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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Coxiella burnetii (C. burnetii) ist ein gramnegatives Bakterium, das sich obligat intrazellular in
Phagolysosomen eukaryotischer Wirtszellen vermehrt. Das Bakterium verursacht die weltweit
vorkommende Zoonose Q-Fieber (Ausnahme Neuseeland und Antarktis) (Marrie, 1990) und zeichnet
sich durch ein extrem breites Wirtspektrum aus (Raoult, 2000; Lang, 1990).

Hauptinfektionsquelle fur den Menschen ist in Deutschland das Schaf (Hellenbrand, 2001). Infizierte
Tiere scheiden den Erreger bei Aborten oder Geburten massenhaft mit der Plazenta, dem F&tus oder
Fruchtwasser aus. Trocknen die infizierten Ausscheidungsprodukte ein, entstehen infektiose Aerosole,
die unter geeigneten klimatischen Bedingungen als Infektionsquelle fir den Menschen dienen (Lang,
1990; Salmon, 1982). In den vergangenen Jahren konnten solche erregerhaltigen Staube wiederholt als
Ausloser fir Q-Fieber-Epidemien in der Bundesrepublik identifiziert werden (Hellenbrand, 2001,
Thoms, 1996). Die Ubertragung von C. burnetii erfolgt dabei zumeist durch Inhalation der oben
beschriebenen infektiosen Aerosole (Lang, 1990; Salmon, 1982), die tber Distanzen bis zu 18 km
verbreitet werden konnen (Tissot-Dupont, 2004).

Humane Infektionen verlaufen in bis zu 60 % der Féalle subklinisch (Arricau-Bouvery, 2005). Bei
klinischen Manifestationen wird zwischen akutem oder chronischem Q-Fieber unterschieden. Akutes
Q-Fieber verldauft zumeist als selbstlimitierende, grippedhnliche Erkrankung (Maurin, 1999).
Gelegentlich konnen Komplikationen auftreten (Kagawa, 2003; Madariaga, 2003; Maurin, 1999;
Fournier, 1998), die ggf. eine Hospitalisierung der Patienten erforderlich machen. Wesentlich
unglnstiger ist die Prognose bei chronischem Q-Fieber, das sich bei ca. 5% der akut Erkrankten
entwickelt (Arricau-Bouvery, 2005) und sich in 60-70% der Falle als eine therapieresistente
Endokarditis manifestiert (Maurin, 1999).

Um die Infektion des Menschen zu verhindern, wdare eine Tilgung des Erregers aus der
Nutztierpopulation wiinschenswert. Dies ist allerdings trotz praventiver Malknahmen (Zecken-
bekdmpfung, Geburtshygiene) aufgrund bestehender Naturherde (Lang, 1990) und der hohen Tenazitat
des Erregers nicht moglich. Eine Alternative zur Minimierung des Infektionsdrucks fir den Menschen
bestiinde in der Vakzinierung der Nutztiere, um so die Erregerausscheidung zu reduzieren. Des
weiteren wird im humanmedizinischen Sektor die Impfung exponierter Personengruppen (Tierérzte,
Schlachthofpersonal und Landwirte) angestrebt, um sie effizient vor den Folgen einer C. burnetii-
Infektion schitzen zu kdnnen.

Bisherige Versuche zur Etablierung geeigneter Impfstoffe verliefen jedoch wenig erfolgreich. Die fir
die Anwendung beim Menschen bislang getesteten Vakzinen induzieren zwar eine belastbare
Immunitat (Ackland, 1994; Ormsbee, 1964). Allerdings fiihrt ihre Applikation zu teilweise
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erheblichen, lokalen oder systemischen Nebenwirkungen bei den Impflingen (Ackland, 1994,
Ormsbee, 1990). Eine partielle Schutzwirkung der getesteten VVakzinen konnte bei Nutztieren ebenfalls
festgestellt werden (Waag, 1997), die Entstehung von lokalen Nebenwirkungen sowie eine
Erregerausscheidung infizierter Tiere wurde jedoch durch die bislang zur Vakzinierung der
Nutztierpopulation eingesetzten Impfstoffe nicht verhindert. Darlber hinaus ist flr die
Impfstoffherstellung die massenhafte VVermehrung der hoch virulenten C. burnetii-Keime notwendig,
woraus sich ein erhebliches Infektionsrisiko ergibt. Entsprechend ist in Deutschland derzeit weder fir
den veterindr- noch den humanmedizinischen Bereich eine zugelassene Q-Fieber-Vakzine erhaltlich.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit unter Nutzung moderner molekularbiolo-
gischer Methoden ein alternativer Q-Fieber-Impfstoff geprift. Zur Herstellung dieser rekombinanten
subunit-Vakzine wurden acht im Genom von C. burnetii vorhandene open reading frames (orfs)
aufgrund von Ubereinstimmungen mit virulenzassoziierten Genen anderer Bakterienspezies fiir die
Klonierung in E. coli ausgewahlt. Nach Expression und affinitdtschromatographischer Aufreinigung
der resultierenden, rekombinanten C. burnetii-Proteine wurde deren Eignung als Vakzine unter
Verwendung verschiedener Adjuvantien im Tiermodell getestet. Dabei erfolgte sowohl die
Untersuchung der immunogenen als auch protektiven Wirkung der rekombinanten C. burnetii-

Proteine.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 C. burnetii als Krankheitserreger

Bei C. burnetii, dem Erreger des Q-Fiebers, handelt es sich um ein gram-negatives, obligat
intrazellulares Bakterium, das sich naturlicherweise im Phagolysosom von Makrophagen und

polymorphkernigen Leukozyten eukaryotischer Wirte vermehrt (Baca, 1994).

2.1.1 Taxonomie

C. burnetii wird aufgrund phylogenetischer Analysen der Klasse der y-Proteobakterien zugeordnet und
in die Ordnung Legionellales eingeteilt (Seshadri, 2003). Diese wiederum besteht aus zwei Familien:
Den Coxiellaceae und den Legionellaceae. Die Familie Coxiellaceae untergliedert sich weiter in die

Gattung Coxiella, deren einziger Vertreter die Spezies C. burnetii ist (NCBI).

2.1.2 Phasenvariation von C. burnetii

Eine Eigenschaft von C. burnetii ist die Fahigkeit zur Antigen-Variation wahrend der Vermehrung in
nicht immunkompetenten Wirten, wie dem embryonierten Huhnerei bzw. der Zellkultur (Maurin,
1999). Dieses Phdnomen, vergleichbar mit glatten bzw. rauhen Wachstumsformen der
Enterobacteriaceae, wird als Phasenwechsel bezeichnet und auf den partiellen Verlust von
Lipopolysacchariden (LPS) zuruckgefuhrt (Fournier, 1998). Als Ursache wurde eine chromosomale
Deletion vermutet (Vodkin, 1986), welche Gene eines O-Antigen clusters betrifft, die in die Synthese
des im LPS enthaltenen Zuckers Virenose involviert sind (Hoover, 2002). Spatere Untersuchungen
zeigten allerdings, dass nicht alle C. burnetii-Stdimme der Phase Il diese Deletion aufwiesen
(Thompson, 2003). Daher wird die Theorie einer chromosomalen Deletion als Grundlage der
Phasenvariation als nicht mehr haltbar angesehen.

Phase I-Partikel sind die nattrlicherweise in infizierten Wirten vorkommenden Formen von Coxiella.
Sie gelten als hochinfektios und zeichnen sich durch ein glattes LPS aus, das aus mehr als
16 Alkylketten aufgebaut ist (Toman, 2004). Im Vergleich dazu sind Phase Il-Partikel, neben einer
abweichenden Proteinzusammensetzung der C. burnetii-Membran, durch eine verkirzte LPS-Struktur
gekennzeichnet (Amano, 1984). Daraus resultiert eine stark verminderte Virulenz der Phase Il-

Varianten des Erregers (Moos, 1987), da aufgrund des verkirzten LPS neben dem leukozyte
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response integrin (LRI, ay33)-integrin associated protein (IAP)-Komplex auch der CR3 (amf3; Inte-
grin)-Rezeptor in die Bindung an eukaryotische Zellen involviert ist (s. Kap. 2.1.3). Dieser
Unterschied fihrt letztlich zu einer beschleunigten Aufnahme der Phase II-Erreger und zur
Inaktivierung der Partikel nach dem Eindringen (Capo, 2003; Norlander, 2000; Capo, 1999).

2.1.3 Pathogenese

Im Rahmen einer Infektion nutzt C. burnetii spezielle Rezeptoren der eukaryotischen Wirtszelle, um in
diese aufgenommen zu werden (Maurin, 1999). Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um Integrine
wie den LRI (ayf33 Integrin)-IAP-Komplex und CR3 (amf3, Integrin). Phase I-Partikel werden lediglich
uber die Bindung an den LRI-IAP-Komplex internalisiert. Aufgrund ihrer LPS-Struktur wird das
Eindringen in die Makrophagen tiber CR3 blockiert. Dies bedingt, dass die Phase I-Partikel lediglich in
geringerer Anzahl pro Wirtszelle aufgenommen werden (Capo, 2003; Capo, 1999; Maurin, 1999;
Mege, 1997). Im Gegensatz dazu nutzen Phase I1-Partikel sowohl den LRI-IAP-Komplex als auch den
CR3-Rezeptor. Sie werden sehr effizient und in groBer Anzahl von den antigenprasentierenden
Phagozyten aufgenommen (Capo, 2003; Capo, 1999; Maurin, 1999; Mege, 1997). Nach der
Internalisierung der Erreger in das Phagosom vollzieht sich die Umwandlung der Kleinzellvarianten
(SCV) zu den stoffwechselaktiven GroRzellvarianten (LCV). Die Fusion der erregerhaltigen
Phagosome mit den Lysosomen wird dabei so lange durch C. burnetii verzogert, bis die
Transformation der SCV in die LCV abgeschlossen ist (Howe, 2000). Darlber hinaus sind Phase I-
Partikel in der Lage, die mikrobioziden Mechanismen der Phagozyten partiell zu unterlaufen, indem
sie die phagolysosomale Reifung beeinflussen (Ghigo, 2002). Somit beteiligt sich C. burnetii aktiv an
der Biogenese der replikativen Phagolysosomen und sichert auf diese Weise das intrazellulare
Uberleben (Howe, 2003; Ghigo, 2002). Phase II-Partikel konnen demgegeniiber die Reifung der
Phagolysosomen nicht beeinflussen und werden folglich von den mikrobioziden Mechanismen wie
dem respiratory burst der Wirtszellen abgetotet (Capo, 1999; Maurin, 1999; Mege, 1997; Kaufmann,
1993).

Wéhrend des weiteren Infektionsgeschehens vereinigen sich die friihen, nur einzelne Coxiellen
enthaltenden Phagolysosome allmahlich zu einer grol3en, viele Erreger beherbergenden parasitophoren
Vakuole (Norlander, 2000; Hackstadt, 1981). Reife coxiellenhaltige VVakuolen weisen einen pH-Wert
von 4,7 bis 5,2 auf, der zur Aktivierung des Metabolismus der Erreger sowie zur Assimilation
lebensnotwendiger Nahrungsstoffe essentiell ist (Howe, 2000; Heinzen, 1996; Hendrix, 1984;
Hackstadt, 1983). Wird der intravakuoldre pH-Wert durch Zugabe spezifischer Agenzien - z. B.
Chloroquine - verandert, wird die Replikation von C. burnetii empfindlich gestért (Maurin, 1999;
Akporiaye, 1983).
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Neben der pH-Toleranz tragt ein Dismutase-Katalase-System zum intrazelluldaren Uberleben der
Erreger bei. Dieses System eliminiert sowohl eigene Sauerstoffmetaboliten als auch Metaboliten, die
von den Wirtszellen generiert werden (Baca, 1983). Mit den infizierten Makrophagen und
polymorphkernigen Leukozyten gelangt C. burnetii hd&matogen in die verschiedenen Organe. Vor Ort
wird eine Entzlindung des Gewebes infolge der Abwehrreaktionen des Immunsystems ausgelost
(Concha-Bermejillo, 2001).

2.14 Symptomatik von C. burnetii-Infektionen bei Mensch und Tier

C. burnetii-Infektionen des Menschen kdénnen klinisch inapparent, akut oder chronisch verlaufen.
Asymptomatische Verlaufe treten bei ca. 60 % der Infektionen auf und konnen durch eine
Serokonversion der Betroffenen nachgewiesen werden (Arricau-Bouvery, 2005; Raoult, 1993). Im
Falle einer Erkrankung dulRern sie sich durch sehr unterschiedliche Krankheitssymptome (Maurin,
1999). Akutes Q-Fieber hat typischerweise eine zwei- bis sechswdchige Inkubationszeit und
manifestiert sich als selbstlimitierende, grippedhnliche Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch hohes
Fieber, Kopfschmerzen, Myalgien und ggf. einer atypischen Pneumonie (Maurin, 1999; Reimer,
1993). Die Erkrankung heilt in der Regel innerhalb von 7 bis 14 Tagen vollstandig aus (Reimer, 1993).
In weniger als 2 % der Falle treten Komplikationen in Form von Pneumonien, Hepatitiden bzw.
Meningoencephalitiden auf, die eine Hospitalisierung der Erkrankten erforderlich machen (Concha-
Bermejillo, 2001; Raoult, 2000; Reimer, 1993; Tissot Dupont, 1992). Bei einer kleinen Gruppe von
Patienten, vermutlich weniger als 5 % aller akut Erkrankten (Arricau-Bouvery, 2005), entwickelt sich
ein chronisches Q-Fieber. Dieses manifestiert sich in 60-70 % der Falle als therapieresistente
Endokarditis. Als eine weitere, chronische Folgeerscheinung humaner C. burnetii-Infektionen wird seit
einigen Jahren neben einer granulomatdsen Hepatitis bzw. einer Osteomyelitis das sogenannte ,,Post-
Q Fever Fatigue Syndrome* (QFS) diskutiert (Concha-Bermejillo, 2001; Harris, 2000; Fournier, 1998;
Kato, 1998). QFS duBert sich als ein Erschopfungssyndrom, das durch verminderte physische und
psychische Leistungsfahigkeit der Erkrankten gekennzeichnet ist. Ein erhéhtes Risiko, chronisches
Q-Fieber zu entwickeln, haben vor allem Patienten mit Vorschadigungen der Herzklappen und
immunsupprimierte Personen (Raoult, 1993; Raoult, 1990).

Beim Tier verlaufen natirliche Infektionen mit C. burnetii meist klinisch inapparent (Lang, 1990).
Gelegentlich werden jedoch bei Wiederkduern Aborte bzw. Frihgeburten und andere
Fertilitatsstorungen als Symptome einer Coxiellose beobachtet, die durch eine Vermehrung des
Erregers im weiblichen Genitale bedingt sind (Schmeer, 1987). Die Aborte treten ohne vorherige
Klinische Anzeichen gegen Ende der Trachtigkeit auf. Wahrend die abortierten Feten &uferlich

unaufféllig erscheinen, weisen infizierte Plazenten fibrindse Auflagerungen zwischen den Kotelydonen
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auf und die Exsudate sind farblich verandert (Arricau-Bouvery, 2005). Dariber hinaus sind auf
maternaler Seite Entziindungsreaktionen im Myometrium sowie das Abldsen des Stromas im Bereich
der Plazentome zu beobachten (Arricau-Bouvery, 2005).

Untersuchungen belegen, dass die C. burnetii-bedingte Abortrate in Schafherden zwischen 3 und 80 %
betragen kann (Berri, 2001; Zeman, 1989; Palmer, 1983), auch wenn diese hohen Werte selten erreicht
werden (Palmer, 1983). Beim Rind wird als hdufigste klinische Manifestation einer C. burnetii-
Infektion die Metritis diagnostiziert (To, 1998), die in chronischen Fallen zur Infertilitat der Tiere und

somit zu wirtschaftlichen Verlusten fuhrt.

2.15 Epidemiologie

2.15.1 Wirtsspektrum

C. burnetii wurde weltweit nachgewiesen (Marrie, 1990). Menschen sowie andere S&ugerspezies,
Vogel, Reptilien, Arthropoden und Amdben kdnnen sich infizieren (Zhang, 2003; Concha-Bermejillo,
2001; La Scola, 2001; Maurin, 1999). Bei einigen dieser Wirte, z. B. Hauswiederkdauer und diverse
Wildtierpopulationen, kommt der Erreger enzootisch vor (Arricau-Bouvery, 2005). Diese Wirte stellen
somit naturliche Reservoire fur C. burnetii dar. Die Reservoire stehen untereinander (iber Zecken als
Vektoren in Verbindung (Liebisch, 1978). Bei mehr als flinzig Zeckenspezies konnten natirliche
Infektionen mit C. burnetii nachgewiesen werden (Kloppert, 2004). Die Infektion der Arthropoden
erfolgt im Rahmen der Nahrungsaufnahme. Nach Aufnahme des Erregers durch die Zecke vermehrt
sich C. burnetii in den Zellen des Mitteldarms bzw. des Magens und wird in hoher Anzahl mit dem
Kot ausgeschieden. Nach Austrocknung kann der Kot wiederum als Infektionsquelle fir Mensch und
Tier dienen. Zudem wird der Erreger auch vertikal in der Zeckenpopulation weitergegeben (Maurin,
1999; Babudieri, 1959), so dass diese ein eigenes Reservoir flr C. burnetii darstellen.

2.15.2 Infektionsquellen

Als Infektionsquellen des Menschen dienen vor allem die im Rahmen von Aborten ausgeschiedenen
Geburtsprodukte (Plazenten, Feten und Fruchtwadsser) infizierter Haustiere, da diese den Erreger
massenhaft enthalten (bis zu 10° Bakterien pro Gramm Plazentagewebe) (Fournier, 1998). Aber auch
Milch, Urin und Kot infizierter Haustiere, vor allem von Wiederkduern, mussen prinzipiell als
Infektionsquelle fir den Menschen in Betracht gezogen werden (Maurin, 1999; Fournier, 1998;
Reimer, 1993). Durch Trocknung der Geburtsprodukte bzw. durch Aufwirbelung infektidsen
Zeckenkotes (z. B. bei Herdentrieb aus dem Vlies von Schafen) entstehen erregerhaltige Aerosole, die

unter geeigneten klimatischen Bedingungen Uber Distanzen bis zu 18 km verbreitet werden kdnnen
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(Tissot-Dupont, 2004). So gingen in den letzten Jahren die meisten Q-Fieber-Epidemien in
Deutschland von Wiederkéuern, speziell von Schafen, aus (Hellenbrand, 2001). Gelegentlich wurden
Q-Fieber-Ausbriiche aber auch von infizierten Katzen, Hunden und Hasen verursacht (Concha-
Bermejillo, 2001; Maurin, 1999; Marrie, 1989; Krauss, 1982).

2.1.5.3  Ubertragungswege

Die Inhalation erregerhaltiger Aerosole gilt als wichtigste Transmissionsroute fur humane C. burnetii-
Infektionen (Lang, 1990; Salmon, 1982). In Tierversuchen reichte bereits eine 1Dso von 0,6 — 2 Erre-
gern aus, um nach intraperitonealer Applikation eine Infektion auszulésen (Ormsbee, 1978).

Neben der Inhalation wird die alimentare Aufnahme unpasteurisierter, infizierter Milch als moglicher
Ubertragungsweg fiir C. burnetii-Infektionen diskutiert. GemaR den Angaben einiger Autoren soll er
allerdings von eher untergeordneter Rolle sein (Fishbein, 1992).

In einigen Féllen wurde auch von einer Transmission des Erregers durch sexuellen Kontakt, in Folge
einer Bluttransfusion oder nach perkutaner Inokulation im Rahmen von Labortatigkeiten berichtet
(Concha-Bermejillo, 2001; Milazzo, 2001; Marrie, 1990). Obwohl diese Formen der Ubertragung
extrem selten sind, mussen sie ggf. fur die Abklarung der Infektionsquelle einer C. burnetii-Infektion
in Betracht gezogen werden (Marrie, 1990).

2.15.4 Seropréavalenz

Verschiedene seroepidemiologischen Untersuchungen ergaben, dass bestimmte Bevolkerungsgruppen
wie Schlachthofpersonal, Tierdrzte und Landwirte durch den stdndigen Tierkontakt einem erhdhten
Infektionsrisiko ausgesetzt sind (Concha-Bermejillo, 2001). In Seroprévalenzstudien mit Blutspendern
erwiesen sich ca. 20 % der deutschen Bevolkerung als seropositiv (Hellenbrand, 2001), obwohl die
durchschnittliche Inzidenz in den Jahren 1979 - 1999 nur 1,1 Neuerkrankungen pro einer Millionen
Einwohner betrug (Hellenbrand, 2001). Die deutliche Diskrepanz zwischen Seroprdvalenz und
Inzidenz lasst darauf schlieBen, dass C. burnetii-Infektionen aufgrund einer fehlenden oder
unspezifischen grippedhnlichen Symptomatik oftmals nicht diagnostiziert werden. Man kann aber auch
vermuten, dass moglicherweise mehr als 60 % der Infektionen subklinisch verlaufen oder der Genuss
unpasteurisierter Milchprodukte einen groReren Stellenwert bei der Ubertragung von C. burnetii-

Infektion einnimmt als bisher angenommen.
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2.2 Reaktionen des Immunsystems auf eine C. burnetii-Infektion

Zu Beginn der Infektion steht die angeborene (unspezifische) Immunantwort des Wirtes im
Vordergrund, um als erste, unmittelbar verfugbare Abwehrlinie die Vermehrung der obligat
intrazellularen Bakterien zu unterbinden (lgietseme, 2003). Die professionellen Phagozyten stellen den
Teil des angeborenen, zelluldren Immunsystems dar, der im Rahmen einer C. burnetii-Infektion als
erstes mit dem Erreger konfrontiert ist. Die Erkennung Pathogen-assoziierter molekularer Strukturen
(PAMP) von Coxiella erfolgt Gber die auf der Oberflache der professionellen Phagozyten lokalisierten
Toll-like Rezeptoren (TLR) (Zamboni, 2004; Werling, 2003). Im Zuge des Infektionsgeschehens
werden Lipopeptide und -proteine von Coxiella bevorzugt durch die TLR2 der Makrophagen und
dendritischen Zellen (DC) gebunden (Zamboni, 2004). Die Bindung der C. burnetii spezifischen
PAMP an die TLR2 induziert die Produktion inflammatorischer Zytokine (IL-12, TNF-a), die Bildung
reaktiver Sauerstoff-Zwischenprodukte, die Expression kostimulierender Molekile und des
major histocompartibility complex (MHC). Noch wéhrend des initialen Kontaktes der Erreger mit der
Wirtszelle werden die TLR4 der Phagozyten durch Bindung des LPS von Coxiellen der Phase |
aktiviert. Dieser Vorgang induziert eine Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes der Phagozyten und
steigert auf diese Weise die Internalisierung von virulenten C. burnetii-Partikeln tber den LRI-1AP-
Komplex (Honstettre, 2004). Darlber hinaus initiieren die TLR4 mittels Signaltransduktion die
Synthese inflammatorischer Zytokine (Honstettre, 2004). Somit dienen die TLR sowohl zur
Aktivierung der wirtseigenen Abwehrmechanismen als auch zur Vernetzung der unspezifischen mit
der adaptiven Immunitét (Werling, 2003).

Eine weitere, wichtige Zellpopulation stellen neben den Makrophagen die Nattrlichen Killer-Zellen
(NK) dar. Sie sind in der Lage, einen Prozess einzuleiten, der als ,,antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity“ (ADCC) bezeichnet wird (Roitt, 1993). Dabei lysieren NK-Zellen mit Antikérpern
markierte, infizierte Zellen, die aufgrund der verénderten Oberflachenstruktur identifiziert werden. Im
Fall von C. burnetii-Infektionen bedingt dies die Lyse der infizierten Wirtszellen. Auf diese Weise
tragt die ADCC in vivo zur Begrenzung einer C. burnetii-Infektion bei (Baca, 1989). Dariiber hinaus
produzieren NK-Zellen Zytokine wie IFN-y, das Makrophagen aktiviert. Diese Aktivierung impliziert
eine gesteigerte Phagozytose, eine hohere metabolische Umsatzrate und die Synthese reaktiver und im
Zuge der Abwehrprozesse hilfreicher Sauerstoffgruppen seitens der Makrophagen (Kaufmann, 1993).
Im Rahmen einer C. burnetii-Infektion werden Makrophagen und NKs durch aktivierte y/d T-Zellen
unterstutzt. Diese Lymphozytensubpopulation sezerniert verschiedene Zytokine (Kaufmann, 1993) und
besitzt zudem zytolytische Aktivitat. Im zeitlichen Verlauf einer Infektion treten diese T-Lymphozyten

vor den ao/f T-Zellen (adaptive Immunantwort) auf. Die Aufgabe der y/d T-Zellen besteht darin, die
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immunologische Liicke zwischen der unspezifischen Abwehr (inflammatorische Phagozyten, NK) und
dem Beginn der adaptiven Immunantwort (a/p T-Zellen, Antikdrper) zu schliefen (Kaufmann, 1993).
Somit sind sie vor allem an der Aktivierung der Makrophagen in der friihen Infektionsphase vor dem

Auftreten der a/p T-Zellen sowie der Lyse infizierter Makrophagen beteiligt.

Zu den humoralen Faktoren der angeborenen Immunantwort zéhlen das C-reative Protein (CRP) und
das Komplementsystem. Im Rahmen der Erregerabwehr unterstiitzen sie sowohl den zelluldren Teil
der angeborenen als auch den der speziellen Immunitat (Igietseme, 2003). Nach Bindung von CRP an
C. burnetii 16st das Protein eine Aktivierung des Komplementsystems auf dem klassischen Weg aus,
was zur Opsonierung der Bakterien flhrt. Der Prozess tragt schlieflich dazu bei, dass C. burnetii

effizienter bek&mpft werden kann.

Eine optimale Schutzwirkung gegen C. burnetii-Infektionen wird nur durch das Zusammenspiel der
unspezifischen mit der adaptiven Immunantwort erzielt (Zhang, 2004/b). Die Vernetzung beider
Anteile der Immunantwort und damit - zeitlich versetzt - die Aktivierung der zelluldren Faktoren der
spezifischen Immunitat wird durch die Makrophagen und DC vermittelt. Neben der Phagozytose
eingedrungener Erreger besteht eine weitere Funktion dieser professionellen Phagozyten in der
Présentation antigener Bestandteile von Coxiella zusammen mit den auf ihrer Zelloberflache
lokalisierten MHC-Komplexen. Diese Antigenpréasentation induziert das priming der naiven o/p T-
Lymphozyten, das zur Differenzierung in die MHC-Klasse I-abhingigen CD8"-Zellen und die MHC-
Klasse Il-abhangigen CD4"-Zellen fiihrt (Kaufmann, 1993). Im weiteren Infektionsverlauf wird die
CD4"-T-Zellsubpopulation durch proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-12 und Interleukin-4,
die von den antigenprasentierenden Phagozyten sezerniert werden, zur Ausdifferenzierung in THj-
bzw. TH,-Zelltypen veranlasst (Norlander, 2000). Im Falle einer C. burnetii-Infektion sind gerade die
CD4"-Zellen vom TH;-Zelltyp durch ihre IFN-y- und TNF-a-Produktion von besonderer Bedeutung
bei der mikrobiellen Elimination (Norlander, 2000; Kaufmann, 1993). Das Zytokinprofil induziert die
Aktivierung der Makrophagen und DC bzw. die TNF-o vermittelte sowie fas-abhangige Apoptose
bereits infizierter Phagozyten (lgietseme, 2003; Norlander, 2000; Dellacasagrande, 1999). In der
Konsequenz kommt es zu einer erheblichen Reduktion der Erregerzahl.

Dominiert allerdings eine TH,-Antwort, sezernieren die CD4'-Zellen vermehrt die Zytokine
Interleukin-10  (IL-10) und transforming-growth-factor (TGF-B1). Gesteigerte IL-10-Werte
unterdriicken die phagosomale Reifung und verhindern so die Elimination der intrazelluldren
Coxiellen durch die bakteriziden Abwehrmechanismen (Ghigo, 2004). Dartber hinaus induziert IL-10
durch eine gesteigerte Expression der Oberflachenrezeptoren, die in die Phagozytose involviert sind,

eine verstarkte Aufnahme von C. burnetii (Ghigo, 2001). TGF-B1 unterdrickt zeitgleich die
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bakteriziden Mechanismen der Phagozyten, was die Etablierung der Erreger in der Zelle ermdglicht
(Ghigo, 2001). Werden nun im Rahmen eines Infektionsgeschehens IL-10 und TGF-1 in erhéhtem
MaRe sezerniert, ist das Immunsystem nicht in der Lage, C.burnetii zu eliminieren. Diese
immunologische Situation bedingt die Entstehung einer persistenten Infektion (Concha-Bermejillo,
2001), aus der sich chronisches Q-Fieber entwickeln kann. Um frihzeitig eine adaquate Behandlung
eines sich entwickelnden chronischen Q-Fiebers einleiten zu kdnnen, wird nach neuesten
Erkenntnissen das Vorliegen eines TH,-dominierten Zytokinprofils (erhdhte 1L-10 und TNF-a. Werte)
bereits als erster diagnostischer Hinweis auf einen chronischen Infektionsverlauf gewertet (Honstettre,
2003).

Wahrend der Infektion wird neben den CD4"-Zellen in geringerem Umfang die Bildung von CD8"-
Zellen festgestellt. Diese zytotoxischen T-Zellen werden durch die Prasentation bakterieller Antigene
in Kombination mit dem MHC-Klasse I-Komplex aktiviert. Da dieser Présentationsweg vorwiegend
durch im Zytosol der eukaryotischen Wirtszelle lokalisierte Erreger induziert wird, muss davon
ausgegangen werden, dass Antigene der obligat intrazellulédren Bakterien im Rahmen der Vermehrung
auch ins Zytoplasma der Zielzellen gelangen. Sind CD8"-Zellen erst einmal aktiviert, besteht ihre
Funktion in der Identifizierung und Lyse infizierter Phagozyten sowie der Freisetzung von IFN-y
(Kaufmann, 1995). Sie tragen somit erheblich zur Eliminierung der Erreger bei.

Im Verlauf einer Infektion erfolgt neben den oben genannten zelluldren Abwehrmechanismen der
adaptiven Immunitat (CD4-, CD8"-, NK-Zellen) gleichzeitig die Bildung von Antikorpern. Bei akuten
C. burnetii-Infektionen werden IgM-Antikorper gegen Phase I1-Antigene bereits nach wenigen Tagen
nachgewiesen und kdnnen bis zu 32 Wochen persistieren (Concha-Bermejillo, 2001). Hingegen treten
IgG-Antikorper gegen Phase I-Antigene erst nach 21 Tagen auf (Thiele, 1989), kdnnen allerdings bis
zu mehreren Jahren, manchmal sogar ein Leben lang nachgewiesen werden (Concha-Bermejillo,
2001). Bei chronischen C. burnetii-Infektionen wird dagegen ein hoher Titer von Phase I-AntikOrpern
der Klasse 1gG und IgA festgestellt (Peacock, 1983). Umstritten ist bisher jedoch noch die Rolle, die
die humorale Immunantwort fur den weiteren Verlauf der Infektion spielt. In friheren Arbeiten wurde
vermutet, dass den Antikérpern eine Hauptfunktion bei der Abwehr von C. burnetii zukommt. So
zeigte Abinanti, dass die Applikation einer Mischung aus Antikérpern und infektiosen Partikeln im
Mausmodell keine Infektion nach sich zog (Abinanti, 1957). Verschiedene in vitro Studien
unterstutzten diese Hypothese (Peacock, 1979; Ormsbhee, 1978). Neuere Erkenntnisse legen jedoch
nah, dass Antikorper fir die Kontrolle einer C. burnetii-Infektion in vivo nicht essentiell sind.
Madglicherweise unterstiitzen sie allerdings die Elimination des Erregers durch den zellularen Anteil
der spezifischen Immunantwort indem infizierte Makrophagen markiert bzw. infektiose Partikel
opsoniert werden (Norlander, 2000). In diesem Zusammenhang erscheinen gerade die Isotypen IgG2a

und IgA von Bedeutung (lgietseme, 2003).
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2.3 C. burnetii-Vakzinen und ihre Wirksamkeit

Zum Schutz vor einer C. burnetii-Infektion sind bislang verschiedene Vakzinen entwickelt und auf
ihre Wirksamkeit sowohl beim Menschen als auch im Tier getestet worden. Derartige Q-Fieber-
Vakzinen sollen exponierte Personengruppen wie Schlachthofpersonal, Tierérzte und Landwirte vor
einer Erkrankung und ihren moéglichen Spétfolgen schiitzen. Die Vakzinierung von Hauswiederkauern
dient dem Ziel, die Erregerausscheidung zu unterbinden und typische Krankheitssymptome wie
Fruchtbarkeitsstérungen oder Aborte zu verhindern. Damit soll eine Minimierung des Infektionsrisikos

fir den Menschen sowie die Vermeidung wirtschaftlicher Verluste erreicht werden.

2.3.1 Ganzzellvakzinen (WCV)

2.3.1.1 Lebendimpfstoffe

Aus dem griechischen C. burnetii-Isolat ,,Gritta“ wurde in der enemaligen Sowjetunion ein Impfstoff
aus attenuierten, vermehrungsfahigen Coxiellen hergestellt und auf seine Wirksamkeit in
Tierexperimenten bzw. nach oraler Applikation an Freiwilligen untersucht. Diese attenuierte Erreger-
variante erhielt die Bezeichnung M-44 und zeigte eine stark reduzierte Virulenz in Infektionsversuchen
mit Meerschweinchen (Mossienko, 2003; Genig, 1960). In weiteren Untersuchungen gelang es, die
Schutzwirkung dieser Phase 11-Vakzine in Testinfektionen mit Coxiellen der Phase | und Phase Il zu
belegen. Allerdings bedingte bereits die Applikation der attenuierten Vakzine die Entstehung milder
Lasionen an Herz, Leber und Niere (Johnson, 1977). Dariuiber hinaus persistierte der Impforganismus
innerhalb der Versuchstiergruppen, weshalb grundsétzlich das Risiko einer Erregerreaktivierung
bestand. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf den Einsatz beim Menschen bzw. auf einen
kommerziellen Vertrieb verzichtet (Zhang, 2004/b; Mossienko, 2003; Freylikhman, 2003, Thiele,
1989; Johnson, 1976), zumal die induzierte Immunitat derjenigen nach Applikation inaktivierter
Vakzinen glich (Ormsbee, 1990).
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2.3.1.2 Inaktivierte Impfstoffe

Zeitgleich mit der Wirksamkeitsprifung von ,M-44* erfolgten zahlreiche Versuche, inaktivierte
Coxiellen der Phase | und Phase Il als Impfstoffe zu nutzen. Die Inaktivierung erfolgte mittels
Autoklavieren, Formalin-Behandlung oder Gamma-Bestrahlung (Scott, 1989; Thiele, 1989; Ormsbee,
1964). So waren inaktivierte Phase I-Erreger im Tiermodell in der Lage, eine belastbare Immunitét zu
induzieren und wiesen dabei eine 100- bis 300-fach hoéhere Effizienz auf als attenuierte Phase Il-
Partikel (Ormsbee, 1964). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass der unterschiedlichen LPS-
Strukturen der Bakterien die groRte Bedeutung bei der Induktion einer protektiven Immunantwort
zukommt (Baca, 1988). Allerdings konnte durch Injektion von isoliertem Coxiellen-LPS kein
Impfschutz induziert werden (Amano, 1984). Williams und Waag hingegen erklarten die
unterschiedliche Wirksamkeit von Phase I- und Phase II-Ganzzellvakzinen mit Veranderungen der
Proteinbestandteile bzw. deren Exposition nach dem Phasenwechsel (Williams, 1991). In der
Konsequenz wurden hauptséchlich Préparationen von Phase I-Coxiellen als Impfstoffe erprobt. Diese
aus inaktivierten Phase I-Partikeln bestehenden Ganzzellvakzinen induzierten sowohl beim Mensch als
auch bei Mdusen eine zelluldre und humorale Immunantwort und verhinderten effektiv das Auftreten
klinischer Symptome bei nachfolgenden Infektionen (Zhang, 2004/b; Gajdosova, 1994; Kazar, 1987).
Landwirtschaftliche Nutztiere konnten ebenfalls durch Vakzinierung mit Ganzzellvakzinen (whole cell
vaccine, WCV) der Phase | vor den Symptomen einer Coxiellose, d. h. dem Auftreten von Aborten,
geringen Fotusgewichten und chronischer Infertilitt, geschitzt werden (Souriau, 2003; Schmeer,
1987; Brooks, 1986; Behymer, 1976). Daruber hinaus war es bei naiven Kalbern/Jungtieren durch
Vakzinierung mit WCV der Phase | moglich, die Erregerausscheidung p. inf. mit der Milch signifikant
zu senken (Schmeer, 1987, Biberstein, 1977). Eine vollstandige Elimination des Erregers gelang
jedoch in keinem der Vakzinierungsversuche, da C.burnetii in den Nieren und dem
Reproduktionstrakt der vakzinierten Tiere persistierte.

Des weiteren wurde von einigen Autoren diskutiert, dass WCV der Phase | auch immunsupp-
rimierende Eigenschaften besalRen. So induzierte die Applikation der Vakzine eine in vitro reduzierte
Proliferation splenaler Lymphozyten, wobei die verminderte Ansprechbarkeit der Zellen mit dem
Ausmald pathologischer Organveradnderungen korrelierte (Damrow, 1985).

Ein weiterer, erheblicher Nachteil der bislang getesteten inaktivierten Ganzzellvakzinen bestand darin,
bei den Impflingen z. T. lokale und/oder systemische Nebenwirkungen auszuldsen, v.a. wenn der
Impfling bereits Kontakt mit dem Erreger hatte. Als Nebenwirkungen der Vakzinierung musste mit
Granulom- und Abszessbildung an der Injektionsstelle bzw. mit der Entstehung von Spleno- und
Hepatomegalien sowie Lebernekrosen gerechnet werden (Kazar, 1983/a; Williams, 1982). Um das

Auftreten derartiger Nebenwirkungen zu vermeiden, sind verschiedene screening-Methoden
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(Antikdrperbestimmung, Intrakutan- oder in vitro Lymphozytenproliferationstests) empfohlen worden,
um sensibilisierte Personen zu identifizieren und von der Impfung auszuschlieBen. In jungeren
Untersuchungen wurde der Lymphozytenproliferationstest zur Uberpriifung des Immunstatus
bevorzugt, weil die Testergebnisse besser mit einer bestehenden Immunitat korrelierten als bei
serologischen Verfahren oder Intrakutantests (lzzo, 1988). All diesen screening-Methoden ist
allerdings stets gemeinsam, dass diese VorsichtsmalRnahmen sehr kostspielig und zeitaufwendig sind

und Impfreaktionen nicht vollstandig verhindern kénnen.

Zur Zeit ist lediglich in Australien eine fir den Menschen zugelassene WCV der Phase | unter dem
Namen Q-Vax kommerziell erhaltlich. Diese mittels Formalin inaktivierte Ganzzellvakzine wird seit
1989 vertrieben und aus Phase I-Partikeln des C. burnetii-Isolates Henzerling hergestellt. Durch die
Impfung mit Q-Vax" wurde das Auftreten von Q-Fieber bei nahezu allen Impflingen in einem

Beobachtungszeitraum von fiinf Jahren unterbunden (Ackland, 1994; Marmion, 1984).

Im veterindrmedizinischen Bereich finden demgegenuber zwei inaktivierte Coxiellose-Impfstoffe
Verwendung. Eine dieser WCV, Coxevax, besteht aus Phase I-Partikeln eines unbekannten
C. burnetii-Isolates (Souriau, 2003). Der Impfstoff steht lediglich in Frankreich zur Verfigung und ist
dort fir den Einsatz bei Wiederk&uern zugelassen. Die Immunisierung mit Coxevax reduzierte sowohl
das Auftreten von Aborten als auch die Erregerausscheidung deutlich. Eine Elimination des Erregers
bei infizierten Tieren erfolgt allerdings nicht durch die Impfung (Souriau, 2003).

Bei der zweiten Vakzine handelt es sich um einen divalenten Impfstoff, der neben inaktivierten
Coxiellen der Phase Il auch Chlamydien enthalt. Diese kombinierte Vakzine wird als Chlamyvax F.Q.
(vormals Abortstop F.Q) bezeichnet und ist fur den Einsatz beim Schaf zugelassen. Durch den Einsatz
von Chlamyvax F.Q. kann im Tiermodell eine Serokonversion der Versuchstiere induziert werden.
Uber die Schutzwirkung der Vakzine liegen widerspriichliche Einschatzungen vor (Arricau-Bouvery,
2005, Dopfer, 1986). Bis heute ist es jedoch nicht moglich, die Reduktion klinischer Symptome
eindeutig mit der C. burnetii-Komponente des divalenten Impfstoffes in Verbindung zu bringen, da
beide Erreger ein &hnliches Krankheitsbild erzeugen (Thiele, 1989). Dariiber hinaus wird die
Erregerausscheidung durch die Vakzinierung zu keinem Zeitpunkt verhindert (Arricau-Bouvery, 2005;
Souriau, 2003, Dopfer, 1986).

2.3.2 Chemo- und Spaltvakzinen

Bereits in ersten Untersuchungen zu Q-Fieber-Vakzinen erwiesen sich mittels verschiedener
Extraktionsverfahren (Ather und Wasser; Dimethylsulfoxid) gewonnene C. burnetii-Bestandteile im

Tierversuch als immunogen (Bell, 1964; Schmadel, 1948).
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2.3.2.1 CMR- und CME-Vakzinen

Ab den spaten 1970-er Jahren wurde das Chloroform-Methanol-Extraktionsverfahren zur Trennung
I6slicher und unléslicher Bestandteile von Phase I-Partikeln eingesetzt. Die Nutzung unléslicher
Bestandteile (chloroform-methanol residue, CMR) als Vakzine induzierte weniger Nebenwirkungen
als WCV (Kazar, 1983/a; Williams, 1982). Die geringere Toxizitat der CMR-Impfstoffe beruhte
darauf, dass durch das Extraktionsverfahren der toxische Lipid-A-Anteil entfernt wurde (Ormsbee,
1990). In nachfolgenden Studien konnte die immunogene und protektive Wirkung der CMR-Vakzine
in M&usen, Meerschweinchen und Schafen nachgewiesen werden (Williams, 1992; Fromme, 1987;
Brooks, 1986; Williams, 1982). Im Mausmodell wurde sogar eine bessere Schutzwirkung gegen letale
C. burnetii-Infektionen erzielt als durch eine inaktivierte Phase I-Ganzzellvakzine (Williams, 1986;
Williams, 1982). Zudem trat nach Applikation von CMR keine Suppression der
Lymphozytenproliferation auf (Williams, 1986), wie sie von Damrow nach Einsatz von WCV
beschrieben worden war (Damrow, 1985).

In anderen Studien wurde dagegen eine verminderte Stimulierbarkeit sensibilisierter T-Lymphozyten
im Proliferationstest und bei Einsatz hoher CMR-Dosen das Auftreten von Nebenwirkungen
beobachtet, die denen nach WCV-Applikation vergleichbar waren (Fries, 1993). Trotz gewisser
Vorteile gegenuber einem WCV-Impfstoff wurde die Voruntersuchung der Impflinge dringend
angeraten, um die Gefahr von Nebenwirkungen zu minimieren (Fries, 1993).

Die Nutzung der l6slichen Extraktionsbestandteilen (chloroform-methanol extract, CME) als
Impfstoffbasis induzierte im Tierversuch keine belastbare Immunitat (Tokarevich, 1993; Williams,
1986). Auf einen weiteren Einsatz dieser Extraktkomponente wurde daher und aufgrund ihrer relativen

Toxizitét, beruhend auf dem Lipid-A-Anteil, verzichtet.

2.3.2.2 TCAE-Vakzinen

Alternativ. zum Chloroform-Methanol-Extraktionsverfahren sollte durch eine Trichloressigsaure-
Extraktion (TCAE) von Coxiellen der Phase | impfbedingte Nebenwirkungen vermieden werden. Der
l6sliche TCA-Extrakt besteht aus einem LPS-Protein-Komplex (Kazar, 1988) und wurde in der
ehemaligen Tschechoslowakei bei Personen mit erh6htem Infektionsrisiko erfolgreich als C. burnetii-
Vakzine eingesetzt (Kazar, 1982). Weitere Untersuchungen belegten anhand eines signifikanten
Anstieges der gegen Phase I-Antigen gerichteten Antikérper die immunogene Wirkung der
Chemovakzine. Allerdings konnte auch durch die TCA-Extraktion die Entstehung von lokalen und
systemischen Nebenwirkungen bei bereits sensibilisierten Personen nicht verhindert werden (Zhang,
2004/b). Im Vergleich zu WCV-Impfstoffen erwiesen sich TCAE-Vakzinen als weniger effektiv
hinsichtlich Umfang, Beginn und Dauer ihrer protektiven Wirkung (Kazar, 1986).
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2.3.2.3 Protein-Vakzinen

Im Rahmen der Entwicklung neuer Impfstoffe gegen Q-Fieber erschienen subunit-Vakzinen als viel-
versprechende Kandidaten. Die Identifikation immunogener und zugleich protektiver Proteine erfolgte
durch den Einsatz biochemischer, immunologischer und molekularbiologischer Methoden. Bereits
1987 konnte ein immunogenes, Pronase E-resistentes, 27 kDa groRes Protein aus dem CMR-Anteil
von Phase Il-Partikeln isoliert werden (Mdiller, 1987). Durch Applikation des Proteins liel3 sich eine
starke Antikorperantwort und Schutzwirkung vergleichbar der von CMR-Phase IlI-Vakzinen in
Versuchstieren erzielen (Schmeer, 1987). Die protektive Wirkung der Protein-Vakzine war jedoch der
durch CMR-Phase I-Vakzinen unterlegen (Fromme, 1987).

Drei Jahre spéter wurde ein 29,5 kDa groRRes, immunogenes Protein P1 auf der Zelloberflache, in der
Zellwand sowie in Verbindung mit dem Peptidoglykan von LCVs identifiziert. Dieses aufgereinigte
Protein zeigte im Tierversuch eine deutliche, protektive Wirkung gegeniiber einer letalen
Infektionsdosis, die diejenige von isoliertem LPS Ubertraf. Aufféllig war allerdings, dass im Serum
P1l-immunisierter Mause auch Antikorper gegen aufgereinigtes LPS von C. burnetii der Phase |
festgestellt werden konnten. Aufgrund dessen wurde vermutet, dass protektive Antigene und/oder
unspezifische Immunstimulatoren mit dem C. burnetii-Protein P1 aufgereinigt wurden und letztlich fur
die Schutzwirkung der Vakzine mitverantwortlich waren. Dariiber hinaus war P1 nicht bei allen
Zelltypen wahrend des Entwicklungszyklus von C. burnetii nachweisbar (Williams, 1990) und wird
daher heute als nur eingeschréankt geeignet flr eine subunit-Vakzine eingestuft.

1994 konnte ein weiteres immunodominantes, 67 kDa groRes Oberflachenprotein identifiziert werden,
das sowohl eine zellulare als auch humorale Immunantwort induzierte (Zhang, 1994). In
Vakzinierungsstudien mit Mausen und Meerschweinchen gelang es, eine protektive Wirkung

nachzuweisen (Zhang, 1994).

2.3.3 Entwicklung neuerer Q-Fieber-Impfstoffe

Die bisher an Mensch und Tier getesteten Vakzinen zeichneten sich zwar durch die Induktion einer
belastbaren Immunitat aus, allerdings fuhrte deren Applikation zur Entstehung von erheblichen,
lokalen oder systemischen Nebenwirkungen (Waag, 1997; Ackland, 1994; Ormsbee, 1964). Die
Erregerausscheidung wurde zudem durch die bislang zur Vakzinierung der Nutztierpopulation
eingesetzten Impfstoffe nicht verhindert. Daruber hinaus erforderte die Herstellung von Impfstoffen
bestehend aus Phase I-Partikeln die massenhafte Vermehrung von Coxiellen, woraus sich ein
erhebliches Umweltrisiko ergab. Diese Unzulénglichkeiten erforderten somit die Entwicklung

alternativer Q-Fieber-Impfstoffe. Diese Impfstoffe sollten neben der Induktion einer zellularen und
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humoralen Immunantwort auch bei sensibilisierten Individuen keine Nebenwirkung hervorrufen, um
so auf die Durchfuihrung von Voruntersuchung der Impfkandidaten verzichten zu kénnen. DNA- und

rekombinante subunit-Protein-Vakzinen wurden dabei als vielversprechende Kandidaten angesehen.

2.3.3.1 DNA-Vakzinen

Im letzten Jahrzehnt sind DNA-Vakzinen in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gertickt. Sie
zeichnen sich durch einige Vorteile wie eine kostenguinstige Herstellung und Stabilitat aus. Zudem
besitzen sie die Eigenschaft, eine starke zelluldre Immunantwort, die gerade zur Abwehr obligat
intrazellulérer Erreger wie C. burnetii erforderlich ist, zu induzieren (Zhang, 2004/b). Die DNA-
Vakzinen befinden sich zur Zeit allerdings noch in der Erprobungsphase (Huygen, 2003; Donnelly,
1997). Zur Eignung dieser neuen Generation von Impfstoffe als Q-Fieber-Vakzinen liegen bislang

noch keine Berichte vor.

2.3.3.2 Rekombinante subunit-Vakzinen

Die Forschungen fokussierten sich zu Beginn der Entwicklung rekombinanter subunit-Vakzinen auf
die ldentifikation und Charakterisierung immunogener Proteine. Vier Proteine, (Com1, P1, Ch-Mip
und P28) wurden bisher als moégliche Antigenkandidaten identifiziert (Zhang, 2004/a; VVarghees, 2002;
Mo, 1995; Hendrix, 1993). Eine belastbare Schutzwirkung konnte jedoch durch die Applikation der
einzelnen rekombinanten Proteine nicht erzielt werden (Zhang, 2003). Entsprechend neueren Unter-
suchungen konnte durch Fusion einzelner rekombinanter Proteine (rP1 und rHspB) die Immunogenitat
und Protektivitat gegenuber einer alleinigen Applikation deutlich gesteigert werden (Li, 2005).

Diese Ergebnisse implizieren, dass die Immunisierung mit rekombinanten C. burnetii-Proteinen in
Verbindung mit einem geeigneten Adjuvans einen belastbaren Schutz in Versuchstieren erzeugen
kann. Die Testung weiterer proteinerger Antigene und geeigneter Protein- bzw. Protein-Adjuvans-
Kombinationen stand daher im Fokus der vorliegenden Arbeit.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Materialien
3.1.1 Nahrmedien, Puffer, Verbrauchsmaterialien und Gerate

In dieser Arbeit verwendete Nahrmedien, Puffer, Verbrauchsmaterialien und Gerate sind im Anhang

aufgelistet.

3.1.2 Bakterienstamme

Coxiella burnetii:

Tabelle 1: Beschreibung des C. burnetii-1solates.

isoliert aus

Isolatbezeichnung geographische Herkunft Herkunft
Tierart Material

Nine Mile RSA493 Montana, U.S.A. A Zecke -

Erlauterung: A = Institut fir Virologie, Slowakische Akademie der Wissenschaften, Bratislava

Rekombinante Escherichia coli-Stamme:

Tabelle 2: Eigenschaften der verwendeten rekombinanten E. coli-Stamme.

Stammbezeichnung Wirtsstamm Plasmid Herkunft

BL21(DE3, pET15b) BL21(DE3) pET15b IHIT
[Genotyp : F', ompT, hsdSg(rs mg’),
gal dcm(DE3)]

BL21(DE3, pET24b(+)) BL21(DE3) PET24b(+) IHIT
(Genotyp s. 0.)

BL21(DE3, pTR-14-B) BL21(DE3) pTR-14-B IHIT
(Genotyp s. 0.)

BL21(DE3, pTR-17-G) BL21(DE3) pTR-17-G IHIT

(Genotyp s. 0.)

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 2
Stammbezeichnung Wirtsstamm Plasmid Herkunft
BL21(DE3, pTR-25) BL21(DE3) pTR-25 IHIT
(Genotyp s. 0.)
BL21(DE3, pHIT-V C8) BL21(DE3) pHIT-V C8 IHIT
(Genotyp s. 0.)
BL21(DE3, pHIT-V C1) BL21(DE3) pHIT-V C1 IHIT
(Genotyp s. 0.)
BL21(DE3, pHIT-V C4) BL21(DE3) pHIT-V C4 IHIT
(Genotyp s. 0.)
BL21(DE3, pHIT-V C5) BL21(DE3) pHIT-V C5 IHIT
(Genotyp s. 0.)
BL21(DE3, pHIT-V C6) BL21(DE3) pHIT-V C6 IHIT

(Genotyp s. 0.)

Erlauterung : IHIT = Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere,

Justus-Liebig-Universitat, Gielen

3.1.3 Plasmide

Vektoren und ihre Herkunft:

Tabelle 3: Beschreibung der verwendeten Vektoren.

Vektorbezeichnung Eigenschaften

Herkunft

pPET15b 5708 bp, pBR322 origin, lacl, Amp', T7 Promotor,
T7 Transkriptionsstart, T7 Terminator, His-tag
Kodierungssequenz

PET24b(+) 5309 bp, pBR322 origin, f1 origin, lacl, Kan', T7
Promotor, T7 Transkriptionsstart, T7 Terminator,
His-tag Kodierungssequenz

Fa. Novagen, Lugano, CH

Fa. Novagen, Lugano, CH




Material und Methoden 19
Rekombinante Plasmide:
Tabelle 4: Beschreibung der verwendeten rekombinanten Plasmide (Plasmidkarten s. Anhang).
Plasmid- Genbe- Genbank-
bezeichnung Vektor  zeichnung eintrag Grole [bp] Herkunft
pTR-14-B pET15b coml 711828 289 - 1.047 IHIT
[CBU1910]
pTR-17-G pET15b orf456 X79075 2.766 - 4.136 IHIT
(algC) [CBU0294]
pTR-25 PET15b htpB M20482 459 - 2.117 IHIT
(groEl) [CBU1718]
pHIT-V C8 pET15b orf206a X75356 4.995 - 5.615 IHIT
(fbp) [CBUAOO035]
pHIT-V C1 pPET24b(+)  orf410 X75356 23.699 - 24.931 IHIT
[CBUAO0010]
pHIT-V C4 PET24b(+) crc AEQ016960  263.915 - 264.694 IHIT
(xth) [CBU0297]
pHIT-V C5 PET24b(+) mip U14170 64 - 756 IHIT
[CBU0630]
pHIT-V C6 PET24b(+) mucZ L42518 98 - 910 IHIT

(dnal 1A)  [CBU1873]

Erlauterung: [HIT = Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere,

Justus-Liebig-Universitat, Gielen
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3.1.4 Beschreibung der zur Immunisierung genutzten Proteine

Zur Herstellung der rekombinanten subunit-Vakzine wurden acht open reading frames (orfs) aus dem
Genom von C. burnetii fir die Klonierung in entsprechende Expressionsvektoren und anschlieRende
Uberexpression in E. coli genutzt. Die Auswahl der orfs erfolgte aufgrund von Ubereinstimmungen
mit virulenzassoziierten Genen anderer pathogener Bakterienspezies. Die Annotierung des
Gesamtgenoms von C. burnetii (Seshadri, 2003) setzte die ausgewahlten orfs z. T. in einen neuen
organisatorischen bzw. funktionellen Kontext. Die im Folgenden dargestellten Informationen

beriicksichtigen dies (s. auch Tabelle 5).

Omp

Das im Chromosom von C. burnetii enthaltene Gen coml kodiert das ca. 25,7 kDa grof3e Protein Omp
(Burger, 1996; Hendrix, 1993). Bei diesem Protein handelt es sich um ein mit der &uferen
Zellmembran assoziiertes, immunreaktives Protein (Burger, 1996; Hendrix, 1993) mit potentiell
virulenzsteigernder Funktion. Ein vergleichbares Genprodukt konnte bei anderen Bakterienspezies

bislang nicht nachgewiesen werden.

Pmm

Der orf456 ist bei C. burnetii ebenfalls chromosomal lokalisiert und kodiert ein ca. 46 kDa grofRes
Produkt. Die Funktion und zelluldre Lokalisation des korrespondierenden Proteins ist unbekannt, da
die Expression bisher nicht nachgewiesen wurde. Fir ein analoges, chromosomal kodiertes Protein von
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) konnte allerdings gezeigt werden, dass es sich um ein
zentrales Enzym in der LPS- und Alginat-Synthese handelt. Entsprechende knock out-Mutanten
erwiesen sich im Tierversuch weniger virulent als der Wildtyp (Regni, 2002). Aufgrund der Uberein-

stimmung von orf456 mit dem Gen von P. aeruginosa wird dieser synonym auch als algC bezeichnet.

HspB

Bei HspB handelt es sich um membranassoziiertes, 62 kDa grol3es Protein, dessen Gen htpB ebenfalls
chromosomal lokalisiert ist. Entsprechend der aktuellen Annotierung wird htpB als groEL bezeichnet.
Das Genprodukt, ein Chaperonin, fungiert als Hitzeschockprotein und wird in von Coxiella gewonnen
Membranpraparationen durch Hyperimmunseren verschiedener Spezies erkannt (Vodkin, 1988).
Analoge, immunreaktive Antigene wurden auch fur P. aeruginosa, E. coli und verschiedene Spezies
von Mykobakterien beschrieben (Vodkin, 1988). Bei diesen handelt es sich ebenfalls um

membranassoziierte Hitzeschockproteine (Vodkin, 1988).
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Fbp

Der auf dem QpHZ1-Plasmid verschiedener Coxiella-1solate enthaltene orf206a kodiert ein ca. 20 kDa
grolRes Protein, dessen Expression noch nicht nachgewiesen werden konnte. Es gibt Hinweise darauf,
dass seine Expression in Abhangigkeit von der Fe**-Verfiigharkeit erfolgt (Thiele, 1996). Ein
entsprechendes, membranassoziiertes Genprodukt wurde fir P.aeruginosa als Ferripyochelin-
bindendes Protein beschrieben, das als Siderophor-Rezeptor und damit als Virulenzfaktor agiert
(Farinha, 1993). Aus Ubersichtsgriinden und in Anlehnung an das analoge Gen bei P. aeruginosa wird

orf206a im Folgenden als fop bezeichnet.

Orf410

Der orf410 ist in der ,,Kernregion* des QpH1- und QpRS-Plasmides sowie den plasmidhomologen
Sequenzen des C. burnetii-Isolates Scurry lokalisiert und kodiert fur ein ca. 42 kDa grof3es
Genprodukt. Uber die zellulare Lokalisation und Funktion des korrespondierenden Proteins ist bisher
nichts bekannt. Sequenzvergleiche mit Gendatenbanken wiesen eine Ubereinstimmung von orf410 mit

einem orf von Bacillus subtilis (B. subtilis) auf, der eine Integrase/Rekombinase kodiert.

Crc

Das im Chromosom von C. burnetii enthaltene xth kodiert ein ca. 26 kDa groRes Protein. Die Funktion
bzw. zelluldre Lokalisation des entsprechenden Proteins ist bislang unbekannt. Fir P. aeruginosa
wurde beschrieben, dass ein ahnliches, chromosomal kodiertes Protein eine zentrale Funktion in der
Kontrolle verschiedener kataboler Stoffwechselwege hat und eine sinnvolle Nutzung verschiedener
Kohlenstoff- bzw. Energiequellen ermdglicht (Gerischer, 2002; MacGregor, 1996). Verwandte
Proteine sind auch von verschiedenen Enterobacteriaceae und Bacillus spp. bekannt (MacGregor,
1996). Antigene Eigenschaften des Proteins wurden bisher allerdings nicht beschrieben. Die im
weiteren verwendete Bezeichnung des C. burnetii-Proteins als Crc (catabolic repression control
protein) wurde in Anlehnung an die Funktion der analogen Proteine bei P.aeruginosa und den

Enterobacteriaceae gewdhlt.

CbMip

Das im Chromosom von C. burnetii identifizierte mip-Gen kodiert ein in der reifen Form 23,5 kDa
groBes Protein (CbMip). Es wird angenommen, dass CbMip bei C.burnetii entweder
membranassoziiert vorliegt oder sezerniert wird (Cianciotto, 1995). Mip-Proteine (macrophage
infectivity potentiator) gehdren zu der Familie der FK506-gebundenen Proteine, die den
Immunophilinen zugeordnet werden (Mo, 1995). Sie besitzen enzymatischen Charakter und sind von

groRer Bedeutung fur die Interaktion zwischen prokaryotischem Organismus und eukaryotischer
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Wirtszelle im Rahmen der Invasion bzw. intrazellularen Etablierung. Neben C. burnetii weisen
verschiedene andere Bakterienspezies (s. Tabelle 5) analoge, membranstdndige Mip-Proteine auf. Fir
diese konnte gezeigt werden, dass Mutationen der Mip-Gene eine Reduktion der Invasivitat bzw. eine
verringerte intrazellulare Uberlebensrate bedingen (Wieland, 2002; Cianciotto, 1995).

MucZ

Bei MucZ handelt es sich um ein ca. 30 kDa groRes Protein, das durch das chromosomale Gen mucZ
kodiert wird. Es wurde vermutet, dass es sich um ein Membranbestandteil von C. burnetii handelt
(Zuber, 1995). Entsprechend der aktuellen Annotierung wird das mucZ Gen aufgrund der
Sequenzahnlichkeit mit DnaJ Protein-kodierenden Genen als dnaJ IA bezeichnet. Hinweise auf die
Funktion von MucZ bei C. burnetii gibt es bislang nicht. Die Analogie von MucZ mit DnaJ Proteinen
deutet auf eine Funktion als Kontrollelement im Rahmen von metabolischen Prozessen hin (Zuber,
1995). Ein entsprechendes Gen konnte fiir E. coli nachgewiesen werden. Aus einer Uberexpression
dieses Genes resultiert ein verdnderter, schleimiger Phanotyp der entsprechenden E. coli-Kolonien.
Der dafur verantwortliche Mechanismus konnte bislang nicht vollstandig geklart werden. Es wird
vermutet, dass MucZ in E. coli regulatorisch uber ein DnaK-Chaperone-Komplex eine vermehrte

Expression von Kapselbestandteilen durch die Aktivierung von RcsB bewirkt (Zuber, 1995).

Tabelle 5: Beschreibung der zur Immunisierung genutzten rekombinanten Proteine von C. burnetii.

Proteinbe- Genbezeichnung GroRe vermutete Funktion beschrieben fiir
zeichnung alt neu [kDa]
Omp coml coml 25,7  &auReres Membranprotein  C. burnetii
Pmm algC algC ~46  Phosphomannomutase — C. burnetii
orf456 orf456 LPS-Synthese P. aeruginosa
HspB htpB groEL ~62  Hitzeschockprotein C. burnetii
M. tuberculosis
M. leprae
E. coli + P. spp.
Fbp fop fop ~20  Ferripyochelin-bindendes P. aeruginosa
orf206 orf206 Protein
Orf410 orf410 orf410 ~42  Integrase/Rekombinase B. subtilis
Crc cre xth ~26  Regulator kataboler Stoff- P. aeruginosa
wechselwege Enterobacteriaceae
Bacillus spp.

Fortsetzung der Tabelle auf der n&chsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 5

Proteinbe- Genbezeichnung Grolle vermutete Funktion beschrieben fur
zeichnung alt neu [kDa]
CbMip mip mip 23,5 Interaktion mit eukaryo-  C. burnetii
tischer Wirtszelle L. pneumophila
Rickettsia spp
Ehrlichia spp.
R. quintana
Mucz mucZ dnaJ IA ~30  Regulator der Kapsel- C. burnetii
synthese E. coli
3.1.5 Impfstoffe

3151  Q-Vax"

Als Vakzinierungskontrolle fiir die Infektionsversuche wurde die Ganzzellvakzine Q-Vax ", hergestellt
von der Fa. CSL Limited, Victoria, Australien, genutzt. Dieser mit Formalin inaktivierte Impfstoff
wird seit 1989 vertrieben und basiert auf Phase I-Partikel des C. burnetii-lsolates Henzerling. Eine
Impfdosis fir den Menschen enthalt 1 x 10° Partikel (Harris, 2000). Im Rahmen der Infektions-
versuche wurden die Mause entsprechend den Angaben von Waag mit 1 pg (entspricht ca. 4 x 10’

C. burnetii-Partikeln) des inaktivierten Isolates immunisiert (Waag, 1997).

3.152 Rekombinante Proteinvakzine

Affinitatschromatographisch aufgereinigte, rekombinante C. burnetii-Proteine und Kombinationen
dieser Proteine in Verbindung mit zwei verschiedenen Adjuvantien [AI(OH)3;, BAY R1005] dienten im
Rahmen des Immunisierungs- (s. Kap. 3.6.3) bzw. der Infektionsversuche (s. Kap.3.6.5) als
rekombinante Proteinvakzinen. Nahere Angaben zu den verwendeten Injektionsvolumina,

Proteinkonzentrationen, Zusammensetzungen und verwendeten Adjuvantien finden sich dort.
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3.1.6 Zelllinien

Tabelle 6: Beschreibung der verwendeten Zelllinie.

Zelllinie Beschreibung Ursprung Herkunft
Buffalo-Green- adharente, Fibroblasten- Nierenzellen der afrika- FLI, Jena
Monkey-Zellen (BGM)  artige Zellen nischen griinen Meerkatze

Erlauterung: FLI = Friedrich-Loeffler-Institut

3.2 Bakteriologische Methoden

3.21 Bakterienanzucht

3.211 Anzucht rekombinanter Bakterienklone auf Seletivhahrbdden

Die Anzucht der Transformanten erfolgte unter Verwendung von LB-Agarplatten mit entsprechenden
Antibiotikazuséatzen (s. Anhang). Auf diese Weise wurde lediglich plasmidtragenden Zellen das
Wachstum erméglicht, da nur sie Gber entsprechende Resistenzgene verfligten. Bei den verwendeten
Antibiotika handelte es sich um Ampicillin (50 mg/l) bzw. Kanamycin (30 mg/l).

3.2.1.2 Herstellung einer Ubernachtkultur

Drei ml LB-Medium mit Antibiotikumzusatz (Ampso oder Kmsp) in einem Reagenzréhrchen wurden
mit einer von LB-Agarplatten stammenden Bakterienkolonie beimpft. Die Vermehrung erfolgte in
Schittelinkubatoren bei 37 °C und 180 U/min fir ca. 16 Stunden.

3.2.1.3 Anzucht und Induktion von rekombinanten E. coli-Klonen zwecks Expression der

rekombinanten Fusionsproteine

Als Starterkultur wurden 30 ml LB-Medium mit Antibiotikum im Verhdltnis 50:1 mit der
Ubernachtkultur beimpft und fiir zwei Stunden aerob bei 37°C und 180 U/min inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der ODggo der Starterkultur, die zur weiteren Verwendung
mindestens 0,5 betragen musste. Im néchsten Schritt wurde das Inkubationsvolumens von 30 ml auf
410 ml erhéht und erneut unter den oben genannten Inkubationsbedingungen bis zu einer ODgy VOn
0,5 inkubiert.
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Vor der Induktion der Expression der Fusionsproteine wurden Aliquots von ca. 2 ml als nicht-
induzierte Kontrollen entnommen und in sterile Reagenzréhrchen (berfihrt. Die Induktion der
Synthese der rekombinanten Fusionsproteine in der verbliebenen Bakteriensuspension erfolgte durch
Zusatz von IPTG (f. c. 1 mM). Sowohl die nicht-induzierten Kontrollen als auch die induzierte Kultur
wurden fur weitere 3 Stunden bei 37 °C und 180 U/min inkubiert. Jeweils 1 ml pro Kultur wurde
entnommen, in ReaktionsgefalRe Uberfihrt und bei 4 °C, 10.000 x g fur 10 min abzentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Resuspendierung des gewonnenen Zellpellets in 100 pl
1 x PBS sowie die weitere Lagerung bei -20 °C. Mittels SDS-PAGE (s. Kap. 3.3.5) wurde fir diese
Aliquots Uberprift, ob die rekombinanten Proteine exprimiert worden waren.

Die verbliebene Bakteriensuspension wurde fur 15 min, bei 4 °C und 8.000 x g zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Aufbewahrung des Zellpellets fiir maximal acht Wochen
bei -20 °C.

3214 Kultivierung und Vermehrung von C. burnetii

Das in der vorliegenden Arbeit genutzte C. burnetii-Isolat Nine Mile RSA493 (s. Tabelle 1) lag im
IHIT als infizierte BGM-Zellkultur bei -80 °C vor. Die Kultivierung des Isolates erfolgte nach dem
von Arens beschriebenen Verfahren der kontinuierlichen Vermehrung in Buffalo-Green-Monkey-
Zellkulturen (Arens, 1983). Die BGM-Zellen wurden auf Deckglaschen in Polystyrolréhrchen, in
Vierkant- oder Zellkulturflaschen nach Roux in MEM vermehrt.

Die Infektion der BGM-Zellen in Polystyrolréhrchen erfolgte durch Zugabe von 3 ml eines Coxiella-
MEM-Gemisches auf den konfluenten BGM-Zellrasen sowie anschlieBende Zentrifugation im
Ausschwingrotor (1 Stunde, 3.000 x g, 37 °C). Die infizierte Zellkultur wurde einige Tage bei 37 °C
bebritet und regelmaRig mikroskopisch kontrolliert. Nach der Zelllyse mittels Ultraschall diente diese
Kultur als Inokulum fir BGM-Zellkulturen in Vierkantflaschen. Der infizierte Zellrasen in den Vier-
kantflaschen konnte nach ca. sechstagiger Bebriitung abgeschabt werden und diente seinerseits als
Inokulum fir BGM-Zellen in Zellkulturflaschen nach Roux. Die Uberstande dieser Zellkulturen
wurden durch alle zwei Tage erfolgende Mediumwechsel geerntet und jeweils bei 30.000 x g im
Festwinkelrotor JA-10 fur 1 Stunde bei 4 °C abzentrifugiert.
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3.2.2 Herstellung einer C. burnetii-Suspension zur Infektion von M&usen

3221 Aufreinigung von C. burnetii

Durch die Ultraschallbehandlung des in 5ml 1 x PBS resuspendierten Sediments (s. Kap. 3.2.1.4)
erfolgte der Aufschluss der BGM-Zellen. BGM-Zelltrimmer lieRen sich durch niedertourige
Zentrifugation (500 x g, 10 min, 4 °C) aus der Bakteriensuspension entfernen. Der coxiellenhaltige
Uberstand wurde anschlieRend bei 30.000 x g und 4 °C fur 1 h zentrifugiert und das entstandene
Erregerpellet in 3 ml 1 x PBS resuspendiert.

3.2.2.2 Bestimmung der Partikelzahl einer Coxiellen-Suspension

Um die Konzentration der aufgereinigten Coxiellen in der Erregersuspension zu bestimmen, wurde
diese 1:10 bzw. 1:100 mit 1 x PBS verdiinnt und je 10 ul der Verdiinnungen auf 1cm? eines
Objekttrégers ausgestrichen. Nach Antrocknung und Methanolfixierung erfolgte die Giménez-Féarbung
(s. Kap. 3.2.3.1) der Coxiellen. Die Zahlung der Erreger wurde mit dem Mikroskop Ortholux Il unter
Zuhilfenahme eines Zé&hlokulars als Funffachbestimmung durchgefiuhrt. Die Berechnung der
Partikelkonzentration erfolgte nach folgender Formel:

Partikelkonzentration [c.purnetii-Partikel/mi] = Z Ci X My X V; X 100

¥ ¢ =  Anzahl der gezahlten Coxiellen in 100 Kleinstquadraten

(entspricht 1 cm? des Zahlgitters)

My = Faktor zur Flachenkorrektur des Blickfeldes bei x-facher Vergréerung

1 x 10% pm?

M (12,5 x 100-fach) = =12.345,7
8.100 um?
1 x 10% pm?

M (125x 63-fach) = = 5.487
18.225 pm?
1 x 10% pm?

M (125x 25-fach) = = 7716
129.600 pm?

Vi = Verdunnungsfaktor der Coxiellen-Suspension
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3.2.3 Verfahren zum Nachweis von C. burnetii

3.23.1 Giménez-Farbung

Der auf einem Objekttréger luftgetrocknete Ausstrich der Coxiellen-Suspension wurde eine Stunde mit
Methanol fixiert. Die Farbung erfolgte durch sechsminitiges Einwirken der Karbolfuchsin-
Gebrauchslésung (s. Anhang) sowie Einwirken von Malachitgriin-Farbelésung (2 x 1 min). Vor und
nach den Farbeschritten wurde der Objekttrdger mit Aqua deion. gewaschen. Nachdem der
Objekttréager an der Luft getrocknet worden war, wurde der Ausstrich mikroskopisch ausgewertet.

3.2.3.2 Quantitative Nachweisverfahren

Im Rahmen der Auswertung der Infektionsversuche mit den Mausen wurde die Anzahl der Coxiellen
in Milz, Leber und Niere an zwei definierten Zeitpunkten (Tag 7 und 14 p. inf.) quantifiziert. Zu
diesem Zweck wurden Milz, Leber und Niere bei der Sektion der Tiere steril enthommen und gewogen
(s. Kap. 3.6.5.3). Um eine Austrocknung der Organe zu verhindern, wurden die Organoberflachen mit
1 x PBS betropft. Im Anschluss fand die Homogenisation der Organe unter Zugabe von MEM
(s. Anhang) mit einem Maoser und sterilem Seesand zu einer 10 %-igen Suspensionen (w/v) in
Petrischalen statt. Zur Sedimentation des Seesandes wurden die Organsuspensionen in 15 ml
ReaktionsgefaRe tberfiihrt. AnschlieBend konnte der Uberstand in frische ReaktionsgefaRe pipettiert

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

Quantifizierung des C. burnetii-Gehaltes in murinen Organproben mittels quantitativer TagMan-PCR

Fur die Préparation der Gesamt-DNA aus den 10 %-igen Leber- und Nierensuspensionen (s. 0.)
wurden 250 pl (entspricht 25 mg Organmaterial) als Ausgangsmaterial geméalR den Herstellerangaben
in das DNeasy® Tissue Kit eingesetzt (s. Kap. 3.5.1). Aufgrund des hohen Nukleinsauregehaltes von
Milzgewebe reichten von den 10 %-igen Milzsuspensionen bereits 100 pl (entspricht 10 mg

Organmaterial) fur eine DNA-Extraktion aus.

Dankenswerter Weise wurde die anschlielende Quantifizierung des Gehaltes an C. burnetii-
spezifischer DNA in der préaparierten Gesamt-DNA mittels TagMan-PCR durch Mitarbeiter der

Sanitatsakademie der Bundeswehr in Munchen durchgefuhrt.

Quantifizierung der C. burnetii-Lebendkeimzahl in murinen Organproben

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Quantifizierung infektionsfahiger C. burnetii in den murinen

Gewebeproben mit einer im IHIT etablierten Technik im Mikrotiter-Format.
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Zwei Tage nach Aussaat von BGM-Zellen wurde das Zellkulturmedium in den Vertiefungen der
96-well-Platten vollstdndig abgesaugt und durch frisches ersetzt. Gleichzeitig erfolgte die Infektion der
Zellkulturen, indem 10 pl der 10 %-igen Coxiellen-Organsuspension (s. 0. entspricht 1 mg bzw.
2,5 mg Organmaterial) vorgelegt und umgehend mit 90 pl Zellkulturmedium aufgefillt wurden.

Nach achtmaligem Durchmischen mit der Mehrkanalpipette erfolgte die Infektion der weiteren
Vertiefungen einer Reihe der 96-well-Platten in logl0-Stufen. Als Negativkontrolle dienten
Vertiefungen der Mikrotiterplatten, in denen lediglich ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Nach
der Infektion wurden die Platten mit Polyolefin-Klebefolien luftdicht verschlossen. Das
Aufzentrifugieren der Erreger erfolgte in einer Stunde bei 1.400 x g und 30 °C in der Eppendorf-Tisch-
zentrifuge 5403. Danach wurden die Mikrotiterplatten bei 37 °C bis zum Mediumwechsel an Tag 7
gelagert. Die Testauswertung erfolgte mittels Phasenkontrastmikroskopie an Tag 12 p. inf.. Zu diesem
Zeitpunkt konnten bei 400-facher VergroRerung erregerinduzierte Vakuolen sicher identifiziert
werden. Aufgrund ihrer geringen Groflie (0,2 - 1 um) liel3en sich die Coxiellen zwar nicht unmittelbar
darstellen, aber in den flissigkeitsgefiillten Vakuolen war eine in Abhéangigkeit von ihrem
Fullungsgrad strémungsartige bis flirrende Bewegung sehr kleiner, korpuskuldrer Bestandteile
(,,Partikeldrift“) erkennbar. Dartiber hinaus lagen die typischerweise ovalen bis runden C. burnetii-
induzierten Vakuolen oftmals in einer nesterartigen Anordnung vor (s. Abbildung 1), was bei
unspezifischen morphologischen Alterationen nicht gegeben war.

Abbildung 1: Darstellung einer mit C. burnetii infizierten BGM-Zellkultur mittels Phasenkontrast
in 400-facher VergroRRerung.
V = Vakuole; N = Zellkern
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Die Berechnung der Lebendkeimzahl der inokulierten Organsuspension erfolgte in Anlehnung an die

Methode nach Spearmen und Kerber (Spearman, 1974) nach folgender Formel:
Lebendkeimzahl pro ml Organsuspension = Y x; : n x 100

> Xi die Summe von X; + X + X3 + X4

X1, X2, X3, X4 der Kehrwert der letzten, positiven Titrationsstufe (hier: Vertiefungen mit Vakuolen, in denen
eine ,,Partikeldrift” zu beobachten war) der vier auswertbaren Verdiinnungsreihen

n die Anzahl der pro Vierfachansatz je 10 %-iger Organsuspension ausgewerteten Ver-

dunnungsreihen

3.3 Proteinanalytik

3.3.1 Affinitatschromatographische Aufreinigung der rekombinanten Fusionsproteine

Durch die Klonierung eines Zielgens in den pET15b- bzw. pET24b(+)-Vektor wird die induzierbare
Expression eines Fusionsproteins ermdglicht, das am N- bzw. C-terminalen Ende ein sogenanntes His-
tag, bestehend aus 6 Histidinresten, tragt. Das His-tag ermdglicht die Isolierung des jeweiligen
Fusionsproteins aufgrund einer spezifischen, reversiblen Bindung an zweiwertige Nickelionen. Das
Fusionsprotein 1aRt sich durch Reduktion des pH-Wertes im Elutionspuffer aus dem entstandenen
Ni?*-Histidin-Chelat-Komplex l8sen, da durch die Verschiebung des pH-Wertes die Bindungsaffinitat

des His-tag (pKa von 6,0) an die zweifach positiv geladenen Nickelionen im Séulenmaterial sinkt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Proteinaufreinigung unter denaturierend-lysierenden
Bedingungen durch einen Zusatz von 6 M Guanidiniumhydrochlorid zu den Puffern. Dieses VVorgehen
war notwendig, da Vorarbeiten gezeigt hatten, dass die Fusionsproteine als Einschlusskdrperchen in
den Wirtszellen vorlagen. Die Proteinaufreinigung erfolgte nach folgendem Protokoll: Zur Vor-
bereitung der affinitatschromatographischen Aufreinigung wurde das Zellpellet in Lysispuffer (5 ml/g
Pellet; s. Anhang) resuspendiert und auf Eis zwischengelagert. Der Aufschluss der Bakterienzellen
erfolgte mittels ,,French® Pressure Cell“, wobei die Suspension in drei Durchgéngen jeweils einem
Druck von 1.000 Psi ausgesetzt war. Das gewonnene Lysat wurde im Anschluss bei 4.500 x g und
4 °C fur 30 min zentrifugiert. Fiinfzig ul des Uberstandes wurden in ein ReaktionsgefaR uberfiihrt, mit
50 ul 1 x PBS verdlnnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das restliche Lysat
wurde in frische ReaktionsgefaBe umgeflllt und umgehend bei RT weiterverarbeitet. Die
Affinitatschromatographie erfolgte gemaR den Angaben des Herstellers der Ni®*-NTA Agarose, wobei
6 M  Guanidiniumhydrochlorid an Stelle von 6M Harnstoff in den Puffern zur
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affinitatschromatographischen Aufreinigung (s. Anhang) und das 4-fache Volumen der eingesetzten
Ni?*-NTA Agarose als Elutionsvolumen genutzt wurde.

Die Lagerung der Durchflussfraktionen geschah bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C.

3.3.2 Dialyse der in Guanidiniumhydrochlorid-haltigem Puffer vorliegenden aufgerei-
nigten Fusionsproteine gegen Wasser

Nach Proteinquantifizierung mittels GeneQuant® (s. Kap. 3.3.4.2) wurden die proteinhaltigen
Eluatfraktionen vereinigt und zur Dialyse in einen Servapor-Dialyseschlauch (1,6 cm Durchmesser)
pipettiert. Die Dialyse erfolgte bei 4 °C auf einem Magnetrihrer Giber drei Tage gegen eine absteigende
Konzentrationen von 6 M, 4 M bzw. 2 M Guanidiniumhydrochlorid in Wasser und letztlich gegen
Aqua deion.. Die erhaltenen Proteinsuspensionen wurden anschlieRend in frische ReaktionsgeféaRe

umgefullt.

3.3.3 Einengung der Proteinlésung mittels Centricon-Réhrchen YM-10

Die Einengung der dialysierten Proteinsuspensionen (s. Kap. 3.3.2) erfolgte wie vom Hersteller der
Centricon-Rohrchen YM-10 vorgeschrieben. Sofern die nach der Proteinprdparation erhaltenen
Volumina das maximale Fassungsvermdgen der Centricon-Rohrchen (2 ml) Gberstiegen, wurde durch
wiederholte Beladung der Zentrifugationseinheiten das gesamte Volumen der jeweiligen
Proteinpréparation der Aufkonzentrierung unterzogen. Im Anschluss erfolgte das Auffillen der
erhaltenen Konzentrate mit Complete Protease Inhibitor-haltigem Coatingpuffer ad 1 ml. Die ein-
geengten Proteinpréparationen wurden bei -80 °C bzw. zur alsbaldigen Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.34 Proteinquantifizierung

3.34.1 Proteinquantifizierung mittels BCA* Protein Assay

Die kalorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration der nach Induktion gewonnen Lysate
(s. Kap. 3.2.1.3) erfolgte mit dem BCA™* Protein Assay Reagent nach der "Bicinchoninic-Acid-
(BCA)"-Methode. Der Test wurde gemaR den Herstellerangaben durchgefuhrt. Die optische Dichte des

Reaktionsansatzes bei 562 nm wurde mit dem Photometer DU 640 ermittelt.



Material und Methoden 31

3.34.2 Proteinquantifizierung mittels GeneQuant®

Mit Hilfe des GeneQuant® erfolgte bei einer Wellenlange von 280 nm die photometrische Bestimmung
des Gesamtproteingehaltes der einzelnen nach affinitatschromatographischer Aufreinigung gewon-
nenen Eluatfraktionen (s. Kap. 3.3.1). Es wurden lediglich die proteinhaltigen Eluatfraktionen der
Dialyse und Proteineinengung mittels Centricon-Réhrchen YM-10 zugefuhrt (s. Kap. 3.3.2 und 3.3.3).

3.35 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-PAGE nach Lammli (1970) erfolgte die Auftrennung der einzelnen Peptide der Protein-
praparationen entsprechend ihrer GroRRe. Zur Vorbereitung wurden die proteinhaltigen Proben mit 4 pl
2 X Probenpuffer versetzt und anschliefend hitzedenaturiert (100 °C, 5 min). Die Elektrophorese
erfolgte in 1 x SDS-Laufpuffer bei 18 mA in der Sammelgelphase bzw. 36 mA in der Trenngelphase
fur ca. 2 Stunden.

Das Gel wurde nach der Elektrophorese fiir ca. zwei Stunden in Coomassie Brilliant Blau-Farbeldsung

geférbt. Das Entfarben erfolgte mittels Blitzentfarber bzw. Entfarber unter optischer Kontrolle.

3.3.6 Western-Blot

Um die Induktion der His-tag tragenden, rekombinanten Proteine nachzuweisen, wurden alternativ die
in der SDS-PAGE aufgetrennten, aber noch ungefarbten Proteine im Western-Blot unter Einsatz des
Semidry-Verfahrens auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Burnette, 1981). In der Folge war
es mdglich, die His-tag tragenden Fusionsproteine durch Bindung des Ni**-NTA-HRP-Konjugates
(Verdunnung 1:1000; s. Anhang) zu detektieren und somit von anderen in der SDS-PAGE
erkennbaren Proteinbanden zu unterscheiden.

Die Visualisierung der spezifischen Proteinbanden erfolgte durch eine enzymatische Reaktion des
Meerrettichperoxidase-Bestandteiles des Konjugates mit der zugefuigten Substratlésung (s. Anhang).
Das Abstoppen der enzymatischen Reaktion erfolgte durch das Ergénzen von Aqua deion..



Material und Methoden 32

3.4 Serologische Methoden

34.1 Nachweis muriner Antikorper mittels Immunoblot

Die mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten und auf Nitrocellulose-Membran
transferierten, rekombinanten Proteine (s. Kap. 3.3.6) dienten des weiteren zum Nachweis muriner
Antikorper in den durch Immunisierung gewonnen Mauseseren. Als Negativkontrollen fungierten
entsprechende Préaparationen der E. coli-Stamme BL21(DE3; pET15b) bzw. BL21[DE3; pET24b(+)]
und bovines Serumalbumin (100 ng/Spur), die ebenfalls mittels Western-Blotting nach SDS-PAGE auf
der Nitrocellulose-Membran immobilisiert wurden. Um vergleichbare Versuchsbedingungen fur die
Praparationen der rekombinanten Proteine und die entsprechenden E. coli-Kontrollpréparationen zu
gewadhrleisten, erfolgte zuvor ein Abgleich der pro Spur im Rahmen der SDS-PAGE aufgetragenen
Proteinmengen anhand eines in allen Proteinpraparationen enthaltenen 36 kDa-grofien Proteins von
E. coli (Daten nicht gezeigt).

Zum Nachweis der durch die Immunisierung mit rekombinanten Proteinen induzierten humoralen
Immunantwort wurden die murinen Seren 1:500 verdunnt (vergl. Kap. 4.3.2) und mit den
immobilisierten C. burnetii-Proteinen sowie den Negativkontrollen inkubiert. Zur Visualisierung der
Bindung der priméaren Antikorper diente ein Peroxidase-konjugiertes Ziege-Anti-Maus-Immunglobulin
der Klasse G (Verdunnung 1:1000). Diese Untersuchung wurde mit allen M&useseren, die im Rahmen
der Uberpriifung der Immunogenitat der rekombinanten C. burnetii-Proteine gewonnen wurden, (s.
Kap. 3.6.3; Tabelle 8 und Tabelle 9) durchgefihrt. Fur Seren, bei denen in der Verdinnung 1:500
(s.0.) keine Antikorper gegen die rekombinanten C. burnetii-Proteine nachweisbar waren und
ausreichende Serummengen zur Verfligung standen (s. Kap. 3.6.3.3), erfolgte ergénzend eine

Testdurchfiihrung mit einer Serumverdinnung von 1:100 (vergl. Kap. 4.3.2.3).

Um Kreuzreaktionen vorhandener Antikdrper mit den entsprechenden homologen Proteinen von
C. burnetii nachzuweisen, erfolgte die Durchfuhrung von Immunoblots mit C. burnetii-
Ganzzelllysaten. Zu diesem Zweck wurden 2,5 x10” Partikel je Spur eines C. burnetii-Ganzzelllysates
(Isolat Nine Mile RSA493, Phase Il) elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran
transferiert und mit den durch Immunisierung gewonnenen murinen Seren (vergl. Kap. 4.3.2.3)

entwickelt.
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3.5 Nukleinsdureanalytik

3.5.1 Isolierung von genomischer DNA aus murinen Gewebeproben

Fur die Isolierung von Gesamt-DNA aus den murinen Gewebeproben (s. Kap. 3.2.3.2) wurde ein
Silica-Gel-Membran-basiertes System genutzt. Nach der Zelllyse bindet die DNA selektiv an die
Membran und kann nach mehreren Waschschritten ohne stoérende Kontaminationen eluiert werden.
Die Isolierung der genomischen DNA wurde entsprechend den Vorgaben des Herstellers mittels

DNeasy® Tissue Kit durchgefiihrt. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bei 4 °C.

3.5.2 Isolierung bakterieller Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterienzellen mittels GFX"™
Micro Plasmid Prep Kit. Mit diesem Verfahren kdnnen 3 -6 pg hochreine Plasmid-DNA pro ml
lysierter Bakterienkultur gewonnen werden. Die Isolierung wurde entsprechend den Vorschriften des
Herstellers durchgefiihrt. Die Lagerung der in 100 pl Aqua bidest. vorliegenden Plasmid-DNA erfolgte
bei 4 °C.

353 Sequenzierung der fur die Expression der rekombinanten C. burnetii-Proteine

klonierten DNA-Sequenzen

Die Uberpriifung der in die Expressionsvektoren klonierten DNA-Fragmente (s. Kap. 3.1.3) erfolgte
durch Sequenzierung und anschlieBenden Abgleich mit bekannten Gensequenzen. Die Sequen-
zierungsreaktionen wurden durch den Sequenzierungsservice des Institutes fur Medizinische
Mikrobiologie, Universitatsklinikum GieRen, durchgefihrt. Die vollstdndige Abdeckung der klonierten
Bereiche erfolgte bei grofieren Fragmenten mittels primer walking. Die verwendeten Primer sind in
Tabelle 7 aufgefihrt.

3.5.4 Oligodesoxyribonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxyribonukleotide wurden mit Ausnahme von pET-A und
pET-B, die bereits im IHIT vorlagen, von der Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim bezogen.
Vor der Nutzung wurden die Primer in Aqua deion. geltst und auf eine Konzentration von 10 pmol/ul

eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Fur weitere Details s. Tabelle 7.
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3.6 Tierexperimentelle Arbeiten

3.6.1 Tierhaltung und -verwendung

Fur die Immunisierungs- bzw. Infektionsversuche wurden weibliche, ca. 8 Wochen alte BALB/c-
Méause (Fa. Harlan-Winkelmann, Borchen; Fa. Charles River Deutschland, Sulzfeld) verwendet. Die
Tiere wurden auf Sagespdaneinstreu in Typ Il Standardk&figen aus Makrolon gehalten, ad libitum mit
einem pelletierten, kommerziellen Alleinfuttermittel gefittert und Gber Flaschentrdnken mit Wasser
versorgt. Infizierte Tiere erhielten zusétzlich portionsweise halbfesten, sterilen Nahrungsbrei
(Kartoffeln, Karotte, Rindfleisch; Fa. Bebivita, Miinchen).

Um die Gewichtsentwicklung der Mé&use zu dokumentieren, wurden diese bei Ankunft und
anschlieBend alle sieben Tage gewogen. Die Wiegeintervalle verkurzten sich nach der Infektion der
Mause mit C. burnetii (s. Kap. 3.6.5.2) auf drei Tage.

3.6.2 Injektion der Mause

3.6.2.1 Subkutane Injektionen

Subkutane Injektionen zur Immunisierung der Méuse (s. Kap. 3.6.3.1 und 3.6.5.1) erfolgten lege artis
an der seitlichen Brustwand oder in einer Hautfalte im Nackenbereich mit einer Kantle der GroRe

10 x 0,5 mm. Das Injektionsvolumen betrug einheitlich 370 pl.

3.6.2.2 Intraperitoneale Injektionen

Die Kanile (0,45 x 23 mm) wurde seitlich der Medianen zwischen den beiden letzten Gesauge-
komplexen der fixierten Méuse etwa 0,5-1 cm tief eingestochen und der Spritzeninhalt in die Bauch-

hoéhle appliziert.

3.6.3 Uberprifung der Vertraglichkeit und Immunogenitat der acht rekombinanten

C. burnetii-Proteine im Tiermodell

3.6.3.1 Immunisierung

Die Méuse wurden nach dem Zufallsprinzip in zwei Gruppen (Adjuvansgruppen, s. Tabelle 8 und
Tabelle 9) mit je 14 Untergruppen a sechs Tiere eingeteilt. Nach der Eingewohnungsphase von
7 Tagen erfolgte die Immunisierung von funf Tieren jeder Gruppe durch zweimalige, im Abstand von
vierzehn Tagen durchgefihrte, subkutane Injektionen. Die Impflinge erhielten entweder Préparationen
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einzelner rekombinanter Proteine (20 pg Protein/Tier) oder Kombinationen aus diesen, wobei
entweder vier (80 ug Gesamtprotein/Tier) oder acht Proteinpraparationen (160 pg Gesamtprotein/Tier)
gemeinsam appliziert wurden (s. Tabelle 8 und Tabelle 9). Die fir die Injektion bestimmten Aliquots
der Einzelproteinpréparationen bzw. -kombinationen wurden jeweils entweder mit BAY R1005 oder
mit AI(OH); (Alu-Gel-S, s. Anhang) als Adjuvans versetzt. Als Kontrollen dienten Tiergruppen, die
entsprechend  adjuvantierte  Proteinpréparationen (40 ug Protein/Tier) des E. coli-Stammes
BL21(DE3; pET15b) bzw. BL21[DE3; pET24b(+)] (E. coli-Kontrollen), BAY R1005 bzw. Al(OH)3
ohne Proteinzusatz (Adjuvanskontrollen) oder 1 x PBS (Negativkontrolle) appliziert bekamen. Ein
Tier pro Gruppe wurde individuell gekennzeichnet und nicht immunisiert (Nicht-
Immunisierungskontrolle). Die Gruppeneinteilung und die applizierten Substanzen sind in Tabelle 8

und Tabelle 9 detailliert aufgefiihrt.

3.6.3.2 Narkose und Toétung der Mause

Die Mduse wurden durch die i. p. Verabreichung von 0,1 ml/10 g Kdrpergewicht einer Andsthetika-
kombination (1 ml Rompun®, 0,75 ml Ketavet®, NaCl ad 10 ml) narkotisiert. Die Tétung der Tiere

erfolgte in tiefer Betdubung (Ausfall des Cornealreflexes) durch Dekapitation.

3.6.3.3 Serumgewinnung bei der Maus

Die Serumgewinnung erfolgte 14 bis 16 Tage nach der Boosterung der Tiere durch Dekapitation. Das
Blut wurde in sterilen 1,5 ml-fassenden ReaktionsgefélRen aufgefangen und tiber Nacht bei 4 °C aufbe-
wahrt. Am néchsten Tag erfolgte die Serumgewinnung durch Zentrifugation (10.000 x g, 10 min, RT).
Die Seren wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

In Abhéngigkeit vom verwendeten Adjuvans konnten von den Mausen unterschiedliche Mengen an
Serum (BAY R1005: durchschnittlich 197 pl; AI(OH)3: durchschnittlich 185 ul) gewonnen werden.
Dies bedingte, dass fir die nachfolgenden Untersuchungen in der Al(OH)s-Adjuvansgruppe weniger
Probenmaterial zur Verfligung stand und somit nicht alle Tiere hinsichtlich jeden Parameters

charakterisiert werden konnten.
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3.6.4 Ermittlung der fur das Mausinfektionsmodell einzusetzenden infektidsen Dosis des

C. burnetii-lsolates

Die Mduse wurden nach dem Zufallsprinzip in sieben Gruppen a drei Tiere eingeteilt. Nach einer Ein-
gewohnungszeit von 5 Tagen erfolgte die i. p. Infektion von sechs der sieben Gruppen mit dem
C. burnetii-lsolat Nine Mile RSA493 (Phasengemisch) in unterschiedlichen Konzentrationen
(92x10%P., 6x10°P., 3x10°P., 1x10°P., 9,2x10°P. bzw. 92x10°P. je Tier; Volu-
men = 300 pl, s. Tabelle 10). Alle Mdause zeigten p.inf. eine fur C. burnetii-Infektionen typische
Symptomatik (gestraubtes Fell, aufgekrimmter Ricken, Bewegungsunlust und Gewichtsverlust),
wobei sich die Dauer und die Intensitat der Erkrankung als dosisabhangig erwies (s. Tabelle 10). Bei
Infektion mit 9,2 x 10° Partikeln pro Tier konnte die Erkrankung bereits einen Tag p. inf. festgestellt
werden. Die Tiere zeigten ein hochgradig gestortes Allgemeinbefinden sowie Gewichtsverluste von bis
zu 16 %. Erfolgte die Infektion lediglich mit 9,2 x 10° Partikeln pro Tier wiesen die Tiere erst drei
Tage p.inf. ein leicht bis mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden und Gewichtsverluste von
max. 12 % auf. Im Rahmen der Sektion (7 Tage p. inf.) war zudem bei allen infizierten Tieren eine
Spleno- und Hepatomegalie festzustellen (s. Tabelle 10). Des weiteren entwickelten die mit 9,2 x 10°
Partikel pro Tier i. p. infizierten Mé&usen eine Peritonitis mit Aszitesbildung (s. Tabelle 10).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die infektiose Dosis fir die Wirksamkeitspriifung mit den

rekombinanten C. burnetii-Proteinen als subunit-Vakzine auf 1,8 x 10° Partikel pro Tier festgelegt.

Tabelle 10:  Entwicklung dosisabhéngiger Symptome nach Infektion der M&use mit verschiedenen
Mengen des C. burnetii-Isolates Nine Mile RSA493.

Symptome
gestraubtes aufgekrimmter Spleno- und
infektiose Dosis™  Haarkleid Riicken Lethargie Hepatomegalie  Aszites

9,2 x 10° 4+ +++ 4+ +++ 4+

6 x 108 +++ +++ +++ +4++ -

3x 108 +++ +++ ++ +++ -

1x 108 +++ +4++ ++ +4++ -
9,2 x 10’ ++ +++ ++ +4++ -
9,2 x 10° ++ +4+ + +4+ -

Erlduterung: * Partikel (P.) des C. burnetii-Isolates Nine Mile RSA493; die Infektion erfolgte i. p.
- =nicht vorhanden ++ = mittelgradig
+ = geringgradig +++ = hochgradig
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3.6.5 Wirksamkeitsprufung mit den acht rekombinanten C. burnetii-Proteinen als subunit-

Vakzine im Mausinfektionsmodell

Die Wirksamkeitsprufung erfolgte in zwei voneinander unabh&ngigen Versuchsdurchfihrungen. Es

handelte sich bei diesen Untersuchungen um ein genehmigungspflichtiges Tierversuchsvorhaben.

3.6.5.1 Immunisierung

Die Mduse wurden jeweils nach dem Zufallsprinzip in sechs Gruppen a sechs Tiere eingestallt. Nach
einer siebentdagigen Eingewdhnungsphase erfolgte die Immunisierung von 30 Tieren (5 Gruppen a 6
Tiere, s. Tabelle 11) durch zwei, im Abstand von vierzehn Tagen durchgefiihrte, subkutane Injek-
tionen. Die Impflinge erhielten eine Kombinationspraparat bestehend aus den acht rekombinanten
Proteinen rOmp, rPmm, rHspB, rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ versetzt mit dem Adjuvans
BAY R1005 (s. Tabelle 11 und Abbildung 2). Als Kontrollen dienten Tiergruppen, die Proteinprapa-
rationen des E. coli-Stammes BL21(DE3 pET15b) bzw. BL21[DE3 pET24b(+)] ohne rekombinante
Proteine in einer Gesamtproteinmenge von 40 pg/Tier (E. coli-Kontrolle), BAY R1005 ohne
Proteinzusatz (Adjuvanskontrolle), Q-Vax™ (Vakzinierungskontrolle) oder 1 x PBS (Negativkontrolle)
appliziert bekamen. Darlber hinaus diente eine Gruppe, die weder immunisiert noch infiziert (ohne
Immunisierung/Infektion) wurde, wahrend des gesamten Versuchszeitraumes als Referenzgruppe.

Die Tiere erhielten die entsprechenden Proteinpraparationen bzw. die Kontrollsubstanzen in einem
einheitlichen Injektionsvolumen von 370 pl pro Tier. Lediglich die Mduse der Vakzinierungskontrolle
wurden nur einmalig mit 1 pg des Impfstoffes Q-Vax ', der in 0,5 ml physiologischer Kochsalzlésung
suspendiert vorlag, i. p. immunisiert (Waag, 1997; s. Kap. 3.1.5.1). Fur die zweite Versuchsdurch-
fuhrung wurden die Versuchsgruppen nach der Immunisierung anonymisiert, um eine unvorein-
genommene Erhebung der klinischen Befunde zu gewéhrleisten.

Die Infektion mit C. burnetii (s. Kap. 3.6.5.2 und Abbildung 2) erfolgte funfWochen nach der

Boosterung der Tiere.
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3.6.5.2 Infektion

Vor der Infektion erfolgte eine Kennzeichnung der Tiere, die eine individuelle Zuordnung der
erhobenen Befunde ermdglichte. Es wurden 30 der 36 Mé&use (5 Gruppen a 6 Tiere, s. Tabelle 11) mit
1,8 x 10® Partikeln des C. burnetii-Isolates Nine Mile RSA493 (Phasengemisch) i.p. infiziert
(s. Abbildung 2). Die mit C. burnetii-infizierten Tiere wurden wéhrend des Versuchszeitraumes in
einem aerosoldichten Isolator gehalten und téglich adspektorisch kontrolliert. Als Parameter fir die
Beurteilung des Gesundheitszustandes der Mause dienten das Aussehen des Haarkleides, die Haltung
des Rickens, die Aktivitat (bestimmt als Zeit bis zum Verlassen des Nestes nach Storung,
Bewegungsdrang bzw. -unlust, Verdnderungen im Bewegungsablauf) und ggf. sonstige
Auffalligkeiten. Die Schwere der Erkrankung bzw. die zur Beurteilung des Gesundheitszustandes
herangezogenen Parameter (s. Tabelle 12) wurden unabhéngig voneinander durch zwei Untersucher
bewertet. Die flr die einzelnen Tiere erhobenen Befunde wurden nach Beendigung des Versuches
gruppenweise zusammengefasst und einer von finf Beurteilungskategorien zugeordnet (s. Tabelle 12).
Dabei entsprach die Wertung "0" einem ungestérten Allgemeinbefinden, "2" einem geringgradig, "4"
einem mittelgradig und "6" einem hochgradig gestorten Allgemeinbefinden der Tiere. Die Beurteilung

"8" war fur Gruppen vorgesehen, bei denen Todesfalle auftraten; sie wurde nicht vergeben.

Tabelle 12: Bewertungsschlussel fur die Beurteilung des Krankheitsverlaufes bei C. burnetii-

infizierten Mausen.

Bewertung Kklinische Beurteilung Symptomatik*
ungestortes Allgemeinbefinden klinisch unauffallig
Abstehen des Haarkleides < (+)
leicht gestortes Allgemeinbefinden Aufwdlbung des Rickens -

Aktivitatsreduzierung -

Abstehen des Haarkleides + bis +(+)
mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden  Aufwdlbung des Rlckens (+) bis +(+)
Aktivitatsreduzierung (+) bis +(+)

Abstehen des Haarkleides > ++
hochgradig gestortes Allgemeinbefinden  Aufwdlbung des Riickens > ++
Aktivitatsreduzierung > ++

J B BN

Auftreten eines oder mehrerer

Tod Todesfélle in einer Gruppe

Erlauterung:  * Auftreten bei mind. 2/3 der Tiere einer Gruppe; Ausnahme: Todesféalle
- =nicht feststellbar +(+) = mittlere Auspragung
(+) = minimale Auspragung ++ =hochgradige Auspragung

+ = geringe Ausprégung
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Als weitere Parameter wurden die Inkubationszeit und die Dauer der Erkrankung erfasst. Die Schwere
der Symptomatik in Relation zum zeitlichen Verlauf diente zur Berechnung des ,,summierten

klinischen Index (sK1)“, der nach folgender Formel berechnet wurde:

Summe der téglichen Bewertung des Krankheitsverlaufes ab Tag 1 bis Tag 14 p. inf.

sKI =
14 Tage

Neben der tdglichen Adspektion der Tiere zur Beurteilung des Gesundheitszustandes wurden die
Méuse an jedem dritten Tag p. inf. gewogen, um den Verlauf der Gewichtsentwicklung zu doku-

mentieren.

3.6.5.3 Totung und Sektion der Tiere

Die To6tung (s. Kap. 3.6.3.2) und die anschlieBende Sektion der Tiere einer Gruppe erfolgte zu zwei
unterschiedlichen Versuchszeitpunkten: Drei von sechs M&usen wurden sieben Tage p. inf. und die
restlichen drei Tiere pro Gruppe an Tag 14 p. inf. der Versuchsauswertung zugefiihrt (Abbildung 2).
Dazu wurden den Tieren jeweils die Milz, Leber und Nieren entnommen und die einzelnen Organ-

gewichte unter sterilen Kautelen bestimmt. Beztiglich des weiteren VVorgehens s. Kapitel 3.2.3.2.

:Tag 4
o : /':V“\
1. Immunisierung 0
(s.c.)
/':V“\I
Booster 114 G
(s.c.) 160 pg Gesamtprotein

)]

[20 pg rOmp - rMucZ]

} ¥

Adjuvans
[BAY R1005]

/\F—-\

)]

/\F—-\

/':V“\I
Infektion*  $49 |
Totung (3 Mause) 456 - * C. burnetii-Isolat Nine Mile RSA493
) ) A7) (1,8 x 10° Partikel/Maus), i. p.
TOtung (3 Mause) 1'63 B # GlyCOleld

* weibliche BALB/c-Mause, 8 Wochen

Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung zur Uberpriifung der Wirksam-
keit der rekombinanten C. burnetii-Proteine als subunit-Vakzine (gultig fur beide

Versuchsdurchfiihrungen).
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3.7 Datenhaltung und Auswertung

3.7.1 Bearbeitung und Analyse der Sequenzierungsdaten

Das assembly der im Rahmen dieser Arbeit generierten Sequenzierungsdaten (s. Kap. 3.5.3) erfolgte
mit SeqMan (LASERGENE®, DNASTAR Ltd.). Die Analyse der resultierenden DNA-Sequenzen
wurde mit verschiedenen Programmodulen von LASERGENE® (EditSeq, MapDraw und MegAlign)
durchgefunhrt.

3.7.2 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und -auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk (LAN) der
Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-
Liebig-Universitdt Gielen. Die statistischen Auswertungen wurden unter Verwendung des
Statistikprogrammpaketes BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993) durchgefiihrt.

Zur statistischen Prifung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei den ann&hernd normal-
verteilten Merkmalen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D durchgefiihrt.
Bei signifikantem Resultat wurden die Gruppen anschliefend paarweise mit dem Student-Newman-
Keuls-Verfahren oder, falls nicht zulassig, mit dem Turkey-Verfahren verglichen (Sachs, 1992).

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau o = 0,05 zugrunde
gelegt, d. h. Ergebnisse mit p <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Signifikanz-

schwellen sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13:  Verwendete Signifikanzschwellen.

Signifikanz p-Wert Symbol
hoch signifikant p <0,001 faleka
signifikant 0,001<p<0,01 **
schwach signifikant 0,01 <p<0,05 *

nicht signifikant p> 0,05 n.s.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Sequenzierungsergebnisse fur die acht, die rekombinanten C. burnetii-

Proteine kodierenden Inserts

Aus Griinden der Ubersicht wurde zur graphischen Darstellung der Sequenzierungsergebnisse bzw. fiir
die Abgleiche mit den entsprechenden Datenbankeintragen auf die translatierten Nukleotidsequenzen

der rekombinanten C. burnetii-Proteine zurtickgegriffen.

411 coml

Der Abgleich der fiir das Insert des rekombinanten Plasmids pTR-14-B erhaltenden Nukleotidsequenz
mit dem entsprechenden Datenbankeintrag fur coml (Acc. No. Z11828) ergab eine Basendeletion an
Position 627. Die resultierende Verschiebung des Leserasters (s. Abbildung 3) bedingte einen vorzei-
tigen Translationsstopp an Aminosaureposition 226 des Fusionsproteins. Das Molekulargewicht des
entsprechenden Genproduktes wurde auf ca. 22,5 kDa geschatzt. Dieser Wert konnte in der SDS-

PAGE experimentell bestatigt werden (s. Kap. 4.2.3).

AS
COML(ACC.NO.Z11828) s e e e e e oo VKNRLTALFLAGTLTAGVAI AAP| 23
com1(pTR-14-B) HHHHHHSSGLVPRGSHMVKNRLTALFLAGTLTAGVAI AAP| 40
com1(Acc.N0.Z11828) SQFSFSPQQVKDI QS| VHHYLVNHPEVLVEAS QALQKKTE| 63
com1(pTR-14-B) SQFSFSPQQVKDI QS| VHHYLVNHPEVLVEAS QALQKKTE| 80
com1(Acc.N0.Z11828) AQQEEHAQQAI KENAKKLFNDPASPVAGNPHGNVTLVEFF| 103
com1(pTR-14-B) AQQEEHAQQAI KENAKKLFNDPASPVAGNPHGNVTLVEFF| 120
com1(Acc.N0.Z11828) DYQCGHCKAMNS VI QAI VKQNKNLRVVFKELPI FGGQS QY| 143
com1(pTR-14-B) DYQCGHCKAMNS VI QAI VKQNKNLRVVFKELPI FGGQSQY| 160
com1(Acc.N0.Z11828) AAKVSLAAAKQGKYYAFHDALLSVDGQLSEQI TLQTAEKV| 183
com1(pTR-14-B) AAKVSLAAAKQGKYYAFHDALLSVDGQLSEQI TLQTAEKV, 200
com1(Acc.N0.Z11828) GLNVAQLKKDMDNPAI QKQLRDNFQLAQSLQLAGTPTFVI] 223
com1(pTR-14-B) GLNVAQLKKTW I LLSKNNCVI TSN. LNRYS. QAPRRSSL 240

T

com1(Acc.N0.Z11828) GNKALTKFGFI PGATSQQNLQKEI DRVEK. 253
com1(pTR-14-B) VI KR. PNSVLYPJAPPHNKTFKKKSTG. KM. 270

4 = vorzeitiger Translationsstopp
Abbildung 3:  Alignment von Omp.

Aminosduren, die denen des Datenbankeintrages entsprechen, sind umrandet. Die Position
des vorzeitigen Translationsstops ist markiert (1). Die unterstrichenen Aminosduren am
N-Terminus stellen die Linkersequenz des pET15b-Vektors bzw. das His-tag dar.

coml (Acc. No. Z11828) = translatierter Datenbankeintrag

coml (p-TR-14-B) = translatiertes Sequenzierungsergebnis fiir rOmp
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4.1.2 algC

Das Insert algC auf dem rekombinanten Plasmid p-TR-17-G hat eine Lange von 1.371 Basenpaaren.
Die flr dieses Insert ermittelten Sequenzierungsfiles wurden mit der in der Datenbank unter der
Acc. No. X79075 gefuihrten Nukleotidsequenz (orf456, Synonym fir algC) verglichen. Dabei konnte
bei bp 372 ein Basenaustausch ermittelt werden, der eine stille Mutation bedingte (s. Abbildung 4). Im
Gegensatz dazu fuhrten weitere Basenaustausche zu Mutationen der Aminosdauresequenz an Position
17 und 333 des Fusionsproteins (V17M, G333E).

AS
algC(Acc.No.X79075) - - - - - - - oo - oo - PATLFRAYDI RGPVTSEALTPGL| 24
algC(pTR-17-G) HHHHHHSSGLVPRGSHMPATLFRAYDI RGPVTSEALTPGL| 40

*
algC(Acc.No.X79075) AYAVGLSI GSEAREQGQKAI VVGRDGRLSGPKLTAALI QG| 64
algC(pTR-17-G) AYAVGLSI GSEAREQGQKAI VVGRDGRLSGPKLTAALI QG| 80
algC(Acc.No.X79075) LCETGLAVLNVGLVPTPLVYFATNRLETNSGVMVTASHNP| 104
algC(pTR-17-G) LCETGLAVLNVGLVPTPLVYFATNRLETNSGVMVTASHNP| 120
algC(Acc.No.X79075) GHHNGFKI VLNGKTLRSEEI ATI RTRI LERRFVKGHGAVYV| 144
algC(pTR-17-G) GHHNGFKI VLNGKTLRSEEI ATI RTRI LERRFVKGHGAVYV] 160
algC(Acc.No.X79075) DVDI | EDYESYI TKHI QLDRPLKVVVDCGNGI AGKVAPAL| 184
algC(pTR-17-G) DVDI I EDYESYI TKHI QLDRPLKVVVDCGNGI AGKVAPAL| 200
algC(Acc.No.X79075) YRKLGCEVVELFCEVDGHFPNHHPDPTI PANLTDLI HKVK] 224
algC(pTR-17-G) YRKLGCEVVELFCEVDGHFPNHHPDPTIPANLTDLI HKVK] 240
algC(Acc.No.X79075) ETQADLGLAFDGDADRLGI VTDKGEI |l WPDRQMMLFS MDV| 254
algC(pTR-17-G) ETOADLGLAFDGDADRLGI VTDKGEI | WPDRQMML FS MDV] 280
algC(Acc.No.X79075) LSRLPGSDI VFDVKCSRSLAEI | KKYGGNPVMWRTGHSI L| 204
algC(pTR-17-G) LSRLPGSDI VFDVKCSRSLAEI | KKYGGNPVMWRTGHSI L| 320
algC(Acc.No.X79075) KAKLFEI GAPLAGEMSGHI FFKDEWFGFDDGI YVGARLLR| 334
algC(pTR-17-G) KAKLFEI GAPLAEEMSGHI FFKDEWFGFDDGI YVGARLLR| 360
*

algC(Acc.No.X79075) I | SQTNQRTSEI FAELPDSVNTPELKLPMTEEKKQPFMQA| 374
algC(pTR-17-G) I |l SOTNQRTSEIFAELPDSVNTPELKLPMTEEKKQPFMOQA| 400
algC(Acc.No.X79075) LLKKADFGNAKLI TI DGLRVEFEDGWGLI RPSNTSPYLI L| 414
algC(pTR-17-G) LLKKADFGNAKLI TI DGLRVEFEDGWGLI RPSNTSPYLI LJ 440
algC(Acc.No.X79075) RFEADTEEKLKRI QEI FRTQLRMI DNALELPF,| 447
algC(pTR-17-G) RFEADTEEKLKRI QEI FRTOQLRMI DNALELPEF| 473

* = Aminosaureausstausch

Abbildung 4:  Alignment von Pmm.

Aminosduren, die mit denen des Datenbankeintrages Ubereinstimmen, sind umrandet. Die
unterstrichenen Aminosauren am N-Terminus stellen die Linkersequenz des pET15b-Vektors
bzw. das His-tag dar.

algC (Acc. No.X79075) = translatierter Datenbankeintrag

algC (p-TR-14-G) = translatiertes Sequenzierungsergebnis fur rPmm



Ergebnisse 48

413 htpB

Das rekombinante Plasmid pTR-25 tragt das 1.659 Basenpaar groRe Insert htpB. Der Abgleich der
nach Sequenzierung vorliegenden Daten mit dem Datenbankeintrag fur groEL (Acc. No. M20482)

ergab eine vollstandige Ubereinstimmung beider Sequenzen.

4.1.4 fbp

Die fir das 621 Basenpaar groRe Insert fop des rekombinanten Plasmids pHIT-V C8 ermittelten
Sequenzierungsergebnisse wurden mit dem Datenbankeintrag fiir fop (Acc. No. X75356) verglichen.
Es konnten keine Mutationen festgestellt werden.
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4.1.5 orf410

Orf410 des rekombinanten Plasmids pHIT-V C1 weist eine Lange von 1.233 Basenpaaren auf. Beim

Abgleich der Sequenzierungsfiles mit dem fir orf410 vorhandenen Datenbankeintrag (Acc. No.

X75356) wurden zwei
STOP411N; s. Abbildung 5).

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

orf410(Acc.No.X75356)
orf410(pHIT-V C1)

MEPLMKTVPLALFDSI ENI TAGNDYSYLKGI YDLDDI KI A
MEPLMKTVPLALFDSI ENI TAGNDYSYLKGI YDLDDI KI A

TKFLKSYKGSQGTFNSYRREI ERLI HWCALI TNKSLKALK
TKFLKSYKGSQGTFENSYRREI ERLI HWCALI TNKSLKALK

RDDI ENFI YFCKKPPKTWI GETKPPRFI | KDGVRI PNP KW
RDDI ENFI YFCKKPPKTWI GETKPPRFI I KDGVRI PNP KW

RPFI VKLSKI ERRKGMDLDKNNFELSHGSLRESFAILSSF
RPFI VKLSKI ERRKGMDLDKNNFELSHGSLRESFAILSSF

FNYLLQEEYVDVNPVALI RQKSQFI RKTQGQPKI RRLSEL
FNYLLQEEYVDVNPVALI ROKSQFI RKTQGQPKI RRLSEL

QWQYVI KSAKSLAEQDPDI YERTLFI MSALYSMYLRI SEL
QWOYVI KSAKSLAEQDPDI YERTLFI MSALYSMYLRI SEL

AATERWEPRMNHFHRDGDGSWWF I TVGKGNKERQI AVSNA
AATERWEPRMNHFHRDGDGSWWF I TVGKGNKERQI AVSNA

ML KALKRWRKHLGLTSLPSPADQSPLLPKNKGRGPI KSTN
ML KALKRWRKHLGLTSLPSPADQSPLLPKNKGRGPI KSTN

YI RNI VQYCFDRAI DQLDQDGFSEEAEALNEATVHWLRHT
YI RNI VOYCFDRAI DOLDODGFSEEAEALNEATVHWLRHT

Gl SDDVKI RPREHVRDDAGHSSSAI TDRYI DI ELRERHQS
Gl SDDVKI RPREHVRDDAGHSSSAI TDRYI DI ELRERHQS

ARKKTISDEP.
ARKKTI SDE[EN/SSSVDKLAAALEHHHHHH
*k

* = Aminosaureausstausch

Abbildung 5:  Alignment von Orf410.

Aminosauren,

die denen des Datenbankeintrages entsprechen, sind umrandet.

Mutation ermittelt, die Aminosdureaustausche implizierten (D410E;

AS
40
40

80
80

120
120

160
160

200
200

240
240

280
280

320
320

360
360

400
400

411
429

Die

unterstrichenen Aminosduren am C-Terminus stellen die Linkersequenz des pET24b(+)-
Vektors bzw. das His-tag dar.
orf410 (Acc. No. X75356) = translatierter Datenbankeintrag

orf410 (pHIT-V C1)

= translatieres Sequenzierungsergebnis fur rOrf410
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4.1.6 crc

Das Insert crc in dem rekombinanten Plasmid pHIT-V C4 hat eine L&nge von 780 Basenpaaren. Der

fir einen Vergleich mit den Sequenzierungsfiles dienende Datenbankeintrag trug die Acc. No.
AE016960 (Basenpaar 263.915 - 264.694). Zwei Basenpaaraustausche, die jeweils eine Mutation in
der Aminoséuresequenz bedingten (D259E, STOP260N; s. Abbildung 6), wurden festgestellt.

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

xth(Acc.No.AE016960)
xth(pHIT-V C4)

MRI I TLNLNGI RAAARRGFFDWLKRQKADI VCLQETKACL
MRI I TLNLNGI RAAARRGFFDWLKRQKADI VCLQETKACL

El TNGDQFHPKGYHCYYHDAEKSGYSGVGI YCREKPDRVT
EIl TNGDQFHPKGYHCYYHDAEKSGYSGVGI YCREKPDRVT

TRLGWEHADKEGRYI QADFGSLSVASLYMPSGTTGEHRQK
TRLGWEHADKEGRYI QADFGSLSVASLYMPSGTTGEHRQK

| KFDFMDRYMKRLKNI VHSKRSFI I CGDWNI VHKEI DI KN
| KFDFMDRYMKRL KNI VHSKRSFI I CGDWNI VHKEI DI KN

FKSNQKYSGCLPEERAWLDEVFTKVGLVDAFRVVNQKPDQ
FKSNOKYSGCLPEERAWLDEVFTKVGLVDAFRVVNQKPDQ

YTWWSSRGRAWEKNVGWRI DYQVI TSDLKNSVKSERI YKD
YTWWSSRGRAWEKNVGWRI DYQVI TSDLKNSVKSERI YKD

KRFSDHAPLI I DYEREI S|D

KREFSDHAPLI I DYEREI S[EN[SSSVDKLAAALEHHHHHH

*k
* = Aminosaureausstausch

Abbildung 6:  Alignment von Crc.

AS
40
40

80
80

120
120

160
160

200
200

240
240

260
278

Aminoséuren, die denen des Datenbankeintrages glichen, sind umrandet. Die unterstrichenen
Aminosauren am C-Terminus stellen die Linkersequenz des pET24b(+)-Vektors bzw. das

His-tag dar.

crc (Acc. No. AE016960) = translatierter Datenbankeintrag

crc (pHIT-V C4)

= translatiertes Sequenzierngsergebnis fur rCrc
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4.1.7 mip

Die flr das 693 Basenpaar groRe Insert mip des rekombinanten Plasmids pHIT-V C5 ermittelten Se-
quenzierungsdaten wurden mit dem Datenbankeintrag fur mip (Acc. No. U14170) verglichen. Es
konnten insgesamt drei Punktmutationen nachgewiesen werden, die zwei Aminosdureaustausche
bedingten (H93Y; STOP231N; s. Abbildung 7). Zusatzlich wurde in der translatierten Sequenz an
Position 167 ein Aminosdureaustausch (N167Q) festgestellt, der durch eine Insertion eines
Tyrosinrestes bedingt war. Die Korrektur des daraus resultierenden frameshifts erfolgte bereits 3 bp

spater durch die Deletion eines Tyrosinrestes.

AS
mip(Acc.No.U14170) MKRLI LPFLSVGLLLGTTAHAATPLKTEQDKLSYSMGVMT| 40
mip(pHIT-V C5) MKRLI LPFLSVGLLLGTTAHAATPLKTEQDKLSYSMGVMT| 40
mip(Acc.No.U14170) GKAFRKHDI KI DPQTFSMGLSDAYLGKETQMTEAEMRQTL| 80
mip(pHIT-V C5) GKAFRKHDI KI DPQTFSMGLSDAYLGKETQMTEAEMRQTL| 80
mip(Acc.No.U14170) QQFEKQSLQKMQHKMKQTAQQNAEKSRAFLTANKNKPGVK| 120
mip(pHIT-V C5) QOFEKQSLQKMQYKMKQTAQONAEKSRAFLTANKNKPGVK] 120

*
mip(Acc.No.U14170) TLANGLQYKVLQAGQGQSPTLNDEVTVNYEGRLI NGTVFD| 160
mip(pHIT-V C5) TLANGLQYKVLQAGQGQSPTLNDEVTVNYEGRLI NGTVFD| 160
mip(Acc.No.U14170) SSYKRGNPATFPLKSVI KGWQEALTRMKP GAI WEI YVPPQ| 200
mip(pHIT-V C5) SSYKRGQPATFPLKSVI KGWQEALTRMKP GAI WEI YVPPQ] 200
*
mip(Acc.No.U14170) LAYGEQGAPGVI GPNEALI FKVNLI SVKKK,. 231
mip(pHIT-V C5) LAYGEQGAPGVI GPNEALI FKVNLI SVKKKNSSSVDKLAA 240
*

mip(Acc.No0.U14170)
mip(pHIT-V C5) ALEHHHHHH 249

% = Aminosaureausstausch

Abbildung 7:  Alignment von CbMip.

Aminoséduren, die mit denen des Datenbankeintrages ubereinstimmten, sind umrandet. Die
unterstrichenen Aminosauren des C-Terminus stellen die Linkersequenz des pET24b(+)-
Vektors bzw. das His-tag dar.

mip (Acc. No. U14170) = translatierter Datenbankeintrag

mip (pHIT-V C5) = translatiertes Sequenzierungsergebnis fir rCbMip
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4.1.8 mucZ

Das Insert mucZ des rekombinanten Plasmids pHIT-V C6 weist eine Lange von 813 Basenpaaren auf.

Der Abgleich der Sequenzierungsdaten mit dem entsprechenden Datenbankeintrag (Acc. No. L42518)

von mucZ ergab vier Basenaustausche. Zwei davon erwiesen sich als still (s. Abbildung 8). Die

Punktmutationen an Position 811 und 813 betrafen ein Codon und bedingten somit nur einen
Aminosdureaustausch (STOP271N).

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

mucZ(Acc.No.L42518)
mucZ(pHIT-V C6)

MNWI GKLI GMMLGFI LAGPI GLI | GLFI GHVVFDQGRFRQ
MNWI GKLI GMMLGFI LAGPI GLI I GLFI GHVVFDQGRFRQ

WFQTTASARSQPSKI QEVFENTTFRVMGFVAKADGRVSEN
WEFQTTASARSQPSKI QEVFENTTFRVMGFVAKADGRVSEN

El RQOARQVMQQMNLDDS MKREAI RLFTEGKQPNFNLDESL
EI ROARQVMOQOMNLDDS MKREAI RLFTEGKQPNFNLDESL

NELRQACVFQPALLRVFLEI QI QMASADGQGLSGQKRQVL
NELRQACVFQPALLRVFLEI QI QMASADGQGLSGQKRQVL

QTI CRRLEVFGFDYNQFEQRFRAEQNYQRYQQRATQDPRA
OTI CRRLEVFGFDYNQFEQRFRAEQNYQRYQQRATQDPRA

YLNDAYKVLGLTSAATDSEI KKSYRRLMSQHHP DKL MAKG
YLNDAYKVLGLTSAATDSEI KKSYRRLMSQHHP DKL MAKG

LPPEMMKMATQKTQQI KKAYEQI RKVRS M.
LPPEMMKMATQKTQQI KKAYEQI RKVRS MVINS SSVDKLAA

ALEHHHHHH

% = Aminosaureausstausch

Abbildung 8:  Alignment von MucZ.

Aminosauren,

die denen des Datenbankeintrages entsprachen, sind umrandet.

AS
40
40

80
80

120
120

160
160

200
200

240
240

271
280

289

Die

unterstrichenen Aminoséduren am C-Terminus stellen die Linkersequenz des pET24b(+)-
Vektors bzw. das His-tag dar.
mucZ (Acc. No. U42518) = translatierter Datenbankeintrag

mucZ (pHIT-V C6)

= translatiertes Sequenzierungsergebnis fur rMucZ
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4.2 Herstellung der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine

4.2.1 Expression der Histidin-markierten Fusionsproteine

Durch den Zusatz von IPTG zu einer in der logarithmischen Wachstumsphase befindlichen Kultur der
E. coli-Klone, die die acht rekombinanten Plasmide (vergl. Kap. 3.1.3) trugen, konnte die Expression
der Fusionsproteine (rOmp, rPmm, rHspB, rFbp, rOrf410, rCrc, rCbMip bzw. rMucZ) induziert
werden. Die zur Isolierung der Fusionsproteine notwendige His-tag kodierende Sequenz befand sich
beim Expressionsvektor pET15b upstream der Zielgene omp, algC, htpB und fbp. Durch Verwendung
des Vektors pET24b(+) erfolgte bei den Genprodukten rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ die
Expression eines C-terminalen Histidin-Ankers.

Der Induktionserfolg lieR sich anhand von vor IPTG-Zugabe bzw. nach Beendigung der
Proteininduktion entnommenen und mittels SDS-PAGE analysierter Proben verfolgen. Speziell die
Expression der Fusionsproteine rOmp und rPmm bereitete zu Beginn der Untersuchungen
Schwierigkeiten und war erst nach einem Wechsel der E. coli-Klone mdglich (Daten nicht gezeigt).
Der prozentuale Anteil der rekombinanten C. burnetii-Proteine am Gesamtproteingehalt betrug nach
Abschéatzung in der SDS-PAGE zwischen 10 % und 20 %. Dieser Anteil lieR sich durch die Verwen-

dung von nicht-autoklaviertem LB-Medium verdoppeln.

422 Affinitatschromatographische Aufreinigung der acht rekombinanten Fusionsproteine

Durch die affinitdtschromatographische Aufreinigung der rekombinanten C. burnetii-Proteine (vergl.
Kap. 3.3.1) lieBen sich Proteinkonzentrationen von ca. 0,3 mg/ml (rHspB) bis ca. 14,3 mg/ml
(rOrf410) gewinnen. Daher bedurfte es teilweise Wiederholungen der Affinitdtschromatographie, um
die bendtigte Proteinmenge von ca. 4 mg je rekombinantem Fusionsprotein bzw. der E. coli-
Kontrollproteine zu gewinnen. Letztlich lagen zur weiteren Verwendung 3,7 mg rOmp, 4,7 mg rPmm,
7,1 mg rHspB, 7,3 mg rFbp, 6,9 mg rOrf410, 14,3 mg rCrc, 5,5 mg rCbMip, 4,2 mg rMucZ sowie
4,7 mg BL21(DE3; pET15b)- und 4,0 mg BL21[DE3; pET24b(+)]-Protein vor.
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4.2.3 Nachweis und Charakterisierung der Fusionsproteine mittels SDS-PAGE und
Westernblot

Obwohl fir alle acht rekombinanten Fusionsproteine eine induzierbare Expression mittels SDS-PAGE
und Westernblot nachgewiesen werden konnte, war die Reinheit der Fusionsproteine nach der
affinitatschromatographischen Aufreinigung sehr unterschiedlich (s. Abbildung 9; z. B. rOmp, rCrc).
Der durchschnittliche Reinheitsgrad wurde anhand der SDS-PAGE auf ca. 40 % geschatzt.

Bei Betrachtung der einzelnen Fusionsproteine fiel auf, dass rOmp ein mit ca. 23 kDa (inkl. His-tag)
im Vergleich zu vorhandenen Literaturangaben (Hendrix, 1993) zu geringes Molekulargewicht
aufwies (s. Abbildung 9; Spur 1). Dies war durch einen vorzeitigen Translationsstop infolge eines
frameshifts (s. Kap. 4.1.1) bedingt. Daneben waren weitere, deutliche Proteinbanden bei ca. 50 kDa
und 60 kDa zu erkennbar (s. Abbildung 9; Spur 1). Im Westernblotverfahren erwiesen sich jedoch nur
ein ca. 23 kDa und ca. 30 kDa groRes Protein in der Lage, das Ni**-NTA-Peroxidasekonjugat zu
binden (s. Abbildung 10; Spur 1).

Die Bande des Fusionsproteins rPmm war bei ca. 46 kDa neben mehreren kleinen Proteinbanden
(45 kDa, 25 kDa, 20 kDa) sowohl in der SDS-PAGE als auch im Westernblot deutlich zu erkennen
(s. Abbildung 9/Abbildung 10; jeweils Spur 2). Da die kleineren Banden ebenfalls das Ni**-NTA-
Konjugat banden, wurde auf das Vorhandensein von unvollstandigen Translationsprodukten in der
Préaparation geschlossen.

Auch fur rHspB konnten neben einer dominanten Proteinbande der erwarteten GroRe (62 kDa)
mehrere Kkleinere Translationsprodukte nach Coomassie Brilliant Blau-Farbung bzw. Detektion mittels
His-tag dargestellt werden (s. Abbildung 9/Abbildung 10; jeweils Spur 3).

Fur rFbp und Orf410 konnten die rechnerisch ermittelten Molekulargewichte (20 kDa bzw. 42 kDa)
experimentell bestatigt werden. Zudem waren weitere Proteinbanden nur in geringem Umfang
feststellbar (s. Abbildung 9/Abbildung 10; jeweils Spur 4 bzw. Spur 6).

Das Fusionsprotein rCrc wies in Ubereinstimmung mit den Sequenzierungsdaten (s. Kap. 4.1.6) in der
SDS-PAGE eine Grolie von ca. 26 kDa auf (s. Abbildung 9; Spur 7). Mittels Westernblotting wurde
neben rCrc eine weitere Proteinbande bei ca. 20 kDa detektiert (s. Abbildung 10; Spur 7).

Fur rCbMip konnte eine Grol3e von 23,5 kDa bestimmt werden (s. Abbildung 9; Spur 8). Neben dem
eigentlichen rCbMip waren allerdings weitere Proteinbanden unterschiedlicher GroRRe darstellbar. Im
Westernblot erwies sich-in Ergdnzung zu rCbMip -eine dieser zusatzlichen Proteinbanden
(16,5 kDa) als His-tag tragend (s. Abbildung 10; Spur 8).

Fir rMucZ konnte in der SDS-PAGE in Ubereinstimmung mit den Sequenzierungsdaten
(s. Kap. 4.1.8) eine Grole von ca. 30 kDa festgestellt werden (s. Abbildung 9; Spur 9). Zusétzlich

farbte sich eine weitere Proteinbande bei ca. 45 kDa mit Coomassie Brilliant Blau an. Das
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Westernblotverfahren bestétigte das Molekulargewicht fiir rMucZ, wéhrend das 45 kDa grolRe Protein
das Ni**-NTA-Peroxidasekonjugat nicht band (s. Abbildung 10; Spur 9).

[kDa]
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83
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32,5
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16,5

Abbildung 9:
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<+ rOrf410

< "MucZz
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35 rCbMip/rOmp
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SDS-PAGE von gereinigten Fusionsproteinen und den dazugehoérigen Kontrollen.

Die durch Affinitatschromatographie aufgereinigten Fusionsproteine wurden in der SDS-
PAGE elektrophoretisch entsprechend ihren Molekulargewichten aufgetrennt. Als Kontrollen
fur die in den Proteinaufreinigungen noch enthaltenen E. coli-Proteine dienten entsprechende
Préparationen von mit den Vektoren pET15b bzw. pET24b(+) transformierten E. coli-
BL21(DE3).
Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
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rPmm

rHspB

rFbp

BL21(DES3, pET15b)
Prestained Protein Marker

Spur 6:
Spur 7:
Spur 8:
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Abbildung 10: Westernblot der aufgereinigten Proteinpréparationen und der dazugehorigen
Kontrollen.
Nach der SDS-PAGE (s. Abbildung 9) wurden die aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose

geblottet. Die Entwicklung des Westernblots erfolgte mit Ni*-NTA-HRP Konjugat und
Chloronaphtol.

Spur 1: romp Spur 6: rorf410
Spur 2: rPmm Spur 7: rCrc
Spur 3: rHspB Spur 8: rCbMip
Spur 4. rFbp Spur 9: rMucZ
Spur 5: BL21(DE3, pET15b) Spur 10:  BL21[DES3, pET24b(+)]
M: Prestained Protein Marker
4.3 Uberprifung der Vertraglichkeit und Immunogenitat der acht

rekombinanten C. burnetii-Proteine

Um die acht rekombinanten C. burnetii-Proteine auf ihre Eignung als Antigene einer subunit-Vakzine
zu testen, wurden BALB/c-Méuse mit diesen immunisiert und die Vertrdglichkeit sowie die

Immunogenitat der acht rekombinanten Fusionsproteine beurteilt.

4.3.1 Vertraglichkeit der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine

Die Méuse zeigten uber den gesamten Versuchszeitraum keine Verhaltensauffélligkeiten; Futter- und
Trénkeaufnahme waren unverandert. Die wochentlichen Gewichtskontrollen ergaben, dass die Tiere
der AIl(OH)s-Adjuvansgruppe (ber den gesamten Versuchzeitraum kontinuierlich an Gewicht
zunahmen, wéhrend bei den Mausen der BAY R1005-Gruppe eine stetige Gewichtszunahme erst ab

dem 14. Versuchstag (Boosterung) zu verzeichnen war (Daten nicht gezeigt).
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Bedingt durch die Immunisierungen traten lokale Impfreaktionen in Form erbsen- bis kirschkerngrol3er
Schwellungen, Rétungen und teilweisen Fellverlusten bei den Versuchstieren beider Adjuvansgruppen
auf. Entsprechend waren Abkapselungen und Abszessbildungen bei 58 % der Tiere der Al(OH)s-
Gruppe und 29 % der Tiere der BAY R1005-Adjuvansgruppe zu verzeichnen. Dabei wiesen die M&use
der Al(OH)s-Adjuvansgruppe im Vergleich zu den Tieren der BAY R1005-Adjuvansgruppe deutlich
groRere Umfangsvermehrungen auf. Unabhangig vom verwendeten Adjuvans traten bei Mausen, die
mit Proteinkombinationen immunisiert worden waren (vergl. Kap. 3.6.3.1), deutlich haufiger (77 %)
lokale Impfreaktionen auf als bei Tieren, die mit Préparationen einzelner Proteine geimpft worden
waren (25 %).

In der Sektion wiesen die Untergruppen der AI(OH);-Adjuvansgruppe, die verschiedene
Kombinationen von C. burnetii-Proteinen erhalten hatten, erhdhte Milzgewichte (bis zu + 65 %) im

Vergleich zu den ubrigen Tieren auf.

43.2 Immunogenitat der acht rekombinanten Fusionsproteine

4321 Nachweis der Serokonversion durch Immunisierung von Mausen mit einzelnen

rekombinanten C. burnetii-Proteinen

Die Seren der immunisierten Méause (vergl. Kap. 3.6.3.1, Tabelle 8, Tabelle 9) wurden im
Immunoblot unter Verwendung der rekombinanten C. burnetii-Proteine als homologe Antigene auf das
Vorhandensein spezifischer Antikorper untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Applikation
von einzelnen Proteinpraparationen in Verbindung mit AI(OH); die Bildung von Antikdérpern gegen
romp, rHspB, rOrf410, rCbMip und rMucZ induzierte (s. Abbildung 11A; Spuren 1, 3, 6, 8 und 9).
Neben den Banden der Fusionsproteine wurden in den Spuren 3, 6 und 8 (rHspB, rOrf410, rCbMip)
zusétzliche, Kkleinere Proteinbanden durch die polyklonalen M&useseren detektiert. Da die
Molekulargewichte dieser Banden nicht denen der E. coli-Kontrollproteine entsprachen, wurde auf das
Vorhandensein von unvollstandigen Translationsprodukten in den Praparationen geschlossen, die im
Rahmen der Immunisierungen ebenfalls eine humorale Immunantwort induzierten.

Die Applikation der Fusionsproteine rPmm, rFbp und rCrc rief keine humorale Immunantwort hervor
(s. Abbildung 11A; Spuren 2, 4 und 7).

Die Immunisierung der Tiere mit den rekombinanten Proteinprdparationen in Verbindung mit
BAY R1005 als Adjuvans induzierte ebenfalls eine humorale Immunantwort gegen rOmp, rHspB,
rOrf410 und rCbMip (s. Abbildung 11B; Spuren 1, 3, 6 und 8). Darlber hinaus war es in dieser
Adjuvansgruppe maoglich, eine Antikdrperproduktion durch die Verimpfung des Fusionsproteins rFbp

auszuloésen (s. Abbildung 11B, Spur 4). Erneut wurden neben den eigentlichen Fusionsproteinen in
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den Spuren 3, 6 und 8 unvollstandige Translationsprodukte der jeweiligen rekombinanten C. burnetii-
Proteine durch die entsprechenden polyklonalen Méauseseren detektiert.

Eine humorale Immunantwort gegen rPmm, rCrc und rMucZ war indessen nicht nachweisbar
(s. Abbildung 11B; Spuren 2, 7 und 9).

In den Mauseseren, die durch Verimpfung der E. coli-Kontrollproteine gewonnen worden waren,
konnten z. T. Antikorper nachgewiesen werden, die mit den Vektorproteinen reagierten (s. Abbildung
11A + B, Spuren 5 und 10). Die entsprechenden, schwach erkennbaren Banden waren ein Hinweis
dafir, dass nur eine geringradige Antikorperantwort auf die E. coli-Proteine erfolgte. Die Verwendung
von BSA als Antigen im Immunoblot diente zudem dem Ausschluss unspezifischer Reaktionen der

polyklonalen Mé&useseren mit proteinergen Antigenen (s. Abbildung 11A + B, Spur 11).

[kDa] M 12 3456 7 8 91011

[kDa] M 123 45678091011

175 | A o B R |
175 ,'
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62 ]
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32,5 <— rMucZ 32,5
25 X 25 )
—~— «— rCbMip - - <— rCbMip
- le—romp - <«—rOmp
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\
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Abbildung 11: Immunoblots mit Praparationen einzelner rekombinanter C. burnetii-Proteine

entwickelt mit murinen Seren, die ca. 14 Tage nach Immunisierung gewonnen

wurden.

Blots der préparierten, rekombinanten Proteine wurden unter Verwendung von Seren
entwickelt, die durch Immunisierung von Mausen mit einzelnen rekombinanten
Fusionsproteinen zusammen mit Al(OH); (A) bzw. BAY R1005 (B) als Adjuvans gewonnen

worden waren. Als Antigene flr den Immunoblot wurden verwendet:

Spur 1: romp Spur 6:  rOrf410

Spur 2: rPmm Spur7:  rCrc

Spur 3: rHspB Spur8:  rCbMip

Spur 4: rFbp Spur9:  rMucZ

Spur 5: BL21(DE3, pET15b) Spur 10: BL21[DE3, pET24b(+)]
M: Prestained Protein Marker Spur 11: BSA
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4322 Nachweis der Serokonversion nach Immunisierung von Mausen mit Kombinationen

unterschiedlicher rekombinanter C. burnetii-Proteine

Die Verimpfung der rekombinanten Proteinkombination rOmp, rPmm, rHspB und rFbp (s. Abbildung
12A, Spuren 1 -4) in Verbindung mit AI(OH); als Adjuvans (vergl. Kap. 3.6.3) induzierte eine
humorale Immunantwort lediglich gegen rOmp und rHspB. Zudem waren in Spur 3 (rHspB) erneut
mehrere Banden mit geringeren Molekulargewichten nachweisbar, die als unvollstandige Translations-
produkte des rekombinanten Fusionsproteins rHspB angesehen wurden (s. auch Kap. 4.2.3).

Indessen konnte keine Antikdrperbildung gegen rPmm und rFbp ausgeldst werden. Bei den im Blot
erkennbaren Banden (s. Abbildung 12A, Spur 2 [rPmm], Spur 4 [rFbp]) handelte es sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit um E. coli-Proteine, da die Spur der E. coli-Kontrollpraparation (Spur 5) ein

vergleichbares Bandenmuster aufwies.

Die kombinierte Verimpfung von rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ (s. Abbildung 12B, Spuren 7-10)
Ioste bei allen Tieren der AI(OH)s-Adjuvansgruppe eine Antikorperbildung gegen rOrf410 und
rCbMip aus. Neben den Banden der rekombinanten Fusionsproteine wurden erneut (s. Kap. 4.3.2.1)
unvolistandige Translationsprodukte mit Molekulargewichten von ca.41kDa und 29 kDa
(s. Abbildung 12B, Spur 7) bzw. etwa 20 kDa (Spur 9) durch die polyklonalen Seren detektiert.

Die Applikation der o. g. rekombinanten Proteinkombination induzierte allerdings keine humorale
Immunantwort gegen rCrc und rMucZ. In den Méauseseren, die durch Verimpfung mit den E. coli-
Proteinen gewonnen worden waren, konnten zudem Antikérper nachgewiesen werden, die spezifisch
mit den Vektorproteinen reagierten (s. Abbildung 12A + B, Spuren 5 und 11). Das Auftreten ent-
sprechender Banden in den Spuren 2 (rPmm), 4 (rFbp) und 10 (rMucZ) wies darauf hin, dass die

Préparationen der rekombinanten Proteine zusétzliche, E. coli-spezifische Proteine enthielten.

Nach Immunisierung der Tiere mit rOmp, rPmm, rHspB, rFbp und BAY R1005 als Adjuvans erwiesen
sich nicht nur rOmp und rHspB als immunogen, sondern auch rFbp. Auffallig war allerdings, dass die
Anzahl der rFbp-positiven Reagenten pro Gruppe von 100 % nach alleiniger Applikation des
rekombinanten Proteins auf 25 % nach kombinierter Verimpfung der Proteine sank (s. Tabelle 14).
Dariiber hinaus detektierten die polyklonalen Mauseseren weitere, Kkleinere Proteinbanden
(s. Abbildung 12C, Spur 3 [rHspB]), bei denen es sich erneut um unvollstandige Translationsprodukte
des Fusionsproteins rHspB handeln dirfte (s. Kap. 4.2.3, Abbildung 10, Spur 3).

Bei der Verimpfung der o. g. Proteinkombination erwies sich lediglich rPmm als nicht immunogen. In
der rOmp-Antigenpréparation (Spur 1) war zudem auffallig, dass eine ca. 6 kDa groRRe Proteinbande
durch die Mé&useseren detektiert wurde. Da vergleichbare Banden auch in den Spuren der E. coli-
Kontrollpraparation sichtbar sind und oftmals auch in unterschiedlichen Proteinpréparationen auftraten
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(s. Abbildung 11A, Spuren 8 [rCbMip] und 9 [rMucZ] bzw. Abbildung 12D, Spuren 7 [rOrf410], 9
[rCbMip] und 11 [BL21[DE3, pET24b(+)]]), handelte es sich vermutlich um E. coli-Proteine.

Die Seren der BAY R1005-Adjuvansgruppe, die durch die kombinierte Verimpfung von rOrf410,
rCrc, rCbMip und rMucZ gewonnen worden waren, enthielten - im Gegensatz zu den Seren der ent-
sprechenden Al(OH)s-Adjuvansgruppe - Antikdrper gegen alle vier rekombinanten Fusionsproteine.
Die Proteine rOrf410, rCrc bzw. rMucZ induzierten allerdings nur bei 80 %, 20 % bzw. 40 % der
Mause dieser Gruppe eine humorale Immunantwort (s. Tabelle 14). In den Spuren mit rOrf410 bzw.
rCbMip waren zudem in Analogie zu den Immunoblots der entsprechenden AI(OH)s-Adjuvansgruppe
eine Reaktion der polyklonalen Seren mit unvollstdndigen Translationsprodukten (ca. 29 kDa
[rOrf410, Spur 7], ca. 20 kDa [rCbMip, Spur 9]) nachweisbar (s. Abbildung 12D).
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Abbildung 12: Immunoblots von rOmp, rPmm, rHspB, rFbp, rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ
entwickelt mit Seren, die nach Immunisierung der Mduse mit Kombinationen beste-

hend aus jeweils vier der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine gewonnen wurden.

Blotstreifen der praparierten rekombinanten Proteine wurden unter Verwendung von Seren
entwickelt, die durch Immunisierung von Mé&use mit einer Kombination aus rOmp, rPmm,
rHspB und rFbp bzw. aus rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ zusammen mit den Adjuvantien
Al(OH); (A bzw. B) bzw. BAY R1005 (C bzw. D) gewonnen worden waren (fir Details
s. Text). Als Antigene fiir die Immunoblots wurden verwendet:

Spur 1: romp
Spur 2: rPmm
Spur 3: rHspB
Spur 4: rFbp

Spur 5: BL21(DE3, pET15b)

Spur 6/12: BSA

M: Prestained Protein Marker

Spur 7:
Spur 8:
Spur 9:
Spur 10:
Spur 11:

rorf410

rCrc

rCbMip

rMucZ

BL21[DE3, pET24b(+)]
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Ein Kombinationspraparat aller acht rekombinanten Proteine induzierte bei den Mausen der Al(OH)s-
Adjuvansgruppe eine humorale Immunantwort gegen rOmp, rHspB, rOrf410, rCbMip bzw. - erstmalig
und allerdings nur schwach - gegen rCrc (s. Abbildung 13A, Spur 1, 3, 6, 7, 8). Es war zudem nur
eines der beiden diesbeziglich untersuchten Tiere (vergl. Kap. 3.4.1), bei dem eine Antikorperbildung
gegen rCrc nachweisbar war (s. Tabelle 14).

Die Fusionsproteine rPmm, rFbp und rMucZ erwiesen sich in dieser Proteinkombination als nicht
immunogen.

Zudem wurde erneut deutlich, dass auch gegen E. coli-Proteine, die in den Praparationen der
rekombinanten Proteine enthalten waren, eine Antikdrperantwort erfolgte. Dies legten vergleichbare
Bandenmuster (ca. 47,5 kDa bzw. 6,5 kDa) in den E. coli-Kontrollpraparationen (s. Abbildung 13A,
Spuren 5 und 10) bzw. in den Spuren 2 — 4, 6 und 8 (rPmm, rHspB, rFbp, rOrf410 und rCbMip) nah.
Weitere, z. T. sehr deutliche Banden bzw. diffuse Verfarbungen (s. Abbildung 13A, z. B. Spuren 2
und 6 bzw. 7 und 9) minderten zudem die Qualitat der Immunoblots. Vermutlich sind diese
Verfarbungen durch unspezifische Reaktionen zwischen den Immunseren und der Nitrocellulose-
Membran entstanden. Sie traten v.a. bei Blots auf, die mit Seren der Al(OH)s-Adjuvansgruppe

entwickelt wurden.

In den entsprechenden Seren der BAY R1005-Adjuvansgruppe konnten Antikdrper gegen rOmp,
rHspB, rOrf410, rCrc, rCbMip und - ergédnzend - gegen rFbp nachgewiesen werden (s. Abbildung
13B, Spuren 1,3,6,7,8 und 4). Allerdings enthielten nur 25 % der polyklonalen Mauseseren
Antikorper gegen rFbp und rCrc (s. Tabelle 14). Erneut waren bei rHspB (s. Abbildung 13B, Spur 3)
Banden sichtbar, die auf das Vorliegen von unvollstandigen Translationsprodukten schliel3en lieRen.
Die kombinierte Verimpfung der acht rekombinanten Fusionsproteine mit BAY R1005 als Adjuvans
induzierte jedoch keine humorale Immunantwort gegen rPmm und rMucZ. Wiederum waren in den
Blotstreifen weitere Proteinbanden nachweisbar (s. Abbildung 13B; z. B. Spuren 2 [rPmm], 4 [rFbp],
8 [rCbMip]), die als Reaktion der polyklonalen Mauseseren mit in den Proteinpraparationen

enthaltenen E. coli-Proteinen interpretiert wurden.

Insgesamt erwiesen sich - auch in Abhangigkeit vom verwendeten Adjuvans - sieben der acht rekom-
binanten Fusionsproteine als immunogen. Lediglich gegen das Protein rPmm war unter keiner der
genutzten Versuchsbedingungen eine Antikorperbildung nachweisbar. Darlber hinaus konnte der nach
Applikation von Kombinationen rekombinanter C. burnetii-Proteine festgestellte synergistischer
Effekt in der Induktion einer humoralen Immunantwort nur durch die Nutzung von BAY R1005 weiter

verstarkt werden.
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Abbildung 13: Immunoblots der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine entwickelt mit Seren, die

durch Immunisierung von Mausen mit einer Kombination aus den acht Fusion-

proteinen gewonnen wurden.

Blots der praparierten rekombinanten Proteine wurden unter Verwendung von Seren
entwickelt, die durch Immunisierung von Maé&usen mit einer Kombination der acht
rekombinanten C. burnetii-Proteine zusammen mit den Adjuvantien AI(OH); (A) bzw.
BAY R1005 (B) gewonnen worden waren (fur Details s. Text). Als Antigene fur die Immuno-
blots wurden verwendet:

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
M:

romp

rPmm

rHspB

rFbp

BL21(DE3; pET15b)

Spur 6:
Spur 7:
Spur 8:
Spur 9:
Spur 10:

Prestained Protein Marker Spur 11:

rOrf410

rCrc

rCbMip

rMucZ

BL21[DE3; pET24b(+)]
BSA
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43.2.3 Nachweis der Serokonversion im Immunoblot mit C. burnetii-Ganzzellantigenen

In Immunoblots wurde Uberprift, inwieweit die durch Verimpfung der rekombinanten Fusionsproteine
induzierten Antikorper in der Lage waren, entsprechende Proteine in C. burnetii-Ganzzelllysaten zu
detektieren (vergl. Kap. 3.4.1). Die durch Immunisierung mit den rekombinanten C. burnetii-
Proteinen in Verbindung mit AI(OH)z; induzierten Antikérper banden in Lysaten des Isolates
Nine Mile RSA493 - unabhangig von der applizierten Proteinquantitdt - an die Proteine HspB und
CbMip. Insgesamt reagierten 86 % der nach Applikation der rekombinanten C. burnetii-Proteine
gewonnenen Seren mit dem homologen Protein HspB sowie 44 % der getesteten Seren mit CbMip in
C. burnetii-Ganzzelllysaten. Eine immunologische Reaktion der polyklonalen Mdauseseren mit den
Proteinen Omp, Pmm, Fbp, Orf410, Crc und MucZ konnte mit dem genutzten Versuchsaufbau
(vergl. Kap. 3.4.1) nicht festgestellt werden. Weitergehende Untersuchungen (s. u.) waren auf Grund
der geringen Serummengen nicht durchfuhrbar.

Die Méuseseren, die durch Immunisierung der Tiere mit BAY R1005-adjuvantierten rekombinanten
Fusionsproteinen gewonnen worden waren, detektierten in den Ganzzelllysaten des C. burnetii-Isolates
drei Proteine, deren Molekulargewichte denen der Fusionsproteine rOmp, rHspB bzw. rCbMip
entsprachen. Daruber hinaus reagierte im Vergleich zu den AI(OH)s-Gruppen ein hoherer Prozentsatz
der getesteten Seren mit den entsprechenden homologen Proteinen in C. burnetii-Ganzzelllysaten. So
konnte eine immunologische Reaktion der Mauseseren mit den natirlichen Proteinen HspB bzw.
CbMip in 100% bzw. 79 % der Falle festgestellt werden. Hinsichtlich Omp wurde erst in
weitergehenden Untersuchungen (Serumverdiinnung von 1:100) bei 100 % der getesteten Seren eine
Kreuzreaktivitdt der gegen rOmp gerichteten Antikorper mit dem homologen Protein in
entsprechenden C. burnetii-Ganzzelllysaten nachgewiesen. Zuvor waren bei Verwendung der
Standardverdinnung (vergl. Kap. 3.4.1) keine immunologischen Reaktionen der Seren mit dem
homologen Omp in C. burnetii-Ganzzelllysaten zu beobachten. In den brigen Seren lie3en sich trotz
weitergehender Untersuchungen (Serumverdunnung von 1:100) keine kreuzreagierenden Antikorper

nachweisen.
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4.4 Wirksamkeitsprifung mit den acht rekombinanten C. burnetii-Proteinen

als subunit-Vakzine im Mausinfektionsmodell

Die Ergebnisse der beiden unabhdngigen Versuchsdurchfiihrungen (vergl. Kap. 3.6.5) werden im

Folgenden zusammengefasst beschrieben.

4.4.1 Entwicklung klinischer Parameter nach Infektion mit C. burnetii

4411 Krankheitsverlauf C. burnetii-infizierter Mause

Bereits an Tag 1 p. inf. konnten in der mit rekombinanten C. burnetii-Proteinen immunisierten Gruppe
[160 pg rPr. + BAY R1005] erste, mittelgradig ausgeprégte Symptome beobachtet werden. Von Tag 2
bis Tag 10 p. inf. zeigten die Mduse ein hochgradig gestortes Allgemeinbefinden. Anschlie3end trat
eine stetige Besserung bis zur Gesundung der Tiere an Tag 13 ein (s. Tabelle 15). Bei Mdusen dieser
Versuchsgruppe errechneten sich mit 4,6 ein hoher summierter klinischer Index (sKl, vergl. Kap.
3.6.5.2).

Bei den Tieren der Vakzinierungskontrolle Q-Vax" konnten erst an Tag 2 p.inf. mittelgradige
Krankheitssymptome beobachtet werden. Diese verstdrkten sich bis Tag 3 p. inf. soweit, dass das
Vollbild der Erkrankung sichtbar war. Ab Tag 10 p. inf. trat bei dieser Gruppe eine Besserung der
klinischen Symptomatik auf und ab Tag 13 wurden auch sie als klinisch gesund eingestuft. Die Tiere
der Vakzinierungskontrolle erhielten mit 3,9 den niedrigsten summierten klinischen Index aller
Versuchsgruppen (s. Tabelle 15).

Ebenfalls an Tagl p.inf. zeigten die Tiere der Kontrollgruppen [E. coli-Pr. + BAY R1005,
BAY R1005, PBS] ein mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden. Ihr Zustand verschlechterte sich in
den folgenden Tagen, so dass von Tag?2 p.inf. [E.coli-Pr. + BAY R1005] bzw. Tag3 p. inf.
[BAY R1005, PBS] bis Tag 10 p. inf. ein hochgradig gestértes Allgemeinbefinden vorlag (s. Tabelle
15). An Tag 13 p.inf. konnten die Tiere der E. coli-Pr. + BAY R1005- [Vektorkontrolle] und
BAY R1005-Gruppe [Adjuvanskontrolle] zeitgleich mit den vakzinierten Gruppen [160 pg rPr. +
BAY R1005, Q-Vax "] als klinisch gesund eingestuft werden. Demgegeniiber benétigten die Tiere der
PBS-Gruppe [Negativkontrolle] eine dreitdgige Rekonvaleszenzphase bis zu ihrer Gesundung
(s. Tabelle 15). Die summierten Kklinischen Indices der drei Kontrollgruppen [E. coli-
Pr. + BAY R1005, BAY R1005, PBS] betrugen 4,4-4,6 und glichen damit dem der mit den
rekombinanten C. burnetii-Proteinen immunisierten Gruppe [160 ug rPr. + BAY R1005].
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Die nicht immunisierten/infizierten Méuse [Referenzgruppe] waren wahrend des gesamten Beobach-
tungszeitraumes klinisch unaufféallig und erhielten als gesunde Vergleichsgruppen einen summierten

klinischen Index von 0.
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4412 Gewichtsentwicklung der Méause

Die Versuchstiere zeigten zwischen Anlieferung und Infektion mit C. burnetii Uberwiegend eine
kontinuierliche und innerhalb der Versuchsgruppen vergleichbare Gewichtszunahme, die durch die
Immunisierung nur voribergehend beeintrachtigt wurde. Im Gegensatz dazu bedingte die
nachfolgende Infektion mit 1,8 x 10° Partikeln des C. burnetii-Isolates Nine Mile RSA493 bei den
Mausen erhebliche Gewichtsverluste (s. Abbildung 14). Innerhalb der ersten 3 Tage p. inf. war der
Gewichtsverlust der Tiere am groften und betrug zwischen 7 % [Q-Vax ] und 13 % [PBS]. Wahrend
der folgenden 72 h konnte eine weitere Reduktion der Durchschnittsgewichte von 2 % [PBS] bis 4 %
[QVax™] fiir die infizierten Gruppen nachgewiesen werden. Wahrend in den folgenden Tagen die
Korpergewichte der 160 pg rPr. + BAY R1005-, Q-Vax -, E.coli-Pr. + BAY R1005- und
BAY R1005-Gruppe wieder anstiegen, verloren die Tiere der Negativkontrolle [PBS] weiterhin an
Gewicht (1 %). Am Ende des Beobachtungszeitraumes (Tag 14 p. inf.) glichen die Korpergewichte der
infizierten Gruppen wieder denen prae inf. (s. Abbildung 14).

Die Mause der Referenzgruppe (nicht immunisiert/infiziert) erwiesen sich als am schwersten
(s. Abbildung 14), wobei v. a. gegen Ende des Beobachtungszeitraumes spontane Schwankung des

Korpergewichtes von ca. 3 % auftraten (s. Abbildung 14).
6 —

- |

(6]

mittlere Gewichtsdifferenz/Gruppe [g]
w
|

d p. Immunisierung
Abbildung 14: Graphische Darstellung der Gewichtsentwicklung C. burnetii-infizierter Mé&use in
Abhéangigkeit von der Vorbehandlung.
PN Q-VaXTM @ = PBS
= 160 ug rPr. + BAY R1005 B B0 E. coli-Pr. + BAY R1005

—&— = picht immunisierte/infizierte Gruppe BAY R1005
ﬂ = Zeitpunkt der Immunisierung Zeitpunkt der Infektion
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442 Entwicklung der Organgewichte

4421 Milz

An Tag 7 p.inf. war bei allen infizierten Mausen eine Splenomegalie festzustellen. Die Tiere der
Gruppe, die mit rekombinanten C. burnetii-Proteinen immunisiert worden waren [160 pg rPr. + BAY
R1005], wiesen ein durchschnittliches Milzgewicht von 0,59 g auf. Bei den Tieren der Q-Vax' -
Gruppe [Vakzinierungskontrolle] konnte ein vergleichbares durchschnittliches Milzgewicht (0,62 g)
festgestellt werden (s. Abbildung 15A). In den Kontrollgruppen [E. coli-Pr. + BAY R1005,
BAY R1005, PBS] differierten die durchschnittlichen Milzgewichte stérker. Wahrend die
Organgewichte der mit E. coli-Pr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe (0,66 g) denen der
vakzinierten Versuchsgruppen &hnelte, waren bei den Mé&usen der Adjuvans- (0,52 g) und der PBS-
Gruppe (0,47 g) geringere, durchschnittliche Milzgewichte festzustellen. Die Tiere der nicht immuni-
sierten und nicht infizierten Referenzgruppe wiesen mit durchschnittlich 0,11 g die geringsten
Organgewichte auf (s. Abbildung 15A).

An Tag 14 p. inf. konnte ebenfalls bei allen mit C. burnetii infizierten Tieren eine Splenomegalie
festgestellt werden, wobei sich die durchschnittlichen Milzgewichte im Vergleich zu Tag 7 p. inf.
naherungsweise verdoppelten (Bereich: + 93 % [E. coli-Pr. + BAY R1005] bis + 138 % [BAY R1005],
s. Abbildung 15A). Die Méause der mit 160 ug rPr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe wiesen dabei
mit 1,31 g die hochsten, durchschnittlichen Milzgewichte auf. Im Gegensatz dazu zeichneten sich die
Mause der Vakzinierungskontrolle Q-Vax™ durch das geringste mittlere Organgewicht aller infizierten
Gruppen (0,85 g) aus. Es war signifikant geringer (p = 0,001) als das der 160 pg rPr. + BAY R1005-
Gruppe.

Die durchschnittlichen Milzgewichte der Kontrollgruppen waren deutlich groRer als an Tag 7 p. inf.,
zeigten aber an beiden Untersuchungszeitpunkten vergleichbare Verteilungsmuster (s. Abbildung
15A).

44272 Leber

An Tag 7 p. inf. konnte bei allen mit C. burnetii-infizierten M&usen neben der Splenomegalie (s. 0.)
eine Hepatomegalie festgestellt werden. Die Tiere der mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten
Gruppe wiesen ein durchschnittliches Lebergewicht von 1,68 g auf. Es war mit dem flr die Tiere der
Vakzinierungskontrolle Q-Vax" erhobenen Wert (1,58 g) vergleichbar (s. Abbildung 15B). Die
durchschnittlichen Lebergewichte der Kontrollgruppen erwiesen sich mit 1,42 g [PBS] bis 1,52 g
[E. coli-Pr. + BAY R1005] als ahnlich. Sie lagen lediglich 0,2 g bzw. 0,3 g Uber dem entsprechenden

Wert der nicht immunisierten und nicht infizierten Referenzgruppe (s. Abbildung 15B).
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Die an Tag 14 p. inf. getdteten Mé&use wiesen ebenfalls eine Hepatomegalie auf. Dabei waren die
mittleren Lebergewichte bis zu 0,74 g [+ 51 %; BAY R1005-Gruppe] héher als an Tag 7 p. inf.
(s. Abbildung 15B). Das hochste durchschnittliche Organgewicht (2,23 g) konnte erneut in der mit
160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Tiergruppe nachgewiesen werden (s. Abbildung 15B). Im
Gegensatz dazu wies die Q-Vax -Gruppe [Vakzinierungskontrolle] ein durchschnittliches
Lebergewicht von lediglich 1,9 g auf. Der Unterschied erwies sich jedoch als nicht signifikant. Bei den
Kontrollgruppen wurde fir die Mause der BAY R1005-Gruppe mit 2,18 g das hochste
durchschnittliche Lebergewicht bestimmt, wahrend die E. coli-Pr. + BAY R1005- und die PBS-
Gruppe durchschnittliche Organgewichte von 2,16 g [E. coli-Pr. + BAY R1005] und 1,96 g [PBS]

aufwiesen.

In der Sektion an Tag 14 p. inf. wiesen vereinzelte Tiere der mit 160 pg rPr + BAY R1005 immuni-
sierten Gruppe sowie der Kontrollgruppen [E. coli-Pr. + BAY R1005, PBS] Leberrandnekrosen auf.

4.4.2.3 Nieren

An Tag 7 p.inf. variierten die durchschnittlichen Nierengewichte der mit C. burnetii infizierten
Gruppen lediglich zwischen 0,3g [PBS] und 0,32g [160 pg rPr.+ BAY R1005, E. coli-Pr.
+ BAY R1005] und waren somit nicht signifikant héher (p = 0,8784) als die der Referenzgruppe
(0,29 g). Allerdings fiel auf, dass die mit rekombinanten C. burnetii-Proteinen vakzinierten Mé&use
[160 pg rPr. + BAY R1005], sowie die Tiere, die E. coli-Proteine [E. coli-Pr. + BAY R1005] erhalten
hatten, erneut die hochsten durchschnittlichen Nierengewichte aufwiesen (s. Abbildung 15C).

An Tag 14 p. inf. war lediglich eine Steigerung der durchschnittlichen Nierengewichte von + 8 %
[Q-Vax ] bis max. + 17 % [E. coli-Pr. + BAY R1005] zu beobachten, wobei die Organgewichte im
Mittel zwischen 0,33 g [Q-Vax ] und 0,37 g [E. coli-Pr. + BAY R1005] schwankten (s. Abbildung
15C). Somit lagen die durchschnittlichen Nierengewichte der mit C. burnetii infizierten Gruppen
maximal 0,07 g tber dem fur die Referenzgruppe ermittelten Gewicht (0,3 g).
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Abbildung 15: Entwicklung der Milz-, Leber- und Nierengewichte C. burnetii-infizierter Mduse in
Abhéangigkeit von der Vorbehandlung.

(A) durchschnittliche Milzgewichte/Gruppe
(B) durchschnittliche Lebergewichte/Gruppe
(C) durchschnittliche Nierengewichte/Gruppe
= Organgewichte an Tag 7 p. inf.; O = Organgewichte an Tag 14 p. inf.
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443 Bestimmung des C. burnetii-Gehaltes in den Organen der Versuchstiere

Fur die Wirksamkeitsprifung der rekombinanten subunit-Vakzine wurde neben dem
Krankheitsverlauf, den Gewichtsverlusten und gruppenspezifischen Organgewichten der Einfluss der
Vorbehandlung auf den C. burnetii-Gehalt in den Organen an Tag 7 und 14 p. inf. herangezogen.
Untersuchungsmethoden fiir die Erregerquantifizierung waren ein Endpunktverdinnungsverfahren zur
Bestimmung der Lebendkeimzahl sowie ein TagMan-PCR-Assay zur Bestimmung des absoluten
C. burnetii-Gehaltes (vergl. Kap. 3.2.3.2).

4431 Milz

Lebendkeimzahl

An Tag 7 p. inf. konnte bei den Tieren der mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe eine
durchschnittliche Lebendkeimzahl von 5,3 x 10* Coxiellen pro mg Milzgewebe nachgewiesen werden
(s. Abbildung 16). Die durchschnittliche Lebendkeimzahl der M&use der Vakzinierungskontrolle
Q-Vax" war mit 1,3x 10> Partikeln pro mg Milz geringgradig héher. Fiir die verschiedenen
Kontrollgruppen [E. coli-Pr. + BAY R1005, BAY R1005, PBS] betrugen die mittleren C. burnetii-
Gehalte zwischen 1,4 x 10* [BAY R1005] und 1,6 x 10° [PBS] Coxiellen pro mg Milz. Somit waren
die Lebendkeimzahlen sowohl niedriger als auch hoher als bei den vakzinierten Gruppen 160 g rPr. +
BAY R1005 bzw. Q-Vax ' (s. Abbildung 16).

Vierzehn Tage p.inf. konnte sowohl fur die vakzinierten Gruppen [160 pg rPr. + BAY R1005,
Q-Vax"] als auch die Kontrollgruppen E. coli-Pr. + BAY R1005 bzw. PBS eine Reduktion der
durchschnittlichen Lebendkeimzahlen um bis zu 3 log10-Stufen festgestellt werden (s. Abbildung 16).
Firr die Tiere der 160 pg rPr. + BAY R1005-Gruppe betrug der Erregergehalt 3,1 x 10° Coxiellen pro
mg Milz und entsprach somit der durchschnittlichen Lebendkeimzahl der Tiere der Vakzinierungs-
kontrolle Q-Vax" (2,8 x 10° Partikel/mg Milz). Fir die Kontrollgruppen E. coli-Pr. + BAY R1005
bzw. PBS wurde ein geringerer mittlerer C. burnetii-Gehalt von 1,7 x 10° [E. coli-Pr. + BAY R1005]
bzw. 7,0x10° [PBS] festgestellt. Im Gegensatz dazu wiesen die Tiere der BAY R1005-
Adjuvansgruppe mit 1,7 x 10* Coxiellen pro mg Milz die hochste an Tag 14 p.inf. ermittelte
Lebendkeimzahl auf (s. Abbildung 16). Sie bildeten somit die einzige Versuchsgruppe, bei der
zwischen Tag 7 und Tag 14 p. inf. keine Reduktion des Erregergehaltes nachweisbar war.
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TagMan-PCR

An Tag 7 p. inf. waren bei den mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Tieren durchschnittlich
5,7 x 10® C. burnetii-Partikel pro mg Milzgewebe mittels TagMan-PCR nachweisbar (s. Abbildung
16). Die Tiere der Vakzinierungskontrolle [Q-Vax"] wiesen mit 6,1 x 10’ Partikeln pro mg Milz zwar
geringere Erregergehalte auf, der Unterschied war allerdings nicht signifikant (p = 0,1182). Die fur die
Kontrollgruppen bestimmten Erregergehalte betrugen zwischen 1,1 x 10° und 8,9 x 10® C. burnetii-
Partikeln pro mg Milz und lagen somit im Bereich der vakzinierten Gruppen.

An Tag 14 p. inf. war im Vergleich zu Tag 7 p. inf. eine deutliche Reduktion der durchschnittlichen Er-
regergehalte um mehr als 2 logl0-Stufen festzustellen (s. Abbildung 16). Die Tiere der mit
160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe wiesen einen durchschnittlichen C. burnetii-Gehalt
von 1,5x10° Partikeln pro mg Milz auf. Fiir die Vakzinierungskontrolle Q-Vax™ wurde mit
7,9 x 10> Genomagquivalenten je mg Organ eine vergleichbare Erregerkonzentration bestimmt. Die
Erregergehalte der Kontrollgruppen waren ebenfalls vergleichbar und variierten zwischen 5,8 x 10°
[BAY R1005] und 1,7 x 10° [PBS] C. burnetii-Partikeln pro mg Milz (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Darstellung der an Tag 7 und 14 p. inf pro mg Milz ermittelten, durchschnittlichen

C. burnetii-Gehalte. Die Fehlerbalken resultieren aus der Verrechnung mit den Streu-

faktoren.
O =Lebendkeimzahl Tag 7 p. inf. B =Genomaquivalente Tag 7 p. inf.
= Lebendkeimzahl Tag 14 p. inf. = Genoméquivalente Tag 14 p. inf.

(} = Die Lebendkeimzahl an Tag 7 und Tag 14 p. inf. betrug 0
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4432 Leber

Lebendkeimzahl

An Tag 7p.inf. wurden durchschnittlich 6,6 x 10° Coxiellen pro mg Leber fur die Tiere der
160 pg rPr. + BAY R1005-Gruppe nachgewiesen (s. Abbildung 17). Demgegeniber betrug die mitt-
lere Lebendkeimzahl der Mause der Vakzinierungskontrolle Q-Vax" 6,8 x 10* C. burnetii pro mg
Lebergewicht. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Bei den Mausen der Kontrollgruppen
lagen die mittleren Erregergehalte zwischen 1,2 x 10* [E. coli-Pr. + BAY R1005] und 5,2 x 10° [PBS]
Coxiellen pro mg Leber (s. Abbildung 17).

Vierzehn Tage p. inf. konnte eine Reduktion der durchschnittlichen C. burnetii-Gehalte um bis zu
3 log10-Stufen festgestellt werden (s. Abbildung 17). Dabei wiesen die Tiere der mit 160 ug rPr.
+ BAY R1005 immunisierten Gruppe und die der Vakzinierungskontrolle Q-Vax — mit
2,2 x 10° Coxiellen pro mg Lebergewebe identische Lebendkeimzahlen auf. Der durchschnittliche
Erregergehalt fiir die Kontrollgruppen lag zwischen 7,1 x 10 [PBS] und 7,1 x 10° [BAY R1005]

Coxiellen pro mg Leber.

TagMan-PCR

An Tag 7 p. inf. wurden fir die mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierte Gruppe durchschnittlich
1,5 x 10" Genoméquivalente pro mg Lebergewebe nachgewiesen (s. Abbildung 17). Im Vergleich
dazu war der durchschnittliche Erregergehalt der Vakzinierungskontrolle [Q-Vax '] mit 5,7 x 10°
Partikeln pro mg Leber geringgradig geringer. Der Unterschied erwies sich als nicht signifikant (p >
0,05). Fir die mit E. coli-Pr. + BAY R1005, BAY R1005 bzw. PBS immunisierten M&use wurden
C. burnetii-Gehalte bestimmt, die zwischen 1,5 x 10° [der E. coli-Pr. + BAY R1005] und 9,3 x 10’
[BAY R1005] Genoméquivalenten je mg Organ variierten (s. Abbildung 17).

An Tag 14 p.inf. wiesen alle mit C. burnetii-infizierten Gruppen eine deutliche Reduktion des
Erregergehaltes auf. Fur die mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Mdause wurden durch-
schnittlich 9,0 x 10* Partikel pro mg Lebergewebe bestimmt. Der C. burnetii-Gehalt war somit nicht
signifikant hoéher als die fir die Vakzinierungskontrolle Q-Vax  ermittelte Anzahl an
Genomagquivalenten (3,9 x 10%). Fir die Kontrollgruppen E. coli-Pr. + BAY R1005, BAY R1005 bzw.
PBS konnte dagegen ein mittlerer C. burnetii-Gehalt zwischen 3,8 x 10* und 1,1 x 10° Coxiellen pro
mg Leber festgestellt werden (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Darstellung der an Tag 7 und 14 p. inf pro mg Leber bestimmten, durchschnittlichen
C. burnetii-Gehalte. Die Fehlerbalken resultieren aus der Verrechnung mit den Streu-

faktoren.
O =Lebendkeimzahl Tag 7 p. inf. B =Genomaquivalente Tag 7 p. inf.
= Lebendkeimzahl Tag 14 p. inf. = Genoméquivalente Tag 14 p. inf.

O = Die Lebendkeimzahl an Tag 7 und Tag 14 p. inf. betrug 0

4.4.3.3 Nieren

Lebendkeimzahl

An Tag 7 p.inf. waren bei den Tieren der mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe
2,7 x 10* lebende Coxiellen pro mg Niere nachweisbar (s. Abbildung 18). Der durchschnittliche
Erregergehalt entsprach somit dem der Mause der Vakzinierungskontrolle Q-Vax' (2,3 x 10*
Coxiellen/mg Niere). Die Tiere der Kontrollgruppen E. coli-Pr. + BAY R1005, BAY R1005 bzw. PBS
wiesen zum Teil geringgradig kleinere Lebendkeimzahlen von 7,7 x 10° [E. coli-Pr. + BAY R1005]
und 1,3 x 10* [BAY R1005] C.burnetii pro mg Niere, z. T. auch einen geringgradig héheren
Erregergehalt von 3,5 x 10° Coxiellen je mg Organ [PBS] auf. Die festgestellten Unterschiede waren
allerdings nicht signifikant.

Vierzehn Tage p. inf. konnte erneut fur alle infizierten Gruppen eine Reduktion der Lebendkeimzahl

nachgewiesen werden. Die mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierte Gruppe zeichnete sich durch
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einen durchschnittlichen Erregergehalt von 6,1 x 10> Coxiellen pro mg Niere aus. Bei den Tieren der
Vakzinierungskontrolle Q-Vax™ war mit durchschnittlich 4,3 x 10° infektiosen Partikeln eine
vergleichbare Lebendkeimzahl pro mg Niere festzustellen (s. Abbildung 18). Im Gegensatz dazu
wiesen die Kontrollgruppen Erregergehalte zwischen 8,5 x 10* [PBS] und 2,6 x 10° [BAY R1005]

Coxiellen pro mg Niere auf.

TagMan-PCR
Sieben Tage p. inf. wurde fir die mit 160 ug rPr. + BAY R1005 immunisierten Tiere ein C. burnetii-

Gehalt von 4,3 x 10° Genomagquivalente pro mg Nierengewebe festgestellt. Im Gegensatz dazu wiesen
sowohl die Vakzinierungskontrolle Q-Vax  als auch die E.coli-Pr.+ BAY R1005- und die
BAY R1005-Gruppe mit 3,1x10° [E. coli-Pr. + BAY R1005] bis 7,9x10° [BAY R1005]
Genoméquivalenten pro mg Niere einen niedrigeren Gehalt auf (s. Abbildung 18). Lediglich die Tiere
der PBS-Kontrollgruppe zeichneten sich durch minimal hohere Erregerkonzentrationen (6,7 x 10°
Genomaquivalenten/mg Nierengewebe) aus.

An Tag 14 p. inf. war in allen infizierten Gruppen eine Reduktion der C. burnetii-Gehalte pro mg
Niere um bis zu 2 logl0-Stufen nachzuweisen (s. Abbildung 18). Mit einer Konzentration von
4,2 x 10* Genomagquivalenten pro mg Nierengewebe wurde der hochste Wert an C. burnetii-DNA fiir
die mit 160 pg rPr. + BAY R1005 immunisierten Gruppe festgestellt. Eine nicht signifikant geringere
Anzahl an Genoméaquivalenten konnte fiir die Tiere der Vakzinierungskontrolle Q-Vax" bestimmt
werden (1,2 x 10* Partikeln/mg Niere). Die Erregerkonzentrationen der Kontrollgruppen E. coli-Pr. +
BAY R1005, BAY R1005 bzw. PBS waren mit denen der vakzinierten Gruppen vergleichbar und
schwankten zwischen 1,6 x 10* [E. coli-Pr. + BAY R1005] und 4,2 x 10* [PBS] Genomaquivalenten
pro mg Nierengewebe (s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Darstellung der an Tag 7 und 14 p. inf pro mg Niere bestimmten, durchschnittlichen
C. burnetii-Gehalte. Die Fehlerbalken resultieren aus der Verrechnung mit den Streu-

faktoren.
O =Lebendkeimzahl Tag 7 p. inf. B =Genomaquivalente Tag 7 p. inf.
= Lebendkeimzahl Tag 14 p. inf. = Genoméquivalente Tag 14 p. inf.

0 = Die Lebendkeimzahl an Tag 7 und Tag 14 p. inf. betrug 0

Zusammenfassend liel} sich feststellen, dass in allen untersuchten Organen mit beiden Nachweis-
verfahren an Tag 7 p. inf. hohere Erregergehalte pro mg Organgewicht ermittelt wurden als an Tag
14 p. inf.. Dartber hinaus war der mittels PCR bestimmte C. burnetii-Gehalt grundsatzlich héher als
die Anzahl lebender Coxiellen pro mg Organgewicht. In der Milz unterschieden sich die mittels
TagMan-PCR-Assay und Lebendkeimzahlbestimmung ermittelten C. burnetii-Gehalte sogar um den
Faktor 2. Unabhéngig von diesen Unterschieden liel sich weder fur die mit 160 pg rPr. + BAY R1005
noch fir die mit Q-Vax" immunisierten Mause ein signifikanter Einfluss der VVorbehandlung auf den
mit den verschiedenen Methoden nachweisbaren Erregergehalt in den verschiedenen Organen
feststellen.

Die in den Organen der nicht mit C. burnetii-infizierten Tiere detektierte Coxiella-DNA dirfte auf
Kreuzkontaminationen wahrend der Sektion und/oder der DNA-Extraktion zurtickzufiihren sein. Eine

Ubertragung der Erreger in vivo war durch die Haltungsbedingungen ausgeschlossen.
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5 DISKUSSION

5.1 Rekombinante Herstellung der acht C. burnetii-Proteine und ihre

Eignung als subunit-Vakzine

Bisherige Versuche zur Etablierung eines C. burnetii-Impfstoffes verliefen wenig erfolgreich, da die
Vakzinen zum Teil erhebliche Nebenwirkungen hervorriefen bzw. nicht vor einer Infektion schitzten.
Der Einsatz der derzeit verfligbaren Vakzinen erfordert zumindest im humanmedizinischen Bereich
ein screening, um eine bestehende Immunitat und damit einhergehende Unvertraglichkeiten auszu-
schlieRen. Daher war es Gegenstand der vorliegenden Arbeit, die Eignung rekombinanter C. burnetii-
Proteine zur Herstellung einer subunit-Vakzine zu tberprifen. Der grofRe Vorteil von rekombinanten
subunit-Vakzinen gegenuber Ganzzell-, CMR- oder aufgereinigten Protein-Impfstoffen von C. burnetii
besteht in der einfachen, kostenglnstigen und sicheren Herstellung. Das hohe Infektionsrisiko beim
Herstellungsprozess durch die Kultivierung von C. burnetii wiirde z. B: auf diese Weise entfallen. Von
einer solchen subunit-Vakzine ware weiterhin zu fordern, dass sie gut vertraglich und eine

Voruntersuchung der Impflinge nicht erforderlich ist.

5.1.1 Nutzung von pET-Vektoren als Expressionssystem und Eignung der affinitéts-
chromatographischen Aufreinigung

Fur die gentechnische Herstellung der rekombinanten C. burnetii-Fusionsproteine wurde das
kommerziell erhaltliche pET-Expressionssystem gewdhlt. GemalR Herstellerangaben gewahrleistet
dieses Expressionssystem, dass der Anteil an Fremdproteinen, in diesem Fall die rekombinanten
C. burnetii-Proteine, bereits wenige Stunden nach Induktion bis zu 50 % des Gesamtproteingehaltes
der Wirtszelle betrégt. Die Expression E. coli-eigener Gene soll weitestgehend unterdriickt werden
(Studier, 1990; Studier, 1986). In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings lediglich ein
Fremdproteingehalt zwischen 10 % und 20 % erzielt werden. Neben den Fusionsproteinen wurden
auch nach Induktion erhebliche Mengen E. coli-eigener Proteine nachgewiesen. Dies erwies sich flr
die weiteren Untersuchungen als problematisch, da zum einen der pro Induktion erzielte Fremd-
proteingehalt fur die nachfolgenden Verwendungszwecke (Immunisierung/Infektion) zu gering war.
Daraus resultierte die Notwendigkeit mehrfacher Wiederholungen. Zum anderen implizierte der Gehalt
an Wirtszellproteinen die Gefahr der ,,Kontamination“ der durch Affinitdtschromatographie gewonnen,
rekombinanten C. burnetii-Proteine mit E. coli-Proteinen. Erst durch die Verwendung von frisch
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hergestelltem, nicht autoklaviertem LB-Medium gelang es, den Anteil der Fusionsproteine auf ca.
40 % des gesamten Proteingehaltes der Wirtszelle zu steigern und auf diese Weise ausreichende
Mengen rekombinanter Proteine fur die Immunisierungs- und Infektionsversuche zu gewinnen.
Offensichtlich konnte durch die Verwendung des oben genannten Mediums die basale Transkription
des T7lac-Promotors des Vektors minimiert werden. Somit war es mdéglich, die von den C. burnetii-
Genprodukten ausgehende Toxizitat gegentber der Wirtszelle (Daten nicht gezeigt) zumindest vor der
Induktion mittels IPTG partiell zu kompensieren.

Nach der affinitatschromatographischen Aufreinigung zeigte sich allerdings in der SDS-PAGE, dass
die Fraktionen der rekombinanten C. burnetii-Proteine noch Spuren von E. coli-Proteinen enthielten
(vergl. Kap. 4.2.3). Eine solche, unvollstandige Aufreinigung His-markierter Fusionsproteine konnte
bereits von anderen Autoren, die derartige Expressions- und Aufreinigungssysteme verwendeten,
festgestellt werden (Barth, 2003). Um spater die Spezifitat der serologischen Reaktionen bzw. eine
Schutzwirkung bei der Wirksamkeitsprifung auf die rekombinanten C. burnetii-Proteine zuruickfihren
zu konnen, wurde zur Kontrolle sowohl im Immunisierungs- als auch im Infektionsversuch jeweils

eine Tiergruppe mit E. coli-Proteinen vakziniert (vergl. Kap. 4.3, 4.4).

5.1.2 Eignung der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine

Im Rahmen der Expression der rekombinanten C. burnetii-Proteine lielen sich alle acht
Fusionsproteine erfolgreich induzieren (vergl. Kap. 4.2.1) und spater aufgrund der gentechnischen
Histidin-Markierung aus den E. coli-Bakterienlysaten affinitdtschromatographisch aufreinigen. In der
SDS-PAGE stimmten die fir sieben (rPmm, rHspB, rFbp, rOrf410, rCrc, rCbMip und rMucZ) der acht
His-markierten Proteine in silico berechneten Molekulargewichte mit den publizierten Werten (Regni,
2002, Vodkin, 1988, Farinha, 1993, MacGregor, 1996, Cianciotto, 1995, Zuber, 1995) berein und
bestatigten somit die Identitat der sieben Genprodukte. Fur funf der acht Genprodukte (rHspB, rFbp,
rOrf410, rCrc und rMucZ) konnte zudem eine korrekte Primérstruktur durch die durchgefiihrten
Nukleotidsequenzanalysen der rekombinanten Plasmide belegt werden (vergl. Kap. 4.1).

Abweichungen ergaben sich hingegen fir rOmp, rPmm und rCbMip. Fir das Fusionsprotein rOmp
wurde infolge einer Basendeletion an Position 627 ein vorzeitiger Translationsstopp an
Aminosaureposition 226 nachgewiesen. Die unvollstandige Expression und somit ein im Vergleich zu
den Literaturdaten (Burger, 1996; Hendrix, 1993) reduziertes Molekulargewicht (vergl. Kap. 4.2.3)
wurde in der SDS-PAGE bzw. im Westernblot bestatigt: Das translatierte Protein (inkl. His-tag) wies
lediglich eine GrofRe von ca. 22,5 kDa auf und war somit etwa 3 kDa kleiner als Omp (25,7 kDa).
Dennoch erwies sich rOmp sowohl nach Verabreichung als einzelnes rekombinantes C. burnetii-

Protein als auch nach Applikation in Kombination mit anderen rekombinanten Fusionsproteinen als



Diskussion 81

immunogen. Daruber hinaus wiesen die gegen das verkirzte rOmp gerichteten Antikorper eine
Kreuzreaktivitdt mit dem homologen, von C. burnetii exprimierten Omp in Coxiella-Ganzzelllysaten
auf (vergl. Kap. 4.3.2.3) und bestétigten somit die bereits von Burger publizierten Daten (Burger,
1996). Dies impliziert, dass die fur die antigenen Eigenschaften von rOmp verantwortlichen T-Zell-
Epitope - trotz des reduzierten Molekulargewichtes - vorhanden waren. Das rekombinante Fusionspro-
tein wurde folglich trotz der unvollstdndigen Expression fur die weiteren Untersuchungen genutzt.

In rPmm wurde eine Mutation an Position 333 der Aminosauresequenz festgestellt. Dass dieser
Austausch von Glycin gegen Glutaminsédure urséchlich fir das Ausbleiben einer humoralen
Immunantwort verantwortlich war, erschien unwahrscheinlich, da antigene Epitope typischerweise von
mehreren Aminosauren gebildet werden. Mutationen einzelner Aminoséuren konnen allerdings die
enzymatische Aktivitat eines Proteins reduzieren. Zielinski konnte dies fiir Pmm bereits durch einen
Aminosdureaustausch (R421C) in der C-terminalen Region des Proteins belegen (Zielinski, 1991).
Eine immunogene Wirkung war flr das in der vorliegenden Arbeit verwendete rPmm allein aufgrund
seiner Grolke von 46 kDa zu vermuten. Der Hydrophilizitatsplot nach Kyte und Doolittle ergab fiir
rPmm mehrere hydrophile Regionen, die in silico einen hohen Antigenitatsindex aufwiesen (Daten
nicht gezeigt). Solche Regionen gelten als prédestiniert fur die Erkennung durch Antikdrper (Hopp,
1986). Dariiber hinaus wiesen in dieser Analyse zahlreiche Abschnitte des rPmm einen amphipa-
tischen Charakter auf, die flr den Fall, dass sie stabile alpha-Helices bilden, nach DeLisi potentielle T-
Zell-Epitope darstellen (DeLisi, 1985). Eine Ahnlichkeit von rPmm mit eukaryotischen Proteinen
wurde als Erklarung fir die fehlende Immunantwort durch Sequenzvergleiche mit vorhandenen Daten-
bankeintrdgen priméar ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist aus aktuellen Untersuch-
ungen bekannt, dass sowohl beim Mensch als auch bei der Maus Enzyme mit Phosphomannomutase-
Aktivitat vorkommen (Silvaggi, 2006, Cromphout, 2005). Uber die Aminoséauresequenzen dieser
Enzyme finden sich jedoch keinerlei Angaben, so dass ein Abgleich mit diesen Proteinen nicht
durchgefiihrt werden konnte.

Fur rHspB wurden im Rahmen der Nukleotidsequenzanalyse bzw. SDS-PAGE keine Abweichungen
zu den publizierten Daten (Vodkin, 1988) festgestellt. Dartiber hinaus erwies sich rHspB sowohl nach
alleiniger Applikation als auch nach Verabreichung in Kombination mit anderen rekombinanten
Fusionsproteinen bei 100 % der Versuchstiere als immunogen. Entsprechende, gegen rHspB gerichtete
Antikorper wiesen zudem eine Kreuzreaktivitait mit dem homologen Protein HspB aus Coxiella-
Ganzzelllysaten auf und bestétigten somit die Beobachtungen von Vodkin (Vodkin, 1988).

Fir rFbp wurden beim Vergleich der Sequenzierungsdaten mit vorhandenen Datenbankeintragen
ebenfalls keine Abweichungen festgestellt. Auch die SDS-PAGE bzw. der Westernblot bestatigten die
fir Fbp publizierte GroRe von ca. 20 kDa. Eine immunogene Wirkung des rFbp war allerdings nur

teilweise nachweisbar. So reagierten sieben von 20 Tieren mit einer humoralen Immunantwort nach
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Immunisierung mit rFbp. Auffallig war, dass lediglich Tiere, die rFbp in Verbindung mit BAY R1005
erhielten, Antikdrper bildeten. In der Literatur ist eine immunogene Wirkung fir das von
P. aeruginosa stammende Fbp sowie flr ein rekombinantes Fbp von C. burnetii beschrieben (Sokol,
1986/a; Thiele, 1996). Ebenso wie in der vorliegenden Arbeit war es Thiele allerdings nicht moglich,
eine Kreuzreaktivitat von gegen rekombinantes Fbp gerichteten Antikérpern mit dem homologen Fbp
aus Coxiella-Ganzzelllysaten nachzuweisen. Der Autor fiihrte die fehlende Detektion von Fbp in
Coxiella-Ganzzellysaten darauf zurtick, dass Fbp lediglich in Eisenmangel-Situationen gebildet werde
und diese bei der kulturellen Anzlchtung von C. burnetii nicht zu realisieren seien. Erst eine
Tierpassage von C. burnetii unter simulierter Eisenmangel-Situation fiihrte zur Expression von Fbp auf
der Membranoberflache der Bakterien und zum Nachweis der Kreuzreaktivitdt von gegen rFbp
gerichteten Antikorpern mit dem homologen C. burnetii-Protein (Thiele, 1996).

Fur rOrf410 wurden zwei Mutationen an Position 410 und 411 der Aminosduresequenz
nachgewiesen. Beide Mutationen dienten der C-terminalen Fusion mit dem His-tag. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit war es erstmalig moéglich, Orf410 rekombinant in E. coli zu exprimieren
(vergl. Kap. 4.2.1) und durch Immunisierung von Mausen mittels adjuvantiertem rOrf410 eine
Antikorperbildung zu induzieren (vergl. Kap. 4.3.2). Eine Kreuzreaktivitat der gegen rOrf410
gerichteten Antikdrper mit dem homologen C. burnetii-Protein in Coxiella-Ganzzelllysaten konnte
allerdings nicht nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass Orf410 als Homologon eines von
B. subtilis stammenden Integrase/Rekombinase-Proteins nur in sehr geringem Umfang exprimiert
wird. Somit waére eine spezifische Reaktion der gegen rOrf410 gerichteten Antikdrper mit dem
homologen Protein von C. burnetii aufgrund der Nachweisgrenze im Immunoblot nicht darstellbar.

Fur das Fusionsprotein rCrc wurden zwei Mutationen innerhalb der Aminosauresequenz festgestellt,
die - in Analogie zu rOrf410 - der Fusion mit dem Histidin-Anker dienten. Auch hier war erstmalig der
Nachweis einer Antikorperbildung nach Vakzinierung von Mdusen mit rCrc mdglich. Allerdings fiel
auf, dass die Induktion einer humoralen Immunantwort von der Art der applizierten Proteine abhing:
Nur Méuse, die eine Kombination rekombinanter C. burnetii-Proteine erhielten, reagierten mit einer
Antikorperbildung gegen rCrc (vergl. Kap. 4.3.2.2). Ahnliches zeigten bereits Li et al.. Die Verab-
reichung einer Proteinkombination bestehend aus rekombinantem P1 und HspB loste eine stérkere
humorale und zelluldre Immunantwort aus als die Einzelapplikation (Li, 2005). Die Detektion von Crc
in Coxiella-Ganzzelllysaten durch die gegen rCrc gerichteten Antikorper gelang im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht. Demgegeniber gibt es in der Literatur Hinweise, dass Antikorper, die gegen
das von P. aeruginosa stammende und in E. coli exprimierte Crc gerichtet waren, homologe Proteine
in Ganzzelllysaten verschiedener Pseudomonas Stdamme detektierten (MacGregor, 1996).

Bei rCbMip wurden insgesamt drei Mutationen nachgewiesen, wobei eine der Punktmutationen fir

die C-terminale Fusion mit dem His-tag erforderlich war. Demgegeniber handelte es sich bei den
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Abweichungen an Position 93 (H93Y) und 167 (N167Q) um unerwiinschte Aminosdureaustausche.
Der Austausch einer basischen Aminosaure (H) an Position 93 durch eine aromatische (YY) sowie der
Austausch von Aminosduren mit sauren Seitenketten (N gegen Q) konnte eine Verénderung der
Sekundarstruktur des Proteins bedingen. Dadurch wére eine Modifikation antigener Epitope mdglich.
Im unginstigsten Fall kdnnte somit die Protektivitat der Immunantwort reduziert werden bzw. verloren
gehen. Allerdings ist derzeit nichts tber die Lage und Struktur antigener Epitope bei CbMip bekannt,
so dass die mdglichen Auswirkungen dieser Mutation nicht abschlieRend beurteilt werden kénnen. Im
Rahmen der Immunisierungsversuche induzierte rCbMip trotz der festgestellten Mutationen unter allen
getesteten Versuchsbedingungen eine humorale Immunantwort bei den Versuchstieren. Erganzend war
es im Rahmen dieser Untersuchungen erstmalig maoglich, eine Kreuzreaktivitat der gegen rCbMip
gerichteten Antikdrper mit dem entsprechenden, homologen C. burnetii-Protein nachzuweisen
(vergl. Kap. 4.3.2.3). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass beide Proteine tber identische, zur
Erkennung durch das murine Immunsystem wichtige Epitope verfigten.

Fur das Fusionsprotein rMucZ wurde lediglich ein Aminoséureaustausch (STOP271N) nachgewiesen,
der der Verbindung mit dem His-tag diente. Das Fusionsprotein rMucZ induzierte allerdings unter den
getesteten Versuchsbedingungen nur bei 25 % der Versuchstiere eine humorale Immunantwort. Dieses
Ergebnis ist schwer interpretierbar, da rMucZ als Chaperonin eigentlich ein Hauptziel des Immun-
systems darstellen sollte. Chaperonine induzieren demnach nicht nur eine starke Antikdrperantwort,
sondern aktivieren bestimmte T-Zell Populationen (CD4", CD8" und y/& T-Zellen; Young, 1990), die
bei der Bek&mpfung obligat intrazellularer Erreger von Bedeutung sind. Der Nachweis kreuzrea-
gierender Antikdrper war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mdglich. Gegebenenfalls wére zu
vermuten, dass MucZ ahnlich wie Fbp nur in Stresssituationen gebildet und im Rahmen der
zellkulturellen Anzucht von C. burnetii nicht oder nur geringgradig exprimiert wird.

Somit hatten sich sieben der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine als immunogen erwiesen, v. a.
wenn sie als Kombination und zusammen mit BAY R1005 an die Mause verimpft wurden
(vergl. Kap. 4.3.2). Die Uberpriifung der Protektivitat erfolgte daher unter Verwendung einer Kombi-

nation aller acht rekombinanten C. burnetii-Proteine (vergl. Kap. 3.6.5).

5.1.3 Vertraglichkeit der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine

Es wurden - unabhangig vom verwendeten Adjuvans - nach Applikation der rekombinanten
C. burnetii-Proteine in allen Tiergruppen lokale Nebenwirkungen in Form von Schwellungen
beobachtet. Bei 43,5 % der Méuse kam es zur Abszesshildung, die im Rahmen der pathologisch-
anatomischen Untersuchungen bestatigt wurde (vergl. Kap. 4.3.1). Eine Akkumulation bedingt durch

die zweimalige Injektion der Proteine in Verbindung mit Adjuvantien dirfte fir die Entstehung der
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Veranderungen verantwortlich gewesen sein. In anderen Studien wurden entsprechende lokale
Impfreaktionen als lymphoide Hyperplasie identifiziert und auf die Immunisierung mit adjuvantierten
Vakzinen zurlckgefuhrt (Maubec, 2005). Unterschiede zwischen den rekombinanten C. burnetii-
Proteinen in Bezug auf die Auspragung dieser lokalen Veranderungen konnten nach Applikation als
einzelne Proteine nicht festgestellt werden. Allerdings traten in den Gruppen, die Kombinationen
rekombinanter C. burnetii-Proteine erhalten hatten, gehduft lokale Impfreaktionen auf (vergl. Kap.
4.3.1). Dieser Effekt war unabhéngig vom verwendeten Adjuvans und wurde auf die applizierte,
relativ hohe Proteinmenge zurtickgefuhrt. Ein solcher Zusammenhang wurde bereits von anderen
Untersuchern beschrieben (Arora, 2005, Rennels, 2000).

514 Vertraglichkeit bzw. Eignung der Adjuvantien

Bei Verwendung des Glycolipids BAY R1005 als Adjuvans wurden im Vergleich zu den Al(OH)s-
Gruppen schwéchere lokale Impfreaktionen festgestellt (vergl. Kap. 4.3.1). Aufféllig war zudem, dass
bereits die alleinige Applikation von AI(OH); die festgestellten Verdnderungen induzierte. Ein
erhohtes Risiko einer unerwiinschten lokalen Impfreaktion bei Verwendung von Al(OH); (vergl. Kap.
4.3.1) wurde bereits von anderen Untersuchern, die dieses Adjuvans im Rahmen von Tierversuchen
bzw. in Medikamentenstudien einsetzten, festgestellt (Maubec, 2005, Peters, 1995). In der
vorliegenden Arbeit fiel zudem auf, dass bei Tiergruppen, die Kombinationen rekombinanter
C. burnetii-Proteine in Verbindung mit AI(OH); erhalten hatten (vergl. Kap. 4.3.1), zusétzlich
systemische Verdnderungen in Form einer Splenomegalie auftraten. Ursache fur die deutlich erhéhten
Milzgewichte (bis zu + 65 %) durfte eine Milzhyperplasie in Folge immunologischer Leistungsstei-
gerung sein (Cox, 1997).

Neben der Uberpriifung der Vertraglichkeit der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine wurde der
Effekt der beiden Adjuvantien auf die immunogene Wirkung der Fusionsproteine beurteilt. Bei Einsatz
von AIl(OH); als Adjuvans war eine Antikdrperbildung lediglich gegen sechs der acht Proteine
nachweisbar. Ein positiver, synergistischer Effekt wie er fir BAY R1005 beobachtet werden konnte
(s.u.), war im Falle der AI(OH)s-Gruppen nicht feststellbar. Im Gegensatz dazu liel} sich bei
Verwendung des Adjuvans BAY R1005 gegen sieben der acht rekombinanten Proteine eine humorale
Immunantwort nachweisen. Der zuvor bereits durch die Kombination der rekombinanten Proteine
festgestellte synergistische Effekt in der Induktion einer Antikorperbildung (vergl. Kap. 4.3.2.2)
konnte zudem durch die Verwendung des Adjuvans BAY R1005 verstérkt bzw. ausgeweitet werden.
Aufgrund der besseren lokalen Vertraglichkeit und der Induktion einer breiteren humoralen

Immunantwort war BAY R1005 gegentiber AI(OH)3 zu bevorzugen.
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5.2 Beurteilung des Tiermodells und der Bewertungsparameter

Die Maus ist das am h&ufigsten genutzte Tiermodell in der C. burnetii-Forschung. Dabei stellten sich
die verschiedenen Mausstamme als unterschiedlich empfénglich gegenuber einer C. burnetii-Infektion
dar. So entwickeln infizierte M&use in Abhédngigkeit von der infektidsen Dosis und der verwendeten
Mauslinie typische Krankheitssymptome von unterschiedlichem Schweregrad bzw. bleiben frei von
klinischen Symptomen (Scott, 1987; Williams, 1985). Die fiir diese Arbeit genutzte BALB/c-Maus
wurde als mittelgradig sensitiv fur eine Infektion mit C. burnetii charakterisiert (Scott, 1987). lhre
Verwendung in einem subletalen Mausmodell als Alternative zu letalen Infektionsmodellen wurde
durch eine andere Arbeitsgruppe bereits beschrieben (Zhang, 2004/a). Auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erwies sich das subletale BALB/c-Mausmodell als gut geeignet, da die klinische
Symptomatik bzw. die Gewichtsentwicklung p. inf. bereits erste Riickschlisse auf eine Schutzwirkung
der verwendeten Vakzinen zulieB. So konnte festgestellt werden, dass sich in Abhangigkeit von der
Vorbehandlung die klinischen Symptome nach der Infektion mit C. burnetii hinsichtlich ihrer
Auspragung und Dauer unterschieden. Allerdings birgt die adspektorische Bewertung einer
Erkrankung immer das Risiko der Subjektivitat. Um dies in der vorliegenden Arbeit zu vermeiden,
erfolgte die tagliche Beurteilung der Tiere unabhdngig voneinander durch zwei Untersucher. Zudem
wurden die Tiergruppen in der zweiten Versuchsdurchfuhrung anonymisiert (vergl. Kap. 3.6.5.1).

Die Gewichtsentwicklung der Mause eignete sich ebenfalls gut fur die Beurteilung der Wirksamkeit
der Vakzinen; ein Vergleich der Gruppen war leicht und objektiv mdglich. Als Beurteilungsparameter
spiegelte die Gewichtsentwicklung der Tiergruppen die Futteraufnahme und somit indirekt den
Allgemeinzustand der Tiere wieder. Nach der Infektion der immunisierten Mause wurden in allen
Gruppen erhebliche Gewichtsverluste beobachtet, signifikante Unterschiede zwischen den
unterschiedlich vorbehandelten Gruppen lieRen sich jedoch im Rahmen der Gewichtskontrollen nicht
feststellen.

Neben der Kklinischen Symptomatik und der Gewichtsentwicklung der Ma&use p.inf. wurden
pathologisch-anatomische Kriterien fur eine Beurteilung der Schutzwirkung der Vakzinen
herangezogen. Hinsichtlich solcher Verdnderungen beschrieben viele Autoren eine Splenomegalie als
charakteristischen Befund nach der Infektion von Mdusen mit C. burnetii. Dabei korrelierte der Grad
der Splenomegalie mit der verwendeten infektiosen Dosis und war umgekehrt proportional zum
festgestellten Antikorpergehalt (Waag, 1997; Williams, 1982; Fromme, 1987). Die Mechanismen, die
die Splenomegalie im Rahmen der C. burnetii-Infektion induzierten, fihrte Baumgértner aufgrund
histopathologischer Befunde auf infektionsbedingte Schaden zurlck (Baumgértner, 1993). Der
charakteristische, pathologisch-anatomische Befund einer Splenomegalie wurde auch im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen bei allen infizierten Mdusen beobachtet. Dabei korrelierte die Milzgrofe
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gut mit der klinischen Symptomatik. Zudem lieRen signifikante Unterschiede zwischen den
Milzgewichten der unterschiedlich vorbehandelten Tiergruppen (vergl. Kap. 4.4.2.1) Rickschlisse
auf die Schutzwirkung der applizierten Substanzen zu. Somit erwies sich der Grad der Splenomegalie
als gut geeignetes Beurteilungskriterium fiir die Wirksamkeitsprifung.

Neben der Splenomegalie wurde erganzend die Auspragung der Hepatomegalie zur Uberpriifung der
Eignung der rekombinanten C. burnetii-Proteine als Vakzine herangezogen. Auch bezuglich dieser
pathologisch-anatomischen Veranderung finden sich in der Literatur Hinweise auf eine Korrelation
zwischen dem Grad der C. burnetii-induzierten Hepatomegalie und der Schwere der C. burnetii-
Infektion (Williams, 1982). Als é&tiologische Ursache einer solchen Hepatomegalie beschrieb Baca
eine vermehrte Fetteinlagerung in die Hepatozyten (Baca, 1983). Baumgartner wies zudem Leberla-
sionen in Form von Mikroabszessen und Granulomen nach (Baumgartner, 1993). In der vorliegenden
Arbeit lieRen sich allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lebergewichten der
unterschiedlich vorbehandelten Tiergruppen ermitteln. Eine Korrelation zwischen der Schwere der
Erkrankung und der Hepatomegalie war somit nicht feststellbar (vergl. Kap. 4.4.2.2).
GroRenverdanderungen der Nieren p. inf. wurden als weiterer Parameter fur die Wirksamkeitsprifung
der rekombinanten C. burnetii-Proteine herangezogen. Sie sollten zeigen, ob die jeweilige Vorbehand-
lung der Mé&use einen signifikanten Einfluss auf die Organgrof3e ausubte. In der Literatur wurde bisher
lediglich die Besiedlung des Organs mit C. burnetii beschrieben (Baumgartner, 1993). Hinweise auf
makroskopische, pathologisch-anatomische Verdnderungen finden sich nicht. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Nierengewichten und der
Vorbehandlung der verschiedenen Tiergruppen festgestellt werden. Allerdings wurde eine
Ausscheidung des Erregers p. inf. mit dem Harn nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

In Erganzung zu den oben beschriebenen Parametern diente die Quantifizierung der Erreger in Milz,
Leber und Nieren als Beurteilungskriterium im Rahmen der Wirksamkeitspriifung. Dadurch sollte der
mogliche Einfluss der unterschiedlichen VVorbehandlungen auf die Ansiedlung bzw. Elimination der
Erreger in bzw. aus den entsprechenden Organen erfasst werden. Um dabei zwischen infektionsfahigen
und ggf. abgetoteten, aber noch nicht eliminierten Coxiellen unterscheiden zu kénnen, erfolgte in
dieser Studie erstmals die Bestimmung des Erregergehaltes pro mg Organgewicht mittels zweier
Verfahren: Mit Hilfe einer quantitativen PCR wurde die absolute Erregerkonzentration bestimmt
wahrend mittels Endpunkttitration nur infektiése Coxiellen quantifiziert wurden (vergl. Kap. 3.2.3.2).
Beide Verfahren erwiesen sich als gut durchfuhrbar und lieferten aussagekraftige Ergebnisse. Es
konnte gezeigt werden, dass der absolute Erregergehalt durchweg héher war als die Konzentration
infektionsfahiger Coxiellen. Zudem liel3 sich mit beiden Verfahren eine Reduktion der Erregerlast
zwischen dem 7. und 14. Tag p. inf. in den untersuchten Organen nachweisen. Somit erwiesen sich

beide Verfahren als geeignet zur quantitativen Dokumentation der Besiedlung bzw. Elimination der
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Coxiellen in bzw. aus den verschiedenen Organen. Die parallele Bestimmung des absoluten
Erregergehaltes und der Lebendkeimzahl ergab in Bezug auf die eigentliche Wirksamkeitsprifung
allerdings keinen nennenswerten Erkenntniszuwachs. Folglich sollte bei zukunftigen Untersuchungen
kritisch abgewogen werden, ob ein Verzicht auf die sehr arbeitsaufwandige Bestimmung der
Lebendkeimzahl mdglich erscheint. Zur Erfassung von eventuellen gruppenspezifischen
Unterschieden in der Infektion bzw. der Infektionskinetik sollte zumeist der mittels quantitativer PCR

bestimmte, absolute Erregergehalt ausreichen.

Von der fir die vorliegende Arbeit genutzten infektiosen Dosis des C. burnetii-lsolates Nine Mile
RSA493 war aus der Literatur bekannt, dass sie schwere Erkrankungssymptome verursacht und eine
ausgepragte Spleno- sowie Hepatomegalie induziert (Zhang, 2004/a; Zhang, 2003). Dabei traten
Anzeichen der C. burnetii-induzierten Erkrankung erst drei Tage nach der Infektion auf (Zhang,
2004/a; Scott, 1987). Demgegenuber zeigten die Tiere in der vorliegenden Arbeit erste Symptome
bereits an Tag 1 p. inf.. Dieser Unterschied l&sst sich durch eine Attenuierung des Erregers infolge
einer Lagerung bei -80 °C erklaren. Auch eigene Arbeiten haben ergeben, dass die Virulenz der
Coxiellen durch eine solche Lagerung reduziert wird und Tiere nach einer Infektion mit

entsprechendem Material erst mit Verzogerung erkrankten (Daten nicht gezeigt).

Im Rahmen der in dieser Arbeit beschriebenen Infektionsversuche lag nach der zweimaligen Immuni-
sierung der Maduse eine Zeitspanne von finf Wochen zwischen der Boosterung und der Infektion mit
C. burnetii, um so den Einfluss der durch die Immunisierung stimulierten, unspezifischen
Immunabwehr auf die Versuchsergebnisse zu minimieren. Solche unspezifischen Effekte traten in
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen auf, in denen die Uberlebenswahrscheinlichkeit von
immunisierten Mausen, die zwei bzw. vier Wochen nach Immunisierung infiziert wurden, von
urspringlich 80 % auf spéter 10 % absank (Williams, 1982).

5.3 Wirksamkeitspriufung mit den acht rekombinanten C. burnetii-Proteine

als subunit-VVakzine

Fur die Entwicklung einer Immunitét gegeniiber obligat intrazelluldren Erregern wie C. burnetii wird
die Aktivierung der zelluldaren Immunantwort als essenziell betrachtet (Kaufmann, 1995). Hierbei ist
die Aktivierung adaquater T-Zellen vom TH;-Zelltyp von besonderer Bedeutung. Voraussetzung flr
eine solche Aktivierung ist die enge Interaktion zwischen der unspezifischen und spezifischen Immun-
antwort, da die Differenzierung der CD4"-Zellen in Zellen vom TH;- bzw. TH,-Typ von dem
zelluldren Anteil des angeborenen Immunsystems reguliert wird (Norlander, 2000). Wichtige
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Effektoren der zelluldaren Immunitét sind, neben den T-Helferzellen vom TH;-Zelltyp, zytotoxische T-
Zellen, inflammatorische Zytokine wie IFN-y und TNF-o, aktivierte Makrophagen und Natir-
liche Killer-Zellen. In verschiedenen Untersuchungen trugen diese Effektoren nachweislich zu einer
Abschwéchung der Infektion, zur Elimination der Bakterien und zur Entwicklung einer protektiven
Immunitat gegeniber intrazellularen Erregern wie Mykobakterien, Chlamydien, Rickettsien und
Listerien bei (lgietseme, 2003). Demgegeniber wird die Rolle der erworbenen humoralen Immun-
antwort bei der Elimination intrazelluldrer Bakterien kontrovers diskutiert. Die bekannten
Antikorperfunktionen wie die Neutralisation von infektidsen Agentien sind im Falle obligat
intrazelluldrer Erreger wenig an der Elimination und somit der Ausbildung einer protektiven
Immunantwort beteiligt. Igitsieme zeigte allerdings, dass die gegen intrazelluldare Erreger induzierten
Antikdrper einen signifikanten, immunregulatorischen Effekt auf das zellulare Immunsystem austiben
(lgietseme, 2003). In diesem Zusammenhang scheinen gerade Isotypen spezifischer Antikorper von
besonderer Bedeutung zu sein, da sie die Aktivitit der CD4"-Zellen vom TH;-Typ uber die
Fc-Rezeptoren modulieren. Auf diese Weise wird infolge einer erleichterten Antigenaufnahme und der
Présentation von Pathogen-Antigenen die angeborene, zelluldre Immunantwort verstarkt. Dartber
hinaus beteiligen sich Antikérper im Rahmen der ,,antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity*
zusammen mit den Natdrlichen Killer-Zellen an der Kontrolle einer Infektion mit intrazelluléren
Erregern (lgietseme, 2003). Somit sind beide Anteile der erworbenen Immunantwort wahrend einer
Infektion mit intrazelluldren Erregern von Bedeutung, wobei das Ziel die spezifische Aktivierung der
zellul&ren Immunitét sein muss (Igietseme, 2003; Kaufmann, 1995).

Die Rolle der humoralen und v. a. der zellularen Immunantwort in der Kontrolle einer C. burnetii-
Infektion ist intensiv studiert worden. Dabei konnte eine aktivierte, zelluldre Immunantwort sowohl bei
Q-Fieber Patienten als auch in mit C. burnetii-infizierten Tieren mittels Hauttest bzw. in vitro
Lymphozyten-Proliferationstest nachgewiesen werden (Ascher, 1983; Jerrells, 1975). Andere
Untersuchungen legten nah, dass die Vakzination von Mausen mit einer Ganzzellvakzine bzw. einem
CMR-Impfstoff die Stimulation der zelluldren Immunantwort induzierte und die Tiere vor einer
todlichen Infektion mit C. burnetii schitzte (Waag, 1997). Es wurde zudem gezeigt, dass auch im
Rahmen einer C. burnetii-Infektion die zellvermittelte Immunitat fur die Elimination der Erreger
verantwortlich ist (Mege, 1997). Neben der Aktivierung der zelluldaren Immunantwort war zudem nach
Applikation einer WCV die Induktion von Antikdrper nachzuweisen, wie anhand verschiedener Unter-
suchungen gezeigt werden konnte (Waag, 2002; Izzo, 1993; 1zzo, 1991; 1zzo, 1988). Die Rolle der
Antikdrper im Infektionsgeschehen wird aber widerspriichlich diskutiert. Abinanti wies bereits 1957 in
Untersuchungen mit Mdusen und Kaninchen ,,protektive” Antikorper nach, die vor einer C. burnetii-
Infektion schitzten. Verschiedene in vitro Studien unterstltzten diese Hypothese (Peacock, 1979;

Ormsbee, 1978). Zhang hingegen stellte fest, dass Méuse vor den Folgen einer C. burnetii-Infektion
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nicht geschutzt waren, obwohl sie Antikérper gegen immunodominante Antigene von Coxiella
gebildet hatten (Zhang, 2003). Dies impliziert, dass Antikdrper fir die Kontrolle einer C. burnetii-
Infektion in vivo nicht verantwortlich sind. Inwieweit allerdings Antikorper die Elimination des
Erregers durch den zelluldaren Anteil der spezifischen Immunantwort z. B. durch Opsonierung

unterstutzen, wurde fir C. burnetii-Infektionen bislang nur vermutet (Norlander, 2000).

Die fur die vorliegende Arbeit ausgewahlten rekombinanten C. burnetii-Proteine wurden im Rahmen
des Immunisierungsversuches auf ihre Immunogenitat getestet. Hierbei erwiesen sich sieben der acht
Fusionsproteine als Antikorper-induzierend (vergl. Kap. 4.3.2). Allerdings lieRen diese Untersuch-
ungen keinen Ruckschluss auf die Induktion einer zelluldren Immunantwort zu. Um eine addquate
Kostimulation der zellularen Immunantwort und damit eine Schutzwirkung gegenuber einer
C. burnetii-Infektion zu Uberpriifen, wurden immunisierte Mause mit einer definierten Dosis des
C. burnetii-lsolates Nine Mile RSA493 infiziert. Von dieser Dosis war bekannt, dass sie deutliche
Krankheitssymptome und eine profunde Spleno- und Hepatomegalie induziert (vergl. Kap. 3.6.4,
Zhang, 2003). Allerdings konnte lediglich durch die Applikation der kommerziell erhaltlichen,
formalininaktivierten Ganzzellvakzine Q-Vax™ eine partielle Schutzwirkung erzielt werden. Diese
Tiere zeigten ein verzOgertes Auftreten erster Symptome, einen milderen Erkrankungsverlauf und
erholten sich schneller als die tbrigen Versuchsgruppen (vergl. Kap. 4.4.1.1). Dartiber hinaus wurden
in dieser Gruppe die geringsten Gewichtsverluste p. inf. ermittelt sowie die niedrigsten Organgewichte
festgestellt (vergl. Kap. 4.4.1.2 und Kap. 4.4.2). Es traten keine makroskopisch sichtbaren Organ-
lasionen auf (vergl. Kap. 4.4.2.2), was als zusatzlicher Hinweis auf eine partielle Schutzwirkung von
Q-Vax gewertet wurde. Eine partielle Schutzwirkung dieser kommerziellen Vakzine war auch durch
Waag beschrieben worden, der in einem letalen Mausmodell ebenfalls eine Immunisierungsdosis von
1,0 ug Q-Vax' einsetzte (Waag, 1997). In dieser Untersuchung waren die fir C. burnetii hoch
empfanglichen A/J-Méause nach einmaliger Immunisierung mit Q-Vax" vor einer aerogenen Infektion
mit 1 x 10 Partikeln je Tier des C. burnetii-lsolates Henzerling zwar nicht vollstandig geschiitzt, der
Tod der Tiere konnte jedoch verhindert werden.

Im Gegensatz zu den Mausen der Vakzinierungskontrolle [Q-Vax "] konnte durch die Applikation der
rekombinanten C. burnetii-Proteine in Verbindung mit BAY R1005 als Adjuvans bei den Mausen kein
Schutz gegenuber einer C. burnetii-Infektion erzielt werden. Bezliglich des Krankheitsverlaufes sowie
der Gewichtsverluste p. inf. verhielten sich die Tiere &hnlich den infizierten Kontrollgruppen [E. coli-
Pr. + BAY R1005, BAY R1005, PBS]. Dariber hinaus wiesen sie sieben Tage nach der Infektion
ebenso wie die infizierten Kontrollgruppen eine ausgeprégte Spleno- und Hepatomegalie auf, wobeli
die hochsten Organgewichte an Tag 14 p. inf. in der 160 pg rPr. + BAY R1005-Gruppe diagnostiziert

wurden (vergl. Kap. 4.4.2). Neben den klinischen Erkrankungssymptomen, den p. inf. dokumentierten
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Gewichtsverlusten sowie der Spleno- und Hepatomegalie der Versuchstiere wurde wahrend der
Sektion bei vereinzelten Tieren der 160 pg rPr. + BAY R1005-Gruppe sowie den Kontrollgruppen
lokale Veranderungen auf der Leberoberflache festgestellt (vergl. Kap. 4.4.2.2), die im Anschnitt bis
in das Leberparenchym reichten. Bei diesen Veranderungen, die im Rahmen von C. burnetii-
Infektionen bei Mausen bzw. nach Immunisierung von Tieren mit inaktivierten Ganzzell- bzw. einer
CMR-Vakzine auch von anderen Autoren beschrieben wurden (Baumgartner, 1993; Tokarevich, 1993,;
Williams, 1982), handelte es sich vermutlich um Organnekrosen. Das Auftreten solcher Nekrosen
wurde im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen als weiteres Indiz fir das Fehlen einer Schutz-
wirkung der rekombinanten C. burnetii-Proteine gewertet.

Hinsichtlich der Quantifizierung von C. burnetii in Milz, Leber und Nieren der infizierten Mause
konnten zwischen den verschieden vorbehandelten Gruppen keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (vergl. Kap. 4.4.3). Allgemein war allerdings festzustellen, dass an Tag 7 p. inf. in
Milz, Leber und Nieren hohere Erregergehalte pro mg Organgewicht bestimmt wurden als an Tag
14 p. inf.. Mittels Lebendkeimzahlbestimmung wurden zudem prinzipiell geringere Partikelzahlen
festgestellt als durch die quantitative PCR. Dies ist dadurch bedingt, dass bei der Beurteilung der
Lebendkeimzahl vermehrungsféhige Coxiellen bestimmt wurden, was als wesentliche Starke dieser
Methode anzusehen ist. Mittels TagMan-PCR wurde der Gesamtgehalt an C. burnetii-spezifischer
DNA in den murinen Organproben quantifiziert.

Zusammenfassend waren somit die rekombinanten C. burnetii-Proteine offensichtlich nicht in der
Lage, eine der inaktivierten Ganzzellvakzine Q-Vax  vergleichbare protektive Immunantwort zu
induzieren. Das Fehlen einer protektiven Wirkung wurde in friiheren Vakzinierungsversuchen fir
einzelne rekombinante C. burnetii-Proteine dokumentiert (Zhang, 2003). Er immunisierte Mause mit
vier einzelnen, rekombinanten Proteinen (rCom1, rP1, rCbMip oder rP28), die in vorangegangenen
Versuchen als immunodominante Proteine der dulReren Membran (OMPs) charakterisiert worden
waren (Hendrix, 1993; Varghees, 2002; Mo, 1995; Hendrix, 1990). Die Immunisierung induzierte
zwar eine starke Antikorperantwort, schitze jedoch nicht vor den klinischen Folgen der C. burnetii-
Infektion. Die Tiere zeigten eine ausgepragte Spleno- und Hepatomegalien, wohingegen die Mause der
Vakzinierungskontrolle (formalininaktiviertes C. burnetii-Isolat Nine Mile, Phase I) signifikant gering-
ere Milzgewichte aufwiesen (Zhang, 2003).

Langel erzielte im Rahmen seiner Untersuchungen vergleichbare Ergebnisse: Zur zweimaligen, im
Abstand von vier Wochen durchgefiihrten Immunisierung der Méuse verwendete er verschiedene
C. burnetii-Antigene (Proteinextrakt-, CMR- sowie ein formalininaktiviertes VVollantigen) des bovinen
Isolates Frankfurt (Langel, 1987). Die intraperitoneale Infektion mit 1,4 x 10° EBE/ml erfolgte vier
Wochen nach der Boosterung der Méuse mit demselben Isolat. Als Folge zeigten die mit

Proteinextrakt immunisierten Tiere ab dem dritten Tag p. inf. deutliche klinische Symptome. Daneben
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wurde eine Spleno- und Hepatomegalie bis zu Versuchsende an Tag 21 p. inf. festgestellt. Bei den
Tieren der Vakzinierungskontrollen war am Ende des Infektionsversuches zwar ebenfalls eine
Splenomegalie zu beobachten, allerdings zeichneten sie sich gegeniber der mit Protein-Antigen
immunisierten Gruppe durch ein signifikant geringeres Milzgewicht aus. Im Gegensatz dazu konnten
bezlglich der Erregergehalte in den Milzen keine signifikanten Unterschiede in den unterschiedlich
vorbehandelten Gruppen beobachtet werden. Bereits ab Tag 6 p. inf. wurde in allen Gruppen ein
kontinuierlich abnehmender Erregergehalt in den Milzen festgestellt (Langel, 1987).

Fromme flhrte im gleichen Jahr Infektionsversuche zur Schutzwirkung einer Protein-Vakzine von
C. burnetii durch. Die Applikation des aufgereinigten, 27 kDa groRen Proteins vermittelte keinen
Schutz gegeniiber einer C. burnetii-Infektion (Fromme, 1987). Als Vakzinierungskontrolle nutzte er
ebenfalls einen CMR-Impfstoff, allerdings verwendete Fromme zur Infektion der Mause, die 23 Tage
nach der Boosterung erfolgte, 3,85 x 10° EBE/mI des C. burnetii-Isolates Nine Mile der Phase I.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen durch Langel und Fromme konnte Zhang Mause und Meer-
schweinchen durch die Applikation eines partiell aufgereinigten 67 kDa groRen outer membrane
proteins des C. burnetii-Isolates QiYi gegenilber einem i.p.challenge mit einer 1Dsy von
10° Coxiellen schiitzen (Zhang, 1994). Neben der humoralen Immunantwort wurde in vitro auch eine
Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit dem spezifischen Antigen nachgewiesen. Ein positiver
Hypersensitivitatstest nach s. c. Applikation des 67 kDa grof3es Proteins bestatigte die Aktivierung der
zellulédren Immunantwort in vivo. Somit war dieses Protein in der Lage, beide Anteile der erworbenen
Immunantwort zu stimulieren (Zhang, 1994).

Fur das aufgereinigte outer membrane protein P1 von C. burnetii wurde in einem letalen
Infektionsmodell ebenfalls eine protektive Wirkung beobachtet (Williams, 1990). Die Applikation des
P1 Proteins induzierte zum einen eine signifikant hohere Antikérperantwort als die Verabreichung der
Kontrollsubstanzen LPS und PBS. Zum anderen waren bei den mit P1 immunisierten M&usen die
Milzgewichte signifikant geringer als in den Kontrollgruppen. Aufféllig war allerdings, dass die mit
partiell aufgereinigtem P1 immunisierten Mause nicht nur Antikorper gegen Coxiellen der Phase | und
Phase Il entwickelten, sondern zusétzlich gegen Phase I-LPS. Aufgrund dessen wurde von den
Autoren vermutet, dass protektive Antigene und/oder unspezifische Immunstimulatoren mit dem
C. burnetii-Protein P1 aufgereinigt wurden und diese letztlich fir die Schutzwirkung der Vakzine
(mit-)verantwortlich waren.

Da in bisherigen Untersuchungen mit rekombinanten Proteinen (s.0.) bzw. Kombinationen
rekombinanter C. burnetii-Proteine (diese Arbeit) keine protektive Wirkung induziert werden konnte,
scheinen adéquate, (ko-)stimulierende Substanzen bzw. spezifische protektive Antigene in Prapara-
tionen rekombinanter C. burnetii-Proteine nach Expression in E. coli zu fehlen. Versuche dieses

Problem durch die Verwendung verschiedener Adjuvantien zu umgehen, waren nicht erfolgreich
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(Zhang, 2003). Dennoch deuten neuere Arbeiten darauf hin, dass rekombinante subunit-Vakzinen in
Verbindung mit addquaten Adjuvantien in der Lage sein kdnnen, einen messbaren Schutz gegenuber
einer C. burnetii-Infektion zu generieren (Zhang, 2004/b). Zhang immunisierte M&use mit einer
aufgereinigten, nicht naher beschriebenen Proteinfraktion (pl) von C. burnetii sowie einer Kombina-
tion aus sechs rekombinanten C. burnetii-Proteinen (rOmp, rP1, rCbMip, rP28, rCBU1221,
rCBU17176). Die Vakzinen wurden im Rahmen der Infektionsversuche in Verbindung mit
verschiedenen Adjuvantien getestet. Hierbei erwies sich inkomplettes Freund’sches Adjuvans mit
unmethylierten Oligonukleotiden als das beste Applikationssystem fiir Proteinvakzinen in Hinblick auf
die Aktivierung der humoralen sowie der zelluldren Immunantwort. Beide Immunisierungsgruppen
entwickelten auf diese Weise eine starke Antikdrperantwort gegen Phase I- und IlI-Antigene von
C. burnetii in Verbindung mit einer THi-dominierten, zelluldren Immunantwort. Letztlich generierte
die pl Proteinfraktion eine mit der Positivkontrolle WCV vergleichbare Schutzwirkung. Dagegen
induzierte die Applikation der sechs rekombinanten C. burnetii-Proteine nur bei einen Teil der
infizierten Mause eine protektive Wirkung (Zhang, 2004/b).

Auch in anderen Untersuchungen konnte die Wirkung einer kombinierten Applikation von rekombi-
nanten Proteinen (rP1 und rHspB) bestétigt und auf diese Weise die Aktivierung beider Anteile des
spezifischen Immunantwort erzielt werden (Li, 2005). Die Applikation einer Kombination der
rekombinanten Proteine l6ste zudem eine stirkere humorale und zelluldre Immunantwort aus als die
Verabreichung der einzelnen rekombinanten C. burnetii-Proteine. Die durchschnittlichen
Milzgewichte der mit rP1 und rHspB immunisierten M&use waren signifikant geringer als die der
anderen Versuchsgruppen und vergleichbar mit der Vakzinierungskontrolle WCV. Neben geringeren
Milzgewichten konnte ein signifikant geringerer Gehalt an C. burnetii-Genomaquivalenten in der Milz
festgestellt werden. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis dafur, dass die kombinierte Applikation von
rekombinanten C. burnetii-Proteinen die Immunantwort gegenuber einer C. burnetii-Infektion
verbesserte. Ahnliche synergistische Effekte, die aus der kombinierten Applikation von rekombinanten
C. burnetii-Proteinen resultierten, konnten auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Hinblick auf
die humorale Immunantwort aufgezeigt werden: Es wurde ein Protein identifiziert (rCrc), das nach
alleiniger Applikation keine Antikorperantwort induzierte, allerdings in Verbindung mit weiteren
rekombinanten Proteinen immunogen wirkte (vergl. Kap. 4.3.2.2).
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54 Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen keine Schutz-
wirkung nach einer Impfung mit rekombinanten C. burnetii-Proteinen festgestellt wurde. Allerdings
waren auch die Tiere der Vakzinierungskontrolle nur partiell vor der Erkrankung geschitzt. Die Mduse
der Q-Vax"'-Gruppe wiesen lediglich eine mildere klinische Symptomatik sowie signifikant leichtere
Milzgewichte auf. Vor diesem Hintergrund ware flr weitere Wirksamkeitsprifungen zu tberlegen, ob
entweder der Einsatz einer hoheren Immunisierungsdosis (Scott, 1987) oder einer geringeren
infektiosen Dosis indiziert ist, um zum einen das Auftreten typischer Symptome in der
Vakzinierungsgruppe zu verhindern. Zum anderen koénnte eine Senkung der infektiosen Dosis und eine
damit verbundene mildere Belastung eine zuvor maskierte, protektive (Teil-) Wirkung der
rekombinanten C. burnetii-Proteine erkennbar werden lassen.

Hinsichtlich der fir die Wirksamkeitsprifung verwendeten Parameter ist festzustellen, dass die
klinische Symptomatik bereits fir die erste Abschatzung der Schutzwirkung geeignet ist. Bei den
Organgewichten ergaben sich die groRten Differenzen zwischen infizierten und nicht infizierten
Gruppen fir die Milz. Somit war die Milz nach einer C. burnetii-Infektion das bei der Maus
empfindlichste Organsystem. Entgegen der Auffassung anderer Untersucher (Zhang, 2003) sollte die
Splenomegalie allerdings nicht als alleiniges Beurteilungskriterium herangezogen werden. Folglich ist
fir eine zukinftige Wirksamkeitsprifung die Verwendung der klinischen und pathologisch-
anatomischen Beurteilungsparameter zu empfehlen. Als sinnvolle Ergénzung sollte zusatzlich die
Erregerquantifizierung mittels PCR als Beurteilungskriterium im Rahmen der Wirksamkeitsprifung
Verwendung finden. Auf diese Weise konnen gruppenspezifische Unterschiede in der
Infektionskinetik einfach und schnell dargestellt werden.

Rekombinante C. burnetii-Proteine induzierten eine starke Antikdrperantwort, waren allerdings nach
Einzelapplikation bisher nicht in der Lage eine Schutzwirkung zu gewaéhrleisten (Zhang, 2003).
Obwohl nun auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Schutzwirkung der rekombinanten
C. burnetii-Proteine gezeigt werden konnte, stellte der Versuch, Mduse mit einer Kombination
rekombinanter C. burnetii-Proteine zu immunisieren, einen Fortschritt hinsichtlich der Verbesserung

der Effizienz solcher VVakzinen im Hinblick auf die humorale Immunantwort dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Bisherige Versuche zur Etablierung eines C. burnetii-Impfstoffes verliefen wenig erfolgreich, da die
Vakzinen zum Teil erhebliche Nebenwirkungen hervorriefen und/oder nicht schiitzten. Daher war es
Ziel der vorliegenden Arbeit, mittels moderner molekularbiologischer Verfahren eine rekombinante
subunit-Vakzine zu entwickeln und deren Wirksamkeit im subletalen Tiermodell zu testen.

Zu diesem Zweck wurden acht im Genom von C. burnetii enthaltene orfs mit Ubereinstimmungen zu
virulenzassoziierten Genen anderer pathogener Bakterienspezies fur eine Klonierung in E. coli
ausgewahlt. VVon vier der acht orf-kodierten Proteine (Omp, HspB, CbMip, MucZ) war fir C. burnetii
bekannt, dass es sich um Proteine der duRReren Zellmembran handelt. Eine membranassoziierte (Fbp)
bzw. cytosolische Lokalisation (Pmm, Orf410, Crc) wurde in Analogie zu den Proteinen anderer
Bakterienspezies flr die ubrigen vier C. burnetii-Proteine angenommen. Funktionell gelten sie als
Regulatoren (MucZ, Crc), als Integrase/Rekombinase (Orf410), als Hitzeschockprotein (HspB) bzw.
als potentiell virulenzsteigernde Proteine (Omp, Pmm, Fbp, CbMip).

Nach ihrer Klonierung wurden fir drei der acht orfs Abweichungen in der Nukleotidsequenz festge-
stellt, die bei rOmp einen vorzeitigen Translationsstopp und bei rPmm bzw. rCbMip einen bzw. zwei
Aminosaureaustausche bedingten. Im Anschluss an die Uberexpression und Aufreinigung der His-tag
tragenden Fusionsproteine erfolgte die Uberprifung ihrer Immunogenitit. Dabei induzierten — mit
Ausnahme von rPmm —alle rekombinanten C. burnetii-Proteine nach alleiniger bzw. kombinierter
Verimpfung an Maéuse unter Verwendung zweier Adjuvatien (Aluminiumhydroxid, Glykolipid
BAY R1005) eine humorale Immunantwort. Zudem wiesen die gegen rOmp, rHspB bzw. rCbMip
gerichteten Antikorper eine Kreuzreaktivitdt mit homologen Proteinen in C. burnetii-Ganzzelllysaten
auf.

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit der acht rekombinanten C. burnetii-Proteine als subunit-Vakzine
wurden Mé&use mit einer Kombination aller acht Fusionsproteine in Verbindung mit dem besser
vertraglichen Adjuvans BAY R1005 immunisiert und anschlieBend mit dem C. burnetii-Isolat
Nine Mile RSA493 infiziert (1,8 x 10°® Partikel/Tier). Dieses subletale Mausmodell erwies sich als gut
geeignet, da bereits anhand des klinischen Verlaufes und der Gewichtsentwicklung p. inf. erste
Riickschlisse auf die Wirksamkeit der verwendeten Vakzinen moglich war. Eine Korrelation zeigte
sich auch zwischen der Schutzwirkung und den Milzgewichten. Demgegeniiber erwies sich die
Bestimmung der Leber- bzw. Nierengewichte und die Quantifizierung der C. burnetii-Gehalte in Milz,
Leber und Nieren als weniger aussagekraftig.

Unter Nutzung der obigen Parameter konnte nur fiir die Tiere der Vakzinierungskontrolle (Q-Vax ')
ein partieller Schutz gegenuber der C. burnetii-Infektion aufgezeigt werden. Fiur Mé&use, die mit der
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rekombinanten subunit-Vakzine immunisiert worden waren, ergaben sich weder Klinisch noch
hinsichtlich der Organgewichte signifikante Unterschiede zu den brigen Kontrollgruppen. Auch die
C. burnetii-Konzentrationen in den Organen waren vergleichbar. Eine Schutzwirkung der rekombi-
nanten C. burnetii-Proteine liel3 sich somit nicht nachweisen. Allerdings erwies sich die Verwendung
von Proteinkombinationen der Immunisierung mit einzelnen Proteinen als tiberlegen, da eine humorale
Immunantwort gegen ein bestimmtes rekombinantes Protein (rCrc) nur nach Immunisierung mit

Proteinkombinationen erfolgte.



Summary 96

7 SUMMARY

Previous attempts to develop Q fever vaccines were less successful in that the vaccines caused
unacceptable side effects or failed to be protective. So, the aim of this study was to develop a recombi-
nant subunit protein vaccine and to test its efficacy in a sublethal model with mice.

Eight orfs of C. burnetii were chosen for cloning in E. coli due to similarities with virulence associated
genes of other pathogens. Four of the eight proteins encoded are known to be membrane associated in
C. burnetii (Omp, HspB, CbMip and MucZ). For Fbp an association with the outer membrane is also
assumed, whereas Pmm, Orf410, and Crc seem to be cytosolic proteins. Functionally, the eight
proteins are thought to act either as facultative virulence factors (Omp, Pmm, Fbp, CbMip), as a heat
shock protein (HspB), as an integrase/recombinase (Orf410), or as regulatory proteins (Crc, MucZ).
Three of the eight orfs cloned showed alterations in the nucleotid sequences, which caused a truncation
of rOmp and induced one and two amino acids changes for rPmm and rCbMip, respectively.
Subsequent to overexpression in E.coli and purification by affinitychromatography, the
immunogenicity of the fusion proteins was tested in mice using Al(OH); or the glycolipid BAY R1005
as adjuvants. Except of rPmm, the other seven proteins induced a humoral immune response either
after single or combined immunization. Furthermore, antibodies directed against rOmp, rHspB,
rCbMip showed cross-reactivity with their homologues in C. burnetii whole cell lysates.

For efficacy evaluation, mice were immunized with a combination of the eight recombinant C. burnetii
proteins adjuvanted with BAY R1005. Five weeks after the booster immunization, mice were infected
intraperitoneally with 1,8 x 10° C. burnetii Nine Mile RSA493 per animal. Subsequently, clinical
symptoms, development of body and spleen weights proved to be adequate for indicating the efficacy
of vaccination. In contrast, development of liver and kidney weight and enumeration of C. burnetii in
spleen, liver, and kidney exhibited no correlation. Using these parameters, only mice vaccinated with
Q-Vax" were partially protected, whereas animals immunized with the recombinant C. burnetii
proteins resembled the mock-vaccinated controls.

However, although the recombinant subunit vaccine failed to be protective, the utilization of
combinations of recombinant proteins may be crucial for the development of future C. burnetii
vaccines. In this study, the humoral immune response was more effective when the mice were

immunized with combinations of the recombinant C. burnetii proteins.
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ANHANG

Nahrmedien zur Anzucht von Bakterien

LB- (Luria-Bertani-) Medium: 5 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Bacto® Trypton, 4 ml NaOH, mit

Agua deion. ad 1 | auffullen
Das Medium wurde nach der Herstellung autoklaviert und dunkel bei 4 °C gelagert. Fir einige

Anzucht- und Induktionsversuche wurde frisch hergestelltes, nicht autoklaviertes Medium eingesetzt.

LB-Agarplatten:

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde 11 des entsprechenden Mediums mit 15g Agar Agar
versetzt und anschlieBend autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf 50 °C konnten antimikrobielle

Wirkstoffe zugegeben und die Platten gegossen werden.

Zellkulturmedium MEM:

Minimal Essential Medium mit Earle’ Salzen; supplementiert mit:  MEM Vitaminkonzentrat
2 mmol/l L-Glutamin
5 % fotales Kélberserum (FKS,
frei von o-C. burnetii-Anti-

korpern)

Antimikrobielle Wirkstoffe

Ampicillin-Lésung: 50 mg Ampicillin-Natriumsalz ad 1 ml Aqua deion.;

sterilfiltrieren, bei -20 °C lagern

Die Selektion erfolgte mit einer Endkonzentration von 50 ug/ml.

Kanamycin-Lésung: 30 mg Kanamycin ad 1 ml Aqua deion.;
sterilfiltrieren, bei -20 °C lagern

Eine Endkonzentration von 30 pug/ml wurde zur Selektion genutzt.

Protein-Standards

Prestained Protein Marker (Fa. New England Biolabs):
Proteine mit Molekulargewichten von 6,5, 16,5, 25, 32,5, 47,5, 62, 83 und 175 kDa
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Puffer und Ldsungen

Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Lagerung der nachfolgend aufgefiihrten Puffer bzw.

Losungen bei RT.

Puffer zur affinitatschromatographischen Aufreinigung

Lysispuffer: 100 mM NaH2POy, 10 mM Tris-HCI, 6 M GuHCI; auf pH 8,0 einstellen
Waschpuffer: 100 mM NaH,POy, 10 mM Tris-HCI, 6 M GuHCI; auf pH 6,3 einstellen
Elutionspuffer 1: 100 mM NaH,POy, 10 mM Tris-HCI, 6 M GuHCI; auf pH 5,9 einstellen
Elutionspuffer 2: 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, 6 M GuHCI; auf pH 4,5 einstellen

Puffer zur Durchflihrung der SDS-PAGE

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI; auf pH 8,8 einstellen

Sammelgelpuffer: 1 M Tris-HCI; auf pH 6,8 einstellen

SDS-Laufpuffer (10 x): 0,25 M Tris, 0,52 M Glycin, 10,0 g SDS

2 x Probenpuffer: 2 ml Glycerin, 1 ml 10%-iges SDS, 200 ul R-Mercaptoethanol,
290 ul 05M Tris-HCI (pH 6,8), 6,91 ml Aqua deion., 150 ul
Bromphenolblau (2 mg/ml in 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5)

Bis zur weiteren Verwendung wurde der Probenpuffer bei -20 °C aufbewahrt.

Puffer zur Durchfiihrung von Western-Blots bzw. Immunoblots

Anodenpuffer I: 300 ml 1 M Tris-HCI, 200 ml Methanol, 500 ml Agua deion.
Anodenpuffer II: 25 ml 1 M Tris-HCI, 200 ml Methanol, 770 ml Aqua deion.
Kathodenpuffer: 25ml 1M Tris-HCI, 5,259 6-Aminocapronsdure, 200 ml Methanol,

770 ml Aqua deion.

Blockingpuffer: BSA 1 %-ig in PBS-Tween
Die Lagerung des Blockingpuffers erfolgte bei -20 °C.

Substratlésung: 8 ml 1 x PBS, 3 ml Chloronaphtol, 5 ul Wasserstoffperoxid (konzentriert)

Die Substratlésung wurde vor jeder Anwendung frisch hergestellt.
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Phosphatpuffer

PBS (10 x): 100 g NaCl, 2,59 KCI, 2,59 KH,PO,4, 18 g Na,HPO, x 2H,0, mit Aqua
deion. ad 1000 ml auffillen

PBS-Tween: 1g NaHPO4x 2H,0, 0,949 NaH,PO4x2H,0, 16,36g NaCl, 1ml

Tween® 20 (pH 7,2), mit Aqua deion. ad 2000 ml

Na-Phosphatpuffer (0,1 M): 3,5 ml 0,2 M NaH,POy,, 15,5 ml 0,2 M Na;HPO,4 x 2H,0 und 19 ml Aqua

deion.

Coating-Puffer

Coating-Puffer: 1,2 g Tris, 5,8 g NaCl, 0,2 g NaNs, 40 pl Complete Protease Inhibitor, Aqua
deion. ad 1000 ml; auf pH 8,5 eingestellt
Die Aufbewahrung des Coating-Puffers erfolgte bei 4 °C.

Farbe- und Entfarbelésungen

Coomassie Brilliant Blau-Farbelésung:
500 ml Aqua deion., 400 ml Methanol, 100 ml Eisessig, 800 mg Coomassie Brilliant Blue R 250;
ca. 30 min bei Raumtemperatur riihren lassen, ggf. filtrieren.

Die Coomassie Brilliant Blau-Farbeldsung kann mehrfach verwendet werden.

Blitzentfarber (konzentriert):
450 ml Aqua deion., 450 ml Methanol, 100 ml Eisessig

Entfarber (verdiinnt):

880 ml Aqua deion., 50 ml Methanol, 70 ml Eisessig
Das Entfarben der SDS-PAGES erfolgt unter optischer Kontrolle.

Auftragspuffer fiir DNA-Proben:
0,025 g Bromphenolblau Na-Salz , 0,025 g Xylene cyanol FF, 3 g Glycerin, mit Aqua deion. ad 10 ml

auffillen

Karbolfuchsin-Stammlésung:
100 ml 10 % (w/v) Neofuchsin, 250 ml 4 % (v/v) Phenol und 650 ml Aqua deion.
Die gemischte Farbelsung vor Gebrauch fiir 48 h bei 4 °C stehenlassen.

Karbolfuchsin-Gebrauchsldsung:

6 ml Karbolfuchsin-Stammldsung und 10 ml Na-Phosphatpuffer

Die Gebrauchslésung vor Verwendung frisch herstellen und filtrieren.
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Malachitgriin-Farbeldsung (0,8 %):

8 g Malachitgriin in 1 | Aqua deion. l6sen

Die Farbeldsung vor Gebrauch filtrieren und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C lagern.

Zusammensetzung der Polyacrylamidgele:

Trenngel (12,5 %): 2,5 ml Trenngelpuffer, 5 ml Acryl-Bisacrylamid (30:1,5), 62,5 ul 20 %-iges
SDS, 3,75 ml 8 M Harnstoff, 890 ul Aqua deion., 10 ul TEMED, 60 pl

10 %-iges Ammonium-Persulfat

Sammelgel (4,5 %): 250 pl

Sammelgelpuffer, 250 ul Acryl-Bisacrylamid (50:0,8), 12,5 ul

20 %-iges SDS, 1,5 ml 8 M Harnstoff, 450 ul Aqua deion., 2,5 ul TEMED,

75 ul 10 %-iges Ammonium-Persulfat

Chemikalien und Enzyme:

Reagenz

Acrylamid
Agarose D-1 LE
Agar Agar

Ammonium Persulfat

Ampicillin-Natriumsalz

Bacto® Trypton

Bisacrylamid

Bromphenolblau Na-Salz
Bovines Serumalbumin (BSA)
Complete Protease Inhibitor
Coomassie Brilliant Blue R 250
Chloronaphtol

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
Eisessig

Ethanol (Vol. 99%)

Ethanol (Vol. 94%)

Firma, Firmensitz

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Hispanlab, S.A., Madrid, Spanien
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Difco, Hamburg

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Serva, Heidelberg

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fa. Serva, Heidelberg

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Berkel AHK Verbraucherprodukte
GmbH & Co. KG, Lippstadt
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Reagenz Firma, Firmensitz
Ethidiumbromid Fa. Serva, Heidelberg
Fotales Kalberserum Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Guanidiniumhydrochlorid Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Hefeextrakt Fa. Merck, Darmstadt
Isopropanol Fa. Merck, Darmstadt
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) Fa. Roth, Karlsruhe
L-Glutamin Fa. Serva, Heidelberg
Kanamycin Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
KH,PO, Fa. Merck, Darmstadt
Malachitgrin Fa. Merck, Darmstadt
MEM mit Earle”Salzen und 2 mmol/l L-Glutamin Fa. Biochrom KG, Berlin
MEM-Vitaminkonzentrat Fa. Biochrom KG, Berlin
R-Mercaptoethanol Fa. Serva, Heidelberg
Methanol Fa. VWR, Darmstadt,
Fa. Merck, Darmstadt
NaCl Fa. Merck, Darmstadt
Na;HPO4 x 2H,0 Fa. Merck, Darmstadt
NaH,PO,4 Fa. Merck, Darmstadt
NaOH Fa. Riedel-de Haen, Seelze
Neofuchsin Fa. Merck, Darmstadt
Phenol Fa. Roth GmbH, Karlsruhe
Tetramethylendiamin Fa. Serva, Heidelberg
Trisacetat Fa. Merck, Darmstadt
Tris-HCI Fa. Roth, Karlsruhe
Tween® 20 Fa. Merck, Darmstadt

Xylene cyanol FF Fa. Serva, Heidelberg
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Vorgefertigte Reagenzien:

Reagenz Firma, Firmensitz

Alu-Gel-S [AlI(OH)4] Fa. Serva, Heidelberg

a-Maus-1g-Peroxidase-Konjugat Fa. Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH,
Freiburg

BAY R1005 Fa. Bayer, Leverkusen

BCA*Protein Assay Reagent Fa. Pierce, Illinois, USA

Blocking Reagent for ELISA Fa. Boehringer, Ingelheim

DNeasy® Tissue Kit Fa. Qiagen, Hilden

GFX™ Micro Plasmid Prep Kit Fa. Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH,
Freiburg

Ni**-NTA Agarose Fa. Qiagen, Hilden

Ni?*-NTA-HRP-Konjugat Fa. Qiagen, Hilden

Anasthetika:

Bezeichnung Firma, Firmensitz
Ketavet® (10 %) Fa. Pharmacia GmbH, Erlangen
Rompun® (2 %) Fa. Bayer, Leverkusen
Gerate:
Gerét Firma, Firmensitz
Auflichtmikroskop Diavert Fa. Leitz, Wetzlar
Auflichtmikroskop Eclipse TS100-F Fa. Nikon GmbH, Diisseldorf
(inkl. Phasenkontrast-Einrichtung)
Ausschwingrotor JS-7,5 Fa. Beckman, Munchen
Autoklav Fa. Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Brutschrénke Fa. Memmert, Biel-Benken

Fa. Binder GmbH, Tuttlingen
Digitalkamera Nikon Coolpix 4500 Fa. Nikon GmbH, Disseldorf
Durchlichtmikroskop Ortholux 11 Fa. Leitz, Wetzlar
Eismaschine Fa. Ziegra, Isernhagen

Elektrophoresekammern fir Proteingele Fa. Biometra, Londorf
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Gerat

FireBoy

Feinwaage

Festwinkelrotor JA-10
French® Pressure Cell
Gefriertruhen
Geltrockner
GeneQuant®

Isolator

Kihlschranke

pH-Meter

Photometer DU 640

Pipetten

Magnetrihrer
Mehrkanalpipetten

Sterilbank
Schittelinkubatoren
SORVALL Zentrifuge RC 5B

Spannungsgerate

Spektralphotometer

Taumler

Tischzentrifuge 5415 C
Tischzentrifuge 5403 mit Ausschwingrotor
Uberkopfmischgerat

Ultraschallgerat Branson Sonifier B-12

Vortex

Firma, Firmensitz

Fa. Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Fa. Mettler Vertrieb Waagen Strathausen,
Albach

Fa. Beckman, Minchen

Fa. Sopra GmbH, Buttelborn

Fa. Bosch Vertrieb Elektro Griin, Giel3en
Fa. BioRad, Miinchen

Fa. Pharmacia LKB Biochrom Ltd.,
Cambridge, GB

Fa. Charles River Deutschland GmbH,
Kifl3legg

Fa. Privileg + Bosch Vetrieb Elektro Griin,
Gielen

Fa. WTW, Weilheim

Fa. Beckman, Miinchen

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Jahnke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen
Fa. BIOHIT Deutschland GmbH, Kdln
Fa. Heraeus, Hanau

Gesellschaft fir Labortechnik GmbH, Burgwedel
Fa. Du Pont Company, USA

Fa. BioRad, Miinchen

Fa. Pharmacia, Freiburg

Fa. Beckman, Miinchen

Eigenbau der Institutswerkstatt, IHIT,
Giellen

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Elektro Griin, Giefen

Fa. Branson Stuart, Vertrieb:

Fa. Heinemann, Schwébisch-Gmiind

Fa. peQLab Biotechnologie GmbH,

Erlangen
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Waage
Western-Blotkammer

Zentrifuge J2-21

Verbrauchsmaterialien:

Materialien

Centricon-Rdhrchen YM-10
Deckglaschen (@ 12 mm)
Einmalkivetten

Filter

Kanilen

96-well-Mikrotiterplatten
Objekttrager

Parafilm®

Petrischalen

Pipettenspitzen

Polyolefin-Klebefolie
Polystyrolréhrchen

Protran® Nitrocellulose Transfer Membran
Reaktionsgeféale (1,5/2,0 ml)
ReaktionsgeféalRe (15/50 ml)

Servapor® Dialyseschlauch (1,6 cm)
Spritzen
Vierkantflaschen

Zellkulturflaschen nach Roux

Firma, Firmensitz

Fa. Bosch Vertrieb Elektro Griin, GieRen

Fa. Kern, Albstadt
Fa. Pharmacia, LKB Biochrom Ltd.
Cambridge, GB

Fa. Beckman, Miinchen

Firma, Firmensitz

Fa. Millipore, Eschborn

Fa. Assistent, Sondheim

Fa. MAGV, Rabenau

Fa. Millipore, Eschborn

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Servoprax® GmbH, Wesel

Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Biebrich
Fa. MAGV, Rabenau

Fa. American National CanTM,
Greenwich, USA

Fa. nerbe plus GmbH, Luhe

Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich

Fa. BIOHIT GmbH, Kéln

Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Biebrich
Fa. Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen

Fa. Schleicher & Schuell, Dassel

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Greiner Labortechnik GmbH,

Frickenhausen

Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Fa. transcoject®, Neumdnster
Fa. Schott, Mainz
Fa. Schott, Mainz
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Computerprogramme

Programm Anbieter

Microsoft® Office 97 Fa. Microsoft Corporation, USA
LASERGENE® Fa. DNASTAR LTD., USA

Plasmidkarten

BamH |
T¥ Terminator

Hde |

. T7 Promotor

pBR322 origin

lacl

Abbildung 19: Karte des Plasmids pTR-14-B.
Das 759 bp grol3e Insert com1 wurde in den Vektor pET15b kloniert.
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BamH 1
TF Terminator

Hde |
pBR322 origin
5 T Promotor

Abbildung 20: Karte des Plasmids pTR-17-G.
Das 1.371 bp groRe Insert algC wurde in den Vektor pET15b kloniert.

BamH I
T¥ Terminator

pBR322 origin
Hde |

A T7 Promotor

Abbildung 21: Karte des Plasmids pTR-25.
Das 1.659 bp grofRe Insert htpB wurde in den Vektor pET15b kloniert.
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BamH |

T Terminator

Hde |

T¢ Promotor

pHIT-V C8
6.3 kb

pBR322 origin

lacl

Abbildung 22: Karte des Plasmids pHIT-V C8.
Das 621 bp groRe Insert fbp wurde in den Vektor pET15b kloniert.

EcoR1

1 origin T7 Terminator

Kan

Hde 1

leT-V C1 . ~ T7 Promotor
6.5 kb '

pBR32Z origin

Abbildung 23: Karte des Plasmids pHIT-V C1.
Das 1.233 bp groRe Insert orf410 wurde in den Vektor pET24b(+) kloniert.
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EcoR1

florigin T7 Terminator

Hde |
T¢ Promotor

Kan

pHIT-V C4
6.0 kb

pBR322 origin =

Abbildung 24: Karte des Plasmids pHIT-V C4.
Das 780 bp grof3e Insert crc wurde in den VVektor pET24b(+) kloniert.

EcoR 1

florigin T7 Terminator

‘Hde |

Kan T7 Promotor

pHIT-V C5
5.9 kb

lacl

pBR322 origin

Abbildung 25: Karte des Plasmids pHIT-V C5.

Das 693 bp grolie Insert mip wurde in den Vektor pET24b(+) kloniert.
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EcoR.1

1 origin . T7 Terminator

muct

Han Hde |

T7 Promotor

pHIT-V Cé
6.1 kb

pBR322 origin -

Abbildung 26: Karte des Plasmids pHIT-V C6.
Das 813 bp grolie Insert mucZ wurde in den Vektor pET24b(+) kloniert.
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