheinen nicht ganz unberechtigt zu sein. Dennoch sind diese
Proteine gute Antigene, wobei es aufgrund der fehlenden Serokonversion in Seren infizierter

Tiere fraglich ist, ob hieraus eine immunrelevante Bedeutung resultiert.
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7 SUMMARY

Brachyspira (B.) hyodysenteriae is the pathogen of Swine dysenterie (SD). This disease
exists worldwide and is playing an increasing role in Germany. Beside other factors, the
haemolysins (especially HIyA and TIyA-C) are discussed as significant mediators in the
pathogenesis of the SD. TlyA negative mutants for example were avirulent and haemolysin-
extracts damaged the intestinal mucosa of mice and pigs. But so far, the literature about
these items is incomplete and exhibits methodical deficiencies. After cloning of hlyA and tlyA-
C, only the transformants have been observed concerning their haemolytic properties, not
the isolated proteins. In addition, the genes of interest have always been cloned in
combination with flanking nucleotide sequences. So far, studies pertaining exclusively to the

genes of interest do not exist.

In this study, the haemolysin genes from B. hyodysenteriae were cloned in an E. coli
recipient strain. The expressable proteins were purified and examined regarding their
antigenicity, their reactivity with sera from infected pigs and their haemolytic and cytotoxic

effects on different erythrocytes and cell cultures.

Overall, eight haemolysin genes were successfully cloned into E. coli. Five of these
transformants (ADhlyA, ADtlyA, ADtlyB, ADtlyC and AD962) expressed the haemolysin-
protein and four of these proteins (rHIyA, rTIlyA, rTlyB and rTlyC) were purified by affinity

chromatography with an attached histidin-tag.

The recombinant proteins were antigenic in rabbits, whereas only a single experimentally
infected pig in our sample showed a sercoconversion to TlyA. A larger sample would be
required to make a more conclusive statement regarding the immunomodulatory effects of

TIlyA. For the other Haemolysins(TlyB-C and HIlyA) no seroconversion could be verified.

During the growth on solid culture media, with erythrocytes from horses, sheeps and cattle,
the transformants did not form a haemolytic phenotype and did not lead to a positive CAMP-
phenomenon. Extracts from the transformants and purified proteins did not cause haemolytic
activity on sheep erythrocytes. Also in cell cultures with mammalian cells, the purified

proteins had no cytotoxic effects.

Further studies on HlyA-transformants, which were generated in accordance with the
specifications of literature (ADfabUm which also possessed the flanking genes fabG and
fabF, ADfabG and ADfabF which possessed the genes fabG and fabF and the transformant
ADhIyA™ which possessed only the gene HIyA without the histidin-tag), did not present any
haemolytic growth on blood agar plate even though Hsu et al. (2001) demonstrated

haemolytic growth of these transformants.
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According to current research results at this point, the question whether the proteins are true
haemolysins cannot be answered unambiguously. Reasonable doubt of the function of the
proteins HIyA and TIlyA-C from Brachyspira as heamolysins appears to be justified. While the
proteins are good antigens in rabbits, the absence of seroconversion in sera from infected

pigs indicates that the proteins may not be immunologically relevant.
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100 ANHANG
9 ANHANG
Verwendete Puffer und Medien:
Anodenpuffer |
Tris-Puffer (1 M) 300 mi
Methanol 200 ml
A. dest. 500 ml
Anodenpuffer Il
Tris-Puffer (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 770 ml
BHI-Medium
Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Kat.Nr.: 10493 3749
A. dest. ad 1.000 ml
BHIF®YSS*-Medium
Fa. Merck KGaA, 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-Agarplatten (BAP)
Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.10886.0500 409
defibriniertes Blut (Schaf, Rind oder Pferd) 50 mi
A. dest. ad 1.000 ml
Chloronaphthol-Methanol
4-Chloro-1-Naphthol 3 mg
Methanol 1ml
DST-Agar
DST-Agar (Fa. Oxoid GmbH, Wesel, Kat.Nr. CM 261) 409
defibriniertes Rinderblut 50 ml
A. dest ad 1000 ml
Elektrophoresepuffer-Stammlésung (50 x TAE)
Tris 242 g
Eisessig 57,10 ¢
Na-EDTA x 2 H,O (0,5 M, pH 8,0) 100 ml
A. dest. ad 1.000 ml
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Elutionspuffer, pH 8,0
50 mM NaH,PO, 6,99
300 mM NacCl 17,54 ¢
250 mM Imidazol 1709
A. dest ad 1.000 ml
pH-Wert einstellen mit NaOH
Gassner-Agar
Fa. Oxoid GmbH, Wesel, Kat.Nr.: GF601B 7749
A. dest. ad 1.000 ml
HE-Puffer
1mM Glukose 0,018 g
1 mM MgSO, 0,012 g
0,05 % Hefe RNS 0,059
PBS ad 100 ml
Kathodenpuffer
6-Aminocapronsaure 5259
Tris-Puffer (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 770 ml
Ladepuffer
Bromphenolblau 25 mg
Ficoll 159
A. dest. 9,5 ml
Lammli-Puffer, pH 6,8
Tris-Cl (0,5 M, pH 6,8) 1ml
Glycerol (87 %) 0,8 ml
SDS (10 %) 1,6 ml
B-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau 0,02g
A. dest. 4 ml
pH-Wert einstellen mit 37 % HCI
Loading Dye-DNS Ladder Gebrauchsverdinnung
Gene Ruler™ 100 bp DNS Ladder Plus 0,01 ml
6x Loading Dye Solution (Fa. Fermentas, St. Leon-Roth, Kat.Nr. 0,03 ml
R0O611 0,12 ml
A. dest.
Lysogeny Broth (LB-) Medium
Bacto-Trypton 109
Hefe-Extrakt 59
NacCl 59
NaOH (1M) 4 mi
A. dest. ad 1.000 ml
pH mit NaOH 1 N einstellen 8,2
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LBM'
LB-Medium 100 ml
Tetracyclin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 1,25 mg
LBM<T
LB-Medium 100 ml
Kanamycin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 3 mg
Tetracyclin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 1,25 mg
Lysogeny Broth-(LB-) Agar
Bacto-Trypton 10 g
Bacto-Agar 16 g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 59
NaOH (1M) 4 mi
A. dest. ad 1.000 ml
pH mit NaOH 1 N einstellen 8,2
LBAT
LB-Agar 100 ml
Tetracyclin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 1,25 mg
LBAT
LB-Agar 100 ml
Kanamycin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 3 mg
Tetracyclin (Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg) 1,25 mg
Lysis-Puffer, pH 8,0
50 mM NaH,PO, 6,99
300 mM NacCl 17,54 g
10 mM Imidazol 0,689
A. dest ad 1.000 ml
pH-Wert einstellen mit NaOH
M9-Medium
M9 Salts 200 ml
1 M MgSO, 2ml
20 %ige Glukose Losung 20 ml
1 M CacCl, 100 pl
10 % Casamino Acids 20 ml
A. dest ad 1000 ml
MO-Salts
Na,HPO,-7H,0 64 g
KH,PO, 15¢
NaCl 25¢9
NH,CI 59
A. dest ad 1000 ml
Muller-Hinton-Agar
Muller Hinton Nahrboden (Fa. Oxoid GmbH, Wesel Art. Nr. CM 337) 38¢g
defribiniertes Schafblut 50 ml
A. dest ad 1000 ml
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PBS (pH 7,4)
NacCl 10g
KCI 0,25¢g
KH,PO, 0,25¢g
Na,HPO, x 2H,0 18¢g
A. dest. ad 1000 ml
PBS-Tween (pH 7,2)
Na,HPO, x 2H,0 0,59
NaH,PO,x 2H,0 0,479
NacCl 8,18 ¢
Tween 20 (0,05 %) 0,5 ml
A. dest. ad 1000 ml
pH-Elutionspufffer, pH 3,0
75 mM NaH,PO, 10,359
300 mM NacCl 17,54 g
150 mM Zitronenséaure 31,59
5 % Glycerin 50 mi
A. dest ad 1.000 ml
pH-Wert einstellen mit HCI
pH-Waschpufffer, pH 6,0
150 mM NaH,PO, 20,79
300 mM NacCl 17,54 ¢
20 mM Zitronensaure 4,29
5 % Glycerin 50 ml
A. dest ad 1.000 ml
pH-Wert einstellen mit HCI
Puffer B, pH 8,0
100 mM NaH,PO, 13,8¢g
10 mM Tris-ClI 1,29
8 M Harnstoff 480,59
A. dest ad 1.000 ml
pH-Wert einstellen mit NaOH
Schéadler-Agar
Fa. Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA, Kat.Nr.: 212189 4199
defibriniertes Schafblut
A. dest. 50 ml
ad 1.000 ml
SDS-Elektrophorese-Laufpuffer
Glycin 14,4 ¢
SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz) 1lg
Tris 3,039
A. dest. ad 1000 ml
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ANHANG

SDS-Sammelgel (Mini, 4,5 %)
Tris-HCI (1 M, pH 6,8)
Acrylamid-Bisacrylamid 50:1,5

SDS-Trenngel (Mini, 12,5 %)
Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)
Acrylamid-Bisacrylamid 30:0,8

Se

SDS (20 %)

Harnstoff (8 M)

APS (10 %)
TEMED
A. dest.

SDS (20 %)

Harnstoff (8 M)

APS (10 %)
TEMED
A. dest.

rumbouillon

Standard-I-N&ahrbouillon
Rinderserum

A. dest.

TFB1 (pH 5,8)

KAC (1 M)
MnCl, (1 M)
KCI (1 M)
caCl, (1 M)

Glycerin (87 %ig)

A.dest.

TFB2 (pH 7,0)

Tris-Puffer (1 M, ungepuffert)

TSA®VSSR_Agar (mit Schafblut)
Caso-Agar: Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.05458.0500
defibriniertes Schafblut

NaMops, pH 7,0 (1 M)

caCl, (1 M)
KCI (1 M)

Glycerin (87 %ig)

A. dest.
Tris

A. dest.

Colistin
Vancomycin

Spectinomycin

Spiramycin
Rifampicin
A. dest.

250 ul
250 ul
12,5 ul
1,5ml

75 ul
2,5 ul
450 ul

2,5ml
5ml
62,5 ul
3,75 ml
60 pl
10 pl
890 ul

259
100 ml
ad 1.000 ml

6 ml

10 ml

20 ml
2ml

34,5 ml
ad 200 ml

1ml

7,5 ml
1ml
17,25 ml
ad 100 ml

121,14 g
ad 1000 ml

409

50 ml

6,23 mg

6 mg

200 mg
15,25 mg
12,5 mg

ad 1.000 ml
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Waschpuffer, pH 8,0

50 mM NaH,PO, 6,99
300 mM NacCl 17,54 ¢
20 mM Imidazol 1,36 g
A. dest ad 1.000 ml

pH-Wert einstellen mit NaOH

Zeissler-Agar (ohne Antibiotika)

Columbia-Agar (Basis) Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Kat.Nr. 110455 42 g
Glukose aog
Schafblut 50 ml

A. dest ad 1000 ml
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