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EINLEITUNG

1. Einleitung

In der Gattung Salmonella sind wichtige Pathogene zu finden, aber sichere, attenuierte
Stamme sind attraktive Kandidaten fur den Einsatz als orale Lebendimpfstoffe. Bisher zeigen
praklinische Versuche vielversprechende Ergebnisse und sprechen flir eine forcierte
Weiterentwicklung dieses Ansatzes. Die Optimierungsbemihungen waren bisher primar rein
empirischer Natur. Statt dessen ist es aber nétig, eine rationale Methodik anzuwenden, um
eine Verbesserung von Impfstdmmen zu erzielen.

In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die Steigerung der zelluldren CD4"-T-
Zellantwort gegen rekombinante Salmonella-Vakzinstamme, unter Einbezug der neuesten
Erkenntnisse der Immunrektion gegen Salmonella, gerichtet.

Im folgenden wird zunédchst ein Uberblick lber die Salmonella-Infektionsbiologie und die
Immunreaktionen gegeben. Danach werden die bisherigen Erfahrungen mit Salmonella-
basierten Lebendimpfstoffen und Madoglichkeiten zur Verbesserung ihrer Wirksamkeit
diskutiert. Auf dieser Grundlage werden dann die zu prifende Arbeitshypothese und die

einzelnen Ziele fur ihre Validierung vorgestellt.

1.1 Salmonella enterica Serovare

Die Gram-negativen, stabchenférmigen und fakultativ intrazellularen Salmonella gehéren zur
Familie der Enterbacteriaceae und werden in die Spezies Salmonella bongori und
Salmonella enterica, die sieben Subspezies beinhaltet, zusammengefalt. Humanpathogene
Salmonella sind ausnahmslos in der Subgruppe 1 (subspezies enterica) zuzuordnen und
lassen sich aufgrund spezifischer Merkmale, wie den O-spezifischen Polysaccharidketten
(O-Antigene) oder der hochvariablen zentralen Domane der Flagellenfilamente (H-Antigene)
in mehr als 2000 Serovare unterteilen. Infektionen mit Salmonella enterica-Serovaren
erfolgen primar Uber den fakal-oralen Weg. Je nach Serovar und Wirt werden sowohl lokale,
selbstlimitierende Darminfektionen als auch schwere, systemische Krankheitsverlaufe
beobachtet. Dabei sind als die klinisch bedeutsamsten Serovare von Salmonella enterica
Typhimurium, Enteritidis, Typhi und Paratyphi zu nennen.

Typhi zeigt eine hohe Wirtsspezifitat fur den Menschen und infiziert mit Ausnahme der
Schimpansen weder Haus- noch Wildtiere. Beim Menschen verursacht Typhi eine
systemische Infektion (Typhus abdominalis), die sich in schweren Krankheitssymptomen, wie
Multiorganversagen oder septischen Schock, aufert. In Entwicklungslandern betragt die

Inzidenz etwa 16 Millionen pro Jahr mit geschatzten 600.000 Todesfallen.
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In Nord- und Mitteleuropa wird Typhi hauptsachlich durch Reisende importiert und tritt nur
sporadisch auf.

Infektionen mit den Serovaren Typhimurium und Enteritidis, die ein breites Wirtsspektrum
aufweisen und verschiedene Krankheiten auslésen, fuhren im Gegensatz zu Typhi beim
Menschen zu einer selbstlimitierenden Gastroenteritis. Bei immunsupprimierten Menschen
kénnen enteritische Salmonellosen analog zu Typhi systemisch disseminieren und einen
letalen Verlauf nehmen, falls sie nicht behandelt werden. Enteritische Salmonellosen treten
in den Industrienationen sowohl endemisch als auch epidemisch auf und nehmen an
Haufigkeit zu aufgrund nicht kontrollierter Infektionen bei Nutztieren (insbesondere Hihner
und Rind).

Das Serovar Typhimurium, das auch in hohen Dosen beim Menschen in der Regel nur eine
Gastroenteritis hervorruft, verursacht in empfindlichen (genetisch suszeptiblen) Mausen
bereits mit einer geringen Infektionsdosis eine systemische, letale Infektion, die vom
Krankheitsverlauf dem typhoiden Fieber beim Menschen ahnelt. Aus diesem Grund werden
Infektionsstudien von Typhimurium-Stammen in Mausen als praklinisches Modell zur
Charakterisierung der Pathogenitdt und Immunitdt sowie zur Durchflhrung von

Impfstoffstudien eingesetzt.

1.2 Infektionszyklus von Typhimurium in Mausen

Mittlerweile stellt dieses System eines der best charakterisierten Tiermodelle fir Bakterium-
Wirt-Interaktionen dar (Cotter und DiRita, 2000). Nach oraler Infektion Uberlebt ein kleiner
Anteil der Bakterien das saure Milieu des Magens und gelangt in den unteren
Dinndarmabschnitt (terminales lleum) zu den Peyer'schen Plaques, die die primare
Eintrittspforte fur Salmonella darstellen (vgl. Abb. 1). Im Bereich der Peyer'schen Plaques
weist die Dinndarmschleimhaut keine Zotten auf sondern grenzt an das follikelassoziierte
Epithel (FAE). Das FAE besteht hauptsachlich aus Enterocyten und den M-Zellen und grenzt
die darunter lokalisierten Lymphfollikel vom Darmlumen ab. M-Zellen reprasentieren einen
spezialisierten Zelltyp, der nur im Zusammenhang mit dem FAE vorkommt und im
Gegensatz zum normalen Intestinalgewebe keine Mikrovilli aufweist und zur Transzytose
befahigt ist. Die Salmonella-Pathogenese beginnt mit der Invasion und Zerstérung der M-
Zellen. Danach gelangen die Bakterien zum subepithelialen Gewebe. Dort treffen sie auch
Antigen-prasentierende Zellen (antigen presenting cells, APCs: Makrophagen oder
dendritische Zellen). Die Transmigration kann auch durch die Invasion von Epithelzellen
erfolgen (Galan, 1996; Vazquez-Torres et al., 1999) oder durch dendritische Zellen auf der
Mukosa-Oberflache (Rescigno et al., 2001).
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Serovare, die keine ausgepragte Wirtsspezifitat zeigen, scheinen eher eine auf das Epithel
beschrankte Infektion zu verursachen, wahrend Wirts-adaptierte Salmonella im lymphoidalen
Gewebe anzutreffen sind (Jones et al., 1994).

Salmonella kann intrazelluldr in Makrophagen und dendritischen Zellen eingeschlossen in
Phagosomen (iberleben und replizieren. Uber diese Zellen erfolgt die fiir das Erreichen einer
systemischen Infektion erforderliche Dissemination der Bakterien (Vazquez-Torres et al.,

1999), die zur Kolonisierung von mesenterialen Lymphknoten, Leber und Milz flihrt.

Salmonella

LT LT, e
APC
subepithelialer
«— Dom

. B-Zelle

B-Zell-Antworten  T-Zell-Antworten

T-Zelle

interfollikulére
Region

Lumen

Abb. 1: Schematische Darstellung der Peyer'schen Plaques. APC: Antigen-prasentiernde Zellen
(antigen presenting cell), wie dendritische Zellen oder Makrophagen. (modifiziert nach (Neurath et al.,
2002))

Dies bedingt anschlieend die Bildung von Mikroabzessen, die sich im spateren Verlauf zu

Granulomen mit aktivierten, mononuklaren Zellen entwickeln (Mastroeni und Menager,

3
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2003). Nicht-virulente Salmonella-Impfstdmme zeichnen sich dadurch aus, dass sie den
Organismus nicht systemisch infizieren und hauptsachlich auf die Peyer'schen Plaques

begrenzt sind.

1.3 Immunantwort des Wirtsorganismus gegen Salmonella

Das angeborene Immunsystem spielt eine essentielle Rolle bei den friihen Antworten des
Wirts auf eine Infektion mit Salmonella und ist bei den subklinischen Verlaufen fir die
Eindammung der Krankheit mitverantwortlich (Lalmanach und Lantier, 1999); (Makela und
Hormaeche, 1997). Die Bedeutung der Makrophagen und polymorphonukleéaren
Neutrophilen wahrend der frihen Immunantwort (O'Brien et al., 1979) (Vassiloyanakopoulos
et al., 1998) liegt insbesondere in der Bildung und Sezernierung proinflammatorischer
Zytokine wieTNF-qa, IL-1, IL-6, IL-8 oder IL-12) nach Stimulation durch Liganden der Toll-
Rezeptoren (wie z.B. LPS, Flagellin oder bakterielle Lipoproteine) (Sieling und Modlin, 2002).
Im Maus-Modell fur typhoides Fieber wird das Wachstum von Salmonella im Gewebe
wahrend der ersten Tage der Infektion daneben auch durch das NRAMP1 Protein
kontrolliert. NRAMP-Homologe wurden in verschiedenen Tieren identifiziert. NRAMP ist ein
Phosphoglycoprotein (90-100 kDA), das divalente Metallionen, wie Fe®*, Zn** oder Mn*,
pumpt und wird rasch zu SCV’'s (Salmonella containing vacuole) rekrutiert (Vidal et al.,
1993). Bisher konnte beim Menschen keine analoge Korrelation zwischen einer erhdhten
Anfalligkeit fur typhoides Fieber und polymorphen Allelen innerhalb oder nahe des NRAMP-
Locus festgestellt werden (Dunstan et al., 2001). Dies schliet aber einen mdglichen
Zusammenhang von NRAMP1 und anderen klinischen Parametern, wie die Schwere des
Krankheitsverlaufs oder Inkubationszeit, bisher nicht aus.

Die Kontrolle des Salmonella-Wachstums wahrend der frihen Phase einer primaren
Infektion hangt auBerdem von reaktiven Sauerstoff-Intermediaten (ROI) ab, die durch die
NADPH-Oxidase (phox) in Phagocyten generiert werden. Dies wird durch die extreme
Anfalligkeit von gp91phox/ Mausen fur eine Salmonellose verdeutlicht (Mastroeni et al.,
2000). Salmonella kann der toxischen Wirkung von ROI entgehen, indem die Rekrutierung
der NADPH-Oxidase zum Phagosom durch Effektorproteine des Typ Il Sekretionssystems
der Salmonella Pathogenitatsinsel 2 (SPI-2) inhibiert wird (Vazquez-Torres et al., 2000). SPI-
2 ermdglicht es ebenfalls, reaktive Stickstoffintermediate von der SCV fernzuhalten
(Chakravortty et al., 2002).

Wahrend das angeborene Immunsystem eine wichtige erste Verteidigungslinie des Wirts
gegen eine Salmonella-Infektion darstellt, ist eine adaptive Immunantwort nétig fir das

langfristige Uberleben und die Eliminierung von Salmonella. Adaptive Immunantworten in

4-
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Folge einer Primarinfektion fuhren daneben auch zu einem vollstdndigen Schutz gegen
Sekundarinfektion mit 10.000facher LDs,. T Zellen spielen bei der adaptiven Immunitat
gegen Salmonella eine zentrale Rolle (Makeld und Hormaeche, 1997)(Mittrucker und
Kaufmann, 2000b). Nacktmause und T-Zell-Rezeptor-defiziente Mause sind hochgradig
anfallig fir Salmonella-Infektionen. Dabei sind CD4"-T-Zellen wichtiger als CD8"-T-Zellen
(Mastroeni et al.,, 1992; Nauciel, 1990) (Hess et al., 1996b), die jedoch ebenfalls einen
nachweisbaren Beitrag leisten (Lo et al., 1999; Mastroeni et al., 1992; Nauciel, 1990). CD4"-
T-Helferzellen (Ty) werden in Abhangigkeit von den sekretierten Cytokinen in zwei Typen
eingeteilt. Ty1-Zellen produzieren IFN-y, TNF-a, IL12 und IL-18 und aktivieren dadurch die
zelluldre Immunantwort und Entziindungsprozesse, wahrend Ty2-Zellen IL-4, IL-5 und IL-13
sekretieren und damit B-Zellen aktivieren (Neurath et al., 2002). Eine Vielzahl von Studien
belegt, dass eine Salmonella-Infektion in einer Ty1-Antwort resultiert (Pie et al., 1997; Thatte
et al., 1993). AulRerdem konnte demonstriert werden, dass eine exogene Zugabe von IFN-y
einen bakteriostatischen Effekt zeigt und dass die Neutralisation von endogen produzierten
IFN-y durch spezifische Antikdrper die Mortalitdt von Mausen erhdht, die mit Salmonella
enterica Serovar Typhimurium infiziert waren (Matsumura et al., 1990; Ramarathinam et al.,
1991). AuRerdem wurde beobachtet, dass IFN-y-Rezeptor-defiziente Mause hoch anfallig fur
Salmonella-Infektionen sind (Hess et al., 1996). Dies untermauert die zentrale Rolle der Ty1-
Zellen bei der Abwehr von Salmonella.

Neben T-Zellen sind auch Antikorper fir eine vollstandige Immunitat nétig (Mittrucker et al.,
2000a). AulRerdem wurde kirzlich demonstriert, dass die Ty1-Antwort in B-Zell-defizienten
Mausen nach einer Salmonella-Infektion wesentlich geringer ist als in der Parental-Mauslinie
(Ugrinovic et al., 2003), was eventuell durch eine Funktion der B-Zellen als Antigen-
prasentierende Zellen wahrend der friihen Immunantwort interpretiert werden kénnte. Ein
Hauptproblem bei der Interpretation von Daten, die in B—Zell-defizienten Mausen generiert
wurden, ist die rudimentare Ausbildung von Peyer'schen Plaques in diesen Mauslinien. In
den Peyer’schen Plaques wird die fruhe T-Zellantwort induziert (Bumann, 2001a; McSorley
et al., 2002) und die mangelnde Ausbildung dieser sekundaren lymphatischen Organe
kdnnte den Ablauf der Immunantwort nach oraler Infektion mit Salmonella im Vergleich zu

normalen Mausen stark beeinflussen.

1.4 Transgene T-Zell-Rezeptor Mausmodelle zur Untersuchung der zellularen

Immunantwort gegen Salmonella in vivo

Wie oben erwahnt spielen CD4'-T-Zellen eine entscheidende Rolle bei der adaptiven

Immunantwort gegen Salmonella. Die wichtigen frihen initialen Schritte der T-Zellaktivierung
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lassen sich aber aufgrund der niedrigen Konzentration an Antigen-spezifischen Vorlaufer-T-
Zellen nur sehr schwer analysieren. Abhilfe I&sst sich durch Verwendung von transgenen T-
Zell-Rezeptor (tgTCR)-Tiermodelle erzielen, in denen die meisten T Zellen nur ein bekanntes
T Zell-Epitop erkennen. Andererseits stellt die hohe Frequenz an mono-spezifischen T-Zellen
in tgTCR-Mausen (zwischen 50% bis 90%) eine unphysiologische Situation dar. Deshalb
verwendet man adoptive Transfermodelle, bei denen ca. 1 — 10 x 10° tgTCR-T-Zellen adoptiv
in syngene, nicht-transgene Mause transferiert werden, um geringe Konzentrationen (0,2%
bis 1%) von spezifischen, naiven CD4"-T-Zellen in den chimaren Rezipienten zu erzielen.
Diese Populationen kénnen dann in vivo nachgewiesen werden, wobei dazu ein groRRes
Methoden-Repertoire, wie klonotypische monoklonale Antikérper (Pape et al., 1997), MHCII-
Tetramere (Gutgemann et al., 1998) oder CFSE-Farbung (vor dem adoptiven Transfer), zur
Verfligung steht. Mit diesen Mitteln konnen Fragen wie etwa die Starke oder die anatomische
Lokalisation der Immunantwort geklart werden. Bisher existieren vier unterschiedliche
MHClII-restringierte tgTCR-Mausmodelle fur Salmonella (Bumann, 2003), auf die im
folgenden eingegangen werden soll.

Das MHCII-Epitop des Motten-Cytochrom C (Aminosauren 88 bis 103) wurde in die
hypervariable Region des Flagellin codierenden fliC Gens inseriert (Verma et al., 1995).
tgTCR-Mause wurden mit attenuierten Salmonella enterica Serovar Dublin, die dieses
rekombinante Flagellin unter Kontrolle des Psc Promotors auspragten, intraperitoneal infiziert
(Richter-Dahlfors et al., 1997). Dieses Modell hat einige Nachteile: zum einen wurden
transgene Mause verwendet, die eine extrem hohe Konzentration (ca. 90%) an mono-
spezifischen T-Zellen (Richter-Dahlfors et al., 1997) aufweisen, was eventuell eine
unphysiologische T-Zell-Induktion bewirkte (Smith et al., 2000). AuRerdem entsprach die
Infektionsroute nicht dem natirlichen oralen Infektionsweg von Salmonella. Ein weiterer
Nachteil des Ansatzes ist die Verwendung des FIliC-Proteins als Trager, da es sich
abzeichnet, dass wahrend der systemischen Infektion die Flagellen-Expression reprimiert
wird (Eriksson et al., 2003; Hughes und Galan, 2002). Die beobachtete T-Zell-Induktion
wirde deshalb hauptsachlich von der initialen Antigendosis im Infektions-Inokkulum
verursacht werden.

Ein neueres tgTCR-Modell wurde zur Untersuchung der Immunantwort gegen ein autologes
Antigen entwickelt (McSorley et al., 2002). Dabei wird ein MHCII-beschranktes FliC-Epitop
(Aminosauren 427 bis 441) von einer tgTCR-T-Zell-Linie erkannt. Etwa 2 x 10° tgTCR-T-
Zellen wurden in syngene Mause vor einer oralen Infektion mit Wildtyp-Salmonella adoptiv
transferiert. Wie in einer Studie, die mit GFP-OVA gemacht wurde (Bumann, 2001a), konnte
in dieser Arbeit die T-Zellreiche interfollikulare Region der Peyer’schen Plaques als
Hauptinduktionsort der T-Zellen identifiziert werden. Aber der grofte Nachteil besteht,

ahnlich wie im Fall des oben erwahnten Cytochrom C Modells, in der Wahl von FIliC als
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autologem Antigen (Bumann, 2003; Hughes und Galan, 2002). Einige Unstimmigkeiten
dieses Modells lassen sich auf die Verwendung von FIiC zurlckfuhren. In den Milzen
infizierter Tiere lieBen sich keine Antigen-spezifischen T-Zellen nachweisen, obwohl dieses
Organ stark infiziert war. Auflerdem hatte die T-Zell-Aktivierung schon 12 h und die Antigen-
spezifische T-Zell-Anhaufung drei Tage nach der Infektion ihre Maximaerreicht, obwohl die
Infektion danach zu einer immer hoheren Bakterienlast fuhrt. Dies lasst sich wohl mit der
hohen Antigendosis im Infektions-Inokkulum und der darauf folgenden Reprimierung der
Flagellensynthese wahrend der Infektion erklaren (Bumann, 2003; Eriksson et al., 2003;
Hughes und Galan, 2002).

Ein anderer Ansatz bedient sich des oft verwendeten tgTCR DO11.10, der ein MHCII-Epitop
des Ovalbumins (Aminosauren 323 bis 337) erkennt (Pape et al., 1997). Dabei gibt es zwei
verschiedene Arten der Expression dieses Epitops: einmal im Kontext des Gesamt-
Ovalbumins (Chen und Jenkins, 1999) oder als Fusion mit GFP (Bumann, 2001a; Bumann,
2001b). Die Synthese des Gesamt-Ovalbumins in Salmonella ist problematisch, da dieses
Protein toxisch wirkt (Wick und Pfeifer, 1996) und die betreffenden Expressions-Plasmide
rasch wahrend der Infektion verloren gehen (Chen und Jenkins, 1999), wenn sie nicht
balanciert-letal komplementiert werden (Chen und Jenkins, 1999). Aullerdem wurden die
Daten zur T-Zell-Aktivierung nach einer unnaturlichen subkutanen Infektion von Mausen,
denen vorher 2 x 10° tgTCR-T-Zellen adoptiv transferiert wurden, erhoben.

Wurde jedoch ein Peptid von Ovalbumin (Aminosauren 319 bis 343) als Fusionsprotein mit
GFP in Salmonella synthetisiert, wurden bis zu 2 x 10°> Kopien pro Zelle gut toleriert und
hatten keinen Einfluss auf die Virulenz von attenuierten oder Wildtyp-Salmonella-Stammen
(Wendland und Bumann, 2002). Ein weiterer Vorteil ist die Quantifizierbarkeit der
Antigenmenge in situ mit DurchfluBzytometrie (Bumann, 2002) und die Detektierbarkeit in
infiziertem Gewebe durch konfokale Mikroskopie (Bumann, 2001a). 4 x 10° tgTCR-T-Zellen
wurden den Mausen vor der oralen Immunisierung mit GFP-OVA auspragenden Salmonella-
Stammen adoptiv transferiert. Es konnte eine Antigen-spezifische T-Zellinduktion beobachtet
werden, die sich in einer verstarkten Expression des friihen Aktivierungsmarkers CD69 und
einer Blastenbildung mit anschlieRender Teilung der spezifischen tgTCR-CD4'-T-Zellen
aulerte (Bumann, 2001a). Die Induktion erfolgte kontinuierlich und korrelierte dabei mit der
in situ Menge des fluoreszierenden Antigens. Aufierdem wurden der Grofteil der Ovalbumin-
spezifischen T-Zellen wahrend der gesamten Induktionsphase primar in den interfollikuldren
Regionen der Peyer'schen Plaques detektiert, wahrend lebende Salmonella-Zellen einige
100 ym davon entfernt im subepithelialen Dombereich der Peyer'schen Plaques lokalisiert
waren (Bumann, 2001a). Eine Titration der Konzentration der transgenen Zellen in den
Peyer’'schen Plaques (0,1% bis 0,6%) fiihrte zu keiner Anderung der prozentualen

Aktivierung der Ovalbumin-spezifischen transgenen T-Zellen nach einer Infektion mit

-7-



EINLEITUNG

rekombinanten Salmonella-Stdmmen und deshalb scheinen Effekte wie eine intraklonale T-
Zell Kompetition keine Rolle zu spielen (Bumann, 2003). Mit den geschilderten tgTCR-
Modellen wurden aber bereits wichtige Informationen zur Kinetik und der Lokalisierung der
spezifischen CD4*-T-Zell-Antwort erhalten, die mit herkdmmlichen Tiermodellen nicht erzielt
werden kénnen. Die artifiziell erhdhte Konzentration an spezifischen tgTCR-T-Zellen scheint
zumindest im Fall des OVA-Epitop-Systems kein Problem zu sein.

Das beschriebene OVA-System erlaubt Quantifizierung der kritischen friihen Schritte nach
der Immunisierung mit rekombinanten Salmonella-Vakzinstammen viel schneller und
genauer als in den konventionellen Tiermodellen. Durch frihe Messung der frihen T-
Zellaktivierung kann man eine direkte Korrelation zur Salmonella-Last im lymphoiden
Gewebe und Uber GFP_OVA auch eine direkte Korrelation zur Antigen-Menge analysieren.

Mit den bisherigen konventionellen Methoden ist dies nicht mdglich.

1.5 Salmonella-Lebendimpfstoffe

Impfstoffe sind ein wirksames und kostenginstiges Mittel gegen Infektionskrankheiten. Unter
den vielen Darreichungsformen stellen rekombinante attenuierte Salmonella-Stamme, die ein
heterologes Antigen synthetisieren, eine vielversprechende Alternative dar, da sie die
immunkompetenten Organe (primar die Peyer’schen Plaques) des Impflings kolonisieren
ohne jedoch Krankheitssymptome auszulésen (Sirard et al., 1999). Eine wichtige
Voraussetzung flir den Einsatz lebender humanpathogener Mikroorganismen ist die
Herabsetzung der Virulenz und Pathogenitat der Tragerstdmme durch genetische
Manipulationen des Erbguts. Hierbei sollten mindestens zwei genetisch voneinander
unabhangige attenuierende Mutationen im Genom eingefligt werden, um eine eventuelle
Reversion zum Wildtyp durch Rekombinationsereignisse zu vermeiden (Charles und
Dougan, 1990). Der so erzeugte Impfstamm sollte aber immer noch die Peyer'schen
Plagues kolonisieren konnen und eine effiziente mukosale Immunantwort auslésen, ohne
jedoch Krankheitssymptome zu verursachen. Au3erdem sollte die Impfung mdéglichst durch
eine einmalige orale Gabe der Vakzine erfolgen konnen. Bisher wurden viele Studien
durchgefuhrt, in denen die Wirksamkeit rekombinanter, attenuierter Salmonella enterica
serovar Typhimurium Stdmme in Mausen demonstriert wurde (Pasetti et al., 2003). Jedoch
zeigen klinische Studien, die groBtenteils attenuierte Serovar Typhi-Stdamme als Trager
einsetzten, dass bei der Entwicklung heterologer Salmonella-Vakzinstdmme noch einige
Optimierungsarbeit zu leisten ist (Garmory et al., 2002).

Der erste zugelassene Humanvakzinstamm Salmonella enterica serovar Typhi Ty21A

(Germanier und Fuer, 1975) ging aus einer ungerichteten chemischen Mutagenese hervor
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und wird als Vivotif® von der Berna-Biotech AG vertrieben. Da jedoch drei bis vier
Immunisierungen noétig sind, um einen etwa 50% bis 80% Schutz gegen eine Infektion mit
Typhi zu erhalten, ist dieser Stamm suboptimal. Aufgrund von Sicherheitsaspekten und einer
besseren Qualitatskontrolle missen diese Modifikationen heutzutage durch definierte
genetische anstelle der friiher verwendeten stochastischen Mutationen erfolgen (vgl. Tab. 1).
Klassischerweise wurde in vielen Studien der Chorismatbiosyntheseweg inaktiviert. Hoiseth
und Stocker (1981) zeigten, dass eine Mutation im aroA Gen, das fir die 3-
Enolpyruvylshikimat-5-Phosphat-Synthase codiert, zur Auxotrophie des Salmonella enterica
Serovar Typhimurium Stammes SL3261 fur alle aromatischen Aminosauren fihrte und die
Virulenz in Mausen stark verringerte. Auf dieser Basis wurden der Human-Vakzinstamm
CVvD908 aus Typhi Ty2 (Hone et al., 1991) und der Stamm CVD906 aus Typhi ISP1820
(Hone et al., 1992) durch Deletion von aroC und aroD entwickelt. Beide Stamme
verursachten jedoch in klinischen Studien bei einigen Probanden entweder Fieber (Hone et
al., 1992) oder eine Bakteriamie (Tacket et al., 1992b). Durch Einfuhrung einer zusatzlichen
Mutation in dem Gen htrA, das flr eine periplasmatisch lokalisierte Protease codiert, wurde
der Stamm CVD908-htrA konstruiert, der sich in klinischen Studien als sicher und
immunogen erwies (Tacket et al., 1997Db).

Der Vakzinstamm Typhi Ty800, ein Derivat von Typhi Ty2, enthalt Deletionen in phoPQ,
einem Zwei-Komponentensystem, das die extrazelluldre Mg?*-Konzentration misst und auch
zu der Uberlebensfahigkeit von Salmonella in Makrophagen beitragt (Groisman, 2001).
Dieser Stamm erwies sich in klinischen Studien nebenwirkungsfrei und immunogen
(Hohmann et al., 1996). Ein Typhimurium-Stamm mit den analogen Deletionen in phoPQ
erwies sich ebenfalls als geeignet (Angelakopoulos und Hohmann, 2000). Wurden die
Helicobacter pylori Antigene Urease A und Urease B in den beiden letzt genannten
Stammen synthetisiert (Angelakopoulos und Hohmann, 2000; DiPetrillo et al., 1999), erwies
sich der Typhimurium-Stamm als etwas effizienter (Angelakopoulos und Hohmann, 2000).
Ein weiterer Stamm (x3927) wurde durch Mutationen im cya- (cyklische Adenylatcyclase)
und crp-Gen (cyklisches AMP Rezeptorprotein) aus Typhi Ty2 hergestellt, musste aber
aufgrund von Nebenwirkungen (Tacket et al., 1992a) zusatzlich durch Mutation des cdt-Gens
attenuiert werden. Dieses Gen ist an der Kolonisierung tiefer gelegener Organe mit beteiligt
(Kelly et al., 1992). Der daraus hervorgegangene Stamm x4073 wurde von Probanden gut
toleriert (Tacket et al., 1997a).
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Vakzinstamm Mutation Klinische Bakteriamie Immunantwort
Symptome

3297 Acya, Acrp, Fieber + moderat
x4073 Acya, Acrp, Acdt  gut toleriert - moderat
CVD906 AaroC, AaroD Fieber - stark

CVvD908 AaroC, AaroD gut toleriert + stark
CVD908-htrA AaroC, AaroD, gut toleriert - stark

AhtrA
Ty800 AphoP, AphoQ gut toleriert - stark
Ty21A nicht definiert gut toleriert - stark

Tabelle 1: Ubersicht Uber verschiedene attenuierte Typhi Vakzinstamme. Bis auf CVD906,
hervorgegangen aus Typhi ISP1820, haben alle Stamme Typhi Ty2 als Parentalstamm. (Tabelle
modifiziert nach (Levine et al., 2001)).

Insgesamt betrachtet wurden beim Einsatz der beschriebenen Vakzinstamme als Trager fir
rekombinante Antigene aus verschiedenen Pathogenen bisher nur unbefriedigende
Immunantworten in menschlichen Probanden erzielt. Weitere Verbesserungen der Stamme
sind deshalb dringend nétig.

Neben der Wahl eines geeigneten Tragerstamms spielt die Art des Expressionssystems eine
immense Rolle bei der Entwicklung von heterologen Salmonella-Lebendvakzinen. Dies
beinhaltet die Option, ob das Gen fir das heterolge Antigen in das Chromosom des
Tragerstamms oder in ein Expressionsplasmid integriert werden soll. Im Fall
plasmidcodierter Antigene muss gewahrleistet sein, dass das Plasmid wahrend der
Kolonisierung des Impflings nicht verloren geht. Diese Gefahr besteht, wenn man Plasmide
mit hoher Kopienzahl verwendet oder zu hohe Mengen des Antigens synthetisiert werden.
Dies kann auflerdem die “fitness” des Impfstamms erheblich beeintrachtigen, was eine
suboptimale Immunantwort zur Folge haben kann (Galen und Levine, 2001). Abhilfe lasst
sich durch die Verwendung von Plasmiden mit niedriger Kopienzahl schaffen (Galen und
Levine, 2001) oder durch regulierte Expression des Antigens durch Promotoren, die erst
wahrend der Infektion induziert werden (Bumann, 2001b).

Ein anderer wichtiger Parameter scheint die Lokalisation des Fremdantigens in der
Salmonella-Zelle zu sein (Galen und Levine, 2001). So wird diskutiert, dass
zelloberflachenlokalisierte oder sekretierte Antigene im Hinblick auf die Induktion einer CD4"-
T-Zell-Immunantwort, immunogener sind als cytoplasmatische Antigene (Kaufmann und
Hess, 1999).

So wurde in einer in vitro Studie mit rekombinanten E. coli und Salmonella-Vakzinstammen
ein Modellepitop an unterschiedliche Positionen von LamB gekoppelt (Wick et al., 1994a).

Das Epitop wurde so entweder auf der Zelloberflache oder Periplasma prasentiert. Das
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Gesamtantigen wurde im Cytoplasma dargestellt. Nach voller Induktion der Antigen-
Synthese der Stdmme im Kulturmedium wurden Makrophagen infiziert und anschlielRend
erfolgte eine  Co-Inkubation mit einem  Epitop-spezifischen T-Zellklon. Kein
Lokalisationseffekt der Antigene bei der Induktion einer T-Zellantwort war feststellbar, da
durch jeden Stamm eine ahnliche Antwort gemessen wurde. Dabei handelt es sich aber
vermutlich um ein Artefakt, da die meisten Bakterien zu Beginn der Infektion durch die
Makrophagen abgetdtet werden (Buchmeier et al.,, 1997). Dadurch kam es zu einer
massiven Freisetzung von Antigen, unabhangig wo es lokalisiert war und die resultierende T-
Zellantwort wurde davon wahrscheinlich dominiert.

In einer in vivo Studie wurde gezeigt, dass nach oraler Verabreichung von Salmonella-
Impfstammen, die Listeria Antigene sekretierten, Schutz gegen eine Belastungsinfektion mit
Listeria monocytogenes vermitteln, wahrend die cytoplasmatische Darstellung der Antigene
keinen protektiven Effekt hatte (Hess et al., 1996a). Schiitzende T-Zellen (CD4'und CD8")
konnten nach einer intravendsen Immunisierung von Tieren mit Antigen-sekretierenden
Stammen aus den Milzen isoliert werden, die nach adoptiven Transfer Schutz gegen eine
Belastungsinfektion lieferten. Die Probleme bei der Interpretation dieser Daten sind jedoch
vielfaltig. Zum einen sind T-Zellantworten Dosis-abhangig (Zinkernagel et al., 1997) und die
Beobachtungen koénnten Artefakte sein, da die Antigen-Mengen, die ein Ergebnis von
Synthese und Abbau sind, in den verschiedenen Stammen in vivo unterschiedlich sein
kbnnten. Zum anderen wurden die schitzenden CD4"-T-Zellen nach intravendser
Immunisierung gewonnen, was nichts iber die Induktion von protektiven CD4*-T-Zellen nach
oraler Verabreichung von Salmonella-Vakzinstdmmen aussagt. Die initiale Antigenmenge in
den Impfstdammen ist ein weiterer kritischer Punkt; da hohe Antigenmengen in den Bakterien
in vitro produziert wurden und im weiteren Immunisierungsverlauf die tatsachliche Antigen-
Menge viel kleiner sein kénnte. Somit ist Gesamt-T-Zellantwort das Resultat der friihen
Antwort gegen die Antigenmenge im Inokkulum, die im Fall des Antigen-sekretierenden
Stamms hoéher war. Insgesamt betrachtet herrscht also immer noch Unklarheit, ob die
Antigenlokalisierung tatséchlich einen Einfluss auf die CD4"-T-Zellantwort hat.

Fiar die Auslosung humoraler Immunantworten durch Salmonella-Vakzinstdmme gibt es
Evidenzen, dass zelloberflachenlokalisierte oder sekretierte Antigene hdhere Antikdrpertiter
bewirken kdnnen als periplasmatische oder cytoplasmatische (Chen und Schifferli, 2000;
Haddad et al, 1995; Kang und Curtiss, Ill, 2003). Der fehlende Vergleich der
Kolonisierungskapazitat der unterschiedlichen Stamme (Chen und Schifferli, 2000; Kang und
Curtiss, Ill, 2003) mindert zum Teil deren Aussagewert, da ein Wirksamkeitsunterschied nur
auf einer unterschiedlichen “fitness” der Vakzinstdmme beruhen kénnte.

Die Oberflachenprasentation von Antigenen wurde bisher durch verschiedene

Tragerproteine erzielt. Dies beinhaltet die Benutzung von Proteinen der auf’eren Membran
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aus E. coli, wie OmpA (Haddad et al., 1995), PhoE (Janssen und Tommassen, 1994;
Tommassen et al.,, 1993), LamB (Charbit et al., 1988; Hayes et al., 1991; Leclerc et al.,
1989), P87 Fimbrien (Chen und Schifferli, 2000) , oder dem Ice Nucleating Protein aus
Pseudomonas aeruginosa (Lee et al., 2000), der Flagellenkomponente FIliC aus Salmonella
(De Almeida et al., 1999; Newton et al., 1989) oder dem Salmonella Autotransporter MisL
{Ruiz-Perez, 2002 16 /id. Kirzlich wurde gezeigt, dass die Oberflachenprasentation von B-
und T-Zell-Epitopen des p60 Proteins aus Listeria monocytogenes durch das TolC Protein
aus E. coli einen protektiven Effekt hatte {Spreng, 2003 76 /id}. Viele dieser Systeme zeigen
gewisse Nachteile, wie die tolerierbare InsertionsgréfRe der Antigene (Cornelis, 2000) oder
eine korrekte Antigenprasentation nur bei bestimmten Temperaturen (Lee et al., 2000a).
Zudem konnten bei einigen Systemen spezifische humorale Antworten nur nach intravendser
oder intraperitonaler, aber nicht nach oraler Verabreichung der rekombianten Salmonella-
Lebendimpfstoffe induziert werden (De Almeida et al., 1999; Hayes et al., 1991; Janssen und
Tommassen, 1994; Leclerc et al., 1989). Fraglich ist weiterhin, ob die induzierten Antikdrper
auch schitzend gegen die jeweiligen Pathogene waren, da, bis auf Ausnahmen (Spreng et
al.,, 2003), keine wirkliche Protektion nach den Immunisierungen demonstriert werden

konnte.

Die problematischen Punkte bei den bisherigen Studien sind somit vielfaltig. Fir die
Anwendung als oraler Impfstoff missen die rekombinanten Stdmme unbedingt nach der
oralen Verabreichung eine Immunantwort induzieren kdénnen. AufRerdem sollten die
Prasentationssysteme so weit ausgereift sein, dass groRere Antigenfragmente inseriert
werden konnen.

Bei vergleichenden Studien zum Einfluss der Antigenlokalisierung ist es auf’erdem von
entscheidender Bedeutung, dass die Synthese der Antigene erst im Verlauf der Besiedelung
erfolgt; dadurch wird gewahrleistet, dass die Gesamt-Immunantwort nicht durch die frihe
Antwort gegen die Antigendosis im Inokkulum dominiert wird. Zusatzlich muss bei diesem
Vorgehen aber die Proteinmenge des Antigens, die ein Resultat aus Synthese und Abbau ist,
in den verschiedenen Stammen vergleichbar sein, da die Immunantwort Dosis-abhangig ist.
So werden cytoplasmatische Proteine beispielweise durch die ClpX Protease degradiert,
wahrend Proteine der aufieren Membran zum Teil durch OmpE abgebaut werden. Bei
bisherigen Studien war Uber die Dynamik der verwendeten Promotoren wahrend der
Kolonisierung der Versuchstiere nichts bekannt und eventuelle Wirksamkeitsunterschiede
der eingesetzten Stamme konnten damit auf einer unterschiedlichen Antigen-Gesamtdosis
beruhen. Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Interpretation der Ergebnisse ist die
unterschiedliche Sequenzumgebung der antigenen Determinanten, die einen malfigeblichen

Einfluss bei der Auslésung einer Immunantwort haben kann (Moudgil et al., 1998). So
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muissen unterschiedliche Signalpeptide an die Test-Antigene fusioniert werden oder die
antigenen Determinanten werden an unterschiedliche Positionen eines Tragerproteins
fusioniert, um deren Lokalisierung im gewilnschten Kompartiment der Salmonella-Zelle zu
erzielen. Dies hat eine Prasentation der Determinanten in verschiedenen
Sequenzumgebungen zur Folge, die wiederum die Starke der induzierten Immunreaktionen
beeinflussen kénnen. Die entscheidenden friihen Induktionsereignisse sind in normalen
Versuchstieren nur schwer zu untersuchen, weil die Konzentration der antigenspezifischen
CD4'-T-Vorlauferzellen sehr gering ist. Deshalb wurden in den friiheren Arbeiten die spaten
Effektor T-Zellen analysiert, um Rickschlisse auf einen eventuellen Einfluss der Antigene in
verschiedenen Kompartimenten der bakteriellen Zelle auf die CD4"-T-Zellantwort zu ziehen.
Die spaten Antworten sind jedoch ein Resultat komplexer Interaktionen verschiedener
Zellpopulationen (Shedlock und Shen, 2003) und geben nicht die Situation wahrend der

frihen Induktionsphase wieder.

Die Oberflachenexposition von Antigenen in Salmonella-basierten Lebendimpfstoffen scheint
aber insgesamt betrachtet keinen Nachteil zu bergen. Der Einfluss auf die wichtige CD4"-T-
Zellantworten wurde aber bisher nur wenig untersucht und die kontroversen Daten erlauben
keinen Schluss, dass die Oberflachenprasentation antigener Determinanten eine tatsachlich
bessere Wirkung hat.

Die Aufklarung der Frage, ob eine Optimierung von rekombinanten Salmonella-
Lebendvakzine durch die Darstellung von Antigenen in unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten erzielbar ist, stellt einen wichtigen Schritt bei der Weiterentwicklung
wirksamer Salmonella-basierter Impfstoffe dar. Dies ist dringend erforderlich, weil die

Resultate der bisher durchgeflihrten Humanstudien nicht befriedigend waren.

1.6 Ziele dieser Arbeit

Die Arbeitshypothese, dass die Prasentation von Antigenen auf der Zelloberflache von
Salmonella-Lebendimpfstoffen deren Effizienz erhoht, diente als Leitfaden fir die

durchgeflihrten Experimente.

Teilziel 1:

Hier sollte die Hypothese fiir CD4*-T-Zellen mit einem definierten Modellsystem validiert
werden. Dazu wurde das transgene T-Zell-Rezeptormodell fir das OVA-Epitop gewahlt, um

die oben genannten Probleme zu vermeiden. Das Epitop wurde in verschiedenen
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Kompartimenten der Salmonella-Zelle dargestellt und ein Vergleich der T-Zellantworten
sollte AufSchluss geben, ob die unterschiedliche Lokalisation von Antigenen einen Effekt auf

die frihe zellulare Immunantwort hat.

Teilziel 2:

Mit den Ergebnissen aus dem OVA-Modell sollte ein geeignetes Prasentationssystem
ausgewahlt werden und ein Test mit einem anderen Antigen sollte AufSchluss bringen, ob
auch bewaffnete Effektorzellen nach Immunisierung erzeugt werden kénnen.

Hierzu sollten rekombinante Vakzinstamme entwickelt werden, die ein CD4"-T-Zell-Epitop
des Hsp60-Hitzeschockproteins aus Yersinia enterocolitica synthetisieren, und die T-

Zellantwort nach Vakzinierung ausgewertet werden.

Teilziel 3:

Des Weiteren sollte die Arbeitshypothese durch Analyse der Schutzwirkung in einem
Helicobacter pylori Infektionsmodell validiert werden.

Dieses Modell wurde ausgewahlt, da dort der Protektionsmechanismus hauptsachlich auf
CD4'-T-Zellen beruht. Nach Vakzinierung mit rekombinanten Salmonella-Stammen, die ein
H. pylori-Antigen darstellen, erfolgt eine Belastungsinfektion. Die Auswertung der H. pylori-
Besiedlung im Magen infizierter Tiere gibt dann AufSchluss Uber die Wirksamkeit der

Vakzine.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

Name Genotyp/Referenz

DO11.10 B10.D2-Hc' H2° H2-T18°/nSnJ-Tg(DO11.10)10Dlo/J (Murphy et al., 1990)

F1  DO11.10 x| Zucht durch Bundesamt fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
BALB/c Veterinarmedizin

BALB/c Zucht durch Bundesamt fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und

Veterinarmedizin

2.1.2 Bakterienstamme

Escherichia coli Stamme

Name Genotyp

Referenz

DH5a De oR,endA1, gyrA96, hsdR17(r.my.), recA1, relA1, supE44, Athi-1,
A(lacZYA-argFV169)

NEB

UT5600 F-, ara-14, leuB6, azi-6, lacY1, proC14, tsx-67, entA403, trpE38,
rfbD1, rpsL109, xyl5, mtl-1, thi-1, A(lompT-fepC)

JK321 F-, ara-14, leuB6, azi-6, lacY1, proC14, tsx-67, entA403, trpE38,

(Jose et al,

rfbD1, rpsL109, xyl5, mtl-1, thi-1, AlompT-fepC) zih::Tn10 dsbA::kan 1996)
Salmonella enterica serovar Typhimurium Stamme
CREA# Genotyp Referenz
0293 ATCC 14028s CDC-6516-60, AaroA (Kramer et al., 2003a)
1283 SL3261, AaroA (Hoiseth und Stocker, 1981);
Freissler. E.A., nicht

veroffentlicht

1294 SL3261, AaroA, AthyA (Hoiseth und Stocker, 1981);
Freissler. E.A., nicht
verdffentlicht

1323 ATCC 14028s CDC-6516-60, AaroA, thyA (Kramer et al., 2003a)

.. Integration in das Genom an der zuvor genannten Stelle
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Helicobacter pylori Stamm

Stamm Beschreibung Referenz
P76 Streptomycin resistentes Derivat von P49 (Gomez-Duarte et al., 1998)
2.1.3 Zellinien

Die verwendete Zellinie wurde von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen®,

Abt. Mensschliche und Tierische Zellkulturen (Braunschweig) bezogen.

J-774A.1 (DMSZ ACC170)

Monocyten-Makrophagen, die 1968 von einem Tumor einer weiblichen BALB/c Maus etabliert wurden.

2.1.4 Nahrmedien

Medien und Zusétze fiir die Bakterienanzucht

E. coli

LB Medium Luria Bertani Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl ad 1 Liter
VE-H,0

Agarplatten Das jeweilige Medium wurde mit 1,5% Agar (Difco) versetzt.

Salmonella

Soja-LB Medium 10 g Soja-Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl ad 1 Liter VE-H,O

5x M9 64 g Na,HPO,4 -7xH,0, 15 g KH,POy, 2,5 g NaCl, 5 g NH,Cl in 1l VE-H,O lésen, pH
auf 7,2 einstellen, autoklavieren

2,3- 50 mg 2,3-Dihydroxybenzoesaure in 2 ml 50%(v/v) EtOH l6sen, sterilfiltrieren

Dihydroxybenzoe

saure

Mg- 200 ml 5 x M9, 1 ml 10 mM MgSQ,, 20 ml 20% (w/v) Glucose, 10 ml 0,4%(w/v)

Mangelmedium  Histidin, 50 ml 10%(w/v) Casein, 2 ml 2,3-Dihydroxybenzoesaure-Lsg., ad 1l mit
VE-H,0 auffiillen

H. pylori
BHI-Medium 37 g Brain-Heart-Infusion Medium ad 1 Liter VE-H,O und autoklaviert
BHI- 900 ml BHI-Medium, 100 ml iFCS, 100 pl Nystatin Stammlésung, 2 ml Trimetoprim

Komplettmedium Stammlésung und 1 ml Vancomycin Stammldsung

BHI-Agarplatten 36 g Agar-Base auf 900 ml auf VE-H,0O aufgefullt und autoklaviert. Vor dem Giel3er
der Platten wurden 10 ml Vitamin-Mix, 100 ml Pferdeserum, 100 pl Nystatin
Stammldsung, 2 ml Trimethoprim Stammlésung und 1 ml Vancomycin
Stammldsung zugeflgt.

Vitaminmix 100 g Dextrose, 10 g L-Glutamin, 25,9 g L-Cystein, 0,1 g Cocarboxylase, 0,02 g
Fe(NO3)3;, 0,03 g Thiamin, 13 mg, 0,25 g Diphosphopyronukleotid/NAD, 0,01 g
Vitamin B12 gemeinsam in 500 ml VE-H,O lésen, hierzu eine Losung aus 1,1 g L-
Cystin, 1 g Adenin, 0,03 g Guanin, 0,5 g Uracil, 0,15 g Arginin, 13 mg p-
Aminobenzoesaure in 15 ml konzentrierter HC| geben, ad 1 Liter VE-H,0,
sterilfiltrieren, bei —20°C bis zur weiteren Verwendung lagern.
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Einfriermedium
Antibiotika

Ampicillin

Streptomycin

Thymin
Kanamycin
Nystatin
Trimetroprim

Vancomycin

70% BHI-Medium, 20% Glycerin, 10% iFCS

Stammlésung 100 mg/ml in VE-H,O, Arbeitskonzentration 100 pg/ml (E. coli,
Salmonella)

Stammlésung 400 mg/ml in VE-H,O Arbeitskonzentration 400 pg/ml (H. pylori)
Stammlésung 90 mg/ml in VE-H,O, Arbeitskonzentration 90 pg/ml (Salmonella)

Stammlésung 200 mg/ml in VE-H,O, Arbeitskonzentration 50 ug/ml (Salmonella)
Stammlésung 50 mg/ml in VE- H,0, Arbeitskonzentration 50 pug/ml (Salmonella)
Stammlésung 10 mg/ml in DMF, Arbeitskonzentration 1 pg/ml (H. pylori)
Stammlésung 2,5 mg/ml in DMF  Arbeitskonzentration 5 pg/ml (H. pylori)
Stammlésung 10 mg/ml in VE-H,0. Arbeitskonzentration 10 pug/ml (H. pylori)

Medien und Zusétze fiir die Zellkultur

RPMI-H RPMI 1640 Medium mit 2 mM Glutamin und 25 mM HEPES
RPMI RPMI 1640 Medium mit 2 mM Glutamin

FCS Fetales Kalberserum (Seromed, Biochrom KG)

iFCS durch 10 min Inkubation bei 65 °C inaktiviertes FCS

PS Pferdeserum (E&O Laboratories)

Gentamycin ~ Stammlésung 10 mg/ml in VE-H,O, Arbeitskonzentration 10 pug/ml
2.1.5 Plasmide

In der folgenden Liste sind die wichtigsten Konstrukte und Klonierungsvektoren dargestellt

Plasmid Kurzbeschreibung Referenz

pBAD18 Klonierungsvektor mit Arabinose induzierbarem|(Guzman et al., 1995)
Promotor, Amp’

pLAT260 ha-ctB-aida, P« (Kramer et al., 2003a)

pEGE50 ha-aida, P«

pEGE267 ureA ,7.53 —CtB-aida, Ppaqc, thyA

pEGE270 ureA 7495 — ctB-aida, Ppaqc, thyA

pEGE274 ureA 9.230 —CtB-aida, Ppaqc, thyA

pMW57 gfp_ova, Ppa_qC: RBSoriqinal

pMW123 gfp_ova, Ppasc, RBSyuts7

pKRI11 ova-ha-ctB-aida diese Arbeit

pKRI13 Ipp+ (Wildtyp), pBAD18 diese Arbeit

pKRI14 Ipp1  (Bg/ll  Schnittstelle  vor terminalen|diese Arbeit
Lysincodon), pBAD18

pKRI15 Ipp2 (Bglll Schnittstelle nach terminalen|diese Arbeit
Lysincodon), pBAD18

pKRI16 Ipp3 (Bglll Schnittstelle anstelle des terminalen|diese Arbeit
Lysincodons), pBAD18

pKRI19 ova-ha-ctBaida, thyA,Pphop diese Arbeit

pKRI22 ha-ctB-aida, thyA, Prx diese Arbeit
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Plasmid Kurzbeschreibung Referenz

pKRI24 ova-ha-ctB-aida, thyA, Prx diese Arbeit
pKRI25 mgIB (ohne Signalpeptid-Sequenz) , pBAD18 |diese Arbeit
pKRI26 Ipp2-ha, pBAD18 diese Arbeit
pKRI27 Ipp2-ova-ha, pBAD18 diese Arbeit
pKRI28 Ipp3-ha, pBAD18 diese Arbeit
pKRI29 Ipp3-ova-ha, pPBAD18 diese Arbeit
pKRI33 Ipp1-ova-ha, pBAD18 diese Arbeit
pKRI36 ha-ctB-aida, Ppnop, thyA diese Arbeit
pKRI141 ova- ha-ctB-aida, Ppypop,thyA diese Arbeit
pKRI43-45  |hsp60-ha-ctB-aida,Prx,thyA diese Arbeit
pKRI46,47 Ipp1-ha, pBAD18 diese Arbeit
pKRI61,62 |ha-aida,Ppuep, thyA diese Arbeit
pKRI64 ha-mglIB, pBAD18 diese Arbeit
pKRI63 ova-ha-mglIB, pBAD18 diese Arbeit
pKRI65,66 ova —ha-ctB-aida,Ppa,c,thyA diese Arbeit
pKRI71,72  |gfp-ova,Ppnop,thyA diese Arbeit
pKRI73,74  |gfp-ova,Ppaqc,thyA diese Arbeit
pKRI77,78 ha-aida,Ppnop,thyA diese Arbeit
pKRI81,83-86|gp1-ha-ctB-aida,Ppypop,thyA diese Arbeit
pKRI79 gp1-ha-ctB-aida, Pk, thyA diese Arbeit
pKRI80 ova-gp1-ha-ctB-aida,Prx, thyA diese Arbeit
pKRI82,87  |gp1-ha-aida,P,pu.p, thyA diese Arbeit
pKRI89-92  |mislocalized Ipp diese Arbeit
pKRI93-95 |(gp1),-ha-ctB-aida,Pp,nep,thyA diese Arbeit
pKRI1114-118 |(gp1)s-ha-ctB-aida,Ppuep, thyA diese Arbeit
pKRI119 (gp1)s-ha-ctB-aida,Pppop, thyA diese Arbeit
pKRI138-141 |ureA(gly27)-ha-aida, P,op, thyA diese Arbeit
pKRI143 ureA(gly27)-ha-aida,Ppa.c, thyA diese Arbeit
pKRI155 ureA, Ppaqc thyA, diese Arbeit
pKRI171 ova-ha-ctB-aida, Ppagc, RBSwmutt, thyA diese Arbeit
pKRI172 ova-ha-ctB-aida, Py, RBSyye, thyA diese Arbeit
pKRI173 ova-ha-ctB-aida, Pyaqc, RBSmuts, thyA diese Arbeit
pKRI174 ova-ha-ctB-aida, Pyagc, RBSoriginal, thyA diese Arbeit
pKRI175 ova-ha-ctB-aida, Pyagc, RBSwuti7, thyA diese Arbeit
pKRI176 ha-ctB-aida, P,a4c, RBSwut17,thyA diese Arbeit
pKRI177 ha-ctB-aida (RBSwu17), gfp_ova(RBS original),|diese Arbeit

Ppagc, thyA

pKRI181 Ipp3-ova-ha, Ppaqc, RBSwut1, thyA diese Arbeit
pKRI182-183 |lpp3-ova-ha, P,aqc, RBSwut, thyA diese Arbeit
pKRI178-180 |ctBL-ova-ha-mgIB, P,a.c, RBSyut17, thyA diese Arbeit
pKRI186 ctBL-ova-ha-mgIB, P,.qc, RBSyut, thyA diese Arbeit
pKRI184,185 |Ipp3-ova-ha, P,aqc, RBSuuti7, thyA diese Arbeit
pKRI187 ctBL-ova-ha-mgIB, P,aqc, RBSyuti, thyA diese Arbeit
pKRI188 ctBL-ova-ha-mgIB, Pp,aqc, RBSuuts, thyA diese Arbeit
pKRI189 ctBL-ova-ha-mgIB, P,aqc, RBSqriginal, thyA diese Arbeit
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2.1.6 Oligonukleotide

Oligo- |Sequenz (5°-3°) Orientierung
name
KRI1 GATCGTCGACGAGACGTTGATCGGCAC +
KRI2 GATCGTCGACACTTATTCAGGCGTAGCA -
KRI3 CGTGAGCAGCGTGAACAGCCTGAGAGATTTTCAGAGATTCAGGTGTTCC |+
GTGTGCATA
KRI4 GATCGGATCCMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNCGGTGT |-
CCGTGTGCATA
KRI5 GATCGGATCCTTTTTCGAACTGCGGGTGAGACCAGTTGCTCGGTGTTCC |-
GTGTGCATA
KRI6 GATCCGGAGGTGGTGGGTCAAGATCTACACAATTGAGTGGAGGTGGAGG |+
GG
KRI7 GATCCGGAGGTGGTGGGTCAAGATCTACACAATTGAGTGGAGGTGGAGG|-
GG
KRI8 GATCGGTACCATGATTAAATTAAAATTTGGTG +
KRI9 GATCGGTACCGTAATCTGGCACGTCGT -
KRIM0O |GATCGGTACCGCTGATACTCGCATTGGT +
KRI11 GATCCTCGAGTTTCTTGCTGAATTCAGCC -
KRI12 |CAATTGCACGT
KRIM3  |TGAAGCATTTATCAGGGTT +
KRI14 |GCAATTGCACGT
KRI15 |ATCGCAACTCTCTACTGT
KRI16 |GATCAGATCTGGCATTAAGCTTAACTATGT
KRI17 |GATCCAATTGCTTTTTACCAGCTCTCGC -
KRI18 |GGCCAATTGGCCACGT
KRIM9 |GATCGACGTCCAATTGATCATGACATTAACCTATAAA +
KRI20 |ACTCATCGATGATAAGCTGT -
KRI21 GATCGGTACCATGAAAGCTACTAAACTGG +
KRI22 |GATCCTCGAGTTACTTGCGGTATTTAGTA -
KRI23 |GATCCAGATCTGGCCAATTGG +
KRI24 |GATCCGTTAACGCCAGATCTG -
KRI25 |GATCCGGAAGATCTGGCCAATTGGGCG +
KRI26 |GATCCGCCCAATTGGCCAGATCTTCCG -
KRI27 |GATCCGGAGGTAGATCTGGCCAATTGGGGGGCG +
KRI28 |GATCCGCCCCCCAATTGGCCAGATCTACCTCCG -
KRI29 |GTTACGGCTAGCGCTGATACTCGCATTGGT +
KRI30 |GATCCTCGAGTTAGAGCTCTTTCTTGCTGAATTCAGCC -
KRI31 GCAGGAATTCGATATCAAG -
KRI32 |GATCATGCTAGCATGATTAAATTATTAAAATTTGGTG +
KRI33 |GATCTTGCTAGCGTAATCTGGCACGTCGT -
KRI34 |GATCCTCGAGTCAAGATCTCTTGCGGTATTTAGTAGC -
KRI35 |GATCCTCGAGTCACTTAGATCTGCGGTATTTAGTAGCCAT -
KRI36 |GATCCTCGAGTCAAGATCTGCGGTATTTAGTAGCCAT -
KRI37 |GATCCCAATTGGCCAGATCTG -
KRI38 |GGGGGGTCTAGATAAGGATGAATTATGATTAA +
KRI39 |GATCGGGAGCTCTCAGAAGCTGTATTTTATC -
KRI40 |TTTTTTTCTAGATTAGAGCTCTTTCTTGCTGAATTCAGCC -
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Oligo- [Sequenz (5°-3") Orientierung
name
KRI41 GATCTTTCTAGATTACTTGCGGTATTTAGTA -
KRI42 |GATCTTTCTAGATCAAGATCTCTTGCGGTATTTAGTAGC -
KRI43 |GATCTTTCTAGATCACTTAGATCTGCGGTATTTAGTAGCCAT -
KRI44  |GATCTTTCTAGATCAAGATCTGCGGTATTTAGTAGCCAT -
KRI46 |GATCGTCGACTCAGAAGCTGTATTTTATC -
KRI45 |GATCGTCGACTTGACAGCTTATCATCGAT +
KRI47 |GGGGGGGCTAGCTAAGGATGAATTATGATTAA +
KRI48 |GATCGGTACCTAGAGGGTATTAATAATGAAAGCTA +
KRI49 |GATCGGATCCGAATCTCTGAAAATCTCTC +
KRI50 |GATCGGATCCGGAAGATCTGGCCAATTG +
KRI51 GATCGGATCCGTAATCTGGCACGTCGT -
KRI52 |GATCGGATCCTCTTATCCATACGACGTG +
KRI53 |GGGGGGGCTAGCTAAGGATGAATTATGATTAA +
KRI54 |CGCTGAATTCGGGACTTCAC +
KRI55 |CATGGTGAAGTCCCGAATTCAGCGAGCT -
KRI56 |GTCACGGGAGCAATGC +
KRI57 |TTGATTTCA GCG TGA GCA -
KRI58 |GATCTGAAGTGGCATCTGATACACCTCATCCTGCAAGAATTGGTCTGAAT |+
TGCCAGCTGGCTC
KRI59 |AATTGAGCCAGCTGGCAATTCAGACCAATTCTTGCAGGATGAGGTGTATC |-
AGATGCCACTTCA
KRIBO |CTAGCTAAGGATGAATTATGAGATCTA +
KRI61 CTAGTAGATCTCATAATTCATCCTTAG -
KRI62 |ATTCTTGCAGGATGAGGT -
KRI63 |GATCTGAAGTGGCATCTGATACACCTCATCCTGCAAGAATTGGTCTGAAT |+
TGCCAGCTGGCTC
KRI64 |TTTTTTTCTAGATAAGGATGAATTATGATTAAATT +
KRI65 |TTTTTTCCATGGTCAGAAGCTGTATTTTATCC -
KRI66  |AATTTGAAGTGGCATCTGATACACCTCATCCTGCAAGAATTGGTCTGAATT |+
GCCAGCTGGCTC
KRI67 |CTAGCTAAGGATGAATTATGAGATCTCCGGAATACTTCAAAA +
KRI68 |CTAGTTTTGAAGTATTCCGGAGATCTCATAATTCATCCTTAG -
KRIB9 |AATTTCTTGAACAACTGGAGTCAATTATTAATTTCGAAAAACTGACAGAAT |+
GGACATCAC
KRI70 |AATTGTGATGTCCATTCTGTCAGTTTTTCGAAATTAATAATTGACTCCAGTT|-
GTTCAAGA
KRI71 GGCAGGTTGCGATAGCAACGCTA +
KRI72 |TAGCGTTGTATCGCAACCTGCC -
KRI73 |ACCAATTGTCCATATTGCA +
KRI74 |TCTCATGAGCGGATACAT -
KRI75 |ACATAACCACACAAAGTATAATGTTATTGTTATGAACCGTACTAGTGTAGG |+
CTGGAGCTG CTTC
KRI76 |TGCGTCAAATTATTTACAGATGCGGAATACTTTGTTGTCCCATATGAATAT |-
CCTCCTTAG
KRI77 |GTGTAATACTTGTAACGCTACATGGAGATTAACTCAATCTGTGTAGGCTG |+
GAGCTGCTTC
KRI78 |CTTACGGTATTTAGTAGCCTGGTTGTCCAGACGCTGGTTCATATGAATAT |-
CCTCCTTAGT
KRI81 GATCTTTCTAGATAGCGGTAAACGGCAGA +
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Oligo- [Sequenz (5°-3")
name

Orientierung

KOR_ |GATCAATCTAGATTTAAGAAAGAGATATACATATGATTAAATTAAAATTTGG|+

RBS3 TG

KOR_ |GATCAATCTAGATTTAAGAAGCAGATATACATATGATTAAATTAAAATTTG |+

RBS4 GTG

KOR_ |GATCAATCTAGATTTAAGAAGGGGATATACATATGATTAAATTAAAATTTG |+

RBS5 GTG

KOR_ |GATCAATCTAGATTTAAGAAAGAAATATACATATGATTAAATTAAAATTTGG |+

RBS6 TG

KOR_ |GATCGGTACCTTTAAGAAAGAGATATACATATGAAAGCTACTAAACTGG

RBS7

+

KOR_ |GATCGGTACCTTTAAGAAAGAAATATACATATGAAAGCTACTAAACTGG |+

RBS8

KOR_ |GATCGGTACCTTTAAGAAGCAGATATACATATGAAAGCTACTAAACTGG |+

RBS9

LAT142 |GATTCTCGAGGACGTCTAATGGGTTTTATAGCGAA

LAT143 |ATGATCTCTAGACAACTCCTTAATACTACTTA

LAT149 |GATTCTCGAGGACGTCGGCAAATTATATCGGTCG

LAT198 |TCCCAGTATAATTTGACACG

LAT215 |TTGTGAATCTATATGTTGACTACC

LAT63 |GATCAGATCTACCTACTACTTCACGACCAGCTTCGTTGATTTCAGCGTGA |-

GCAGCGTGAACA
EF16 TGTAAAACGACGGCCAGTATCACGAGGCCCTTTCGT +
A3 GATCAGATCTAGACCAATGCTTAATCAGTGA -

2.1.7 Antikorper und Antiseren

Antikorper/Antiserum Herkunft Modifikation/Arbeitskonzentration

anti-HA —Konjugat (1gG) Maus, monoklonal Meerettichperoxidase, 1:500
(Roche, Mannheim)

anti-HA (I1gG) Maus, monoklonal 1:200 (Cell Signalling)

anti-OVA (IgG) Kaninchen, polyklonal 1:1000 (Sigma)

anti-Choleratoxin (1gG) Kaninchen, polyklonal 1:1000 (Sigma)

Ziege-anti-Kaninchen-Konjugat (IgG) | Ziege, polyklonal

Meerettichperoxidase, 1:1000
(Sigma)

Ziege-anti-Maus-Konjugat (IgG) Ziege, polyklonal

Cy3, 1:200 (Pharmingen)

Ziege-anti-Kaninchen-Konjugat (IgG) | Ziege, polyklonal

Alexa 546, 1:100 (Pharmingen)

anti-CD4 (IgG) Hamster, monoklonal FITC, 1:100 (Pharmingen)
anti-tgTCR clonotyp KJ1-26 (IgG) Hamster, monoklonal Biotin, 1:200 (Pharmingen)
a-B220 (1gG) Hamster, monoklonal Allophycocyanin, 1:50 (Pharmingen)
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Antikorper/Antiserum Herkunft Modifikation/Arbeitskonzentration

Streptavidin FarRed, 1:100 (Gibco)

anti-CD69 Hamster, monoklonal Phycoerythrin, 1:25 (Pharmingen)

anti-H. pylori Glycin Extrakt (IgG) Kaninchen, polyklonal 1:1000 (Zur Verfugung gestellt von
A. Walduck)

anti-Salmonella-Serum Kaninchen, polyklonal 1:100, (Weiland)

2.1.8 Haufig verwendetet Puffer und Losungen

50 x TAE 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml EDTA, pH 8,0 ad 11 VE-H,0O

10 x PBS 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO,, 2,4 g KH,PO, ad 1 | VE-H,0, pH7,4
3 M NaAc 24,61 g Na-Acetat ain 100 ml VE 16sen und pH 5,2 mit Eisessig einstellen
10 x TBS 157,439 Tris, 113,99g NaCl , mit HCI auf pH 7,5 einstellen

2.1.9 Chemikalien, Enzyme und Standards

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht ausdricklich erwdhnt von Merck (Darmstadt), Sigma
(Deisenhofen), ICN (Costa Mesa, USA) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe).

Enzyme: Alle Restriktionsenzyme wurden von MBI Fermentas Deutschland GmBH (St Leon Rot) und
New England Biolabs (Schwalbach, Deutschland) bezogen. Taq DNA-Polymerase (Amersham
Pharmacia Biotech AG; Uppsalla, Schweden), Deep Vent Polymerase (NEB), T4-DNA Ligase
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, Schottland), Alkalische Phosphatase (Roche, Mannheim),
Klenow Fragment (MBI Fermentas). Die zugehoérigen Puffer wurden jeweils von den Herstellerfirmen
der Enzyme verwendet.

Fir die Agarose Gelelektrophorese wurden die Langenstandards A BstEll und peqglab Gold-Leiter-Mix
(Peqglab) verwendet. Als Proteinmarker bei SDS-PAGE wurde der LMW Standard (Amersham
Pharmacia) benutzt.

2.1.10 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Biolumat LB 9501 und LB9505 (Berthold), Brutschranke (Noaire, Heraeus), Digitales Photosystem
(Intas Gottingen), Elektrophoreseapparaturen (BioRad), FACSort und Zubehdr (Becton Dickinson),
Gasbrenner (Tecnomara, Hanau), Glaswaren (Schott, Brandt), Heizblécke (Eppendorf, Grant
Instruments), Kanllen und Einmalspritzen (Braun-Melsungen, Becton Dickinson), Kihl- und
Gefrierschrénke (Liebherr, Bosch, Colora), Kivetten (Sarstedt), Konventionelles Mikroskop (Zeiss,
Olympus, Nikon, Leica), Konfokales Mikroskop Leica TCS NT (Leica), Maxisorb-Platten (Nunc),
Magnetrihrer (Heidolph), Magnetische Beads zur Zellselektion (Miltenyi), Nitrozellulose- und PVDF-
Membran (Schleicher und Schdll), Objekttrager (Resy) und Deckglaschen fir die Mikroskopie

(Micromed), Parafilm (American Can Company), Pipettierhilfen (Integra BioSciences, Hirschmann,
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Roth), Plastikwaren (Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc, Sarstedt), Plastikwaren fir die Zellkultur
(Costar, Nunc, Greiner), ph Messgerat (Radiometer Kopenhagen), Photometer (Hach, Pharmacia
Biotech), Roéntgenfilme (Fuji, Kodak), Semi-Dry Elektroblot Apparatur (BioRad), Schiittler (New
Brunswick), Sicherheitswerkbanke (Gelaire, Heraeus), Spannungsgerate (BioRad), Ultraschallgerat
(Branson Sonifier 450), Ultrazentrifuge (Beckmann). UV Lampen (Benda), Vortex (Bender & Hobein).

2.1.11 Software

Diese Arbeit wurde mit Hilfe folgender Software erstellt:
Microsoft Office 2000, Adobe Photoshop 6.0, Corel Draw 9, Prism 3.0, Clone Manager 6.0, Reference
Manager 10, WinMDI 2.8.

2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von Bakterien

E. coli und Salmonella Stamme wurden bei 37 °C je nach Experiment in dem entsprechenden
Flussigmedium bei 200 U/min bzw. auf den entsprechenden Agarplatten kultiviert. Bei Bedarf wurden
die zur Selektion notwendigen Antibiotika zugesetzt.

Zum Anlegen von gefrorenen Aliquots fur H. pylori Protektionsversuche wurden die entsprechenden
Salmonellen-Stamme auf LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C UN inkubiert. Die Platten
wurden am darauf folgenden Tag geerntet, Soja-LB Medium angeimpft (ODgpp=0,1) und UGN bei 28 °C
und 100 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden geerntet, in einer Glycerin-Soja-LB Mischung
aufgenommen (70% Soja LB, 30% Glycerin (v/v)), so dass die ODgy etwa 4 betrug, und Aliquots bei -
70 °C eingefroren. Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte durch Ausplattieren von gefrorenen
Aliquots auf LB-Selektionsplatten.

Zum Anlegen einer Primarkultur von H. pylori wurde mittels einer Impfése von einer Glyzerin-
Stammkultur auf eine H. pylori-Agarplatte ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C fir 2-3 Tage
unter mikroaerophilen Bedingungen in einem gasdichten Behalter inkubiert. Die mikroaerophile
Atmosphare wurde mittels Campy-Gen Beutel (Oxoid) oder durch Begasen mit 5% O,, 85% N, und
10% CO, erzeugt. Eine Sekundarkultur konnte auf H. pylori-Agarplatten oder in BHI-Komplettmedium
herangezogen werden. Fir eine Sekundarkultur auf H. pylori-Agarplatten wurde mittels Impfése einige
Bakterienkolonien von der Primarkultur auf weitere H. pylori-Agarplatten Uberimpft, diese mit 100-150
pl BHI pro Platte versetzt und fur 1-2 Tage inkubiert. Fur eine Sekundarkultur in BHI-Komplettmedium
wurden Bakterienkolonien von der Primarkultur in BHI suspendiert, mit dieser Suspension das
Flissigmedium mit einer OD von 0,1 angeimpft und Uber Nacht bei 150 U/min inkubiert. Die

entsprechenden Zusatze und Antibiotika wurden nach Bedarf hinzugegeben.
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2.2.2 Nukleinsaure-Arbeitstechniken

2.2.2.1 Standardmethoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden in der Regel molekularbiologische Standardmethoden nach
Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des ,Wizard Plus SV* Kits von Promega (Mannheim, Deutschland)
isoliert. Um gréRere Mengen an Plasmid DNA zu isolieren (Midi-Prep), wurde der AX-100 Kit (Machery
und Nagel) verwendet. DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden mit dem ,Ultra Clean“-Kit (Mo Bio
Laboratories, Carlsbad, USA) isoliert.

Transformation von E. coli und Salmonella mit Plasmid DNA, PCR-Produkten und Ligationsanséatzen
erfolgte durch Elektroporation (2,5 kV, 200 Q, 25uF) mittels ,Gene Pulser” (Biorad).

2.2.2.3 Entfernung von Proteinen aus DNA-L6sungen

Zur Entfernung von Tag-Polymerase und Restriktionsenzymen aus Rektionsansatzen wurde die

Strataclean-Matrix (Stratagene, Amsterdam, Holland)) gemaf Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.3 Ethanolfallung

Die Fallung der DNA erfolgte nach Zugabe von 2,5 Volumen absolutem Ethanol und 0,5 Volumen 3 M
Natriumacetat und Zentrifugation bei 13000 rpm fur mindestens 30 min. Nach Verwerfen des
Uberstandes und Zugabe von 200 ul Ethanol (70%, v/v), erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 13000
rom fiir 10 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Prézipitat bei RT getrocknet und in einem

geeigneten Volumen VE geldst.

2.2.2.4 Schnellpraparation von bakterieller chromosomaler DNA

Plasmidfreie E. coli oder Salmonella Stdmme wurden geerntet und gescherte chromosomale DNA
mittels ,Wizard Plus SV* Kit von Promega (Mannheim, Deutschland) isoliert, indem Schritte, die
sanftes Invertieren der Reaktionsgefalle erfordern harsch gevortext wurde. Die dabei gewonnene

DNA wurde fir PCR Rektionen eingesetzt.

2.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA wurden Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) in 100-oder 50 pl
Reaktionsansatzen in Thermocyclern (Robocycler (Stratagene, Amsredam, Holand); Perkin Elmer

Gene Amp 2400 (Perkin Elmer)) mit folgenden Programm durchgefiihrt: 94 °C, 2min gefolgt von 35
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Zyklen. 94 °C, 30 sec; 45-52 °C, 30-45 sec; 30 — 120 sec je nach Fragmentlange. Danach wurden die
Ansatze fur 10 min bei 72 °C inkubiert, um alle begonnen Strangverlangerungen zu beenden.

Als Matrize wurde entweder gereinigte DNA oder eine Bakterien-Zellsuspension ( 1 Kolonie in 100 pl
VE-H,0) eingesetzt. Oligonukleotide wurden von Metabion (Miinchen, Deutschland ) oder Invitrogen
Life Technologies (Paisley, UK) bezogen. dNTP’s stammen von MBI Fermentas (St. Leon rot,
Deutschland).

Die PCR-Ansatze wurden in der Regel wie folgt angesetzt [Angabe der Endkonzentration]:

DNA bzw [1-20 ng]

Zellsuspension 1 yl aus 100 yl Gesamtvolumen
dNTP's [125 uM]

Oligonukleotide [1 pM]

PCR-Puffer [1x]

MgCl, [0,5-5 uM]

Taq Polymerase [1-2 U]

2.2.2.6 Oligonukleotid-Hybridisierungen

Oligonukleotide (-70 bp, 100 pM) wurden 1:1 in Eppendorf-Reagenzgefalten gemischt, in ein
Becherglas mit kochendem Wasser transferiert 5 min bei 95 °C in einem Wasserbad denaturiert. Die
Anlagerung der Oligonukleotide erfolgte wahrend des Abkuhlens des Becherglases bei RT fur 1h. Die

hybridisierten Oligonukleotide konnten anschlieRend direkt in Ligationsansatzen eingesetzt werden.

2.2.2.7 Deletionen chromosomaler Regionen mittels A-Red System

Deletionen chromosomaler Regionen im Salmonella Stamm Crea0293 wurden mit dem von Datsenko
und Wanner (2000) entwickelten System mit wenigen Modifikationen durchgefihrt. Crea0293 wurde
mit dem Plasmid pKD46, das fir die A Red Rekombinase codiert, transformiert. Aus dem Plasmid
pKD4 wurde die Kanamycin-Resistenz-Kassette mittels PCR amplifiziert, wobei die (+)-und (-)- Strang
Oligonukleotide an ihren (+) Enden zusatzlich DNA-Sequenzen enthielten, die mit dem zu
deletierenden DNA-Abschnitt homolog sind. Die Transformation der Zellen wurde mit 1 ml PCR-
Produkt (gefallt und in 10 pyl VE-H20) durchgefiihrt. Die Eliminierung der Kanamycin-Resistenz-
Kassette und Kurierung von den temperatursensitiven Plasmiden pKD46 und pCP20 erfolgte genau

nach dem Protokoll von Datsenko und Wanner (2000).
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2.2.3 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

2.2.3.1 Membranpraparationen (nach Nikaido et al., 1994)

Bakterienzellen wurden in PBS suspendiert (ODs75=10) und durch Ultraschallbehandlung mit einem
Branson Sonifier (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, USA) lysiert (30 Impulse (Dauer: 1s) maximale
Intensitat). Grolle Zelltrimmer und nicht-lysierte Zellen wurden durch milde Zentrifugation (5000 rpm,
5 min) abgetrennt. Um Gesamtmembranen anzureichern, wurde die Membranfraktion bei 14000 rpm
fur 30 min sedimentiert. Eine Anreicherung der duleren Membran wurde durch Zugabe von L-Lauryl-
Sarkosinat (1% w/v Endkonzentration) und anschlieBende Zentrifugation bei 14000 rpm fur 30 min
erzielt. Durch Zugabe des Detergenz bleibt die Aulenmembran weitgehend sedimentierbar, wahrend

Cytosol-, Periplasma- und Innenmembran-Bestandteile zum gréfiten Teil solubilisiert werden.

2.2.3.2 Periplasmapraparation (nach Ames et al., 1984, modifiziert)

Bakterienzellen wurden in 200 pyl 10 mM Tris (pH 8,0) suspendiert.20 upl Chloroform wurden
hinzugegeben, gefolgt von 2 s vortexen. Nach 5 minutiger Inkubation bei RT erfolgte eine erneute
Zugabe von 200 yl mM Tris (pH 8,0) und es wurde nochmals fur 2 s gevortext. AbschlieRend wurde
nach 10 min mit der Tischzentrifuge fir 10 min bei 8500 rpm zentrifugiert. 100 ul des Uberstands

wurden mit 100 pl 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min gekocht.

2.2.3.3 Proteasebehandlung von Bakterien

Zellen wurden in PBS (ODs75=5) suspendiert und Trypsin (Endkonzentration 50ug/ml) hinzugefugt.
Die Suspension wurde 10 min bei 37 °C inkubiert und das Trypsin durch zweimaliges Waschen der
Zellen mit PBS entfernt (5000 rpm, 5min). Die Zellen wurde direkt anschlieRend einer SDS-PAGE

unterzogen oder es wurden Aulenmembranen isoliert.

2.2.3.4 Trichloracetat-Fallung von Proteinen aus Losungen

Fir die Analyse von bakteriellen Proteinen im Kulturiiberstand, wurden die Kulturen zunachst fir 10
min bei 4 °C und 4600 rpm zentrifugiert. Die Uberstande wurden durch 0,2 uym Sterilfilter filtriert und
das Filtrat auf sterile, bei 4 °C vorgekuhlte 2 ml Eppendorf-Gefalie aliquotiert. Nach Zugabe von 100%
(w/v) TCA (4 °C) zu einer Endkonzentration von 5% wurden die Proteine wahrend einer 20 minutigen
Inkubation auf Eis gefallt. Nach einer Zentrifugation bei 16400 rpm, fur 45 min bei 4 °C, wurden die
Sedimente zweimal mit Aceton (-20 °C) gewaschen, anschlielend bei RT getrocknet und in 1xSDS-

Probenpuffer aufgenommen.
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2.2.3.4 SDS-PAGE

Die Auftrennung von mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturierten Proteinen durch denaturierende

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) erfolgte nach Schagger oder Laemmli (Laemmli, 1970;
Schagger und von Jagow, 1987).

2.2.3.5 Coomassie Farbung

Polyacrylamidgele wurden nach Beendigung der Elektrophorese fiir 30 min bei Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln in der Farbeldsung (0,08% [w/v] Serva Blau G-250, 45% [v/v] Methanol, 10% [v/V]
Eisessig) inkubiert. AnschlieRend wurde das Gel kurz mit VE-H,0 gespdlt und dann in Entfarbeldsung
(33% [v/v] Methanol, 10% [v/v] Eisessig) so lange inkubiert, bis sich der Hintergrund entfarbt hatte.
Nach der Entfarbung wurden die Gele digital archiviert und anschlieRend zur Dokumentation auf

einem Geltrockner getrocknet.

2.2.3.6 Silberfarbung, modifiziert (Blum et al., 1987)

Zur Farbung von Proteinen mit Silbernitrat wurde das Gel nach Beendigung der Elektrophorese 1 — 24
h bei Raumtemperatur in Fixierlésung (50% [v/v] Methanol, 12% [v/v] Eisessig, 0,037% [v/V]
Formaldehyd) leicht schiittelnd inkubiert. Um das Methanol fiir die weiteren Schritte zu entfernen,
wurde das Gel dreimal fir 5 min mit 50% [v/v] Ethanol gewaschen, dann 1 min in einer 2 mM
Thiosulfatldsung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Wasser fiir jeweils 20 s wurde das Gel 20
min in einer Silbernitratldsung (24 mM AgNO3, 0,0555% [v/v] Formaldehyd) inkubiert. Bevor die
Proteine im Gel durch eine Entwicklerldsung (1,13 M Na2CO3, 0,08 mM Thiosulfat, 0,074%
Formaldehyd) sichtbar gemacht wurden, musste das Uberschissige Silbernitrat durch zweimaliges
Waschen mit Wasser fir jeweils 20 s entfernt werden. Um die Farbereaktion zu stoppen, wurde die
Entwicklerldsung rasch durch eine Stopplésung (50 mM EDTA, pH 7 — 8) ersetzt. Hiernach wurden die

Gele digital archiviert und anschlie®end zur Dokumentation auf einem Geltrockner getrocknet.

2.2.3.7 Western Blot Analyse

Zur immunologischen Analyse von Proteinen mit Antiseren wurden die Proteine nach dem Semidry-
Verfahren bei 12 V fir 1 h auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) Ubertragen. Als
Transferpuffer, mit dem die Membran, das Gel und das Filterpapier (Fa. Whatman, Maldstone, GB)
angefeuchtet wurden, diente 100 mM Tris, 100 mM Glycin, 20% Methanol, pH 7. Zur Absattigung der

Membranen mit Protein wurden diese dann 15 min in M-PBS (5% Milchpulver in PBS) bei
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Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Danach wurde der M-PBS verdinnte Primarantikbrper
hinzugegeben und gefolgt von einer einstiindigen Inkubation. Nach 2 Waschschritten mit PBST
(0,05% Tween in PBS) fir je 5 min, erfolgte eine Inkubation fir 1 h mit Meerrettich Peroxidase
gekoppelten Sekundarantikérper (in M-PBS verdiinnt). Nach dreimaligem Waschen der Membranen
mit PBST fir 10 min erfolgte die Detektion der Proteine mittels ECL-Kit (Amsherham). Die
Dokumentation der Fluoreszenz erfolgte durch Belichtung von Rdntgenfiimen (X-OMAT-AR, Fa.
Kodak AG, Stuttgart).

2.2.3.8 Immunfluoreszenzfarbung von Bakterien

2.2.3.8.1 Bakterien in Suspension

Bakterien wurden in PBS suspendiert, auf ein Deckglas aufgebracht und mit einer 2% Formalinlésung
fur 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen durch eine
Inkubation mit 0,2% BSA (in PBS) fur 5 min blockiert. Die Antikdrperinkubation erfolgte in PBS jeweils
fir 1 h. Ungebundene Antikérper wurden durch jeweils drei Waschschritte fir 5 min entfernt.
Gebundene Antikérper wurden durch ein Antikérperkonjugat, an das ein Fluorophor gekoppelt war,

nachgewiesen und das Praparat nach dreimaligem Waschen im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.2.3.8.2 Intrazellulare Bakterien

Mit Salmonella infizierte J-774-A.1 Zellen wurden mit 2% Formalin (in PBS) fur 10 min bei RT.
Eykaryotische Zellen wurden durch ein TBS-T (0,05% Tween 20 in TBS) Behandlung fir 20 min
permeabilisert und unspezifische Antikdrperbindungstellen durch eine 30 minitige Inkubation in 5%
Ziegenserum-2% Mausserum-TBS-T abgesattigt. Der 1. Antikoérper (1:100, in 2% Ziegenserum-2%
Mausserum-TBS-T) wurde fir 1h appliziert, gefolgt von einem Waschritt mit TBS-T fir 5 min. Der
Fluorophor-gekoppelte zweite Antikdrper (1:100, in 2% Ziegenserum-2% Mausserum-TBS-T) wurde
ebenfalls 1 h appliziert. Nach drei Waschritten mit TBS-T fur je 5 min, wurden die Praparate mit Moviol

eingebettet und bei 4 °C dunkel gelagert.

2.2.3.8.3 Konfokale Mikroskopie

Die Analyse der Fluoreszenzfarbungen erfolgte mit Hilfe des konventionellen Fluoreszenzmikroskopes
DMR oder des konfokalen Laser Scanning Mikroskops Leica TCS SP und dem dazugehérigen
Programm TCS-NT. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem Krypton/Argon-Laser bei 488 nm
und 546 nm angeregt und die emittierten Fluoreszenzsignale durch geeignete Kombinationen von
Filtern und Spiegeln in zwei verschiedenen, fir die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe typischen
Wellenlangenbereichen (Kanal 1: 515-545 nm, Detektion von FITC, GFP; Kanal 2: 585-615 nm,
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Detektion von Alexa 546) detektiert. Ungefarbte Strukturen wurden mittels Durchlicht (DIC-Filter)

sichtbar gemacht.

2.2.3.9 SDS-Sensitivitat von Bakterien

Bakterien wurden in PBS suspendiert und die ODs75 auf 0,4 eingestellt. Nach Zugabe von SDS
(Endkonzentration 0,1% w/v) wurden die Kulturen weiter bei 37 °C unter Schitteln mit 200 rpm

inkubiert und die ODs75 in Intervallen gemessen.

2.2.3.10 DurchfluBzytometrie von in vitro kultivierten Salmonella-Stammen

Das DurchfluRzytometer vereinzelt durch sein unter Druck stehendes Flussigkeitssystem
eukaryotische und prokaryotische Zellen und fiihrt sie an einem Laserstrahl vorbei. Das auftreffende
Laserlicht wird in zwei Richtungen gestreut: das nach ,vorne“ (Forwardscatter FSC) und ,zur Seite®
(Sidewardscatter SSC) abgelenkte Licht ist ein Mal} fir die Grole und Granularitat der Zelle. Die
Zellen werden also mit Hilfe dieser Parameter durch Setzen einer Auswahlregion (gate) von den
Ubrigen, gemessenen Ereignissen abgegrenzt. Es werden flr die weitere Analyse daher nur
Mefsignale berlcksichtigt, die von lebenden Zellen verursacht wurden. Auflerdem regt der Laser die
an Antikérper gekoppelten oder von Zellen exprimierte Fluorochrome an, deren Lichtemission
ebenfalls quantifiziert werden kann.

Salmonellen aus Flussigkulturen wurden .1:1000 in PBS-Formalin (2%) verdinnt und der FACS-
Analyse zugefiihrt. Pro Messung wurden 20000-50000 Zellen vermessen und die Daten mit dem

Programm WinMDI 2.8 ausgewertet.

2.2.3.11 Infektion von J-774A.1 Zellen mit Salmonella

J-774A.1 Zellen wurden in RPMI-H + 10 % iFCS bei 37°C und 5% CO, angezogen.

Infektion fiir die Immunfluoreszenz-Féarbung internalisierter Salmonella-Zellen

J-774A.1 Zellen wurden in 24-Trog Platten, mit einem Glasplattchen pro Trog, ausgesat und UN in
RPMI-H kultiviert. Fur die Infektion wurden Salmonellen UGN in Mg-Mangelmedium bei 37 °C
angezogen und J-774A.1 Zellen mit einer MOI (multiplicity of infection) von 40:1 (Bakterien:Zelle)
infiziert. Um die Aufnahme der Salmonellen zu steigern, wurden die Platten bei 500 x g fir 10 min
zentrifugiert. Nach 30 min Phagocytose wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
modifiziertes RPMI-H Medium (10% FCS + 20 pg/ml Gentamycin) fir 1 h hinzugefigt, um
extrazelluldre Bakterien abzutéten. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und eine
Immunfluoreszenz-Farbung (siehe 2.2.3.8.2) durchgefihrt.
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Infektion zur Bestimmung der Uberlebensfahigkeit in Makrophagen und Expression von
rekombinanten Proteinen

Salmonellen wurden N in LB-Selektionsmedium bei 37 °C kultiviert. J-774A.1 Makrophagen wurden
mit einer MOI von 20:1 fir 1h infiziert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und in modifiziertem RPMI-H (10% FCS + 20 pg/ml Gentamycin) fir 22 h bei 37 °C und 5% CO,
inkubiert. Es erfolgten drei Waschritte mit PBS und die Lyse der Makrophagen wurde durch 0,5%
Desoxycholat herbeigefiihrt. Ein Aliquot der Lysate wurden verdiinnt und auf LB-Agarplatten plattiert.
Die Auswertung erfolgte durch Ausz&hlen der UN gewachsenen Bakterienkolonien. Das andere
Aliquot wurde bei 13000 rpm fir 2 min zentrifugiert, um die intakten Salmonellen zu sedimentieren.

Die Bakterien wurden in PBS und 2 x SDS Probenpuffer aufgenommen und fir 10 min gekocht.

2.2.4 Tierexperimentelle Arbeiten

Es wurden ausschlielllich weibliche Mause verwendet, die unter SPF (specific pathogen free)

Bedingungen gehalten wurden.

2.2.4.1 Transgenes T-Zell-Modell (Bumann, 2001a)

2.2.41.1 Transfer von transgenen Splenocyten aus F1 DO11.10xBALB/c in
BALB/c Mause

8-12 Wochen alte F1 DO11.10 x BALB/c Weibchen wurden mit Halothan betdubt und durch
Uberstrecken der Halswirbelséule getotet. Die Milzen wurden steril entnommen, in 10 ml RPMI
gegeben und mit dem sterilen Stempel einer 20 ml Spritze zerkleinert. Die Suspension wurde durch
ein steriles 70ul Sieb (Falcon) gefiltert und auf 40 ml RPMI aufgefillt. Nach Zentrifugation (5000 rpm,
5 min. 4 °C) wurde das Zellsediment in 160 mM NH,CI (0,7 ml pro Milz) aufgenommen und fir exakt
zwei Minuten vorsichtig gemischt, um vorhandene Erythrocyten zu lysieren. Die Suspension wurde auf
40 ml mit RPMI aufgefillt und fir 5 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden
anschlieRend dreimal mit 40 ml RPMI gewaschen und in 14 ml PBS (Gibco) aufgenommen. Die
Zellzahl wurde mittels einer Neubauer Zahlkammer bestimmt, die Zellen erneut zentrifugiert und in
PBS zu 100 Mio. Zellen/ml suspendiert.

Weibliche BALB/c Mause (8-12 Wochen alt) wurden mit einer Warmelampe fir mindestens 20 min
bestrahlt, bis eine deutliche Dilatation der Schwanzvenen erkennbar wurde. Pro Maus wurden 200 pl
der Splenocyten-Praparation i.v. in eine der Schwanzvenen injiziert (Durchmesser der Kandle: 0,3

mm).

2.2.4.1.2 Immunisierung von Mausen mit Salmonella-Stammen

Einen Tag nach dem T-Zell-Transfer wurden die Mause mit Salmonellen Stammen immunisiert. Dazu

wurde frisches Soja-LB Medium mit der jeweiligen Ubernachtkultur 1:100 inokuliert und die Kulturen
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bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Bei einer ODggg ~ 1,4 wurden die Zellen geerntet (5000 rpm, 10 min,
4 °C) und in Soja-LB (+ 3%NaHCO3) zu 5 x 10" — 5 x 10" CFU/ml aufgenommen. 100 ul Dosen
wurden den chimaren Mausen mit einer Schlundsonde orogastrisch verabreicht. Die exakten Dosen

wurden durch Ausplattieren auf LB Selektionsplatten bestimmt.

2.2.4.1.3 Analyse der Aktivierung transgener T-Zellen in Peyer'schen Plaques
und CFU-Bestimmung

Préparation und Férbung

7 Tage p.l. wurden die immunisierten chimdren Mause getdtet und deren Peyer'sche Plaques
entnommen. Die Peyer’schen Plaques jeweils einer Maus wurden in 2 ml Eppendorf-Reagenzgefalle,
die 2 ml Farbepuffer (PBS + 2%(v/v) iFCS) enthielten transferiert. AnschlieRend wurden die
Peyer’schen Plaques zwischen den aufgerauhten Enden zweier Objekttrager vorsichtig zerrieben und
die so gewonnene Einzelzellsuspensionen in 2 ml Eppendorf-Reagenzgefalle tberfihrt. 750 ul der
Suspensionen wurden in FACS-Roéhrchen transferiert und zentrifugiert (1300 rpm, 10 min, 4 °C). Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden gefarbt: 50 ul Antikdrperpuffer (Farbepuffer +
2%(v/v) inaktiviertes Mausserum), 0,25 yl a-tgTCR clonotyp KJ1-26, 0,5 a-CD4-FITC, 1 ul a-B220-
Allophycocyanin, 2 pl a-CD69-Phycoerythrin wurde jedem Ansatz hinzugegeben, vorsichtig gemischt
und die Ansatze dunkel fur 20 min inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml Farbepuffer pro Ansatz wurden
die Roéhrchen nochmals fir 5 min dunkel inkubiert und anschliefend zentrifugiert (5 min, 4°C, 1300
rpm). Jeder Ansatz wurde mit Streptavidin-FarRed (0,5 ul in 50 pl Antikorperpuffer) fir 5 min im
Dunklen gefarbt die Reaktion durch Zugabe von 2 ml Farbepuffer beendet. Die Zellen wurden
sedimentiert (5 min, 4 °C, 1300 rpm), in 80 pl PBS suspendiert, gemischt und durch Zugabe von 80 ul
2% Formalin-PBS fixiert. Bis zur Messung wurden die Zellen nun dunkel bei 4 °C gelagert.
Bestimmung der Lymphocytenmenge

Von jeder Einzelzellsuspension wurde die Anzahl der Lymphocyten bestimmt. Dazu wurde ein Aliquot
verdunnt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer analysiert.

CFU-Bestimmung

Je 200 pl der Einzellzellsuspensionen wurde mit 700 yl PBS und 100 pl 1%TritonX-100 (in PBS)
versetzt und 10 sec kraftig gemischt (Vortex). Danach wurden Verdiinnungen hergestellt und auf LB-
Selektionsplatten ausplattiert. Um die Plasmidstabilitdt in vivo zu bestimmen, wurden die
Verdlnnungen parallel auf Platten ohne Ampicilllin ausplattiert.

Durchflul3zytometrie

Die gefarbten Einzelzellsuspensionen wurden in einem Calibur DurchfluRzytometer (Becton
Dickinson) untersucht. Durch Setzen von Auswahlregionen, wurden CD4'tgTCR'B220" Lymphozyten
hinsichtlich ihrer CD69 Expression und ihrem ,vorwarts“-Streuverhalten analysiert. Durch Einbeziehen
der Gesamtlymphozytenzahl, dem Anteil der tgT-Zellen und dem Prozentsatz der blastenbildenen tgT-
Zellen konnte die Anzahl aller aktivierten tgT-Zellen in den Peyer’schen Plaques einer Maus

quantitativ bestimmt werden.
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2.2.4.2 Kolonisierung der Peyer'schen Plaques durch Salmonella und
bakterielle GFP-OVA Expression

BALB/c Mause (8-12 Wochen alt) wurden mit Salmonella-Vakzinstdmmen infiziert (siehe Kapitel
2.2.4.1.2) und nach unterschiedlichen Zeitintervallen p.l. getétet. Die Peyer'schen Plaques wurden
wie in 2.2.4.1.3 isoliert und nach Behandlung mit 0,1% Triton X-100 wurden Verdinnungen
ausplattiert. Wurde mit GFP_OVA exprimierenden Stdmmen immunisiert, konnte die Expression in
situ gemessen werden. Dazu wurden mit 0,1%Triton X-100 behandelte Zellsuspensionen mit Formalin
fixiert (2% Endkonzentration) und in einem FacsScan DurchfluRzytometer auf ihre grine (FL-1:514-
545 nm) und orange (FL-2: 563-607 nm) Fluoreszenz analysiert. GFP-OVA auspragende Salmonella-
Zellen konnten aufgrund ihrer typischen Emmissions-Verhaltnisse (FL-2/FI-1), die um eine

Grolenordnung kleiner als die des autfluoreszierenden Gewebes sind, identifiziert werden.

2.2.4.3 H. pylori Protektionsversuche

2.2.4.3.1 Immunisierungsexperimente

Vor der Immunisierung wurden BALB/c Mause (6-8 Wochen alt) UGN die Nahrung entzogen. Gefrorene
Aliquots von Salmonella Impfstdmmen wurden auf Eis aufgetaut, mit einer Soja-LB/Glycerin Mischung
(70%/30%, v/v) zu 1 x 10"® CFU/ml versetzt und nochmals 1:2 mit einer 100 mM NaHCOs-Lésung
verdinnt. 200 pl der Zellsuspension (entspricht einer Dosis von 1 x 10° CFU) wurden pro Maus mit
einer Schlundsonde orogastrisch verabreicht. Fiir Kolonisierungsstudien von Salmonellen Stammen in
vivo, wurden immunisierte Mause sieben Tage p.l. getbtet, die Peyer'schen Plaques entnommen,
Einzellzellsuspensionen hergestellt, mit 0,1% TritonX-100 behandelt und Verdinnungen davon

ausplattiert.

2.2.4.3.2 Belastungsinfektion mit H. pylori

Vier Wochen nach der Immunisierung wurden die Mause mit H. pylori infiziert. Eine Sekundar-
Flussigkultur in BHI-Komplettmedium von H. pylori P76 wurde in BHI auf eine ODgyo von 5 eingestellt,
was ca. 2,5 x 10° Bakterien/ml entspricht. Zur Kontrolle wurden die Lebendzellzahl und die
Abwesenheit von Kontaminationen durch Plattierung bestimmt. Mittels einer Schlundsonde wurden
den Mausen oral unter keimarmen Bedingungen 100 pl einer 3% NaHCO3;-L6sung appliziert, um den
pH-Wert des Magens zu neutralisieren. AnschlieRend wurde mittels der Schlundsonde 100 pl der H.

pylori-Suspension verabreicht.

2.2.4.3.3 Bestimmung der Besiedlung von Mausen mit H. pylori

Drei Wochen nach der Belastungsinfektion wurden die Tiere mit Halothan betaubt, durch

Uberstrecken der Halswirbel getotet und unter sterilen Bedingungen der Bauchraum eréffnet und der
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Magen prapariert. Der Magen wurde dann entlang seiner kleinen Krimmung geschnitten und der
Mageninhalt mit einem Skalpell vorsichtig abgekratzt. Eine Halfte des Magens wurde in 1 ml BHI-
Medium gegeben und mit einem UltraThorax Homogenisator homogenisiert bis das Magengewebe
vollstandig zerstort war. Die H. pylori-Lebendzellzahl wurde bestimmt, indem Verdinnungen der

Magen-Suspension auf H. pylori-Agarplatten mit 400 ug/ml Streptomycin plattiert wurde, so dass nur

die Streptomycin resistenten H. pylori P76-Zellen Kolonien bilden konnten.

2.2.4.4 GFP-OVA Abbau in rekombinanten Salmonella-Stammen

Zur Bestimmung GFP-OVA Abbaus in rekombinanten Salmonella-Stammen, wurde Chloramphenicol
zu Salmonellen Zellsuspensionen (170 pg/ml) hinzugefugt und nach unterschiedlichen Zeitpunkten
Proben entnommen, in 2% Formalin (Endkonzentration) fixiert und und in einem FacsScan
DurchfluBzytometer auf ihre griine (FL-1:514-545 nm) und orange (FL-2: 563-607 nm) Fluoreszenz
analysiert.

In vitro kultivierte Salmonella-Stdmme

Bakterien wurden in Soja-LB angezogen und in unterschiedlichen Wachstumsphasen (stationar oder

logarithmisch) wurde Chloramphenicol zugesetzt und der GFP-OVA Abbau bestimmt.

In vivo

a) Milz

Eine Salmonellen Kultur in logarithmischer Phase wurde geerntet und in PBS zu einer ODs75 = 0,01 in
PBS (Gibco) aufgenommen. BALB/c Mausen (8-12 Wochen) wurde eine Dosis von 1 x 10° CFU i.v. in
eine der Schwanzvenen injiziert und die Tiere am nachsten Morgen getdtet. Die Milz wurde steril
entnommen und in 1 ml vorgewarmten 0,1% TritonX-100 aufgenommen, mit einem Stempel einer 20
ml Spritze homogenisiert und 10 sec stark gemischt (Vortex). Nach Zugabe von 4 ml Soja-LB und
Chloramphenicol (170 pg/ml) wurde die Suspension in 0,25 ml Aliquots aufgeteilt und bei 37 °C
schittelnd inkubiert (200 rpm). Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden Proben enthommen, mit
Formalin fixiert und bis zur Messung auf Eis gelagert.

b) Caecum

Mausen wurde zwei Tage vor Infektion normales Trinkwasser entzogen und durch Streptomycin (2
mg/l) versetztes und sterilfiltriertes Leitungswasser ersetzt. Salmonellen wurden UGN auf LB-Platten bei
37 °C angezogen und die Platte geerntet. Nach Waschen mit Soja-LB (+3% NaHCO3) wurden die
Zellen in Soja-LB (+3% NaHCOj3;) zu einer ODgpp=50 aufgenommen und Mausen orogastrisch mit
einer Schlundsonde 100 pl der Suspension verabreicht. Am nachsten Morgen wurden die Mause
getotet, der Bauchraum steril gedffnet und das Caecum entnommen. Nach Homogenisieren mit 1 ml
PBS-0,1% TritonX100 und starken Mischen (Vortex) wurde mit Soja-LB auf 5 ml aufgefullt und
Chloramphenicol (170 ug/ml) dazugegeben. Die Suspension wurde in 0,25 ml Aliquots aufgeteilt und
bei 37 °C und 200 rpm schittelnd inkubiert. Proben wurden nach verschiedenen Zeitintervallen

entnommen, mit Formalin fixiert und bis zur Analyse durch das Durchflulzytometer auf Eis gelagert.
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 Darstellung eines Ovalbumin-Epitops in verschiedenen zelluldaren
Kompartimenten von Salmonella und Optimierung der Kolonisierung

rekombinanter Impfstamme

Verschiedene Studien haben sich mit der Induktion humoraler Immunantworten durch
rekombinante = Salmonella-Stamme  befallt, wahrend die Auslésung zellularer
Immunantworten, die fir die Bekadmpfung pathogener Mikroorganismen essentiell ist
(Schaible et al., 1999), nur selten untersucht wurde. Die Anwendung eines transgenen T-
Zell-Rezeptor (tgTCR) Mausmodells ermdglichte die Analyse der Induktion der frihen T-
Zellantwort durch rekombinante Salmonella-Stdamme (Bumann, 2001a). In diesem Modell
wurden T-Zellen, die mit Hilfe eines transgenen T-Zell-Rezeptors einen Komplex aus MHCII-
Molekilen und einem Ovalbuminepitop erkennen, in naive Mause adoptiv transferiert. Diese
chimaren Mause werden anschlieRend mit rekombinanten Salmonella-Stammen, die das
Ovalbuminepitop (OVA) synthetisieren, immunisiert. Die transgenen T-Zellen lassen sich mit
Hilfe eines clonotypischen Antikorpers identifizieren und das Ausmal ihrer Aktivierung durch
Analyse der CD69-Produktion und der Blastenbildung bestimmen (Bumann, 2001a).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Auswirkung der Antigenlokalisierung auf die
Immunogenitat rekombinanter Salmonella-Stamme im transgenen T-Zell-Modell detailliert
untersucht werden. Als Tragerproteine wurden der AIDA-I Autotransporter, das Braun’'sche
Lipoprotein Lpp, das Galaktose-Bindeprotein MglB und das Green-Fluorescent-Protein GFP
verwendet, die eine Lokalisierung auf der Zelloberflache, auf der Innenseite der aulleren
Membran, im Periplasma oder im Cytoplasma vermitteln. In diesem Kapitel werden die
Konstruktion, Charakterisierung und Optimierung OVA-auspragender Salmonella-Stamme

beschrieben.

3.1.1 Prasentation des OVA-Epitops auf der Zelloberflache attenuierter

Salmonella-Stamme durch den AIDA-I Autotransporter

Der Pathogenitatsfaktor IgAase aus Neisseria gonorrhoeae gilt als der erste entdeckte
Autotransporter (Pohlner et al., 1987b). Seitdem wurde eine Vielzahl weiterer
Autotransporter in Gram negativen Bakterien gefunden (Henderson und Nataro, 2001). All
diesen Proteinen ist gemeinsam, dass sie als Precursorprotein synthetisiert werden und

nach Abspaltung der Signalpeptidsequenz in das Periplasma durch den Sec-pathway
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transportiert werden. Von dort aus lagert sich das C-terminale 3-Faf in die duf3ere Membran
und ermdglicht die Translokation der N-terminalen Passagierdomane zur Zelloberflache
ohne Hilfe weiterer akzessorischer Proteinkomponenten (Jose et al., 1995; Pohlner et al.,
1987b). Zur Prasentation heterologer Proteine in Salmonella bietet sich der AIDA-I (adhesin
involved in diffuse adherence) Autotransporter (Benz und Schmidt, 1989) an, da die zur
Translokation benétigte Domane eingehend charakterisiert wurde und Fusionsproteine in E.

coli in hohen Mengen synthetisiert werden konnten (Maurer et al., 1997; Maurer et al., 1999).

3.1.1.1 Konstruktion einer ova-ha-ctB-aida-i Fusion

Die Regulation der Antigensynthese in Salmonella-Vakzinstdmmen, kann dramatische
Auswirkungen auf die Kolonisierungsfahigkeit der Stdmme in vivo haben (Bumann, 2001b).
Deshalb wurden verschiedene Promotoren ausgewahlt, die die Synthese des AIDA-I
Fusionsproteins steuern: der konstitutiv aktive Prx Promotor (Klauser et al., 1990) und die
wahrend einer Infektion induzierten Promotoren Pyuop und Ppagc aus Salmonella (Dunstan et
al., 1999; Hohmann et al., 1995).

Ausgangspunkt der Klonierungen war das Plasmid pLAT260 (Kramer et al., 2003a), das fir
ein Fusionsprotein aus dem HA-Epitop des Hamaglutinins des Influenzaviruses, einer
modifizierten Choleratoxin B-Untereinheit ohne Cysteine (CTB) (Maurer et al., 1997) und der
Autotransporter-Domane von AIDA-I (Maurer et al., 1997) codiert. Mit dem Plasmid pLAT260
als Matrize wurde eine PCR mit den Oligonukleotiden A3 und KRI3 durchgefihrt. Das
entstandene Amplikon diente als Matrize fir eine weitere PCR mit den Oligonukleotiden
EF16/LAT63. KRI3 und LAT63 codierten zusatzlich fur 25 Aminosduren des Ovalbumins,
ESLKISQAVHAAHAEINEAGREVVG, die ein dominantes H-2 17mer T-Zell-Epitop und jed

Aminosauren am N- und C-Terminus enthalten.
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PCR mit A3/KRI3, pLAT260 als
Matrize; mit diesem Amplikon PCR
mit EF16/LAT63

PLAT260 oo~
4697 bps Nsil

Hydrolyse mit

wim

Hydrolyse mit Clal/Bglll

Linker aus
KRI27/KRI128
™ pKRI4 “ PKRIM  w~
4772 bps > > 4805 bps
Bglll
b) Bflll
| SP | | HA-TAG | CTB pKRI4
Pk
Bgll  Munl
= | sP | | HA-TAG | CTB pKRI11
TK

Abb. 2: Schematische Darstellung der Konstruktion von pKRI4 und pKRI11. Klonierungstrategie,
Einzelheiten im Text (a). B-Fald: AIDA-I Autotransporter Translokationseinheit; CTB: modifiziertes
Choleratoxin B; HA-Tag: B-Zell-Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; OVA:
Aminosauren 319-343 des Ovalbumins; SP: Signalpeptid aus Choleratoxin B

Das zweite PCR-Produkt wurde mit Clal und Bglll hydrolysiert und in den mit Clal/Bglll
vorbehandelten Vektor pLAT260 inseriert. Das resultierende Plasmid pKRI4 (Abb. 2), das fur
OVA-HA-CTB-AIDA-I codiert, wurde mit Bgl/ll geschnitten und ein DNA-Fragment,
entstanden aus der Hybridisierung der Oligonukleotide KRI27 und KRI28, wurde eingeflgt.
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Das so generierte Plasmid pKRI11 (Abb. 2) besitzt eine zusatzliche Munl-
Erkennungssequenz direkt stromabwarts der Bglll Sequenz. Fir in vivo Experimente wurde
die aida-i Fusion aus pKRI11 subkloniert, um Plasmide zu erzeugen, bei denen die
Expression der AIDA-I Fusion durch die Promotoren Pk, Ppnop und Ppagc reguliert wird und
noch zusatzlich ein thyA-Allel enthalten (Abb. 3). Um das Plasmid pKRI24 zu erhalten, wurde
ein ova-ha-ctB-aida DNA-Fragment aus pKRI11 mittels PCR mit dem Oligonukleotidpaar
KRI45/KRI46 amplifiziert, mit Sall hydrolysiert und in den mit Sall geschnittenen Vektor
pLAT389 transferiert. Alternativ wurde das aida-i Fusionsgen mit den Oligonukleotiden
KRI38/KRI39 amplifiziert, mit Xbal/Ncol verdaut und in den ebenso hydrolysierten Vektor
pKRI35 (siehe Kapitel 3.3.2.1) inseriert und so das Plasmid pKRI41 generiert. Um die
Produktion des OVA-HA-CTB-AIDA-I Fusionsproteins durch den pagC-Promotor zu
regulieren, wurde phoP-Promotor aus pKRI41 durch Xbal-Verdau und anschlieRenden
Partialverdau mit Sall entfernt. Der pagC Promotor wurde aus chromosomaler DNA von
CREA0293 mittels PCR mit den Oligonukleotiden LAT142/LAT143 amplifiziert, mit Xbal und
Xhol verdaut und in das wie beschrieben hydrolisierte Plasmid pKRI41 inseriert. Das so
entstandene Plasmid pKRI65 enthielt somit anstelle des phoP den pagC Promotor. Eine

Ubersicht der Plasmide, die verschiedene Promotoren enthalten, ist in Tabelle 2 abgebildet.

Tab. 2: Ubersicht iiber die verschiedenen Plasmide, auf denen OVA-HA-CTB-AIDA-I codiert ist
und dessen Synthese durch verschiedene Promotoren reguliert wird

Plasmid Promotor
pKRI24 P«
pKRI41 Pphop
pKRI65 Ppagc
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PLAT389
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Matrize

Hydrolyse
mit Xbal/Xhol

Abb. 3: Klonierungsstrategie fiir die Plasmide pKRI24, 41 und 65. Einzelheiten im Text.

-38-



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

3.1.1.2 Das OVA-HA-CTB-AIDA-I Fusionsprotein wird auf der Zelloberflache von

attenuierten Salmonella-Stammen prasentiert

Der attenuierte Salmonella-Stamm CREA1283 wurde mit dem Plasmid pKRI24 transformiert.
Zellen wurden auf LB-Agarplatten angezuchtet. Die Zellen wurden lysiert und nach
Praparation der &ufleren Membran und anschlieBender SDS-PAGE konnte das
Fusionsprotein mittels Coomassie Blue G-250-Farbung des Gels und im Western-Blot mit

einem Antikérper gegen das HA-Epitop detektiert werden (Abb. 4).

CREA1283 CREA1283
a KD b)
) pKRI24 + - La pKRI24 + - kDa
—— 94 — 94
— 67
E -

Abb. 4: Nachweis von OVA-HA-CTB-AIDA-l in der duBeren Membran von CREA1283. Zellen
wurden auf LB-Platten angezogen, deren &ullere Membran prapariert und einer SDS-PAGE
unterzogen. A) Coomassie Blue G-250-gefarbtes PAA-Gel. B) Immunoblot mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das HA-Epitop.

Zur Uberpriifung der Oberflachenexposition von Fusionsproteinen auf der Oberflache dient
die Behandlung intakter Zellen mit exogen zugegebenen Proteasen wie Trypsin. Dadurch
werden  selektiv  oberflachenexponierte  Proteindomanen  hydrolysiert,  wahrend
cytoplasmatische oder periplasmatische Proteine nicht gespalten werden (Lattemann et al.,
2000; Maurer et al., 1999). Zudem werden auch Proteine, die in der aufieren Membran
eingebettet sind und keine Protease-sensitiven Strukturen exponieren, durch diese
Behandlung nicht prozessiert. Diese Methode erlaubt es also festzustellen, ob die
Passagierdomane eines Autotransporters zur Zelloberflache transloziert wird. Die
Oberflachenprasentation des OVA-Peptids auf der Zelloberflache wurde durch Trypsinierung
intakter CREA1283(pKRI24) Zellen untersucht. In Zellysaten trypsinierter Zellen konnte das
Fusionsprotein weder durch Coomassie Blue G-250 —Farbung noch durch Immunoblot mit

einem Antikérper gegen das HA-Epitop nachgewiesen werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Protease-Zuganglichkeit des OVA-HA-
CTB-AIDA-lI Fusionsproteins im Salmonella-
Stamm CREA1283. Salmonella-Stamme wurden
auf LB-Platten bei 37°C inkubiert. Die Zellen
wurden geerntet und mit Trypsin oder PBS
behandelt. Ganzzellysate wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und die Gele mit Coomassie
Blue G-250 gefarbt (a) oder einer Western-Blot-
Analyse mit einem monoklonalen Antikdrper
gegen das HA-Epitop unterzogen (b).

Zusatzlich wurde die Oberflachenprasentation durch indirekte Immunfluoreszenz belegt. Der
HA-spezifische monoklonale Antikérper band an CREA1283(pKRI24) Zellen, die OVA-HA-
CTB-AIDA-I bildeten, wahrend der plasmidlose Parentalstamm CRE1283 nicht angefarbt

wurde (Abb. 6).
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Abb. 6: Oberflachenprasentation von OVA-HA-
CTB-AIDA-l im S. enterica serovar Typhimurium
Impfstamm CREA1383(pKRI24). Indirekte
Immunfluoreszenz der Salmonella-Stamme
CREA1283(pKRI24) (A und B) und CREA1283 (C
und D). Physiologisch intakte Zellen wurden mit
einem monoklonalem Antikdérper gegen das HA-
Epitop und mit einem Cy3-konjugierten Ziege anti-
Maus sekundaren Antikérper gefarbt. Die gefarbten
Bakterien wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie
(B und D) oder Durchlichtmikroskopie (A und C)
untersucht.
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3.1.1.3 Regulierte Synthese des OVA-HA-CTB-AIDA-l Fusionsproteins

beEinflusst die Kolonisierungsfahigkeit attenuierter Salmonella-lmpfstamme

Die Induktion einer CD4*-T-Antwort durch Lebendvakzinstamme ist abhangig von deren
Kolonisierungsfahigkeit in vivo (Bumann, 2001b). Deshalb war es essentiell zu bestimmen,
welcher der hier verwendeten Promotoren die “fitness” rekombinanter Bakterien in vivo am
wenigsten einschrankt. Die in Tabelle 2 aufgefihrten Plasmide wurden deshalb in
CREA1283 etabliert und Bakterien aus der spat-logarithmischen Phase zu 1 x 10" CFU/ml
in Soja-LB (+ 3% NaHCO; (w/v)) aufgenommen. Dosen von 1 x 10'® CFU wurden BALB/c
Mausen orogastrisch verabreicht und nach 7 Tagen wurde die Kolonisierung in den
Peyer'schen Plaques bestimmt (Abb. 7a). Zusatzlich wurde die Produktion des AIDA-I
Fusionsproteins in den verschiedenen Stammen wahrend der spat logarithmischen

Wachstumsphase analysiert (Abb. 7b).

8
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Abb. 7: Kolonisierung von Mausen durch OVA-CTB-AIDA-l synthetisierende CREA1283-
Stamme. (a) Je drei BALB/c Mause wurden mit 1 x 10" CFU der rekombinanten Salmonella-Stamme
immunisiert. Nach 7 Tagen wurden die Mause getttet, die Peyer'schen Plaques entnommen,
homogenisiert und auf LB-Selektionsplatten ausplattiert. (b) Die Synthese des AIDA-I Fusionsproteins
in den verschiedenen Stdmmen wahrend der spat-logarithmischen Wachstumsphase wurde durch
SDS-PAGE (oben) oder Immunoblot mit einem HA-Epitop spezifischen Antikdrper (unten) analysiert.

Wie deutlich aus Abbildung 7a ersichtlich ist, fihrt eine regulierte Synthese durch den Ppagc-
Promotor zu einer verbesserten Kolonisierung der rekombinanten Salmonella-Stamme (14,8
+ 0,3 x 10% CFU; Mittelwert) im Vergleich zum P,,.p-Promotor (6 + 0,2 x 102 CFU, Mittelwert).
Der Salmonella-Stamm CREA1283(pKRI24), in dem die Synthese des Fusionsproteins

durch den konstitutiven Prx-Promotor reguliert wurde, war nicht in der Lage in vivo zu
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kolonisieren. Plasmidtragende Zellen dieses Stammes waren in den Peyer'schen Plaques
nicht nachweisbar. Das Kolonisierungsvermoégen spiegelt sich auch in der Plasmidstabilitat in
vivo wider. Zur Bestimmung der Plasmid-Stabilitdt in vivo wurden die Homogenate der
Peyer’schen Plaques auf LB-Strepgy und parallel auf LB-Strepgo-Amp+go ausplattiert und die
CFU ermittelt. Die hochste Plasmidstabilitat wurde durch den P,.4c-Promotor erzielt (ca. 85%
plasmidtragende Zellen), gefolgt vom P,u.e-Promotor mit ca. 4% und dem Pr«-Promotor mit
0%. Um die Frage zu klaren, wie stark die in vivo Promotoren Pyagc und Pprop in vivo induziert
werden, wurden GFP-OVA Vergleichskonstrukte hergestellt (Abb. 8), da die GFP-OVA

Synthese in vivo durch DurchflulRzytometrie gemessen werden kann (Bumann, 2002).
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Abb. 8: Konstruktion von GFP-OVA Expressionsvektoren. Das GFP-OVA codierende Plasmid
pMWS57 (Dr. D. Bumann, personliche Mitteilung) wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und Hindlll
behandelt und ein promotorloses gfp-ova DNA-Fragment in die ebenfalls mit Xbal/Hindlll
hydrolisierten Plasmide pKRI41 und pKRI65 transferiert. Dadurch wurde jeweils ein ova-ha-ctb-aida-i
Fragment gegen ein gfp-ova Fragment ausgetauscht und die Plasmide pKRI71 und pKRI73 generiert.
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Die hergestellten Plasmide pKRI71 (Regulation der GFP-OVA-Synthese durch den Ppuop-
Promotor) und pKRI73 (Regulation der GFP-OVA-Synthese durch den Pp.,c-Promotor)
wurden in CREA1283 transformiert. Die Stdmme wurden in Soja-LB angezogen und die in
vitro Synthese wurde in spat-logarithmischen Kulturen durch DurchfluBzytometrie bestimmt
(Tab. 3). Fiir die Analyse des Syntheseniveaus in vivo wurden je zwei M&ause mit 1 x 10"
CFU infiziert, nach 5 Tagen getotet, und die GFP-OVA Menge in intakten Salmonella-Zellen,

die die Peyer’'schen Plaques besiedelten mit einem DurchfluBzytometer gemessen (Tab. 3).

Tab. 3: GFP-OVA Fluoreszenz in vitro und in vivo. Die Expression von GFP-OVA im Salmonella
Stamm CREA1283 unter in vitro Bedingungen (spat-logarithmische Phase in LB-Soja) oder in
Peyer’schen Plaques (5 Tage pl mit 1 x 1O1°CFU) wurde durch FACS-Analyse bestimmt. Angegeben
ist der Median der GFP-Fluoreszenz intakter Bakterien. ¢ Je zwei Mause wurden verwendet.

Promotor | GFP-OVA Menge in vitro | GFP-OVA Menge in Peyer'schen
(Median) Plaques (Median)?®

Ponop ~ 200 ~1000

Ppagc ~ 4 (Nachweisgrenze) ~100

Regulierte Expression durch den Pp..-Promotor brachte ein hohes Basalniveau und ein ca.
5-fache Induktion in vivo. Hingegen wurde durch den Pp.gc-Promotor nur sehr wenig in vitro
produziert und es erfolgte eine ca. 50-fache Induktion in vivo. Es bleibt auch festzuhalten,
dass der P,np-Promotor in vivo zu einer 10-mal starkeren Bildung von GFP-OVA flhrt als
der Ppagc-Promotor.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass sich eine hohe Synthese des OVA-HA-CTB-AIDA-I-
Fusionsproteins negativ auf die Kolonisierungsfahigkeit von attenuierten Salmonella-
Stammen auswirkt. Andere heterologe Proteine, wie z.B. GFP-OVA, sind auch in sehr hohen
Mengen fur Salmonella gut tolerierbar und fihren zu keiner Verschlechterung der
Kolonisierung (Wendland und Bumann, 2002). Die Verwendung des P,.4c-Promotors fiir das

AIDA-I Expressionssystem schwachte die “fitness” von Salmonella noch am wenigsten ab.

3.1.1.4 Modulation der Proteinsynthese durch verschiedene Shine-Dalgarno-

Sequenzen und Einfluss auf die Kolonisierung

Eine weitere Mdglichkeit die Proteinmenge in Bakterien zu regulieren, besteht in der
Veranderung der Shine-Dalgarno-Sequenz (oder Ribosomen-Bindestelle, RBS) (Yarchuk et

al., 1992). Definierte Mutationen (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung) wurden in die
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RBS der ova-ha-ctB-aida-i Fusion durch PCR eingefligt und deren Auswirkung auf das
Syntheseniveau und Kolonisierung der rekombinanten Salmonella-Stamme Uberprift.

Im Einzelnen wurden PCR-Reaktionen mit den Oligonukleotiden KOR_RBS, (x=3, 4 oder
6)/LAT215 und pKRIG5 als Matrize durchgefiihrt. Die generierten Amplikons enthielten ein
DNA-Fragment bestehend aus der mutierten RBS, der Signalpeptidsequenz und ova-ha-ctB.
Die Amplikons wurden mit Xbal und Kpnl verdaut und in den ebenso hydrolysierten Vektor

pKRIB5 transferiert. Tabelle 4 enthalt eine Beschreibung der generierten Plasmide.

Tab. 4: Plasmide mit verianderter RBS. ? Abweichungen von der optimalen Sequenz AGGAG sind
unterstrichen. ° Die Sequenz fiir die mutierte RBS liegt im 5'-Bereich der angegebenen
Oligonukleotide. Die Synthese von OVA-HA-CTB-AIDA-I ist durch den P,.4c Promotor reguliert.

Plasmid RBS-Sequenz® Oligonukleotid®
pKRI171 | RBS3: AAGAG KOR_RBS3
pKRI172 RBS2: AGCAG KOR_RBS4
pKRI175 RBS1: AAGAA KOR_RBS6

Die Plasmide pKRI171, 172 und 175 wurden in den Salmonella-Stamm CREA1283
transformiert und die Synthese unter flr den P,.,4c-Promotor induzierenden Bedingungen
analysiert. Die Zellen wurden dazu in  modifizierten = M9-Medium  unter
Magnesiummangelbedingungen (10uM MgSO,) angezogen und dann 1:100 in frisches
Medium Gberimpft und fir 3 h bei 37°C inkubiert. Die Zell-Lysate wurden durch SDS-PAGE

aufgetrennt und im Western-Blot mit einem Ovalbumin-Antikérper analysiert (Abb. 9).

a) b)
RBS 3 2 1 KS  kDa RBS 3 2 1 KS kDa
—— - 67 — 67
— — 43
- = — 30
_—-.ae,e—xs —23

Abb. 9: Modulation der Synthese des AIDA-I Fusionsproteins im Salmonella-Stamm CREA1283
durch unterschiedliche Ribosomale Bindestellen. Rekombinante Salmonella-Stdmme wurden UGN
in M9 Medium (10pug MgSO,) inkubiert, am néchsten Tag frisches Medium 1:100 inokuliert. Nach 3 h
wurden die Zellen geerntet und Lysate hergestellt. (a) Immunoblot mit einem a-OVA Antiserum. (b)
Coomassie Blue G-250 gefarbtes PAA-Gel. KS: Kontrollstamm, der GFP-OVA synthetisiert (pKRI177,
siehe 3.2.1.1)
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Die gewahlten in vitro Bedingungen induzierten die Synthese bis zu 10% der in Peyer’schen
Plagues gebildeten Proteinmenge (parallele Messung der GFP-OVA Menge in einem in M9-
Medium kultivierten Vergleichsstamm, Daten nicht gezeigt). Eine Abstufung der
Proteinmenge war deutlich zu erkennen, wobei RBS 3 die starkste und RBS 1 die
schwachste Expression bedingt. Um den Effekt der modulierten Expression in vivo zu testen,
wurden je 2 bzw. 3 BALB/c Mause mit 10" CFU der rekombinanten Salmonella-
Vakzinstdmme orogastrisch immunisiert. Nach 7 Tagen wurde die Kolonisierung in den
Peyer'schen Plaques bestimmt (Abb. 10). Die starkste Produktion (RBS3) flhrte zur
schlechtesten Kolonisierung (0-10? CFU) und umgekehrt. RBS1 und RBS2 ermdglichten eine
Kolonisierung im Bereich von 10* und 10° CFU. Die Plasmidstabilitat fiir pKRI175 betrug
etwa 95% und fir pKRI172 ca. 75-85 %.

Abb. 10: Modulation der Antigensynthese durch
o verschiedene RBS-Varianten beEinflusst die
Kolonisierungsfahigkeit rekombinanter
Salmonella-Stamme. Je 2 oder 3 BALB/c Mause
wurden mit 10" CFU OVA-HA-CTB-AIDA-I
bildender Salmonella-Stamme immunisiert. Nach 7
Q Tagen pl wurden die Mause getétet und die CFU in
den Peyer’schen Plaques durch Ausplattieren auf

LB-Strepgo-Amp1go Platten bestimmt.

—_—
o =~ =]
(e} 671 o

)
(4]
LA

o

L A i
T

RBS1 RBS2 RBS3

CFU in 10°/Peyersche Plaques

OVA-HA-CTB-AIDA-|

Durch Auswahl bestimmter Shine-Dalgarno-Sequenzen lassen sich somit die Produktion des
AIDA-I-Fusionsproteins und die Kolonisierung rekombinanter Salmonella-Stamme

modulieren.
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3.1.2 Darstellung des OVA-Epitops auf der Innenseite der auReren Membran
attenuierter Salmonella-Stamme als Fusionsprotein mit dem Braun’'schen

Lipoprotein

Das Braun’sche Lipoprotein (Lpp) kommt in groRen Mengen in der E. coli Zelle vor (bis zu 2
x 10° Kopien pro Zelle) und dessen Hauptfunktion scheint in der Aufrechterhaltung der
Architektur der duReren Membran zu sein (Hirota et al., 1977). Lpp wird im Cytoplasma als
Precursor-Protein  synthetisiert und durch die Sec-Transportmaschinerie Uber die
Innenmembran transloziert. Einer N-terminalen Signalpeptid-Sequenz folgt ein Cystein, das
an seiner freien Sulfydrylgruppe durch die Aktivitat einer Phosphatidylglycerol:Prolipoprotein
Diacylglyceryl-Transferase eine Thioetherbindung mit einer Diacylglyceringruppe bildet
(Hayashi et al., 1985). Die Signalpeptid-Sequenz wird daraufhin durch die Signalpeptidase II
abgespalten, und das nun N-terminal liegende, modifizierte Cystein wird an seinem freien
Aminoende acyliert (Hayashi et al., 1985). Das reife Lpp ist nun vollstdndig modifiziert und
wird durch ein ABC-Transportersystem, bestehend aus LolC, LolD und LolE, von der
Innenmembran freigesetzt und bindet an das Chaperon LolA (Matsuyama et al., 1995;
Yakushi et al., 2000). LolA transportiert Lpp zur auReren Membran. Durch Interaktion mit
dem Lipoprotein LolB, lokalisiert in der auReren Membran, wird Lpp in die auRere Membran
inkorporiert (Matsuyama et al., 1997; Yokota et al., 1999). Das Braun’sche Lipoprotein kann
dabei in zwei Formen vorkommen: frei oder gebunden an das Murein; dabei kommt die freie
Form doppelt so oft vor wie die gebundene (Bosch und Braun, 1973; Braun und Sieglin,
1970; Inouye et al., 1972; Lee und Inouye, 1974). Die kovalente Verknlpfung mit dem
Murein erfolgt mit der e-Aminogruppe des Carboxy-terminalen Lysinrests. Lpp liegt als Trimer
vor (Choi et al., 1986; Shu et al., 2000) und wahrscheinlich geht ein Monomer pro Trimer

eine kovalente Bindung mit dem Peptidoglycan ein (Shu et al., 2000).

3.1.2.1 Konstruktion von Ipp-ova-ha Fusionen

Die Aufklarung der Kristallstruktur des Braun’sche Lipoproteins (Lpp) ohne N-Terminus und
C-terminales Lysin (Shu et al., 2000) zeigte, dass ein groRRer Bereich des Proteins eine o-
helikale Struktur aufweist, die zur Trimerisierung des Lpp beitragt. Der dullerste C-Terminus
(Arginin, Position 57 des reifen Proteins) scheint aber frei zuganglich und Fusionen daran
sollten vertraglich sein. Diese Strategie wirde auch die Synthese des Fusionsproteins als
Lipoprotein gewahrleisten, da der N-Terminus dem des nativen Lpp entspricht und gezeigt

wurde, dass die Signalpeptidsequenz inklusive des stromabwarts gelegene Cystein
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ausreichen, um ein Protein als Lipoprotein in der auf3eren Membran darzustellen (Oudega et
al., 1993). Es stellte sich nun die Frage ob die Fusionen N-, C-terminal oder anstelle des C-
terminalne Lysins, das fir die kovalente Verknipfung mit dem Murein verantwortlich ist
(Braun und Wolff, 1970), konstruiert werden sollten.
Dazu wurden verschiedene Variationen des Ipp amplifiziert mit Kpnl und Xbal hydrolysiert
und in den ebenso behandelten Vektor pBAD18 (Guzman et al., 1995) transferiert:
a) eine Bglll Erkennungssequenz wurde stromabwarts des C-terminalen Lysins durch
Amplifikation mit den Oligonukleotiden KRI42/KRI48 eingefiigt und nach Subklonierung in
den pBAD18-Vektor wurde pKRI14 erhalten.

b) eine Bglll Erkennungssequenz stromaufwarts des C-terminalen Lysins wurde durch
Amplifikation mit den Oligonukleotiden KRI43/KRI48 inseriert. Durch Einfligen des DNA-
Fragments in den pBAD18-Vektor wurde pKRI15 konstruiert.

c) eine Bglll Erkennungssequenz wurde anstelle des Lysincodons durch Amplifikation mit
den Oligonukleotiden KRI44/KRI48 eingesetzt und durch Subklonierung des Amplikons in
pBAD18 wurde das Plasmid pKRI16 hergestellt.

Die ova-ha DNA-Region wurde vom Plasmid pKRI4 (siehe Kapitel 3.2.1.1) mit den
Oligonukleotiden KRI49 und KRI51 durch PCR ampilifiziert, mit BamH| verdaut und in die mit
Bglll linearisierten Plasmide pKRI14, pKRI15 und pKRI16 inseriert. Dadurch entstanden die
Plasmide pKRI33, pKRI27 und pKRI29. Nun sollte untersucht werden, ob die
Fusionsproteine in der dufleren Membran lokalisiert sind und in das Periplasma ragen.
Weiterhin wurde der Einfluss der Synthese auf das Zellwachstum und auf die Integritat der

aufleren Membran analysiert.

3.1.2.2 Lokalisation von Lpp-OVA Fusionsproteinen in der auBeren Membran

von attenuierten Salmonella-Stammen und Einfluss auf das Wachstum

Die Plasmide pKRI27, pKRI29 und pKRI33 wurden in den Salmonella Stamm CREA0293
transformiert. Zellen wurden bei 37°C in Soja-LB kultiviert und am nachsten Tag in frisches
Medium 1:100 Uberimpft. Bei einer ODggo erfolgte die Zugabe von Arabinose (0,2% (w/v)
Endkonzentration) und die Kulturen wurden fir 4 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
geerntet und Lysate einer SDS-PAGE unterworfen (Abb. 11). Die Imunoblotanalysen mit

einem monklonalen a-HA-Antikorper zeigten die Synthese der Fusionsproteine.
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Abb. 11: Synthese der Lpp-OVA-Varianten in CREA0293. Rekombinante CREA0293-Stdmme

wurden in Soja-LB kultiviert und bei einer ODgyy ~

0,4 wurde Arabinose (Endkonzentration 0,2%

(w/v)) hinzugefigt. Zellysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue G-250

angefarbt (jeweils rechts) oder einer Immunoblotanalyse mit einem a-HA Antikérper unterzogen
(jeweils links).

Um festzustellen, ob die Lpp-OVA-Varianten in der aufseren Membran lokalisiert sind, aber

nicht aus der Zelle ragen, wurden rekombinante induzierte Salmonella-Stamme mit Trypsin

oder PBS behandelt und anschlieend wurde die aulere Membran isoliert und analysiert.

pKRI27
pKRI33
pKRI29

Trypsin

a)

b)

'

kDa

94
67

43
30

23
14

kDa

94
67

43
30

23
14

Abb. 12: Trypsinzuganglichkeit der Lpp-
OVA-Fusionen in intakten CREA0293
Zellen. Kulturen in Soja-LB wurden bei ein
einer ODggp ~ 0,4 mit Arabinose induziert
und nach 4h geerntet. Zellen wurden mit
Trypsin oder PBS behandelt, anschlieftend
lysiert und die duRere Membran prapariert.
(a) Commassie Blue G-250-gefarbtes PAA-
Gel. (b) Western-Blot-Analyse mit einem ao-
HA Antikorper.

Abb. 12 zeigt deutlich, dass die Fusionsproteine in intakten Salmonella-Zellen nicht far

Proteasen zuganglich sind, hingegen konnten die Lpp-OVA-Fusionen in isolierten dul3eren
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Membranen komplett durch Trypsin verdaut werden (Abb. 13). Diese Ergebnisse zeigen die

korrekte Lokalisierung der Fusionsproteine in Salmonella.

pKRI2Z7 + + - - - - pKRI2Z7 + + - - - -
pKRIZZ - - + + - - pKRIZ3 - - + + - -
pKRIZO - - - - + + pKRIZ9 - - - - + +

Trypsin -+ - + - 4+ - kDa Trypsin -+ - + - + - kDa

T 94 L 94

— — 67

- % e

— 30 w— 30

— 23 — 23

e o - — 14

Abb. 13: Trypsinzugénglichkeit der Lpp-OVA Fusionen in isolierten AuBenmembranen von
rekombinanten Salmonellen. Kulturen von rekombinanten Salmonellen wurden wie beschrieben mit
Arabinose induziert. Die Aulenmembranen wurden isoliert und entweder mit Trypsin oder PBS
behandelt. (a) Western Blot mit einem a-HA Antikdrper. (b) Western Blot mit einem a-OmpA
Antiserum.

Die durch den Pgap-Promotor regulierte Synthese schien auch nicht das Wachstum
rekombinanter Salmonella-Stamme in Kultur zu inhibieren, wie die Wachstumskurven in Abb.
14 zeigen. Die Stamme wurden dazu in Soja-LB bei 37°C angezlichtet und in in frisches
Soja-LB —Medium Uberimpft. Wachstumskurven wurden von den Kulturen aufgenommen, die
entweder unter induzierenden (0,2% Arabinose (w/v)) oder unter nicht induzierenden (keine

Arabinose) Bedingungen kultiviert wurden.

10+

—— pKRI29 n.i.

—o— pKRI29 i,
1- —»— pKRI27 n.i.

_ —7— pKRI27 i.
88 —— pKRI33 n.i.

0.1- —o— pKRI33 i.

0.01 T T T T T T T 1

t [h]

Abb. 14: Einfluss der Synthese von Lpp-OVA-Varianten auf das Wachstum von CREA0293.
Rekombinante Salmonella-Stamme wurden in Soja-LB kultiviert und bei einer ODgyy ~ 0,4 wurde
Arabinose (Endkonzentration 0,2% (w/v)) hinzugefiigt oder nicht. Die optische Dichte wurde bei 600
nm zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. i.: induziert mit Arabinose; n.i.: nicht induziert.
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3.1.2.3 Konstruktion einer CREA0293A/pp Mutante und SDS-Sensitivitat
rekombinanter Salmonella-Stamme

Die Uberexpression von Proteinen in der duReren Membran kann zu einer Stérung der
Integritat der auleren Membran fihren (Georgiou et al., 1996). Dies aufert sich unter
anderem durch eine gesteigerte SDS-Sensitivitat der Zellen (Georgiou et al., 1996). Als
Positivkontrolle musste ein Stamm konstruiert werden, der eine gesteigerte SDS-Sensitivitat
aufweist. In Analogie zur Arbeit von Georgiou et al. (1996), wurde deshalb eine
CREAO0293A/Ipp Mutante hergestellt. Dies wurde mit Hilfe des A-Red Systems bewerkstelligt
(Datsenko und Wanner, 2000). Dazu wurden die Oligonukleotide KRI77 und KRI78 mit pKD4
als Matrize verwendet, um das PCR-Produkt zu generieren und zur Deletion einzusetzen.
Eine Region im CREA0293 Genom, die einen Teil der 5-UTR (nicht translatierte Region)
und einen Groliteil des Ipp Gens umfaldt, wurde durch dieses Verfahren entfernt. Diese
Deletion wurde durch PCR-Analysen verifiziert (Daten nicht gezeigt).

Zur Bestimmung der SDS-Sensitivitdt wurden die Zellen in Soja-LB kultiviert und
rekombinante Salmonella-Stamme wie beschrieben flir 4 h mit Arabinose induziert. Die
Zellen wurden geerntet, gewaschen und in PBS zu einer ODsgs von ~ 0,4 aufgenommen.
SDS wurde hinzugefligt (Endkonzentration 0,1% (w/v)) und die Zellsuspensionen bei 37°C
schittelnd inkubiert wurden. Die ODsgs wurde zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen
(Abb. 32). Der Stamm CREA0293 zeigte dabei eine Abnahme um ca. 15% im Vergleich zur
OD am Beginn des Experiments, wahrend beim Alpp Derivat eine Reduktion der OD um
50% beobachtet wurde. Die Synthese der Lpp-Varianten in Crea0293 flhrte zu einer
erhohten SDS-Sensitivitat im Vergleich zum plasmidlosen Parentalstamm (Abnahme der OD
um ca. 35%) (Abb. 15). Die starke Produktion von Lpp-OVA-Fusionsproteinen durch den
Pgap-Promotor fiihrte somit zu einer erhéhten Sensitivitat der Stamme gegenliber SDS, was
auf eine Stérung der aulleren Membran durch die hohen Mengen der Lpp-Fusionsproteine

zuruckzufihren sein konnte.
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Abb. 15: SDS-Sensitivitat Lpp-OVA synthetisierender CREA0293-Stamme. Flissigkulturen von
CREA0293, CREA0293Alpp und mit Arabinose induzierten rekombinanten CREA023-Stdmme wurden
geerntet und in PBS zu ODsg5 ~ 0,4 aufgenommen. SDS wurde hinzugegeben (Endkonzentration
0,1% (w/v)) und die ODsg5 zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Die Werte sind in Prozenten zur
Ausgangs-OD angegeben. Gezeigt sind die Resultate aus zwei unabhangigen Experimenten. Der
Fehlerbalken kennzeichnet den Standardfehler des Mittelwerts.

3.1.2.4 Modulation der Produktion von Lpp-OVA fuhrt zu veranderten

Kolonisierungseigenschaften rekombinanter Salmonella-Stamme

Wie bisher gezeigt wurde, werden alle drei verschiedenen Lpp-OVA Fusionen gleich stark
gebildet und wiesen die korrekte zelluldre Lokalisierung auf. Zudem konnte keine
Beeintrachtigung des Wachstums festgestellt werden und die Integritdt der &uferen
Membran wurde in allen drei Fallen durch die hohe Produktion der Fusionsproteine, reguliert
durch den Pgap-Promotor, gleichermallen leicht gestort. Fir die weiteren in vivo Studien
wurde deshalb die Fusion aus pKRI27 (Lpp-OVA, ohne C-terminales Lysin) gewahlt, um

mogliche kovalente Bindungen mit dem Peptidoglycan zu vermeiden.
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Um die regulierte Synthese des Lpp-OVA durch den Pp,gc-Promotor zu ermdglichen, wurde
ein Ipp-ova DNA-Fragment aus pKRI29 mit Nhel und Hindlll ausgeschnitten und in pKRI65
(siehe Kapitel 3.1.1.1), das ebenso hydrolysiert wurde, eingeflgt und somit ova-ha-ctB-aida-i
gegen Ipp-ova ausgetauscht. Das dabei hergestellte Plasmid pKRI104 wurde in den
Salmonella-Impfstamm CREA1294 transformiert und Mause wie beschrieben mit 10’ CFU
immunisiert und die Kolonisierung in den Peyer'schen Plaques nach 7 Tagen bestimmt. Da
keine rekombinanten Salmonella-Zellen isoliert werden konnten (Daten nicht gezeigt),
wurden, wie im Fall von AIDA-I, verschieden RBS Varianten hergestellt. Dabei wurden
ausgehend vom Plasmid pKRI29 Ipp-ova DNA-Fragmente mit Hilfe der Oligonukleotide
KOR_RBS7, KOR_RBS8 oder KOR_RBS9/KRI74 durch PCR amplifiziert, mit Kpnl/Bglll
hydrolysiert und in den mit den gleichen Enzymen behandelten Vektor pKRI104 eingefiigt.
Dadurch wurden die Plasmide pKRI181, 182 und 184 generiert (siehe zur Ubersicht Tabelle
5).

Tab. 5: Liste der Lpp-OVA codierenden Plasmide fiir in vivo Studien

Plasmid Promotor | Bemerkungen

pKRI104 pagC native RBS von
Ipp

pKRI184 pagC RBS1

pKRI182 pagC RBS2

pKRI181 pagC RBS3

Diese Plasmide wurden in CREA1283 transformiert und erneut Kolonisierungsstudien in
BALB/c Mausen durchgefiihrt. RBS1 und RBS2 fiihrten wie im Fall von AIDA-I wieder zur
besten Kolonisierung (im Bereich von 10° — 10* CFU) der Peyer'schen Plaques durch
rekombinanten Salmonella-Stamme, wahrend RBS3 eine wiederum sehr schlechte
Kolonisierung bewirkt (im Bereich von 10%-7 x 10° CFU) (Abb. 16).

* Bakterienmenge in den Peyer'schen Plaques durch

175 o Abb. 16: Modulation der Antigenexpresssion durch
& 150 verschiedene RBS-Varianten beEinflusst die
(?%;125— Kolonisierungsfahigkeit rekombinanter Salmonella-
%; o . Stimme. Je 3 BALB/c Mause wurden mit 10" CFU Lpp-
"1;{ © OVA exprimierenden Salmonellen immunisiert. Nach 7
[0] 75
% o * Tagen pl wurden die Mause getétet und die
>
LL
O

% Ausplattieren auf LB-Strepgo-Amp+go Platten bestimmt.

RBS1 RBS2 RBS3
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3.1.3 Darstellung des OVA-Epitops im Periplasma attenuierter Salmonella-

Stamme mittels dem Galactose-Bindeprotein MgiB

MgIB ist das periplasmatisches Binde-Protein des ABC-Transportapparats flir Galaktose
Muller, 1985 MULLER1985 /id}. Das mg/IBAEC operon (Muller et al., 1985) codiert weiterhin
fur die membranassoziierte ATPase MglA (Richarme et al., 1993), die durch ATP-Hydrolyse
die Energie fir den Galaktose-Transport in das Cytoplasma bereitstellt, und fir die
Membranproteine MgIE und MgIC (Richarme und Kohiyama, 1992). Zusatzlich ist MgIB in E.
coli mit der Galaktose-Chemotaxis involviert, indem es mit dem Chemotransducer Trg und
mit einem Komplex bestehend MgIC und MgIE interagiert. Ahnlich wie das kommerzielle
MalE-Expressionssytem (Invtrogen®), bei dem das Maltose Binde-Protein als Fusionspartner
zur Uberexpresssion von heterologen Proteinen eingesetzt wird, sollte MgIB hier zu
Prasentation von Antigenen im Periplasma attenuierter Salmonella-Stamme entwickelt und

eingesetzt werden.

3.1.3.1 Konstruktion einer ova-ha-mgIB Fusion

Der N- und C-Terminus des reifen MgIB ist nach Kristallstrukturdaten (Vyas et al., 1988) frei
zuganglich. In dieser Arbeit wurde aus klonierungstechnischen Uberlegungen die Strategie
gewahlt, das OVA-Epitop N-terminal an das reife MgIB zu fusionieren. Der Export in das
Periplasma sollte durch das Choleratoxin-Signalpeptid gewahrleistet werden.

Aus chromosomaler DNA von E. coli DH5a wurde die DNA-Sequenz fur das reife MgIB mit
den Oligonukleotiden KRI29 und KRI40 amplifiziert, mit Nhel und Xbal geschnitten und in
den ebenso hydrolysierten Vektor pBAD18 (Guzman et al., 1995) subkloniert. Daraus
entstand das Plasmid pKRI25. Ein DNA-Fragment, das fur die Choleratoxin-
Signalpeptidsequenz, OVA und HA codiert, wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden
KRI33 und KRI47 aus pKRI24 (codiert fir ein OVA-HA-CTB-AIDA-I Fusionsprotein, siehe
Kapitel 3.1.1.1) amplifiziert, mit Nhel hydrolysiert und in das ebenso verdaute Plasmid
pKRI25 transferiert. Das resultierende Plasmid pKRI63 codierte somit fiir eine OVA-HA-MgIB
Fusion. (Abb. 17). Fir die Expression des Fusionsproteins unter P,,4c-Kontrolle wurde das
Plasmid pKRI63 mit Bg/ll und Hindlll hydrolysiert und ein ha-mglB-DNA-Fragment in die
ebenfalls mit Bg/ll und Hindlll verdauten Plasmide pKRI171, 172 und pKRI175 (siehe Kapitel
3.1.1.4, Tab. 2) verschoben. Dadurch wurde ein ha-ctb-aida-i Fragment gegen ein ha-mgiB-

Fragment ausgetauscht. Tab. 6 gibt eine Ubersicht tiber die hergestellten Plasmide.
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Abb. 17. Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir pKRI63. (a) Einzelheiten siehe
Text. (b) Schematische Darstellung des von pKRI63 codierten MgIB-Fusionsproteins. HA-Tag: B-Zell-
Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; MgIB: reifes Galactose-Bindeprotein;
OVA: Aminosauren 319-343 des Ovalbumins; SP: Signalpeptid aus Choleratoxin B
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Tab. 6: Liste der OVA-HA-MgIB codierenden Plasmide

Plasmid Promotor | Bemerkungen
pKRI63 araBAD -
pKRI178 pagC RBS1
pKRI186 pagC RBS2
pKRI187 pagC RBS3

3.1.3.2 Einfluss der OVA-HA-MgIB Synthese im Salmonella-Stamm CREA0293

auf das Wachstum und periplasmatische Lokalisation des Fusionsproteins

Eine starke Produktion von Fremdproteinen kann sich unter Umstanden negativ auf das
Wachstum rekombinanter Bakterien auswirken, was wiederum die Kolonisierungsfahigkeit in
vivo verschlechtern kénnte. Deshalb wurden die Plasmide pKRI63 und der leere Vektor
pBAD18 in den Salmonella-Stamm CREA0293 transformiert und Wachstumskurven in LB-
Medium unter induzierenden (0,2 % Arabinose) und nicht induzierenden (keine Arabinose)
Bedingungen erstellt (Abb. 18).

10+
—e— pKRIG3 ind.
—O- pKRIB3 nicht ind.
. Induktion —— pBAD18 ind.
S 1 l {F pBAD18 nicht ind.
01 T T ) I I I 1
0] 1 2 3 4 5 6 7

t [h]

Abb. 18: Einfluss der Synthese von OVA-HA-MgIB auf das Wachstum rekombinanter
Salmonella-Stamme. Der attenuierte Salmonella-Stamm CREA0293 wurde mit den Plasmiden
pKRI63 oder pBAD18 transformiert. Frisches LB Medium wurde mit Ubernachtkulturen 1:100
angeimpft. Bei einer ODggo von ca. 0,4 wurde Arabinose ad 0,2% (w/v) hinzugegeben oder nicht. Der
Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Induktion.

Alle nicht induzierten Kulturen wuchsen ungehindert, wahrend die Induktion nur bei
CREA0293(pKRI63) zu einem Wachstumsstop flihrte. Eine hohe Expression des

Fusionsproteins zeigte sich also wachstumsinhibierend auf CREA0293.
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Um die periplasmatische Lokalisation des Fusionsproteins in CREA0293(pKRI63)
nachzuweisen, wurden logarithmische Bakterienkulturen fiir 4h bei 37°C mit 0,2% Arabinose
induziert. Aus den geernteten Zellen wurde das Periplasma nach der ,Chloroform-Methode*
(Ames et al., 1984) isoliert und Zellysate und Periplasma durch SDS-PAGE aufgetrennt. Das
Fusionsprotein liel3 sich mit Coomassie Blue G-250 (Abb. 19a), dem monoklonalen a-HA-
Antikorper (Abb. 19b) oder einem a-Ovalbumin Serum (nicht gezeigt) eindeutig im Zellysat

als auch im Periplasma anfarben.

b)
a
) Lysat Periplasma Lysat  Periplasma
- + -+ pKRIB3 -+ - +
94 —{ =
67 —{
43
— [
43 "4 nll 30

Abb. 19: Nachweis von OVA-HA-MgIB im Periplasma von CREA0293(pKRI63). LB-
Flussigkulturen von CREA0293 und CREA0293(pKRI63) wurden bei einer ODgyo = 0,4 mit 0,2%
Arabinose versetzt und 4h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Zellen wurden geerntet und das Periplasma
nach der Chloroform-Methode isoliert. Zellysate und Periplasma (5% der Gesamtpraparation) wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt. (a) Coomassie Blue G-250-gefarbtes PAA-Gel. (b) Immunoblot mit
einem monoklonalen a-HA-Antikérper. Pfeile kennzeichnen das Fusionsprotein.

3.1.3.3 Die Modulation der OVA-HA-MgIB Proteinmenge durch verschiedene

RBS-Varianten beEinflusst die Kolonisierung attenuierter SaImonella-Stamme

Wie in Kapitel 3.1.1.4 gezeigt wurde, kann durch Modulation der Proteinmenge eines
heterologen Proteins die Kolonisierungsfahigkeit rekombinanter Salmonella-Stamme
dramatisch variiert werden. Ob dieser Effekt auch bei der Produktion von OVA-HA-MgIB zu
beobachten ist, sollten Immunisierungsexperimente mit dem Salmonella-Stamm CREA1283
klaren, der mit den Plasmiden pKRI178, pKRI186 oder pKRI187 (siehe Tab. 6) transformiert
wurde. BALB/c Mause wurden deshalb mit 10" CFU rekombinanter Salmonella-Stamme
immunisiert und die Bakterienmenge wurde nach 7 Tagen in den Peyer'schen Plaques
analysiert (Abb. 20).
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Abb. 20: Die Modulation der
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Wie in Kapiteln 3.1.1.4 und 3.1.2.4 gezeigt, bewirkte auch bei der Synthese von OVA-HA-
MgIB die RBS1 die héchste (44-74 x 10° CFU), RBS2 eine mittlere (11-30 x 10° CFU) und
RBS3 die schlechteste Kolonisierung (0 CFU). Somit lasst sich auch im Fall der Expression
von OVA-HA-MgIB durch Variationen der RBS ein breites Spektrum unterschiedlich

kolonisierender Salmonella-Stamme erzeugen.

3.2 T-Zell-Aktivierung im OVA-Modell in Abhangigkeit von der

Antigenlokalisierung in rekombinanten Salmonella-Vakzinstammen
Die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Salmonella-Stamme sollten im OVA-Modell

untersucht werden, um den Einfluss der Antigenlokalisierung auf die friihe Induktion der
CD4"-T-Zell-Antwort aufzuklaren.
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3.2.1 CTB-AIDA-I hat keinen immunstimulatorischen Einfluss in vivo

Das in Kapitel 3.1.1 beschriebene OVA-CTB-AIDA-Fusionsprotein enthalt Teile des
Pathogenitatsfaktor AIDA-I (Benz und Schmidt, 1989) und ein cysteinloses CTB. Beide
Komponenten koénnten die Immunantworten gegen die rekombinanten Salmonella-
Vakzinstamme verstarken, was potentiell die Interpretation der Ovalbumin-spezifischen T-
Zellantworten verfalschen kénnte. Um den hypothetischen Einfluss von AIDA-I und CTB zu
testen, wurden Salmonella-Stamme verglichen, die entweder GFP-OVA allein, oder

zusammen mit einem HA-CTB-AIDA Fusionsprotein bildeten.

3.2.1.1 Konstruktion

Ein ha-ctB-aida-i DNA-Fragment wurde vom Plasmid pLAT260 mit den Oligonukleotiden
KRI38 und KRI39 durch PCR amplifiziert, mit Xbal und Ncol verdaut und in den mit den
gleichen Enzymen behandelten Vektor pKRIG5 eingefligt. RBS1 wurde in das so generierte
Plasmid pKRI67 wie in Kapitel 3.1.1.4 beschrieben, wobei das Plasmid pKRI176 entstand.
pKRI176 wurde mit Ncol linearisiert und “glatte“ Enden mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase
erzeugt. Ein gfp-ova Xbal/Hindlll Fragment aus pMWS57 (Dr. Dirk Bumann, persoénliche
Mitteilung) wurde ebenfalls mit T4-DNA-Polymerase behandelt und in pKRI176 eingefligt.
Das dabei konstruierte Plasmid pKRI177 enthalt somit ha-ctB-aida-i und direkt stromabwarts
gfp-ova, wobei die Expression der Fusionsgene durch den Pp,4c-Promotor reguliert wird

(schematische Darstellung siehe Abb. 21).

RBS1 —{ SP IHATAG| CTB |
Fl

pans

o RBS1 (-  SP_IHATAG] cCTB | RBSor4—| GFP -| pKRI77 |

cags

Abb. 21: Schematische Darstellung der auf pKRI176 und PKRI177 codierten Fusionsproteine.
Einzelheiten im Text. B-FaR: AIDA-I-Autotransporter-Translokationseinheit; CTB: modifiziertes
Choleratoxin B; HA-Tag: B-Zell-Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; OVA:
Aminosauren 319-343 des Ovalbumins; SP: Signalpeptid aus Choleratoxin B; RBSorg: originale
Ribosomen-Bindestelle; RBS: Ribosomale Binde-Stelle

-58-



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

3.2.1.2 In vivo Versuche

Das Plasmid pKRI177 wurde in CREA1283 transformiert und anschliefend wurden drei
BALB/c Méuse mit 10" CFU des rekombinanten Salmonella-Stamms orogastrisch infiziert.
Nach 5 Tagen wurden die Mause getdtet, die Peyer'schen Plaques prapariert und
homogenisiert. Nach Behandlung mit 0,1% Triton X-100 wurde die GFP-OVA Expression
intakter Salmonellen durch DurchfluBzytometrie gemessen. Der Median der GFP-
Fluoreszenz betrug ca. 50, was in etwa 40000 Kopien GFP-OVA in der Salmonella-Zelle
entspricht und eine halb-maximale T-Zell-Antwort im OVA-Modell hervorruft (Dr. Dirk
Bumann, personliche Mitteilung). Ein Salmonella-Stamm (SL3261(pMW123)), der gleich viel
GFP-OVA in vivo produziert (Dr. Dirk Bumann, persdnliche Mitteilung), wurde fir die
vergleichende Analyse im OVA-Modell verwendet.

Je 10 chimare BALB/c Mause wurden mit 10’ CFU (CREA1283(pKRI177)) bzw. 5 x 108
CFU (SL3261(pMW123)) orogastrisch immunisiert und am Tag 7 pl getdtet. Die Peyer'schen
Plagues wurden entnommen und die Anzahl der transgenen CD4'-T-Zell-Blasten durch
bestimmt. Die Kolonisierung der Peyer'schen Plaques durch Salmonella unterliegt einer
gewissen Streuung und die Anzahl der Ovalbumin-spezifischen Blasten steigt linear mit der
Kolonisierung. Um die Daten der T-Zell-Antworten zu normalisieren, wurde der Quotient aus

Blasten und CFU der kolonisierenden Salmonella-Zellen gebildet.

Abb. 22: Die Synthese von HA-CTB-AIDA-I in

D 1] Salmonella hat keinen Adjuvanzeffekt im
O OVA-Modell. Je 5 chimare BALB/c Mause
S wurden mit 10'® (CREA1283(pKRI177)) bzw. 5 x
w 017 10® CFU (SL3261(pMW123)) immunisiert und 7
g Tage pl getotet. Die Peyer'schen Plaques
- ™ wurden entfernt und homogenisiert. Die Zahl der
o 0,01 hd o0 Ovalbumin-spezifischen transgenen CD4"-T-Zell-
E P o® Blasten und die CFU wurde bestimmt. Der
< T OWTD Quotient aus Blasten und kolonisierenden
8 0.0011 . Salmonella wurde berechnet. Gezeigt sind die

' - . . .
P O Resultate aus zwei unabhangigen Experimenten.
S Die ausgeldsten T-Zell-Antworten in den beiden
o ) Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant
2 (ungepaarter Student t-Test, P>0,5).
& GFP-OVA CTB-AIDA-| +
- GFP-OVA

Salmonelia

Beide Stamme riefen ahnliche T-Zellantworten hervor (Abb. 22), was den Schluss zuldsst,

dass die Anwesenheit von CTB-AIDA-I keinen Adjuvanz-Effekt bei Salmonella-Impfstammen
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hat. Eventuelle Unterschiede bei der Immunantwort beruhen somit auf der unterschiedlichen

Lokalisierung der Antigene.

3.2.2 Kinetik der T-Zellaktivierung und Kolonisierung durch OVA-HA-CTB-

AIDA-I produzierende Salmonella-impfstamme

Die maximale Kolonisierung und T-Zellaktivierung in den Peyer'schen Plaques durch
Salmonellen, die Antigene im Cytoplasma darstellen, ist an Tag 7 pl zu beobachten
(Bumann, 2001a). Da hohe Mengen von OVA-HA-CTB-AIDA-I die Kolonisierung sehr stark
beeintrachtigen (siehe Kapitel 3.1.1.4), ware es moglich, dass die Kinetik der Kolonisierung
und T-Zellaktivierung einen anderen Verlauf aufweist. Um aber die Wirksamkeit der Stamme
zu vergleichen, die das Ovalbumin-Epitop auf der Zelloberflache oder im Cytosol auspragen,
sollte auch die Kinetik ahnlich sein. Deshalb wurden zum einen chimare BALB/c Mause mit
je 10'° CFU CREA1283(pKRI175) (RBS1_OVA-HA-CTB-AIDA-I; siehe Tabelle 4, Kapitel
3.1.1.4) bzw. CREA1283(pKRI176) (RBS1_HA-CTB-AIDA-I; siehe Kapitel 3.2.1.1)
immunisiert. Nach 3,5,7 und 10 Tagen wurden je 3 Mause getétet und die Kolonisierung und

Anzahl der T-Zell-Blasten analysiert.
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Abb. 23: Kinetik der T-Zellaktivierung und Kolonisierung durch OVA-HA-CTB-AIDA-I
synthetiserende Salmonella. 12 chimare BALB/c Mause wurden mit 10" CFU CREA1283(pKRI175)
und 3 chimare BALB/c Mause mit 10'® CFU CREA1283(pKRI176)(Negativkontrolle) immunisiert. Nach
3, 5, 7 und 10 Tagen wurden je 3 Mause (Negativkontrolle nur an Tag 7) getdtet, und die
Kolonisierung und die Anzahl der transgenen CD4"-T-Zell-Blasten in den Peyer schen Plaques wurde
bestimmt. (o) CREA1283(pKRI175): RBS1_OVA-HA-CTB-AIDA. (o) CREA1283(pKRI176):
RBS1_HA-CTB-AIDA. Gezeigt sind die Mittelwerte, die Fehlerbalken kennzeichnen den
Standardfehler des Mittelwerts.
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Das Maximum der Kolonisierung und T-Zell-Blastenbildung bei Zelloberflachendarstellung
des OVA-Epitops ist an Tag 7 pl zu verzeichnen (Abb. 23) und somit analog der Kinetik bei
cytoplasmatischer Darstellung von Antigenen. Auch bei starkerer Synthese des AIDA-I-
Fusionsproteins, moduliert durch RBS2, ist das Maximum der Kolonisierung an Tag 7

erreicht (Daten nicht gezeigt).

3.2.3 Einfluss der Lokalisation und Menge von Antigen in Salmonella enterica

Serovar Typhimurium auf die CD4*-T-Zellantwort

Wie in den vorausgegangen Kapiteln beschrieben, beeintrachtigen grolle Mengen von OVA
fusioniert an AIDA-I, MgIB oder Lpp das Kolonisierungsvermdgen attenuierter Salmonella-
Stamme, wahrend Fusionen mit GFP gut toleriert werden. Um abzuschatzen wie hoch die
Antigenmenge in vivo ist, wurden die entsprechenden Plasmide in den Salmonella Stamm
CREAO0293 transformiert, der eine starkere Induktion des Pp.,qc —Promotors in vitro erlaubt
(bis zu 40% des Werts in Peyer'schen Plaques, gemessen durch FACS-Analyse GFP-OVA
exprimierender Stamme, Daten nicht gezeigt). Die Stamme wurden in modifiziertem M9-
Magnesiummangelmedium (10 pg MgSO,) bei 37°C gezichtet, die Zellen durch milde
Zentrifugation geerntet (4500 rpm, 5 min, 4°C) und die Zellsedimente in frischem Medium zu
einer ODsg5 von 0,4 verdiinnt und fir 5 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, und
Lysate wurden hergestellt. Zudem wurde der Kulturtiberstand sterilfiltriert (0,2 uym Filter) und
entweder ultrazentrifugiert (100.000 x g, 1 h, 4°C) oder mit 5% TCA prazipitiert. Die
Sedimente wurden in PBS aufgenommen, mit dem gleichen Volumen 2 x SDS-Probenpuffer
vermischt und 10 min gekocht. Die Zell-Lysate und Uberstandspraparate wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und Western-Blot Analysen mit einem a-Ovalbumin Antiserum unterzogen
(Abb. 24). Die maximale Antigenmenge, mit der immer noch eine gute Kolonisierung
erreichbar war, ist je Fusionspartner unterschiedlich. Die Analyse der Kulturiberstande
zeigte, dass bei starker Produktion des AIDA-I-Fusionsproteins, abgespaltene
Passagierdomanen (~ 30 kDa) in das Medium freigesetzt wurden. Zudem konnte auch eine
Freisetzung von Lpp-OVA beobachtet werden. In beiden Fallen konnten die Proteine auch in
Sedimenten nach Ultrazentrifugation detektiert werden, was flir eine Assoziation mit
Membranpartikeln spricht. MgIB- oder GFP-Fusionsproteine konnten nicht in den jeweiligen

Uberstanden nachgewiesen werden, was gegen eine Freisetzung durch Zellyse spricht.
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Abb. 24: Synthese der Antigene im Salmonella-Stamm CREA0293 unter induzierenden
Kulturbedingungen und Analyse der Kulturiiberstédnde. Die Induktion des P,.4c-Promotors wurde
durch Wachstum der rekombinanten Salmonella-Stamme in Mg-armen modifizierten M9 Medium
erzielt. (a) Zellysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot mit einem a-OVA-
Antiserum analysiert. Die Kulturiberstande wurden sterilfiltriert (0,2 pm Filter) und entweder
ultrazentrifugiert (b) oder mit 5% TCA prazipitiert (c). Die Sedimente wurden ebenfalls durch SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot mit dem a-OVA-Antiserum bzw. im Fall der Sedimente, die
nach der Ultrazentrifugation erhalten wurden, auch mit einem a-OmpA-Antikérper (b unten)
untersucht. Die AbklUrzungen “h“ und “n“ kennzeichnen eine hohe bzw. niedrige Synthese der
Antigene, vermittelt durch die RBS1 oder RBS2. Im Fall von GFP-OVA wurde die hohe bzw. niedrige
Produktion durch die Plasmide pMW57 bzw. pKRI177 erreicht.

Um die Antigen-spezifischen T-Zell-Antworten gegen Salmonella zu untersuchen, die das

OVA-Epitop in den verschiedenen Kompartimenten prasentieren, wurden die zelluldren
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Immunantworten mit einer gesattigten Immunantwort, die durch eine sattigende Produktion
von GFP-OVA hervorgerufen wird, verglichen. Diese Antwort I&sst sich auch durch eine

vermehrte Synthese von GFP-OVA nicht steigern (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung).
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Abb. 25: Einfluss der Lokalisation und Menge von Antigen in Salmonella enterica Serovar
Typhimurium auf die T-Zellantwort im OVA-Modell. Splenocyten aus F1 DO11.10xBALB/c Mausen
wurden einen Tag vor den Immunisierungen in BALB/c Mause transferiert. Rekombinante Salmonella-
Stamme wurden in Dosen von 1 x 10'° CFU appliziert, wahrend Salmonella—Stamme, die AIDA-l oder
GFP Fusionsproteine in geringeren Mengen produzierten, zum Teil auch in Dosen zwischen 108-10"°
CFU verabreicht wurden. Am Tag 7 pl wurden die immunisierten Mause getdtet, die Peyer'schen
Plaques entnommen und homogenisiert. Die Menge an aktivierten T-Zell-Blasten und kolonisierenden
Salmonella wurde anschliefend bestimmt. Das Verhaltnis der beiden Werte beschreibt die
Immunogenitat pro kolonisierender rekombinanter Salmonella-Zelle. Hohe bzw. niedrigere Synthese
der betreffenden Antigene wurde durch RBS1 bzw. RBS2 vermittelt, wobei die transkriptionelle
Regulation der Antigen-Expression durch den Pp,4c-Promotor erfolgte. Im Fall von GFP-OVA wurde
die sattigende Synthese durch das Plasmid pMW57 (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung) erzielt
und die halbmaximale sattigende Synthese durch die Plasmide pKRI177 (Sternchen) bzw. pMW123
(leeres Dreieck). Gezeigt sind die Resultate mehrerer unabhangiger Experimente. Die Unterschiede in
der Immunogenitat wurden durch den ungepaarten Student t-Test berechnet: ***, P<0,0001; *,
P<0,01. Der Mittelwert ist als horizontaler Balken dargestellt.

TCR-transgene CD4*-T-Zellen wurden einen Tag vor der Immunisierung in syngene BALB/c
Mause transferiert. 7 Tage pl wurde die Kolonisierung (siehe Tab. 7) und T-Zell-

Blastenbildung in den Peyer’schen Plaques bestimmt. Eine niedrige Synthese der Antigene
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lield keine wesentlichen Unterschiede in der T-Zellantwort erkennen (Abb. 25). Ein erhdhtes
Antigenniveau von OVA-MgIB fuhrte zu keiner Steigerung der Immunogenitat, ebenso wenig
im Fall der cytoplasmatischen Prasentation von GFP-OVA (Dr. Dirk Bumann, persoénliche
Mitteilung). Wurde jedoch das AIDA-I- oder Lpp-Fusionsprotein in hdheren Mengen
produziert, konnte eine verstarkte Immunantwort verzeichnet werden, die signifikant hoher
war als bei periplasmatisch oder cytoplasmatischen Antigenen. Dabei war die Immunogenitat
des von OVA-AIDA-I hdher als Lpp-OVA.

Dies lasst den Schluss zu, dass hohe Mengen von Antigenen in der dufleren Membran

immunogener sind als periplasmatische oder cytoplasmatische.

Tab. 7: Kolonisierung der Peyer'schen Plaques durch rekombinante Salmonella-Stamme.
Chiméare Mause wurden mit 10" CFU rekombinanter Salmonella-Stamme immunisiert und 7 Tage pl
getotet. Die Bakterienmenge in den Peyer’schen Plaques wurde durch Ausplattieren von geeigneten
Verdiinnungen auf LB-Ampo-Strepgy bestimmt. Gezeigt ist der Mittelwert und der jeweilige
Standardfehler des Mittelwerts.

AIDAoch | AIDAicdrig | MGIBhoch | MGIBhicdrig | LPPhoch | LPPniearig | AIDA,GFP | GFP?
CFU 13750 * | 44890 + | 33800 * | 48820 + | 52310 = | 73000 * | 66880 + | 98110 £

1771 4985 6571 9925 7362 10780 6472 13990

(n=26) |(n=18) | (n=15) |(n=17) |(n=16) |(n=8) | (n=28) | (n=18)

Da bei hoher Produktion eine Freisetzung der prozessierten Passagierdomane des AIDA-I
Fusionsproteins und des vollstandigen Lpp-OVA in den Kulturiberstand beobachtet werden
konnte (Abb. 37), wurde versucht, die Antigene in Maus-Makrophagen mit einem a-OVA-
Antiserum zu detektieren. Dies gelang aufgrund von technischem Limitationen nicht. Deshalb
wurde LPS als Ersatzmarker gewahlt, da eine Studie mit Epithelzelle darlegen konnte, dass
LPS-haltige Vesikel aus den SCV's (Salmonella containing vacuoles) freigesetzt werden
(Garcia-del Portillo et al., 1997). Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurden flr
dieses Experiment GFP-OVA exprimierende Salmonellen verwendet. Zu diesem Zweck
wurde der Stamm CREA1283(pKRI71) benutzt, der GFP-OVA unter P,u.pe-Kontrolle
exprimiert. Der Stamm wurde bei 37°C in modifiziertem M9-Magnesium-Mangelmedium
angezichtet, am nachsten Tag geerntet (Median der GFP-OVA Fluoreszenz: 59) und J-
774.A1 Makrophagen in einem Verhaltnis von 40:1 (Bakterien:Zelle) fir 90 min infiziert. Die
Zellen wurden fixiert, gewaschen und mit einem a-LPS-Antiserum und einem ALEXA-456

gekoppelten Sekundarantikérper gefarbt. Die Analyse erfolgte mit einem konfokalen
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Mikroskop (Abb. 26). Intrazelluldre Bakterien wurden dadurch gefarbt und vitale Zellen
konnten durch ihre grine Fluoreszenz eindeutig identifiziert werden. Deutlich ist dabei zu
erkennen, dass sich LPS-haltiges Material von den lebenden Salmonella-Zellen
(gekennzeichnet durch griine Fluoreszenz) abschniirt und sich in den Makrophagen verteilt.
Bemerkenswerterweise fand sich kein LPS in nicht-infizierten Makrophagen, was darauf
hindeutet, dass von extrazellularen Salmonella-Zellen freigesetztes LPS nicht in

nennenswerten Mengen phagocytiert wurde.

Abb. 26: LPS Farbung von intrazellularen rekombinanten Salmonella-Zellen. GFP-OVA
auspragende Salmonella (Median der Fluoreszenz: 59) wurden UN in M9-Magnesium-Mangelmedium
angezlichtet und J-774.A1 Makrophagen mit einer MOI von 40 infiziert. Nach 90 min Phagocytose
wurden die Zellen mit Formalin fixiert. Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden mit TBS-T(0,05%
(w/v)) die Membranen permeabilisiert und die Zellen mit einem a-Salmonella-Serum und mit einem an
ALEXA-546 gekoppelten Ziege-a-Kaninchen-Serum fur je 1h gefarbt. Die Analyse erfolgte mit einem
konfokalen Mikroskop (Kanal 1: 515-545 nm zur Detektion von GFP-OVA; Kanal 2: 585-615 nm zu
Detektion von Alexa-546). Dargestellt ist die Uberlagerung der Fluoreszenz-Kanéle und der
Transmissionsaufnahme. Der Balken stellt 4 um dar.
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3.3 Prasentation von antigenen Determinanten auf der Zelloberflache von

attenuierten Salmonella-Stammen durch den AIDA-I Autotransporter

Die Ergebnisse aus dem OVA-Modell implizieren, dass rekombinante Salmonella-
Lebendvazine durch die Oberflachenprasentation von Antigenen optimiert werden kénnen.
Nachfolgend sollte untersucht werden, ob zellulare Immunantworten gegen durch AIDA-I
prasentierte antigene Determinanten auch in anderen Modellen hervorgerufen werden

kdnnen.

3.3.1 Autodisplay des Hsp6074.36 Epitops aus Yersinia enterocolitica

CD4"-T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Yersinia enterocolitica
durch das Immunsystem (Autenrieth et al., 1992; Autenrieth et al., 1993b; Autenrieth et al.,
1993a). T-Zellen, die den Komplex aus MHCIlI und dem Hsp60,4.55 Epitop erkennen,
bewirkten nach adoptivem Transfer in C57BL/6 Mause einen deutlichen Schutz gegen eine
Belastungsinfektion mit Yersinia enterocolitica (Noll et al, 1994). Mit dem AIDA-I
Autotransportersystem konnte das Hsp607,7s Epitop in E. coli auf der Zelloberflache
exprimiert werden (Konieczny et al., 2000). In vitro Experimente zur Antigenprasentation
durch Makrophagen, die mit hitzeinaktivierten, rekombinanten E. coli-Zellen inkubiert worden
waren, deuteten auf eine funktionale Darstellung des Epitops hin. Hier sollte untersucht
werden, ob rekombinante, attenuierte Salmonella-Stamme Hsp60-4.g5 auf der Zelloberflache
auspragen koénnen und inwieweit spezifische CD4*-T-Effektorzellen in vivo durch orale

Immunisierung mit diesen Stammen induzierbar ist.

3.3.1.1 Subklonierung einer hsp6074.g6-ha-ctxB-aida-i Genfusion in ein thyA-

stabilisiertes Plasmid

Die Stabilitdt eines Expressionsvektors ist ein wichtiger Punkt bei der Herstellung eines
wirksamen Salmonella-Vakzinstamms, um eine ausreichende Antigenexpression in vivo zu
gewabhrleisten. In einem Salmonella-Stamm, dem ein funktionales Thymidilat-Synthase-Gen
(thyA) fehlt, kann ein plasmidkodiertes thyA Gen diesen Defekt komplementieren. Damit
kdnnen Expressionsvektoren zum einen in Wachstumsmedium ohne Thymin und zum
anderen in vivo stabilisiert werden (Morona et al., 1991), da AthyA-Stdmme von Salmonella

ohne Plasmid in Thymin-armen Bedingungen nicht wachsen kénnen.
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Abb. 27: a) Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fur pKRI22 und pKRI43. Einzelheiten
im Text; b) B-Fal: AIDA-I Autotransporter Translokationseinheit; CTB: modifiziertes Choleratoxin B;
HA-Tag: B-Zell-Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; Hsp607,4.¢5: 13 aa Epitop

aus Hsp60 von Yersinia enterocolitica; SP: Signalpeptid aus Choleratoxin B
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Durch PCR mit den Oligonukleotiden KRI45/46 und pLAT260 als Matrize, wurde ein DNA-
Fragment amplifiziert, das den konstitutiven Promotor P« (Klauser et al., 1990) und ha-ctxB-
aida umfaldt. Nach Hydrolyse mit Sall wurde das Amplikon in den Vektor pLAT389, der ein
funktionales thyA-Allel enthalt, subkloniert (resultierendes Plasmid: pKRI22, Abb. 27). Ein
Clal/Kpnl-Fragment aus pEGE2 (Kramer et al., 2003a), das die ctxB Signalpeptid-Sequenz,
hsp6074.86, ha und das ctxB Gen enthalt, wurde in pKRI22 transferiert, das ebenfalls mit
Clal/Kpnl geschnitten war. Das daraus resultierende Plasmid pKRI43 codiert fiir ein Hsp6074.
ge-HA-CTB-AIDA-I Fusionsprotein unter der Kontrolle des Pr«-Promotors und enthalt ein
funktionales thyA Allel.

Die hergestellten Plasmide wurden in den thyA-defizienten Salmonella-Stamm CREA1323
transformiert und die Synthese und Oberflachenexposition der AIDA-I Fusionsproteine wurde

untersucht.

3.3.1.2 Synthese und Oberflachenexposition von Hsp6074.36-HA-CTB-AIDA in
dem attenuierten Salmonella Stamm CREA1323

Um die zelluldre Lokalisation der AIDA-I Fusionsproteine zu Uberprifen, wurden die
Salmonella-Stamme UN bei 37°C auf LB-Platten kultiviert, am nachsten Tag geerntet und die
AulRenmembran prapariert. Nach SDS-PAGE wurden die Gele mit Coomassie Blue G-250
Blue G-250 gefarbt oder einer Immunoblotanalyse mit einem monoklonalen HA-Antikdrper
unterzogen (Abb. 28). Hsp6074-HA-CTB-AIDA-I und HA-CTB-AIDA-lI konnten dabei

eindeutig in der AuRenmembran nachgewiesen werden.

a) b)

CREA1323 CREA1323

pKRI22 + - - pKRI22 + - -
pKRI43 oo kDa pKRI143 + - - kDa
- 94 — 94
MR T - - - 7
- - — LI -
- — 30 — 30

Abb. 28: Hsp6074.56-HA-CTB-AIDA-I und HA-CTB-AIDA-I werden in der a&uBeren Membran von
Salmonella CREA1323 angereichert.Die duReren Membranen wurden prapariert und einer SDS-
PAGE unterzogen. Gele wurden mit Coomassie Blue G-250 geféarbt (a) oder einer Western-Blot-
Analyse mit einem monoklonalen Antikérper gegen das HA-Epitop unterzogen (b).
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Wie aus Abb. 29 ersichtlich, flihrt die Transformation von CREA1323 mit pKRI22 und pKRI43
zu einer starken Bildung des jeweiligen AIDA-I-Fusionsproteins. Nach einer
Trypsinbehandlung physiologisch intakter Zellen konnten die Fusionsproteine weder durch
SDS-PAGE-Analyse (Abb. 29a) noch durch Immunoblotanalyse (Abb. 29b) nachgewiesen
werden. Dies spricht flr eine Lokalisierung der Passagierdomanen auf der Zelloberflache.
Dieser Befund wurde durch indirekte Immunfluoreszenz unterstiitzt (Abb. 30). Der HA-
spezifische monoklonale Antikérper band spezifisch an CREA1323(pKRI43) Zellen, die
Hsp6074.85-HA-CTB-AIDA-l  syntetisierten (Abb. 30a), wahrend der plasmidlose

Parentalstamm nicht angefarbt wurde (Abb. 30c).

a) b)

. CREA1323 | ) CREA1323 |
PKRI22 - - + + - - pKRI22 - - + + - -
PKRI43 + + - - - - pKRI43 + + - - - -
Trypsin + - + - + - kDa Trypsin + - + - + - yDa

448 e S — 94

> == o W67 — 67

s 2 Q — 43

- . -+ g — 30

e — 30

Abb. 29: Bildung von AIDA-lI Fusionsproteinen in CRE1323 und Sensitivitit gegeniber
exogenen Proteasen. Der Salmonella-Vakzin Stamm CREA1323 wurde mit den Plasmiden pKRI22
und pKRI43 transformiert. Die Zellen wurden UN auf LB-Platten kultiviert, geerntet und mit Trypsin
oder, als Kontrolle, mit PBS behandelt. Die Produktion und Oberflachenprasentation der AIDA-I-
Fusionsproteine in S. enterica serovar Typhimurium CREA1323 wurde durch SDS-PAGE (a) und
Immunoblot mit einem monoklonalem Antikérper gegen den HA-Tag (b) analysiert.

A A7 Abb. 30: Oberflachenprasentation von Hsp607,.
; F ss~-HA-CTB-AIDA-l im S. enterica serovar

Typhimurium Impfstamm CREA1323(pKRI43).

Indirekte Immunfluoreszenz der Salmonella-

Stamme CREA1323(pKRI43) (A und B) und

CREA1323 (C und D). Physiologisch intakte Zellen

wurden mit einem monoklonalem Antikérper gegen

das HA-Epitop und mit einem Cy3-konjugierten

4 . Ziege anti-Maus sekundaren Antikorper gefarbt.

4 Die gefarbten Bakterien wurden mittels

Fluoreszenzmikroskopie (A und C) oder

' Durchlichtmikroskopie (B und D) untersucht.
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3.3.1.3 CREA1323(pKRI43) induziert eine T-Zellantwort in vivo

Eine in vivo-Studie zeigte, dass nach einer Immunisierung von C57BL/6 Mausen mit
CREA1323(pKRI43) antigen-spezifische CD4"-T-Zellen isoliert werden konnten, die nach
Stimulation mit dem Hsp60,4.¢6 Epitop proliferierten und IFN-y sekretierten (Kramer et al.,
2003a). Eine Interleukin-4 Produktion der T-Zellen konnte nicht beobachtet werden, was auf
eine Induktion vom Ty1-Typ deutet. Die Oberflachenexposition von CD4*-T-Zell-Epitopen
durch das AIDA-I-Autotransportersystem in Salmonella-Vakzinstdmmen bewirkt also eine

Induktion von bewaffneten CD4"-T-Effektorzellen.

3.3.2 Prasentation von cysteinhaltigen Passagierdomanen in Salmonella-

Impfstammen

Klauser et al. (1990, 1992) zeigten, dass sich die Ausbildung von Disulfidbriicken negativ auf
die Translokationskompetenz einer Passagierdomane durch die Autotransporterdémane der
IgA1-Protease von Neisseria gonorrhoeae auswirkt. Durch eine Deletion der periplasmatisch
lokalisierten Oxidoreduktase DsbA konnte die Kinetik der Disulfidbrickenbildung jedoch so
verandert werden, dass Wildtyp Choleratoxin B, das im Periplasma Disulfidbricken
ausbildet, effizient zur Zelloberflache von E. coli transloziert wurde (Jose et al., 1996). Der
Einfluss der Disulfidbriickenbildung von Passagierdomanen auf die Translokation durch den
AIDA-I-Autotransporter in Salmonella-Vakzinstammen wurde bisher nicht untersucht. Aus
diesem Grund wurde das BGP1 CD8 T-Zellepitop (Paglia et al., 1996) der B-Galactosidase,
das ein Cystein enthalt, inklusive funf Aminosaduren N- und C-terminal gewahlt. Es sollten
Mono-, Di-, Tri- und Tetramere dieses Epitops an die AIDA-I-Autotransporterdomane
fusioniert und die Produktion und Oberflachenprasentation Uberprift werden. Mit den
Stdmmen, die das CD8-Epitop korrekt prasentierten sollte ein Kooperationspartner in
Immunisierungsstudien die Induktion von spezifischen CD8-T-Zellen untersuchen. Die
Zusammenarbeit wurde aber leider vorzeitig aufgrund der Insolvenz der CREATOGEN AG

beendet, so dass keine in vivo Daten erhoben werden konnten.

3.3.2.1 Konstruktion von translationalen Fusionen aus dem BGP1 Epitop und
CTB-AIDA-I

Ausgehend vom Plasmid pLAT260 wurde tber PCR mit den Oligonukleotidpaar KR38/KRI39
ha-ctxB-aida-i amplifiziert, mit Xbal/Ncol geschnitten und in den ebenso behandelten Vektor
pLAT389 subkloniert.
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Abb. 31: a) Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir pKRI17, 35, 36, 81, 93, 118, 119.
Einzelheiten im Text. B) B-FaR: AIDA-I Autotransporter Translokationseinheit; CTB: modifiziertes
Choleratoxin B; HA-Tag: B-Zell-Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; BGP1
Epitop der B-Galatosidase; SP: Signalpeptid aus Choleratoxin B; x=1-4
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Das so entstandene Plasmid pKRI17 wurde mit den Restriktionsenzymen Sacl/Ncol
behandelt und ein Linker, entstanden durch Hybridisierung der Oligonukleotide KRI54 und
KRI55, eingefugt. Dadurch wurde eine Bglll und Kpnl Erkennungssequenz direkt
stromabwarts der aida-i Sequenz eliminiert und das Plasmid pKRI35 gewonnen. Die
Oligonukleotide KRI24/KRI25 wurden hybridisiert und in den mit Bglll geschnittenen Vektor
pKRI35 eingefiigt. In die somit zusatzliche geschaffene Munl Schnittstelle, die stromaufwarts
von der HA-codierenden Sequenz und stromabwarts von der Signalpeptid-Sequenz lag,
konnte nun der BGP1-codierende Linker aus KRI66/KRI59 kloniert werden. Die Sequenz von
KRI66/KRI59 war fiir die AIDA-I Sequenz codonoptimiert und auferdem so beschaffen, dass
bei Insertion die Erkennungssequenz fiir Munl stromabwarts zerstort wurde. Diese Strategie
erlaubte eine sukzessive Insertion des PGP1-codierenden Linkers (Abb. 31) (Tab. 8:
Ubersicht Uber die generierten Plasmide). Die Synthese der Fusionsproteine wurde durch

den in vivo induzierbaren Promotor Pp,.p gesteuert.

Tab. 8: Ubersicht iiber BGP1-codierenden Plasmide

Plasmid Anzahl der

Epitope

pKRI36

pKRI81

pKRI93

pKRI118

H W N = O

pKRI119

3.3.2.2 Disulfidbriickenbindungen in der Passagierdomane verhindern eine

effiziente Oberflachenprasentation

Die hier generierten Plasmide wurden in E. coli JK321 (ompT, dsbA) und UT5600 (ompT)
etabliert, um den Einfluss des DsbA-Phanotyps auf die Translokation von cysteinhaltigen
Passagierdomanen auf die Zelloberflache zu analysieren. Dazu wurden Zellen mit Trypsin
behandelt und die Lysate im Western-Blot untersucht. Wie Abb. 32 verdeutlicht, wurden alle
Fusionsproteine im Stamm JK321 problemlos produziert und auf der Oberflache prasentiert.
Im Gegensatz dazu erfolgt keine Prasentation von Di- und Trimeren des BGP1 Epitops auf
der Zelloberflache von UT5600, da die schwach durch den Antikérper gefarbten Proteine die
gleiche molekulare Masse besitzen und nicht zuganglich flr Trypsin waren. Das Tetramer
wurde in nur sehr geringen Mengen gebildet und anscheinend erfolgte eine Prozessierung
der Passagierdomane, da auch das Monomer in verstarktem MalRR auftrat. Diese

Beobachtung konnte auch im dsbA* Salmonella-Impfstamm CREA0293 gemacht werden:
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das Monomer wurde produziert, aber nicht die Di- und Trimere (Daten nicht gezeigt). Ahnlich
wie in UT5600 wurde das Tetramer nur sehr schwach, aber nicht reproduzierbar,
synthetisiert.

Es bleibt festzuhalten, dass Passagierdomanen mit mehr als einem Cystein durch den AIDA-
| Autotransporter Uberhaupt nicht oder sehr ineffizient an die Zelloberflache von dsbA-
positiven Stammen von E. coli oder Salmonella transloziert werden. Eine Ausnahme bildet
dabei die B-Lactamase, die zwei Cysteine enthalt und im E. coli Stamm UT5600 enzymatisch
aktiv auf der Zelloberflache mittels der AIDA-I-Autotransporterdomane prasentiert werden

konnte (Lattemann et al., 2000).

E. coli JK321 E. coli UT5600
o 1 2 3 4 o 1t 2 3 4
Trypsin + - + - + - + - + - kDa Trypsin -+ - + - + - + - + - kDa
: ST e = -4
o= 4n '4‘ f1¢-——-67 i e Tafub=l - — 67
el alf = | g |
N e vy w— L —& -
—*io--ﬂ-'“aﬂi'—m .'“‘i.a":‘-—m
—smsg= l.#' SSszsseRas
Y a = = =— 30 - -y §-F ¥ - 30
kDa kDa
—— 94
p — 94 "
b o = & = o an - -— 67
— 43 — 43
—30 L 30

Abb. 32: Synthese und Protease-Zugédnglichkeit von AIDA-Fusionsproteinen mit
cysteinhaltigen Passagierdomanen in E. coli-Stammen verschiedenen DsbA-Phéanotyps. JK321
(ompT, dsbA)(links) und UT5600 (ompT) (rechts) Zellen wurden mit den Plasmiden aus Tab. X
transformiert und mit Trypsin oder PBS behandelt. Ganzzellysate wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie Blue G-250 (oben) gefarbt oder durch Western-Blot mit einem
monoklonalem Antikdrper gegen das HA-Epitop untersucht (unten). Zahlen geben die Menge an CTB-
AIDA-I fusionierten BGP1 Epitopen wieder. Pfeilspitzen kennzeichnen die Fusionsproteine.
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3.3.3 Autodisplay von UreA-Fragmenten aus H. pylori in einem Salmonella-

Impfstamm

Aus den in dieser Arbeit gewonnen Daten ergab sich die Fragestellung, ob das AIDA-I
Prasentationssystem protektive Immunantworten in einem Tiermodell far
Infektionskrankheiten induzieren kann, bei dem der Schutz hauptsachlich auf CD4*-T-Zellen
beruht. Aus diesem Grund wurde das murine H. pylori-Infektionsmodell gewahlt, da eine
protektive Immunitat in diesem System primar durch CD4'-T-Helferzellen vermittelt wird
(Ermak et al., 1998). Ein weiteres Indiz fir diese These ist, dass eine Impfung mit
rekombinanten Salmonella-Stammen Immunitat in IgH"‘-Méusen hervorrufen konnte, aber
nicht in MHCII-defizienten Mausen (T. Aebischer, personliche Mitteilung). Zudem

Die Produktion der Urease Untereinheiten A und B aus H. pylori in attenuierten Salmonella-
Vakzinstammen flhrte nach Immunisierung von Mausen zu einem hohen Schutz gegen eine
Belastungsinfektion mit H. pylori (Corthesy-Theulaz et al., 1998; Gomez-Duarte et al., 1998;
Londono-Arcila et al., 2002). Drei klinische Phase-lI Studien wurden beruhend auf diesem
Ansatz durchgefuhrt (Angelakopoulos und Hohmann, 2000; Bumann et al., 2001c; DiPetrillo
et al., 1999). Kurzlich wurden aus Milzen von Mausen, die mit einem UreA und UreB
produzierenden Salmonella-Impfstamm immunisiert wurden, oligoklonale CD4*-T-Zellinien
isoliert (Lucas et al., 2001). Diese Zellinien wurden spezifisch durch aufgereinigte Urease A
stimuliert und konnten mit verschiedenen aus Urease A abgeleiteten Peptiden (Aminosauren
27-53, 74-90, 209-225) restimuliert werden (Lucas et al., 2001). Diese Peptide wurden
aufgrund ihrer potentiellen Bindung an MHCII-Molekiile vom H-2%-Haplotyp ausgewahilt.
Weiterhin konnten die Zellinien, nach adoptiven Transfer in naive BALB/c Mause, einen
partiellen Schutz gegen eine Belastungsinfektion mit H. pylori bewirken (Lucas et al., 2001).
Im folgenden sollte nun untersucht werden, ob die Oberflachenprasentation von UreA im
Tiermodell effizienter als dessen cytoplasmatische Darstellung ist und ob eines der drei
Epitope als Fusion mit der AIDA-I-Autotransporterdomane in attenuierten Salmonella-

Stdmmen eine schiitzende Immunantwort gegen H. pylori induzieren kann.

3.3.3.1 Konstruktion der ureA,;.,3s-ha-aida-i Fusion

Ein ha-aida-i enthaltendes DNA-Fragment aus pEGES50 (Claus T. Lattemann, personliche
Mitteilung) wurde Uber PCR mit KRI64/KRI65 amplifiziert und mit Xbal und Ncol hydrolisiert,
um es in den ebenso vorbereiteten Vektor pLAT389 (s. Kapitel 3.1.1.1) zu transferieren. Eine
Munl Schnittstelle stromaufwarts der flir das HA-Epitop codierenden Sequenz wurde durch

Insertion eines Linkers, entstanden durch Hybridisierung der Oligonukleotide KRI25 und
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KRI26, in die Bglll Erkennungssequenz generiert. Das so entstandene Plasmid pKRI77
wurde mit Bglll hydrolysiert. Die UreA,7.23s Sequenz aus pYZ97 (codiert fir Urease A und B
Untereinheit)(Gomez-Duarte et al., 1998) wurde mit den Oligonukleotiden LAT68/LAT220
amplifiziert, mit BamH| und Bgl/ll verdaut und in den mit Bglll linearisierten Vektor pKRI77
inseriert. Das so entstandene Plasmid codiert fir ein UreA,7.23s-HA-AIDA-I Fusionsprotein,
das unter transkriptioneller Kontrolle des Pn,.-Promotors steht. Die aida-/ Genfusion aus
pKRI77 wurde mit Xbal und Ncol ausgeschnitten und in das mit Xbal/Ncol verdaute Plasmid
pKRI65 (Konstruktion siehe Kapitel 3.1.1.1) subkloniert. Aus dieser Klonierung ging das
Plasmid pKRI143 hervor, das flir das AIDA-I Fusionsprotein unter transkriptioneller Kontrolle
des Ppagc -Promotors codiert.

Um UreA im Zytoplasma darzustellen, wurde das Plasmid pKRI155 hergestellt. Dazu wurde
pEGEG63, bei dem die ureA-Expression durch den Prx-Promotor kontrolliert wird (Claus T.
Lattemann, personliche Mitteilung), mit Xbal/Kpnl verdaut und das ureA-DNA-Fragment in
den mit Xbal/Kpnl behandelten Vektor pKRIE5 transferiert.

Zusatzlich wurden Fusionen von ureA,7.ss, UreArzsgo oder ureAsqg 205 Mit ctB-aida-1 hergestellt,
deren Expression entweder durch den konstitutiven Pr«-Promotor oder den in vivo
induzierbaren Promotor von pagC reguliert wird (Claus T. Lattemann, personliche Mitteilung).

Diese Fusionen enthielten kein HA-Epitop.
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Abb. 33: Schematische Darstellung der Konstruktion von pKRI143 und pKRI155.
Klonierungstrategie (a). B-Fal: AIDA-I-Autotransporter-Translokationseinheit; CTB: modifiziertes
Choleratoxin B; HA-Tag: B-Zell-Epitop des Hamaglutinin aus dem humanen Influenzavirus; SP:

Signalpeptid aus Choleratoxin B; UreA. Urease A-Untereinheit aus H. pylori; UreAy7.035: Urease A-
Fragment (Aminosauren 27-238)

-76-



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

3.3.3.2 UreA-Fragmente werden auf der Zelloberflaiche von Salmonella-
Impfstammen prasentiert

Die auferen Membranen von Salmonella-Vakzinstammen, die AIDA-I Fusionsproteine
exprimierten, wurden mit Sarkosylmethode prapariert. Durch anschlielende SDS-PAGE und
Immunoblot mit Antikérpern gegen das HA-Epitop oder gegen das Choleratoxin, konnte die
Lokalisierung der Fusionsproteine in der aufieren Membran bestatigt werden (Abb. 34). Die
Prasentation der UreA-Fragmente auf der Zelloberflache wurde durch Trypsinierung von
intakten Salmonella Zellen nachgewiesen (Abb. 35). In Zellysaten von trypsinierten Zellen
konnten Fusionsproteine weder in Coomassie Blue G-250-gefarbten PAA Gelen, noch durch
Immunoblot mit a-HA, bzw a-Choleratoxin Antikérpern detektiert werden. Wie aus Abb. 34
und 35 ersichtlich ist, wurde das UreA,;.,3s HA-AIDA-I Fusionsprotein in geringeren Mengen
als HA-AIDA allein gebildet und zuséatzlich traten auch Degradationsprodukte auf, die durch
eventuelle partielle Proteolyse im Periplasma oder auf der Zelloberflache zu erklaren sind.
Die Degradation schien nur den UreA—Teil der Fusion zu betreffen, da die Fragmente durch

den HA-Antikdrper gebunden werden konnten und mit der dul3eren Membran assoziiert

blieben.
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Abb. 34: Lokalisation von AIDA-l Fusionsproteinen in der &auBeren Membran von
rekombinanten Salmonella-Vakzin-Stimmen. AulRere Membranen von Salmonella-Impfstammen
wurden prapariert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele wurden entweder mit Coomassie Blue
G-250 gefarbt (a und b, oben) oder durch Immunoblot mit einem monoklonalem a-HA (a, unten) bzw.
polyklonalen a-Choleratoxin Antikdrper (b, unten) analysiert. Die Synthese der Fusionsproteine wurde
durch Ppue-Promotor (a) oder den konstitutiven Prx Promotor (b) reguliert. Op: Oberflachen-
prasentiert

-77-



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

b)
? Lrealisd | Creallaa |
| 1 [ |
|- )
Ha- A1, opllred oo 4 4 .
oplired oo D oplired .. - -+ 4+ -
Trvpsmn e e e — oplired g - Y s
. CTE-AIDA : T
- u - + + + + + L0a
. Y -l &6 T|-_\r'DS||7
.i.'. ' Y1 FErEimii
- = = o & X &
4 LA EE AR R -
® = + B X L — es
< ‘ - & =
== ~ - —— - — 45
H s8
4
L ¥ | 28

meeree

— o7
- |'\D

I~ z — GG
- s
- - - G
| | s
— 20

Abb. 35: Protease-Zuganglichkeit von UreA-AIDA-l Fusionsproteinen im Salmonella-Stamm
CREA1283. Rekombinante Salmonella-Stamme wurden entweder mit Trypsin oder PBS behandelt.
Ganzzellysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue G-250 gefarbt (a und b,
oben) oder nach Western-Blot mit einem HA-spezifischen Antikdrper (a, unten) bzw. mit einem o-
Choleratoxin Serum (b, unten) analysiert. Die Produktion der Fusionsproteine wurde durch den Ppnop
Promotor (a) oder den konstitutiven Prx Promotor (b) reguliert. Op: Oberflachen-prasentiert

3.3.3.3 Die Oberflachenprasentation UreAz7.23s in einem Salmonella-
Vakzinstamm schiitzt Mause nach oraler Immunisierung gegen eine H. pylori

Belastungsinfektion

Die Plasmide pKRI143 und pKRI155 wurden in den thyA-deletierten Salmonella-Stamm
CREA1294 transformiert. Um das Vakzinepotential der Stdamme zu eruieren, wurde zuerst
die Synthese von UreA in den betreffenden Stdmmen unter in vitro Bedingungen durch
Western-Blot-Analyse mit einem a-H. pylori Serum untersucht (Abb. 36). UreA wurde im
Cytoplasma [CREA1294(pKRI155)] ein wenig starker gebildet als auf der Zelloberflache
[CREA1294(pKRI143)]. Als  Positivkontrolle  wurde der  Standard-Vakzinstamm
SL3261(pYZ97), der UreA und UreB cytoplasmatisch auspragt, mitgefuhrt.

Ein zweiter wichtiger Parameter fir Lebend-Vakzin-Stdmme ist deren relatives
Kolonisierungsvermoégen. Zu diesem Zweck wurde je 3 BALB/c Mause orogastrisch mit 1 x
10° CFU von CREA1294(pKRI143), CREA1294(pKRI155), SL3261(pYZ97) bzw. dem

Parentalstamm CREA1283 orogastrisch immunisiert. Die Kolonisierung in den
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immunkompetenten Organen der Tiere wurde an Tag 7 pl bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt ist

die Kolonisierung in der Regel maximal (Bumann, 2001a).

a)

1 2 3 4 kDa
T Abb. 36: Syntheseniveaus von UreA in rekombinanten
= - [~ o4 Salmonella Vakzinstammen: Die verschiedenen Salmonella-
= &= — = 57 Impfstdmme wurden auf selektiven LB-Agarplatten gezlchtet
=t = = E und Ganzzellysate von CREA1294(pKRI155) (Spur 1) und
=1 11 1 CREA1294(pKRI143) (Spur 2), die UreA im Cytosol oder auf
R — — g = der Zelloberflache auspragen, wurden durch SDS-PAGE
4 E = 2‘ | 30 aufgetrennt und durch Coomassie Blue G-250-Farbung (a)
— 20 oder Immunoblot mit einem a-H. pylori Serum untersucht. Der
Standard Vakzinstamm SL3261(pYZ97) (Spur 3), der UreA
b) 1 2 3 4 kDa und
94 UreB im Cytoplasma bildet, wurde als Positivkontrolle und der
o — &7 Parentalstamm CREA1283 (Spur 4) als Negativ-
i 2 kontrolle verwendet.
— 43
= e [ 3

Die UreA-produzierenden Stamme CREA1294(pKRI155) und CRE1294(pKRI143) zeigten
mit 2.2 + 4,3 x 102 bzw. 3.9 + 2.4 x 102 CFU eine verminderte Kolonisierung der Peyer’schen
Plagues am Tag 7 pl im Vergleich zum plasmidlosen Parentalstamm CREA1283 (6.6 1.1 x
10* CFU) und dem Kontrollstamm SL3261(pYZ97) (7.5 + 6.1 x 10° CFU) (Abb. 37a). Fir
diese Studie war es entscheidend, dass die UreA produzierenden Salmonella-Stamme
vergleichbare Synthese- und ahnliche Kolonisierungsniveaus zeigten.

Um die Wirksamkeit gegen eine H. pylori-Belastungsinfektion zu testen, wurden die vier
Stamme (Parentalstamm Crea1283, SL3261(pYZ97) als Positivkontrolle,
CREA1294(pKRI143) und CREA1294(pKRI155)) Mausen orogastrisch verabreicht (Dosis: 1
x 10° CFU). Vier Wochen nach der Immunisierung erfolgte die orogastrische Infektion mit 1 x
10° CFU H. pylori. Drei Wochen nach der Belastungsinfektion wurden die Mause getétet und
die Besiedlung des Magens mit H. pylori bestimmt. Die Vakzinierung mit Salmonella-
Stammen, die UreA auf der Zelloberflache prasentierten, resultierte in einer signifikant
erniedrigten H. pylori-Besiedlung im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit dem
Parentalstamm CREA1283 immunisiert wurde (P=0.0089, Student t test) (Abb. 37b). Im
Gegensatz dazu fuhrte die cytoplasmatiche Darstellung von UreA (CREA1294(pKRI155)) zu

keiner signifikanten Reduktion der H. pylori-Besiedlung im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abb. 37: Kolonisierungsvermégen von Salmonella-impfstammen, die UreA in
unterschiedlichen Kompartimenten auspragen, und Wirksamkeit gegen H. pylori.

BALB/c Mause wurden orogastrisch mit 1 x 10° CFU rekombinanter Sa/monella-Stammen CREA1283
(plasmidloser Parentalstamm, —), SL3261(pYZ97), der UreA und B im Cytoplasma auspragt,
CREA1294(pKRI155, UreA im Cytoplasma) oder CREA1294(pKRI143, UreA auf der Zelloberflache)
immunisiert. Nach 7 Tagen pl wurden je drei Mause getdtet, die Peyer'schen Plaques entfernt,
homogenisiert und auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert (a). Alternativ dazu wurden die
immunisierten Mause vier Wochen nach der Immunisierung mit H. pylori infiziert und nach drei
Wochen wurde die Besiedlung des Magens durch diesen pathogenen Organismus untersucht (b).
ZusammengefalRte Daten aus zwei unabhangigen Experimenten sind gezeigt (n=5 fir die mit PBS
immunisierte Gruppe, n=15 fir CREA1294(pKRI143), CREA1294(pKRI155), CREA1283 und n=14 fir
SL3261(pYZ97). Der horizontale Balken reprasentiert den Mittelwert der H. pylori-Besiedlung.
Statistisch signifikante Unterschiede zur der mit CREA1283 immunisierten Gruppe wurden mit einem
ungepaarten Student t Test untersucht (*, P=0,0089 fir CREA1294(pKRI143); **, P=0,0005 fir die
Positivkontrolle SL3261(pYZ97)).

3.3.3.4 Immunisierung mit einem Salmonella-Stamm, der ein UreA;;.s3-Peptid

auf der Zelloberflache prasentiert, flihrt zu einer Reduktion der H. pylori Last

In der eingangs erwahnten Studie von Lucas et al. (2001) wurden drei Peptide des UreA
Proteins identifiziert, die von protektiven CD4"-T-Zellen erkannt wurden. Hier wurden
translationale Fusionen aus den Peptiden und CTB-AIDA-I hergestellt. Plasmide, bei denen
die Expression der Fusionen durch den P,.c-Promotor kontrolliert wurde, wurden in
CREA1294 transformiert. Die Menge der Fusionsproteine war in etwa identisch, wie durch
Immunoblotanalyse mit einem a-Choleratoxin Serum gezeigt wurde (Abb. 38). Bei Western-
Blot Untersuchungen mit einem a-H. pylori Serum wurden die Fusionsproteine jedoch nicht

erkannt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 38: Syntheseniveaus von Fusionproteinen aus
und CTB-AIDA-l in

a)

UreA CD4'-T-Zell-Epitopen 2 345 6 KkDa
rekombinanten Salmonella-lImpfstammen T
Ganzzellysate von rekombinanten Salmonella-Stammen, 54
die auf LB-Agarplatten angeziichtet wurden. 1: 67
CREA1294(opUreA,;.53); 2: CREA1294(opUreAz4.05); 3: 43
CREA1294(0paos-230); 4: CREA1294(CTB-AIDA-I); 5:

SL3261(pYZ97); 6: CREA1283; op: 30
oberflachenprasentiert. Die Synthese der

Fusionsproteine wurde durch den Pp,c-Promotor kDa
reguliert. (a) Coomassie Blue G-250-gefarbtes PAA Gel. b) — 94
(b) Immunoblot mit einem polyklonalen a-Choleratoxin . - - 57
Serum. 3

Die verschiedenen Salmonella-Vakzinstdmme, die unterschiedliche UreA-Peptide auf der
Zelloberflache prasentierten, zeigten in den Peyer’schen Plaques immunisierter Mausen
(Dosis: 1 x 10° CFU)(Abb. 39a) 10> CFU pro Stamm ein &hnliches

Kolonisierungsniveau im Vergleich zu Stdammen, die UreA entweder im Cytoplasma oder auf

mit ca.

der Zelloberflache darstellten.

&
a) b) 10 .
P
i
T *
Z .
Y
— . .
e =2 R A o
@ [S i} * o \d .
= Z . o
& 2 . v
o = GAA .t
Rl [ A . =2 . v *
2 o vy e f . o . o
2 = .
@ — 109 7 o
=
& =
o107 w
- _)
=
5
102
5 2 g ol iy ke g
2 3 3 % i 5
s T T 1 1
® i E 4 5 i
> = = = - = =

Salrronelia Zalrmonelia 1

Abb. 39: In vivo-Kolonisierung und Wirksamkeit gegen eine H. pylori-Belastungsinfektion von
CREA1294 Zellen, die verschiedene UreA-CD4"-T-Zell-Epitope auf der Oberfliche priasentieren.
(a) Je 3 Mause pro Gruppe wurden mit 1 x 10° CFU rekombinanter Salmonella-Stamme orogastrisch
immunisiert. Am Tag 7 pl wurden die Mause getdtet, die Peyer'schen Plaques prapariert,
homogenisiert und ausplattiert, um die Kolonisierung durch die Vakzinstdmme zu bestimmen. (b)
Analyse der H. pylori-Last nach Belastungsinfektion von Mé&usen, die orogastrisch mit UreA-CD4"-T-
Zell-Epitop-auspragenden Vakzinstammen immunisiert wurden. Ein reprasentatives Experiment von
zwei unabhangigen ist dargestellt (10 Mause pro Gruppe). Vakzinierung mit CREA1294 Zellen, die
das UreA,7.53-Peptid produzieren, fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der H. pylori-Besiedlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit CREA1294(CTB-AIDA-I) immunisiert wurden (ungepaarter
Student tTest; *, P=0.03; der Mittelwert ist als horizontaler Balken dargestellt). Op:
oberflachenprasentiert
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Impfstamme, die Fusionsproteine aus den UreA-Epitopen und CTB-AIDA-I produzierten
(kurz: opUreA), wurden flr Vakzinierungsstudien eingesetzt. Mause wurden mit
rekombinanten Salmonella-Stammen, die opUreAs7.s3, opUreAssgs, opUreAsggzo oder nur
CTB-AIDA-I unter Kontrolle des Promotors P.4c synthetisierten, orogastrisch immunisiert
(Dosis: 1 x 10° CFU). Die Belastungsinfektion und Auswertung der Besiedlung des Magens
mit H. pylori wurde wie in Kapitel 3.3.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Einzig der Stamm, der
UreA.7.s3 auf der Zelloberflache prasentierte, fliihrte zu einer signifikanten Reduktion der H.
pylori-Last im Magen im Vergleich zur Gruppe, die mit der Negativkontrolle geimpft wurde
(P=0,03, ungepaarter Student t Test) (Abb. 39b).

-82-



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

3.4 Antigen Abbau in vivo und in vitro

Ein weiterer Parameter bei der Charakterisierung von Salmonella-Lebendvakzinen ist die
Stabilitat der heterolog dargestellten Antigene in vivo. Diese setzt sich aus Neusynthese und
Abbau zusammen. Hier sollte eine Methode entwickelt werden, den reinen Proteinabbau in
Salmonella-Stammen zu bestimmen. Zur Etablierung der Methode bietet sich das Modell-
Antigen GFP-OVA an, da es in vivo und in vitro ist durch DurchfluRzytometrie technisch
einfach zu handhaben. Um den reinen Antigen-Abbau zu messen, sollte die
Proteintranslation in Salmonella durch Chloramphenicol inhibiert und die Kinetik der
Fluoreszenzveranderung bestimmt werden.

GFP-OVA ist ein Derivat des stabilen GFP.mut2 (Cormack et al., 1996), weswegen zuerst
der Abbau dieser Variante in vifro untersucht wurde. Dazu wurden Kulturen von
rekombinanten Salmonella SL1344 (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung) aus der
exponentiellen Phase in Soja-LB (ODgy=0,6) mit Choramphenicol ad 170ug/ml

supplementiert, zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen, mit 2% Formalin fixiert

und anschlieRend die GFP-Fluoreszenz gemessen.
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Abb. 40: GFP-Abbau in rekombinanten Salmonella wéhrend des exponentiellen Wachstums.
Salmonella SL1344 Stamme, die GFP.mut2 oder GFP-OVA produzierten, wurden in Soja-LB kultiviert.
Am nachsten Tag wurde frisches Soja-LB Medium 1:100 inokuliert, die Kulturen bei 37°C bis zu einer
ODg=0.6 angezogen und mit Chloramphenicol ad 170 pg/ml supplementiert. Pro Zeitwert und
Stamm wurden 3 Ansatze getestet und der Mittelwert der Fluoreszenz berechnet, der Wert zum
Zeitpunkt 5 min wurde als 100% relative Fluoreszenz festgelegt. Gezeigt ist ein reprasentatives
Experiment; die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des Mittelwerts.

Eine Abnahme der GFP.mut2-Fluoreszenz wurde wahrend des MelRzeitraums nicht
verzeichnet, hingegen konnte eine deutliche Reduktion der GFP-OVA-Fluoreszenz um ca.
15% innerhalb von 30 min beobachtet werden (Abb. 40).
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Beiden Mefreihen war gemeinsam, dass in den ersten 5 min nach Chloramphenicol-Zugabe
die Fluoreszenz zunahm. Dies ist wahrscheinlich auf die Faltung von synthetisierterem GFP-
OVA nach der Inhibition der Proteinsynthese und eventuell auch auf die verzdgerte Wirkung
des Chloramphenicols zurtickzufihren.

Um festzustellen, ob die Fluoreszenzabnahme tatsachlich mit dem Proteinabbau und nicht
mit der Denaturierung von GFP-OVA Kkorreliert, wurden Proben aus dem Beginn des
Experiments und nach 30 min entnommen, die Zellen durch Zentrifugation geerntet und mit
SDS-Probenpuffer gekocht. Die Zellysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Blue G-250 gefarbt (Abb. 41).

GFP.mut2 GFP-OVA Abb. 41: GFP-Abbau in rekombinanten
Salmonella-Stammen wahrend des
. exponentiellen Wachstums: Zellysate
min 0 30 0 30 kDa rekombinanter SL1344 Salmonella-Stdmme aus
- verschiedenen Zeitpunkten nach Chloramphenicol-
N s Zugabe wahrend des logarithmischen Wachstums
B e ol — 94 wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
B e — — | Coomassie Blue G-250 gefarbt. Die GFP-Varianten
L e e R — 5o sind durch Pfeile markiert.
SEE
—
— == 3 == ‘_ 43
g R
— Py - — 30
o
31 § il

Die Menge an GFP-OVA war 30 min nach Chloramphenicol-Zugabe geringer als zum
Zeitpunkt 0 des Experiments. Die Fluoreszenzabnahme korrelierte also mit dem
Proteinabbau. Dieses Verfahren sollte nun angewendet werden, um den Abbau von GFP-
OVA in infizierten Milzen zu messen. Dazu wurden BALB/c M&use mit 10° CFU intravends
infiziert und nach 16 h getétet. Die Milz wurde in 1 ml vorgewarmten PBS-Triton X-100 (0,1
% w/v) aufgenommen, homogenisiert und 10 s kraftig gemischt (Vortex), um eukaryotische
Zellen zu lysieren. Dem Homogenat wurde anschlielend 4 ml vorgewarmtes Soja-LB
Medium und Chloramphenicol (Endkonzentration: 170 ug/ml) zugesetzt, in 5 ml Réhrchen a
200 pl aliquotiert und bei 37°C schiittelnd inkubiert. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden
Proben enthommen und mit 2% Formalin fixiert. Der Median der Fluoreszenz wurde mit

einem DurchfluRzytometer ausgewertet.
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Abb. 42: GFP-OVA Abbau in der Milz. BALB/c M&use wurden mit 10° CFU rekombinanten Wildtyp-
Salmonella intravends infiziert. Nach 16 h wurden die Mause getdtet, die Milz entnommen und mit
vorgewarmten PBS-Triton X-100 (0,1% (w/v)) behandelt. Das Homogenat wurde mit ebenfalls
vorgewarmten Soja-LB und Chloramphenicol (170 pg/ml) versetzt und in 5 ml Réhrchen aliquotiert.
Als Kontrolle diente eine Probe ohne Chloramphenicol. Fir jeden Zeitpunkt wurden 3 Proben mit
FACS analysiert (Kontrolle: nur Einfachbestimmung), gemessen wurde der Median der GFP-
Fluoreszenz. Der Wert zum Zeitpunkt 5 min wurde als 100% relative Fluoreszenz festgelegt
(Kontrollexperiment: Wert zum Beginn des Experiments). Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment;
die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler des Mittelwerts.

Wurde kein Chloramphenicol hinzugefiigt, erfolgte keine Abnahme der Fluoreszenz (Abb.
42). Nach Hemmung der Proteinsynthese durch Chloramphenicol erfolgte eine Reduktion
der Fluoreszenz um etwa 30% nach 30 min (Abb. 42). Andere Beobachtungen wurden mit
den Caecen infizierter Mause gemacht. Wurden namlich Streptomycin vorbehandelte (zum
Abtoten der normalen Darmflora) BALB/c Mause oral mit einem GFP-OVA auspragenden
Salmonella-Stamm infiziert und die Caecen 16 h pl wie beschrieben auf den GFP-OVA
Abbau untersucht, konnte keine nennenswerte Abnahme der Fluoreszenz verzeichnet
werden (Abb. 43). Somit erfolgt der Antigenabbau je nach besiedeltem Organ mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten.

Interessant ware es zu wissen, ob oberflachenprasentierte Antigene anderen
Abbaudynamiken unterliegen als cytoplasmatische, wie GFP-OVA, da in den
unterschiedlichen zellularen Kompartimenten jeweils unterschiedliche Proteasen den
Proteinumsatz steuern. Mit nicht-fluoreszierenden Antigenen ist jedoch der Proteinabbau
wahrend der Besiedlung von Organen immunisierter Mause durch Salmonella-lmpfstamme
technisch noch nicht moglich. Deshalb sollten im Folgenden die Abbaugeschwindigkeit von
OVA-HA-CTB-AIDA-I und GFP-OVA im Salmonella-Vakzinstamm CREA1283 wahrend des

Wachstums in Kulturmedium (Soja-LB) verglichen werden.
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Abb. 43: GFP-OVA Abbau im Caecum.

= 2009 Streptomycin vorbehandelte BALB/c Mause
o 180 wurden  orogastrisch  mit 10" CFU
e 1607 rekombinanter Wildtyp Salmonella-Stamme
w1407 infiziert. Nach 16 h wurden die Mause getotet
8 1204 ® o o ¢ und das Caecum wie in Abb. 43 beschrieben
o 1004 ® o aufgearbeitet. In dem hier gezeigten
§ 804 reprasentativen Experiment wurde keine
o B0 Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Der Wert
G 404 nach 5 min wurde als 100% relative GFP-
L 20 Fluoreszenz definiert.
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Die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase mit Chloramphenicol behandelt und nach
unterschiedlichen Zeiten wurden Zellen entnommen und Lysate hergestellt, die einer SDS-
PAGE mit anschlieRendem Immunoblot analysiert unterzogen wurden. Hierbei lie sich
wieder ein starker Abbau von GFP-OVA registrieren (Abb. 44). Die Menge des Gesamt-
AIDA-| Fusionsproteins blieb Uber den MefRzeitraum konstant, aber ein verklrztes Fragment
(ca. 45 kDa) unterlag einer ahnlichen Degradation wie GFP-OVA. Unklar ist die zellulare
Lokalisation dieses Fragments: es koénnte cytoplasmatisch vorliegen oder auf der
Zelloberflache und von dort aus in das Kulturmedium diffundieren. Somit kann keine
Aussage getroffen werden, ob durch AIDA-I translozierte Passagierdomanen anderen

Abbaugeschwindigkeiten unterliegen als cytoplasmatische Antigene.

. b)
OVA-HA-CTB-AIDA-  GFP-OVA OVAHACTB-AIDA- _ GFP-OVA
Oh 1h 3h Oh 1h 3h kDa Oh Tho3h On Tk 3h kDa
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Abb. 44: Vergleich zwischen dem Abbau von OVA-CTB-AIDA-l und GFP-OVA in Salmonella-
Vakzinstammen. Der P,,,» Promotor regulierte die Synthese der Fusionsproteine im Salmonella-
Impfstamm CREA1283. Kulturen der Bakterien wurden in Soja-LB bis zu einer ODgy von 0,6
angezlichtet. Chloramphenicol wurde ad 170ug/ml hinzugegeben und zu bestimmten Zeiten wurden
Proben aus den Kulturen entnommen. Zellysate wurden hergestellt und einer SDS-PAGE
unterworfen. (a) Coomassie Blue G-250 gefarbtes PAA-Gel. (b) Immunoblot mit einem a-
Ovalbuminserum.
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4. Diskussion

Impfstoffe gegen Erreger von Infektionskrankheiten sind eine kostenginstige Alternative im
Vergleich zur Behandlung mit Antibiotika oder Chemotherapeutika. Der Schutzmechanismus
gegen eine Reihe pathogener Mikroorganismen beruht auf der Induktion von protektiven
CD4'-T-Zellen (Choi et al., 2000; Ermak et al., 1998; Hess et al., 1996; Mastroeni et al.,
1992; Noll und Autenrieth, 1996). So wurden z.B. MHCII-bindende Peptide identifiziert, die
zumindest einen teilweisen Schutz z.B. gegen Helicobacter pylori (Lucas et al., 2001), das
Rotavirus (Choi et al., 2000) oder Yersinia enterocolitica (Noll und AutenriethiB, 1996)
vermitteln. Eine CD4'-T-Zell-abhangige Immunantwort wird primar dann induziert, wenn
exogene Antigene durch Antigen-prasentierende Zellen aufgenommen werden, im
Phagolysosom abgebaut werden und die daraus entstandenen Peptide anschlieend naiven
T-Zellen prasentiert werden (Germain und Margulies, 1993).

Attenuierte Salmonella-Stamme sind geeignete orale Lebendvakzine, um eine mukosale und
systemische Immunantwort gegen ein heterologes Antigen herbeizufiihren (Garmory et al.,
2002; Pasetti et al., 2003). Die bisher durchgeflihrten Humanstudien zeigen jedoch auf, dass
eine Optimierung der eingesetzten Stamme nétig ist. Dies betrifft zum einen die verwendeten
Salmonella-Vakzintrager (Bumann et al., 2000), als auch die Expressionssysteme zur
Darstellung heterologer Antigene (Galen und Levine, 2001). Hinsichtlich der
Expressionssysteme herrscht die Meinung, dass die Antigenlokalisierung in Salmonella-
Vakzinstammen malgeblich deren Wirksamkeit beeintrachtigen kann. Einige Studien
konnten Hinweise liefern, dass die Zelloberflachenprasentation oder Sekretion von
Antigenen eine bessere humorale Immunantwort bewirkt als deren cytoplasmatische oder
periplasmatische Darstellung (Chen und Schifferli, 2000; Haddad et al., 1995; Kang und
Curtiss, lll, 2003). Fir die Induktion der wichtigen CD4"-T-Zellantworten liegen jedoch
aulerst kontroverse Daten vor.

Eine Studie konnte keinen Lokalisierungseffekt von Antigenen ausmachen (Wick et al.,
1994b). Dort wurde ein Modellepitop aus dem Huhnereiwei-Lysozym an unterschiedliche
Positionen von LamB Proteins aus E. coli fusioniert, was eine Prasentation des Epitops auf
der Zelloberflache oder im Periplasma von Salmonella ergab. Das Gesamtantigen wurde im
Cytoplasma dargestellt. Mit den unterschiedlichen Stammen wurden Makrophagen infiziert,
die anschlieBend mit einem Epitop-spezifischen CD4"-T-Zellinie inkubiert wurden. In allen
Ansatzen wurde eine gleichartige Stimulierung der T-Zellen gemessen.

Im Gegensatz dazu stehen die Daten einer anderen Arbeit (Hess et al., 1996a). Dort wurden
mit oral applizierten Salmonella-Stammen, die die Listeria Antigene Hamolysin oder p60
sekretierten, Schutz gegen eine letale Belastungsinfektion mit Listeria monocytogenes

erzielt. Die cytoplasmatische Lokalisierung der Antigene erwies sich jedoch als unwirksam.
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Nach intravendser Immunisierung von Mausen mit den protektiven Stdmmen konnten
schiitzende CD4*-T-Zellen isoliert werden.

Einige problematische Punkte liegen diesen Daten zu Grunde. Zum einen werden die
antigenen Determianten in einem unterschiedlichen Sequenzkontext prasentiert, da fiir deren
gewlnschte Lokalisierung, Fusionen mit Signalpeptiden oder unterschiedlichen Positionen
eines Tragerproteins erforderlich sind. Dies kann die Antigenprozessierung und Prasentation
differentiell beeinflussen (Moudgil et al., 1998). Janssen et al. (1994) konnten dies im Fall
eines CD4'-T-Zell-Epitops aus dem Hitzeschockprotein Hsp65 von Mycobacterium
tuberculosis demonstrieren. Dieses Epitop wurde an verschiedene Stellen des PhoE-
Proteins aus E. coli inseriert. Nur einige Konstrukte konnten jedoch ein T-Zellinie, die
spezifisch fur diese antigene Determinante war, stimulieren. Dieser Befund zeigt deutlich die
Abhangigkeit der Immunogenitat eines Epitops von den flankierenden Regionen. Eine
weitere Studie konnte diese Beobachtung bestatigen (Lo-Man et al., 1996). Eine CD4"-T-
Zell-Epitop-enthaltende Region (Aminosauren 93 bis 115) des VP1 Proteins vom Poliovirus
l6st eine Immunantwort in BALB/c Mausen (H-2%), aber nicht in SJL/J (H-2%) M3usen aus.
Wurde dieses Peptid nun an funf unterschiedliche Positionen innerhalb des MalE-Proteins
von E. coli fusioniert, induzierten drei dieser Konstrukte eine T-Zellantwort in SJL/J Mausen.
Ein weiteres wichtiges Problem bisheriger Studien ist die initiale Antigenmenge. Meist
wurden hohe Dosen von Bakterien verabreicht, die groRe Antigen-Mengen in vitro
produzierten (Wick et al., 1994a) (Hess et al., 1996a). Aullerdem wurde im Fall der in vivo
Studie (Hess et al., 1996a) ein Promotor zur Antigensynthese eingesetzt, von dessen
Dynamik wahrend des Infektionsprozesses keine Daten vorhanden sind. Im Vergleich zu
dieser hohen Antigenmenge wird im weiteren Verlauf der Infektion von einer viel kleineren
Zahl von Uberlebenden Bakterien vermutlich nur ein Bruchteil gebildet, so dass die Gesamt-
T-Zell-Antwort durch die frihen Antworten gegen die hohen anfanglichen Antigenmengen im
Inokkulum dominiert werden (Bumann, 2003), die nicht reprasentativ fir Bedingungen sind,
die wahrend dem Infektionsprozel® herrschen. Erschwerend kommt hinzu, dass ein Grolteil
der verabreichten Bakterien am Anfang durch das angeborene Immunsystem abgetotet
werden und dadurch Antigene aus allen Kompartimenten der Zelle freigesetzt werden
(Buchmeier und Libby, 1997). Dies kénnte erklaren, warum in der Arbeit von Wick et al.
(1994) kein Effekt der Antigenlokalisation in Salmonella auf die zellulare Immunantwort
festgestellt werden konnte.

Das Listeria Belastungsinfektionsmodell ist flir Rickschlisse auf die Induktion schiitzender
CD4'-T-Zellen suboptimal, da der Protektionsmechanismus auf einer komplexen Interaktion
verschiedener Zelltypen, u.a. CD4*- und CD8"-T-Zellen, beruht (Shedlock und Shen, 2003).
AuRerdem wurden die praparierten CD4'-T-Zellen, die eine Protektion nach adoptiven

Transfer vermittelten, nach einer intravenésen Immunisierung mit rekombinanten
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Salmonella-Vazinstammen generiert (Hess et al., 1996a). Das hat aber keinen Aussagewert
Uber die immunologischen Abldufe nach einer oralen Immunisierung.

Diese verschiedenen Probleme koénnten die groRen Widerspriiche zwischen friheren
Studien z.T. erklaren. Deswegen war eine grundlegende Arbeit nétig, um den Einfluss der
Antigenlokalisierung in Salmonella-Vakzinstammen auf die CD4*-T-Zellantwort aufzuklaren.
Dafiir wurde in dieser Arbeit das OVA-Modellsystem ausgewahlt, da dort die entscheidende
frlihe CD4"-T-Zellinduktion analysiert werden kann (Bumann, 2001a). AnschlieRend sollte
ein CD4"-T-Zell-Epitop des Hitzeschockproteins Hsp60 aus Yersinia enterocolitica in dem
optimalen zellularen Kompartiment eines attenuierten Salmonella-Stamm prasentiert werden
und die Induktion von bewaffneten Effektor CD4"-T-Zellen in vivo untersucht werden. In
einem Helicobacter pylori-Infektionsmodell sollte abschlieRend das Potential des optimalen

Kompartiments validiert werden, schiitzende Immunantworten auszulésen.

4.1 Aufklarung des Einflusses der Antigenlokalisierung in Salmonella-
Vakzinstaimmen auf die friihe CD4*-T-Zellantwort durch Verwenden des OVA-

Systems

4.1.1 Strategie

Das OVA-Epitop sollte in verschiedenen zelluldaren Kompartimenten von Salmonella
dargestellt werden und die Immunantwort im entsprechenden transgenen T-Zell-Rezeptor-
System analysiert werden. Dabei wurde eine Vorgehensweise gewahlt, um die oben
diskutierten, generellen Probleme zu umgehen.

Aufgrund der geringen Konzentration der friihen spezifischen CD4*-T-Zellen kann in den
konventionellen Tiermodellen der entscheidende Schritt der friilhen CD4*-T-Zellinduktion
nicht quantifiziert werden. Mit transgenen T-Zell-Rezeptor-Modellen ist diese Analyse jedoch
moglich (siehe 1.4). Das OVA-System eignet sich dabei am besten, Salmonella-
Vakzinstdmme zu charakterisieren (Bumann, 2003). Aus diesem Grund wurde das OVA-
Modellsystem gewahlt, um die frihe CD4"-T-Zellantwort gegen unterschiedlich lokalisierte
Antigene exklusiv bestimmen zu koénnen. Da die Peyer'schen Plaques der
Hauptinduktionsort der frlhen CD4’-T-Zellantwort gegen oral verabreichte Salmonella-
Lebendimpfstoffe sind (Bumann, 2001a; McSorley et al., 2002), wurde dieses sekundare
lymphatische Organ nach der Verabreichung der unterschiedlichen, OVA-auspragenden

Salmonella-Stamme untersucht.
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Wie eingangs erwahnt, kann die Sequenzumgebung von Epitopen deren Immunogenitat
substantiell verandern. Das OVA-Modell-Epitop wird zwar auch in dieser Arbeit in einem
unterschiedlichen Sequenzkontext dargestellt und die Untersuchung der Prozessierung und
Prasentation von Epitopen wahrend der Immunisierung sind nur schwer zu analysieren.
Deshalb wurde alternativer Ansatz gewahlt. Fir GFP-OVA, dass wahrend der Infektion
synthetisiert wird, werden ca. 100.000 Kopien /Salmonella-Zelle bendtigt, um eine gesattigte
CD4"-T-Zellantwort zu induzieren. Eine Erhohung der Antigenmenge bewirkt aber keinen
Anstieg der Immunantwort (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung). Der entscheidende
Vorteil dieser Arbeit ist, dass mit einer gesattigten T-Zellantwort verglichen werden soll.
Diese Antwort stellt eine robuste Referenz dar und es ist unwahrscheinlich, dass durch eine
stéarkere Synthese oder bessere Prozessierung und Prasentation der anderen
Fusionsproteine eine bessere Immunantwort erzielt wird. Eine starkere T-Zellantwort gegen
ein Fusionsprotein wiirde somit auf einem fundamentalen, qualitativen anstatt eines subtilen,
quantitativen Unterschiedes beruhen.

Die initiale Antigenmenge im Inokkulum der verabreichten Bakterien kann die gewonnen
Daten verzerren, da die Gesamt-T Zell Antwort, wie erwdhnt, durch die frihe T Zellantwort
gegen die Antigendosis im Inokkulum Uberlagert werden kann (Bumann, 2003). Somit war es
essentiell, die Synthese der Fusionsproteine so zu regulieren, dass erst wahrend der
Kolonisierung der Versuchstiere die maximale Synthese der Antigene erfolgt, aber wahrend
des Wachstums im Kulturmedium nur eine minimale Antigenmenge produziert wird. Die
Lésung des Problems bestand in der Verwendung eines Promotors, der erst wahrend der

Infektion induziert wird.

4.1.2 Auswahl der Fusionspartner und Optimierung rekombinanter Salmonella-

Impfstamme

In dieser Arbeit sollte der Einfluss der Lokalisation von Antigenen in der Salmonella-Zelle auf
die friihe CD4"-T-Zellantwort in einem transgenen T-Zell Modell (Bumann, 2001a) evaluiert
werden. Dazu mussten zuerst geeignete Fusionspartner ausgewahlt werden, um das OVA-
Modell-Epitop in den gewilnschten Kompartimenten zu prasentieren und biochemische
Nachweise zur korrekten Lokalisierung mussten gefiihrt werden Darliber hinaus musste eine
ausreichende Kolonisierung der so generierten Salmonella-Stdamme in den Peyer'schen
Plagues gewahrleistet sein, um ausreichend starke T-Zellantworten zu erhalten (Bumann,
2001b). Dies wurde durch eine Feinabstimmung der Proteinsynthese der heterologen

Antigene erreicht.
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4.1.2.1 Prasentation des OVA-Epitops auf der Zelloberflache durch die AIDA-I-

Autotransporterdomane

Die Tatsache, dass Autotransporter als einzelne Polypeptid-Kette synthetisiert werden, die
alle nétigen Informationen enthalt, eine N-Terminale Passagierdomane auf die Zelloberflache
zu translozieren (Jose et al., 1995; Pohlner et al., 1987a), pradestiniert diese Proteinfamilie
als Tragersystem zur Oberflachenprasentation von antigenen Determinanten in attenuierten
Salmonella-Stammen. Die Translokationsdomane des AIDA-I-Autotransporters aus E. coli
(Benz und Schmidt, 1989) wurde detailliert charakterisiert und N-terminale heterologe
Proteine bzw. Proteinfragmente wurden erfolgreich auf der Oberflache rekombinanter E. coli-
Zellen prasentiert (Lattemann et al., 2000; Maurer et al., 1997; Maurer et al., 1999)
(Konieczny et al., 2000). Nun stellte sich die Frage ob die AIDA-I-Autotransporterdomane als
Tragersystem fir die Darstellung von Antigenfragmenten in einem Salmonella-Impfstamm
geeignet ist. Ruiz-Perez et al. (2002) verwendeten die putative Autotransporterdomane von
MisL aus Salmonella enterica serovar Typhimurium, um ein B-Zell-Epitop des
Circumsporozoit Proteins aus Plasmodium falciparum auf der Zelloberflache eines
Salmonella-Vakzin-Stamms zu prasentieren. Um eine messbare humorale Immunantwort in
vivo zu erzielen, musste viermal immunisiert und Ampicillin in das Trinkwasser der
immunisierten Mause gegeben werden, was eine Instabilitdt des Plasmidvektors und
schlechte Kolonisierungsfahigkeit des Salmonella-Stamms impliziert. Die Applikation von
Autotransportern flir Salmonella-Lebendimpfstoffe kdnnte somit problematisch sein. Es
wurde demonstriert, dass durch die Uberproduktion von Proteinen in der d&uReren Membran
eine DegS-vermittelte periplasmatische Stessantwort ausgeldst werden (Ades et al., 1999;
Missiakas et al., 1997). Interessanterweise besitzt die Autotransporterdomane von MisL und
AIDA-I mit der Aminosduresequenz YSF ein Motiv, das von DegS erkannt werden kdnnte.
Diese Sequenz ist unter normalen Umstanden der PDZ-Doméane von DegS nicht zuganglich,
wird jedoch erkannt wenn die native Struktur gestort wird (Walsh et al., 2003; Young und
Hartl, 2003). Somit kdnnte durch eine hohe Konzentration von AIDA-I-Fusionsproteinen in
der aulleren Membran eine Stressantwort induziert werden, die Salmonella in ihrem
Kolonisierungsverhalten negativ beeintrachtigen konnte.

In dieser Arbeit musste zuerst evaluiert werden, ob das Ovalbumin-Epitop Uberhaupt durch
die AIDA-I-Autotransporterdomane effizient auf die Zelloberflache transloziert werden kann.
Aulerdem musste geklart, ob die konstitutive oder in vivo induzierte Synthese des
Fusionsproteins die Koloniserungsfahigkeit der Salmonella-Stamme gewabhrleistet. Weitere
Feinabstimmungen der Antigensynthese sollte zusatzlich die “fitness” der Impfstamme

steigern.
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Es konnte erfolgreich eine translationale Fusion des OVAgzg.343-Epitops mit HA-CTB-AIDA-I
hergestellt werden. Wie Trypsinierungs-Experimente mit intakten Salmonella-Zellen zeigten,
wurde das Epitop auf der Zelloberflache korrekt prasentiert. Die Oberflachenstandigkeit des
Fusionsproteins wurde weiterhin durch indirekte Immunfluoreszenz bestatigt. Die Synthese
des Fusionsproteins wurde durch drei verschieden Promotoren im Salmonella-Stamm
CREA1283 reguliert. Zunachst wurde der konstitutive TK-Promotor (Klauser et al., 1990)
getestet. Der daraus resultierende Salmonella-Stamm konnte die Peyer'schen Plaques von
Mausen sehr schlecht kolonisieren, was eine friihere Beobachtung hinsichtlich der
konstitutiven Produktion von Antigenen bestatigt (Bumann, 2001a). Deshalb wurden die in
vivo induzierbaren Promotoren Pyrop Und Ppagc verwendet (Dunstan et al., 1999; Hohmann et
al., 1995).Die Expression des phoP- als auch des pagC-Lokus wird durch das Zwei-
Komponenten-System PhoP-PhoQ reguliert (Groisman, 2001). Dieses System reagiert auf
die extrazytoplasmatische Konzentration an Mg?-lonen und steuert ein wesentliches
Virulenz-Regulon, das Adaption an Mg*-Mangel und weitere Funktionen der Zelle steuert
(Groisman, 2001).

Ein Vorteil dieser Promotoren ist, dass sie leicht in vifro zu induzieren sind und damit die
Kontrolle von Impfstdmmen erleichtert. In dieser Arbeit wurde die komplette Promotor-
Region von phoPQ bzw. der P,sgc Promotor verwendet, um die Synthese von OVA-AIDA-| in
Salmonella zu regulieren.

Um festzustellen, ob die episomal klonierten Promotoren tatsachlich in vivo induziert werden,
wurde GFP-OVA Reporter-Konstrukte hergestellt. DurchfluBzytometrische Analysen zeigten,
dass in den Peyer’schen Plaques infizierter Mause die Menge an GFP-OVA deutlich héher
war als in in vitro Kulturen der spat-exponentiellen Phase, was die Funktionalitat der
klonierten Promotoren bestétigt. Die Antigenproduktion durch den P,x,r Promotor bewirkte im
Vergleich zum Ppagc-Promotor eine 10-fach hohere GFP-OVA-Menge in vivo. Eine
Regulation durch den P,.4c-Promotor flhrte zu einer sehr geringen Basalproduktion in vitro,
aber zu einer 50-fachen Induktion in vivo. Die P,ne-Regulation fihrte zu einem 100-mal
héheren Synthese in vitro (im Vergleich zu Pp.4c) und zu einer 5-fachen Induktion in vivo (10-
fache Menge im Vergleich zu P,a4c).

Um die Kolonisierungsfahigkeit der OVA-HA-CTB-AIDA-I auspragenden Salmonella-Stamme
zu untersuchen, wurden BALB/c Mause mit 10" CFU rekombinanter Salmonella-Stamme
infiziert und die Kolonisierung der Peyer'schen Plaques 7 Tage nach der Infektion bestimmt.
Dabei zeigten sich dramatische Unterschiede in der Besiedelung: der Pp,gc-Promotor
gewahrleistete die beste Kolonisierung mit etwa 10* CFU. Bei Expression durch den Porop
Promotor wurde lediglich ein Niveau von 10®> CFU erzielt. Dieser Effekt hangt
hochstwahrscheinlich mit der unterschiedlichen Antigenmenge zusammen. Der Ppagc-

Promotor erwies sich somit als optimaler Promotor. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits

-02.-



DISKUSSION

mit der GFP-OVA Synthese in Salmonella gemacht (Bumann, 2001b), aber die Unterschiede
im Kolonisierungsverhalten waren nicht derart gro, was mit der unterschiedlichen
Vertraglichkeit der heterologen Proteine fir die Salmonella-Zelle zu begrinden ist.
Ausgehend von dieser Hypothese wurde die in vivo AIDA-I-Menge mit Hilfe unterschiedlicher
Shine-Dalgarno-Sequenzen moduliert. Dadurch wurde ein breites Spektrum an
unterschiedlich kolonisierenden Salmonella-Stammen generiert, deren
Kolonisierungskapazitit den Bereich 10 bis 10° CFU in den Peyer’schen Plaques infizierter
Mause umfallt. Dabei bedingte wie erwartet die starkste Produktion von OVA-HA-CTB-AIDA-
| eine schlechte Kolonisierung und die schwachste Auspragung die beste Kolonisierung. In
dieser Arbeit konnte somit zum ersten Mal gezeigt werden, dass durch Modulation der
Antigenmenge durch Mutationen in der RBS eine Optimierung der Tragereigenschaften von

rekombinanten Salmonella-Stammen erzielt werden kann.

4.1.2.2 Verankerung des OVA-Epitops auf der Periplasma-zugewandten Seite

der auBeren Membran in Salmonella durch das Braun'sche Lipoprotein

Das Lipoprotein Lpp, das von Braun entdeckt wurde (Braun und Rehn, 1969), stellt mit ca. 2
x 10° Kopien pro Zelle einen der Hauptbestandteile des inneren Teils der duReren Membran
von E. coli dar. Die Aufklarung der Kristallstruktur des Braun’sche Lipoproteins (Lpp) ohne
N-Terminus und C-terminales Lysin (Shu et al., 2000) zeigte, dass ein grolter Bereich des
Proteins eine a-helikale Struktur aufweist, die zur Trimerisierung des Lpp beitragt. Der
aulerste C-Terminus (Arginin, Position 57 des reifen Proteins) scheint aber frei zuganglich
und Fusionen daran sollten vertraglich sein. Diese Strategie wiirde auch die Expression des
Fusionsproteins als Lipoprotein gewahrleisten, da der N-Terminus dem des nativen Lpp
entspricht und verschiedene Arbeiten gezeigt haben, dass die Signalpeptidsequenz inklusive
des stromabwarts gelegene Cystein ausreichen, um ein Protein als Lipoprotein in der
aulleren Membran darzustellen (Oudega et al., 1993). Aulierdem konnte in einer frihen
Studie gezeigt werden, dass Insertionen von Aminosduren an den N-Terminus
(stromabwarts der Signalpeptidsequenz und des Cysteins) toxisch flr E. coli sind (Inukai et
al., 1983). Bisher existierten keine Studien, die Lpp als Fusionspartner fiir die Expression
von Antigenfragmenten oder Proteinen verwendeten. Lediglich die Signalpeptidsequenz und
die folgenden 9 Aminosauren des Lpp wurden benutzt, um Lipidmodifikationen von Proteinen
zu erzielen (Andersson et al., 2001) oder als Teil einer Tripelfusion mit einem flnf 3-
Faltblattern umfassenden Fragment von OmpA (Aminosauren 46 bis 159), um eine Carboxy-
terminal fusionierte B-Lactamase auf der Zelloberfliche von E. coli zu prasentieren

(Francisco et al., 1992). In dieser Arbeit sollte versucht werden, das OVA-Epitop mit Hilfe
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des Lpp an der Innenseite der aulleren Membran zu verankern. Es wurden verschieden
Varianten hergestellt, bei denen OVA-HA sich an unterschiedlichen Positionen von Lpp
befindet: Amino- oder Carboxy-terminal oder anstelle des C-terminalen Lysins. Alle
Varianten konnten in Salmonella synthetisiert werden. Die Fusionsproteine konnten in der
aufleren Membran nachgewiesen werden und Trypsinierungsexperimente zeigten, dass alle
Varianten korrekt auf der dem Periplasma zugewandten Seite und nicht auf der
Zelloberflache prasentiert wurden. Zudem wurde keine Beeintrachtigung des in vitro
Wachstums von Salmonella durch diese Fusionsproteine beobachtet. Allerdings wurde bei
sehr starker Synthese die Integritat der dufleren Membran, laut Versuchen zur SDS-
Sensitivitdt, gestort. Um kovalente Wechselwirkungen mit dem Murein auszuschliefden,
wurde die Fusion ausgewabhlt, bei der OVA-HA das C-terminale Lysin ersetzte.

Im Gegensatz zu diesen in vitro Daten fihrte Lpp-OVA Synthese in vivo unter Kontrolle des
Pragc-Promotors zu einer dramatischen Stérung des Kolonisierungsverhaltens. Aus diesem
Grund wurde die Menge an Lpp-OVA, analog zu OVA-AIDA, durch verschiedene
suboptimale  Shine-Dalgarno-Sequenz-Varianten  soweit abgeschwacht, bis eine

befriedigende Kolonisierungsfahigkeit (ca. 5 x 10° CFU) erreicht wurde.

4.1.2.3 Darstellung des OVA-Epitops im Periplasma durch das Galactose-
Bindeprotein MgIB

MgIB ist das periplasmatisches Binde-Protein des ABC-Transportapparats flr Galaktose
Muller, 1985 MULLER1985 /id}. Die Konzentration von MgIB im Periplasma kann 50-mal
gréler sein als die der Innenmembrankomponenten des ABC-Transportsystems und Werte
von etwa 1mM erreichen (Boos und Lucht, 1995). Diese Tatsache liel® MgIB als geeigneten
periplasmatischen Fusionspartner erscheinen. Die Réntgenstruktur von MgIB zeigt, dass der
N- als auch der C-Terminus frei vorliegen und somit Fusionen an beiden Termini denkbar
waren. Aus klonierungstechnischen Grinden wurde der Amino—Terminus als Fusionstelle
benutzt.

In dieser Arbeit wurde eine genetische Fusion aus dem Choleratoxin B-Signalpeptid, dem
OVA-Epitop, dem HA-Epitop und der Sequenz des maturierten MgIB hergestellt. Dieses
Fusionsprotein wurde in Salmonella synthetisiert und befand sich wie erwartet im
Periplasma. In vitro Versuche zeigten, dass sich eine hohe Konzentration des OVA-HA-MgIB
Proteins inhibierend auf das Wachstum von Salmonella auswirkt. Analog zur Optimierung
der AIDA-Konstrukte (s. 4.1.2.1) wurde die Expression von OVA-HA-MgIB deshalb mit dem
in vivo induzierbaren P,sc-Promotor und eine Serie von Shine-Dalgarno-Sequenzen fir

optimale Kolonisierungskapazitat optimiert. Wieder zeigte sich, dass groRe Antigenmengen
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eine schlechte Kolonisierung bewirken (< 100 CFU). Bei abgeschwachter Expression mit
suboptimalen Shine-Dalgarno-Sequenzen konnte dagegen eine maximale Kolonisierung von

fast 10° CFU in den Peyer’schen Plaques erreicht werden.

4.1.2.4 Cytoplasmatische Darstellung des OVA-Epitops durch GFP

Eine Fusion des OVA-Epitops an den Carboxy-Terminus von GFP wurde als
cytoplasmatisches Antigen gewahlt, da es auch in hohen Mengen (bis 200.000 Kopien pro
Zelle) von Salmonella gut toleriert wird und die Kolonisierungsfahigkeit nicht beeintrachtigt
(Wendland und Bumann, 2002). AufRerdem lasst sich die Menge in der Salmonella-Zelle

wahrend der Infektion durch DurchfluRzytometrie quantifizieren (Bumann, 2002).

4.1.3 Antigene in der auBeren Membran induzieren unabhangig ihrer

Orientierung eine potente CD4"-T-Zellantwort

Um die Antigen-spezifischen T-Zell-Antworten gegen Salmonella zu untersuchen, die das
OVA-Epitop in den verschiedenen Kompartimenten prasentieren, wurden die zelluldren
Immunantworten mit einer gesattigten Immunantwort, die durch eine sattigende Produktion
von GFP-OVA hervorgerufen wird, verglichen. Diese Antwort I&sst sich auch durch eine
vermehrte Synthese von GFP-OVA nicht steigern (Rollenhagen et al., 2004).

Eine niedrige Synthese der Antigene lie3 keine wesentlichen Unterschiede in der T-
Zellantwort erkennen. Ein erhohtes Antigenniveau von OVA-MgIB fiihrte zu keiner
Steigerung der Immunogenitat, ebenso wenig im Fall der cytoplasmatischen Prasentation
von GFP-OVA (Dr. Dirk Bumann, personliche Mitteilung). Wurden die AIDA-I- oder Lpp-
Fusionsproteine in hdéheren Mengen produziert, konnte eine verstarkte Immunantwort
verzeichnet werden, die signifikant hoher war als bei periplasmatischen oder
cytoplasmatischen Antigenen. Dabei war die Immunogenitat von OVA-CTB-AIDA-I hoher als
von Lpp-OVA.

Es konnte somit zum ersten Mal gezeigt werden, dass hohe Mengen an Antigen in der
aulReren Membran eine starkere CD4"-T-Zell-Aktivierung bewirken als periplasmatisch oder
cytoplasmatisch lokalisierte Antigene. Erstaunlicherweise scheint dabei die Orientierung
innerhalb der auferen Membran keine Rolle zu spielen. Dies widerspricht der gangigen
Meinung, dass eine erhdhte Immunogenitdt von Antigenen primar durch deren
Oberflachenprasentation oder Sekretion in das Phagoendosom erreichbar ist (Kaufmann und
Hess, 1999).
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Choleratoxin ist ein aulerst potentes mukosales Adjuvanz und kann die Immunantwort
gegen oral verabreichte Antigene betrachtlich steigern (Eriksson und Holmgren, 2002). Ein
moglicher Mechanismus kdnnte die Induktion einer Migration von dendritischen Zellen aus
dem sub-epithelialen-Dom der Peyer’schen Plaques in die darunterliegenden B-zellreichen
Follikel und benachbarten parafollikularen T-zellreichen Zonen (Shreedhar et al., 2003). Die
B-Untereinheit konnte diese Migration nicht auslésen, ist aber doch als zumindest
schwaches orales Adjuvanz beschrieben worden (Eriksson und Holmgren, 2002). Im Fall des
OVA-HA-CTB-AIDA-I Proteins konnte eine potentielle Adjuvanzfunktion des cysteinlosen
CTB-Anteils ausgeschlossen werden: Salmonella-Stamme, die entweder GFP-OVA alleine
oder in Kombination mit HA-CTB-AIDA-I bildeten, I16sten namlich eine &hnliche CD4"-T-Zell-
Antwort aus. Die héhere Immunogenitat des oberflachenstandig prasentierten OVA-Epitops
basiert somit auf dessen Lokalisation und nicht auf einem Adjuvanzeffekt durch das
fusionierte CTB.

Lpp wurde schon friih als B-Zell-Mitogen beschrieben (Melchers et al., 1975) und man weil}
heute, dass bakterielle Lipoproteine durch Bindung an den sogenannten Toll-like-Rezeptor-2
(TLR2) die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und dendritische
Zellen, aktivieren kann (Aliprantis et al., 1999; Sieling und Modlin, 2002). Diese Stimulation
fuhrt z.B. zur Freisetzung antimikrobieller Peptide oder zur verstarkten Abtdtung
intrazellulare Bakterien (Sieling und Modlin, 2002) und ist direkt der Lipidmodifikation
zuzuschreiben. Zugleich wird den bakteriellen Lipoproteinen eine Adjuvanz-Wirkung
zugeschrieben, die eine Stimulation der adaptiven Immunantwort mit sich flihrt (Reitermann
et al., 1989). Dieser Umstand wird auch bei der Entwicklung von rekombinanten Impfstoffen
genutzt und eine groRe Anzahl lipidmodifizierter Peptide oder Antigenfragmente wurde
bisher erfolgreich in Tiermodellen getestet (BenMohamed et al., 2002). Salmonella
synthetisiert intrinsisch hohe Mengen des Braun’'schen Lipoproteins und kann somit den
TLR2-Weg des Immunsystems aktivieren. Daher ist es aufierst unwahrscheinlich, dass die
hohe Immunogenitadt von Lpp-OVA auf dem Einfluss des lipidmodifizierten Lpp-Anteils
beruht, sondern vielmehr auf der Lokalisation innerhalb der Salmonella-Zelle.

Die Kolonisierungskinetik von Salmonella-Stdamme ist auferdem unabhangig von der
Lokalisation der Antigene und zeigt im Fall von GFP-OVA (Bumann, 2001b) sowie OVA-HA-
CTB-AIDA-I auspragenden Stammen ein Maximum der CFU in den Peyer'schen Plaques
am Tag 7 nach der Infektion. Somit scheidet auch eine unterschiedliche Abtétungskinetik der
Bakterien durch den infizieten Wit als Grund flir den beobachteten
Antigenlokalisationseffekt aus.

Es konnte demonstriert werden, dass die Antigene der dufReren Membran, aber nicht

periplasmatische oder cytoplasmatische, in kleinen Mengen (ca. 0,7% bei Lpp-OVA bzw. ca.
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0,3% im Fall von OVA-HA-CTB-AIDA-I) in die extrazellulare Umgebung freigesetzt werden.
Die entsprechenden Antigene waren durch Ultrazentrifugation sedimentierbar und OmpA
(ein Markerprotein fir die &ulRere Membran) konnte ebenfalls in den Sedimenten
nachgewiesen werden. Dies spricht flr eine Freisetzung in Form von Vesikeln der duferen
Membran. Die Menge ist relativ klein, erklart aber andererseits warum relativ hohe
Antigenniveaus erforderlich sind, um die beobachtete Erhéhung der Immunogenitat zu
erzielen. In J-774.A1 Makrophagen (H-2%), die mit Salmonella infiziert waren, konnten LPS-
haltige Vesikel detektiert werden, die sich schon 90 min nach der Infektion von lebenden
Salmonella-Zellen abschnurten und sich in der Wirtszelle verteilten. Dadurch kénnten
Antigene, die in den Vesikeln der aufieren Membran enthalten sind, Zugang zu zusatzlichen
Antigenprasentations-Wegen erhalten (Abb. 45). Nach der Invasion der Wirtszelle verbleibt
Salmonella in eine Vakuole (der sogennanten Salmonella containing vacuole, SCV), die nicht
mit funktionalen Lysosomen fusioniert (Buchmeier und Heffron, 1991; Ishibashi und Arai,
1990; Rathman et al., 1997). Da die SCV's kein oder nur in geringen Mengen Cathepsin D
enthalten (Meresse et al., 1999), ist es moglich, dass Salmonella-Antigene, die nur in den
den SCV's vorkommen, einer Prozessierung und MHCII Beladung schlecht zuganglich sind.
Phagocytierte Salmonella-Zellen sekretieren Proteine mit Hilfe des Typ IlI-Sekretionssystems
direkt in das Cytosol der Wirtszelle (Waterman und Holden, 2003), aber nicht in das
Phagoendosom. Der Grund fur die erhdhte Immunogenitat von artifiziell durch rekombinante
Salmonella-Stamme in das Phagosom sekretierten Antigenen (Hess et al., 1996a) ist
deshalb immer noch ungeklart. Die Abschnirung von Vesikeln aus der du3eren Membran
von gram-negativen Bakterien scheint dagegen ein natirlicher, passiver Prozeld zu sein
(Beveridge, 1999). Diese Strukturen sind aus Bestandteilen der auf’eren Membran und
Teilen Periplasmas zusammengesetzt, enthalten aber keine Komponenten der
Innenmembran und des Cytoplasmas. Im Prinzip handelt es sich also um kleine Partikel der
Zellwand (Beveridge, 1999), die einen Durchmesser von 50-250 nm besitzen und
unterschiedliche Funktionen besitzen. Im Fall von natirlich kompetenten Neisseria und
Hemophilus spp. Dienen die in groRen Mengen produzierten Vesikel zum DNA-Transfer
(Dorward et al., 1989). Vesikel, die Zellwand-Hydrolasen und Membranporen-formende
Proteine enthalten, kdnnen andere Bakterien lysieren (Kadurugamuwa und Beveridge,
1999). AuRerdem wurde demonstriert, dass aufgereinigte Vesikel aus Shigella flexneri in
vitro mit Plasmamembranen von Henleschen Zellen fusionieren kénnen. Das Helicobacter
pylori Toxin VacA scheint ebenfalls mit Vesikeln der duleren Membran (OMV) assoziiert zu,
die man sowohl im Kulturmedium, als auch in humanen Magenbiopsien nachweisen konnte
(Fiocca et al., 1999; Keenan et al., 2000). Fur das hitzelabile-Enterotoxin aus E. coli

(Horstman und Kuehn, 2002), Shiga-Toxin aus Shigella flexneri (Kolling und Matthews,
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1999) und das Leukotoxin aus Actinobacillus actinomycetemcomitans (Kato et al., 2002)

wurde ebenfalls der OMV vermittelte Transport diskutiert.

Aufere Membran

Innere Membran

Vesikel der

Cytoplasma auReren Membran

MHCII + Peptid

Saimonelia

SCV

MHCII + invariante

Kette APC

Abb. 45: Hypothetisches Schema der effizienteren Prozessierung von Antigenen in Vesikeln
der dauBeren Membran von Salmonella-Vakzinstammen. Internalisierte lebende Salmonella-Zellen
befinden sich in der SCV (Salmonella containing vacuole). Dieses von Salmonella modifizierte
phagolysosomale Kompartiment enthalt kein Cathepsin D und dadurch kann die invariante Kette, die
MHCII-Molekile blockiert, nicht hydrolysiert werden. Deshalb kénnen in den SCV’'s MHCII-Molekiile
nur suboptimal beladen werden. Im Gegensatz dazu kdnnten Antigene in den Vesikeln der dufleren
Membran Zugang zu alternativen Prozessierungskompartimenten der APC (antigen presenting cell)
erhalten und prozessierte Epitope effizienter durch MHCII-Molekile prasentiert werden. (rot: Antigene
und Vesikel der dufleren Membran; blau: periplasmatische und cytoplasmatische Antigene)

Kirzlich konnten Wai et al. (2003) zeigen, dass das ClyA Toxin aus E. coli erst in OMV
oligomerisieren kann und einen aktiven Pore-bildenden Komplex ausbildet. In derselben
Arbeit wurde auch beobachtet, dass wohl einige periplasmatische Proteine von OMV
ausgeschlossen werden, so wurde die Lactamase in den Vesikeln nachgewiesen, aber nicht
die Disulfid:Oxidoreduktase DsbA. In mit Salmonella infizierten Epithelzellen konnten kurz
nach der Infektion LPS-haltige Vesikel auRerhalb der SCV’s in der Wirtszelle detektiert
werden (Garcia-del Portillo et al., 1997). Wie oben erwahnt konnte dieses Phanomen auch in
infizierten Makrophagen beobachtet werden. Dies legt den Schluss nahe, dass in den OMV

lokalisierte Antigene eine sehr starke zellulare Immunantwort auslésen kénnen. Um dies
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eindeutig zu belegen, misste man Salmonella-Antigene identfizieren, die in den OMV
enthalten sind. Dazu kénnte man Salmonella unter in vitro Bedingungen kultivieren, die das
Milieu wahrend der Infektion widerspiegeln. Nach der Isolierung der OMV kénnte man dann
die Zusammensetzung z.B. durch 2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF analysieren und
die entsprechenden Komponenten fir Immunisierungsstudien verwenden.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass hohe Mengen an Proteinen der aufieren
Membran, unabhangig ihrer Orientierung, eine eindeutig starkere CD4'-T-Zellantwort
induzieren konnen, als dies mit cytoplasmatischen oder periplasmatischen Antigenen
moglich ist. Dieses Ergebnis legt nahe, dass Antigene der &aulleren Membran
vielversprechende Kandidaten sind, um Impfstoffe flir eine zellular-basierte Immunitat zu
entwickeln.

Als nachstes sollte nun die wichtige Frage geklart werden, ob gegen ein heterologes CD4"-
T-Zell-Epitop, das auf der Zelloberflache von Salmonella-Stammen lokalisiert ist, auch

antigen-spezifische bewaffnete Effektor CD4"-T-Zellen in vivo induzieren werden konnen.

4.2 Autodisplay eines des Hsp60-4.56-Epitops aus Yersinia enterocolitica in
einem Salmonella-Vakzinstamms induziert antigenspezifische Effektor CD4"-T-

Zellen in vivo

Die Ergebnisse aus der OVA-Studie zeigen, dass heterologe Antigene in der dulleren
Membran von Salmonella-Lebendimpfstoffen potente frilhe CD4"-T-Zellantworten auslésen
kénnen. Ob aber Effektor CD4"-T-Zellen induziert werden kénnen musste noch analysiert
werden. Dies erfolgte nun in einem nicht transgenen Tiermodell.

Die Aminosauren 74 bis 86 des Hitzeschockproteins Hsp60 aus Yersinia enterocolitica
wurden als protektives CD4"-T-Zell-Epitop gegen dieses Pathogen beschrieben (Noll und
Autenrieth, 1996). In dieser Arbeit sollte ein Salmonella-Vakzinstamms konstruiert werden,
der das Hsp6074.8¢ Peptid auf der Zelloberflache durch die AIDA-I-Autotransporterdomane
prasentiert. Ein Kooperationspartner sollte Uberprifen, ob dieser Stamm auch Epitop-
spezifische Effektor CD4*-T-Zellen in vivo induziert kann.

Eine Tripelfusion aus dem Hsp60-4.g5 Epitop aus Yersinia enterocolitica (Noll und Autenrieth,
1996), einer cysteinlosen Choleratoxin B Untereinheit und der Autotransporterdomane von
AIDA-I konnte im Salmonella-Vakzinstamm CREA1323 stark produziert werden und wurde in
Praparationen der aufleren Membran detektiert. Die Prasentation auf der Zelloberflache
konnte durch Trypsinierung intakter Zellen nachgewiesen werden, da das Fusionsprotein

nach Proteasebehandlung nicht mehr nachgewiesen konnte. Durch indirekte
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Immunfluoreszenz konnte die Oberflachenprasentation ebenfalls bestatigt werden. Dieses
Expressionssystem war flr die Induktion einer zelluldren Immunantwort durch attenuierte
Salmonella-Stdmme konstruiert worden. Tatsachlich konnte eine Antigen-spezifische
Proliferation von CD4*-T-Zellen, die aus immunisierten C57BL/6 Ma&usen isoliert wurden
(einmalige Dosis von 10" CFU CREA1323(pKRI43)), festgestellt werden (Kramer et al.,
2003a). Diese Proliferation ging mit einer verstarkten Produktion mit Interferon-y einher, was
auf eine effektive Stimulation durch den eingesetzten Impfstamm hinweist. Jedoch wurde
keine Sekretion von IL-4 durch die restimulierten T-Zellen festgestellt. Dies deutet auf eine
CD4'-T-Zell-Antwort vom Ty1-Typ hin und stimmt mit Beobachtungen Uberein, die bei
Immunisierungen mit attenuierten Salmonella-Stammen, die eine Mutation im aroA Lokus
tragen, gemacht wurden (Dunstan et al., 1998), (Yang et al., 1990). Fremde genetische
Elemente, die flr heterologe Proteine codieren, verursachen oft eine metabolische Last, die
sich durch zusatzliche Attenuation oder einer verminderten Antigen-Expression aufert
(Galen und Levine, 2001). Ein Beispiel daflr ist der Verlust von Plasmiden in vivo, wenn die
heterologe Antigen-Menge zu hoch oder das Antigen toxisch ist. In diesem Fall schien das
AIDA-I Fusionsprotein keinen groRen toxischen Effekt auf den rekombinanten Salmonella-
Stamm zu haben, da die Plasmidstabilitdt nahezu 100% betrug (Kramer et al., 2003b). Die
Kolonisierung (ca. 10° CFU) des Stamms konnte durch die Feinabstimmung der
Antigensynthese (siehe 3.1.1.4) noch optimiert werden.

Mit dem AIDA-I-Tragersystem lassen sich also heterologe Antigenfragmente wie das
Hsp60;4.6s Epitop aus Yersinia enterocolitica stabil und effizient auf der Zelloberflache von
Salmonella prasentieren. Zudem wurde eindeutig bewaffnete Effektor CD4"-T-Zellen durch
einmalige Immunisierung induziert. Gegen Antigendeterminanten, die auf die Zelloberflache
attenuierter Salmonella-Impfstamme durch die AIDA-I-Autotransporterdomane transloziert

werden, kann somit eine wirksame zelluldre Immunantwort in vivo hervorgerufen werden.

4.3 Einschrankung des AIDA-l Expressionssystems: Translokation von

cysteinhaltigen Passagierdomanen in Salmonella-impfstammen

Die Ausbildung von stabilen Tertiarstrukturen der Passagierdomane im Periplasma durch
Disulfidbriackenbindung kann sich negativ auf die Translokationskompetenz des Passagiers
auswirken (Klauser et al., 1990), (Maurer, 1998). Wurde das Gen flr die periplasmatisch
lokalisierte Disulfid-Oxidoreduktase DsbA deletiert, die fir die Ausbildung von
Disulfidbriickenbindungen  verantwortlich ist, konnten translokationsinkompetente
Passagierdomanen wie Wildtyp Choleratoxin B, single-chain Antikdrper oder PhoA auf der
Zelloberflache prasentiert werden (Jose et al., 1996), (Maurer, 1998), (Suzuki et al., 1995).
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Das cysteinhaltige RGP1-CD8-T-Zell Epitop aus der B-Galactosidase (Paglia et al., 1996)
wurde in dieser Arbeit systematisch an HA-CTB-AIDA-|I entweder als Mono-, Di-, Tri- oder
Tetramer fusioniert. Die heterologen Proteine wurden im dsbA™ E. coli Stamm JK231 alle
produziert und Trypsinierungsexperimente bestatigten deren Oberflachenprasentation.
Hingegen inhibierte die Prasenz von DsbA im Parentalstamm UT5600 die Bildung und
Translokation der Di-und Trimer-Konstrukte. Das Monomer und in erheblich geringeren
Mengen auch das Tetramer-Konstrukt wurden hingegen synthetisiert und auf der
Zelloberflache prasentiert. Untersuchungen zur Produktion und Translokation der RGP1,-HA-
AIDA-I-Fusionsproteine im Salmonella-Impfstamm CREA0293 fihrten zu den gleichen
Resultaten, die mit dem E. coli Stamm UT5600 erhalten wurden. Die Effizienz der
Translokation von Passagierdomanen, die mehr als ein Cystein enthalten, durch den AIDA-I
Autotransporteranteil hangt somit maflgeblich vom DsbA Phanotyp der Zelle ab. Dies hat
besondere Bedeutung fiir die Entwicklung von Vakzine-Stammen, die cysteinhaltige
Antigene mittels des AIDA-I Autotransporters prasentieren sollen. Dazu mufiten
wahrscheinlich die Cysteincodons mutiert werden, um die gewlnschte Lokalisation des
Antigens in der Salmonella-Zelle zu gewahrleisten. Alternativ dazu kdénnte man dsbA im
Salmonella Chromosom deletieren, was aber eventuell zu einer Hyperattenuation fuhren
kénnte.

Die MHCI vermittelte zytotoxische CD8*-T-Zellantwort gegen das oberflachenprasentierte

Epitop soll in zukiinftigen Studien untersucht werden.

44 Zum Autodisplay von UreA-Fragmenten aus H. pylori in Salmonella-
Impfstammen

In einem realen Infektionsmodell sollten nun die Erkenntnisse aus den OVA-Studien validiert
werden. Dazu wurde ein System bendtigt, bei dem die Schutzwirkung primér durch CD4*-T-
Zellen vermittelt wird. Das Helicobacter Infektionsmodell erflllt diese Bedingung (Ermak et
al., 1998). Ein weiterer Vorteil dieses Modells ist, dass rekombinante Salmonella-
Vakzinstdmme prinzipiell einen Schutz in immunisierten Mausen gegen eine
Belastungsinfektion mit Helicobacter bewirken. So sind Salmonella-Stamme protektiv, die die
Urease A und B Untereinheiten aus Helicobacter synthetisieren (Gomez-Duarte et al., 1998).
In dieser Arbeit sollte evaluiert werden, ob das Autodisplay von Urease A mittels des AIDA-I
Autotransporters in einem Salmonella-Impfstamm der cytoplasmatischen Darstellung von
Urease A in Bezug auf eine anti-Helicobacter Protektion Uberlegen ist.

Dariiber hinaus sollten UreA-Fragmente, die CD4"-T-Zell-Epitope enthalten (Lucas et al.,
2001), auf der Zelloberflache dargestellt werden, um die Mdglichkeit einer Vakzinierung mit

Epitop-auspragenden Salmonella-Vakzinstdmmen gegen Helicobacter pylori zu testen.
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Eine fast vollstdndige UreA-Variante (Aminosduren 27-238) konnte erfolgreich als AIDA-I
Fusionsprotein exprimiert und auf der Zelloberflache von attenuierten Salmonella-Stammen
prasentiert werden. Die N-terminalen Aminosauren 1-26 der UreA-Untereinheit wurden nicht
mit einbezogen, da dort 6 Lysinreste vorhanden sind, die aufgrund ihrer Ladung die
Translokation Uber die innere Membran durch den Sec pathway inhibieren kénnte
(Andersson und von Heijne, 1994). Die drei UreA-Fragmente konnten ebenfalls erfolgreich
zu Zelloberflache transloziert werden. Maus-Immuniserungsexperimente mit nachfolgender
Helciobacter Belastungsinfektion zeigten die Induktion schiitzender Immunantworten durch
AIDA-Fusionen mit dem fast kompletten UreA, sowie dem UreA-Peptid, das die
Aminosauren 27 bis 53 umfalt. Im Vergleich zu zytoplasmatisch lokalisierten UreA sind
beide AIDA-Fusionen signfikant immunogener. Die Resultate zum UreA-Peptid-Konstrukt
sind auBerdem eine unabhangige Bestatigung fir die Gegenwart eines von Lucas et al.
(2001) vorhergesagten protektiven CD4"-T-Zell-Epitopes in UreA. Dieses Epitop ist damit
das erste validierte Peptid, das Schutz gegen Helicobacter vermittelt.

Diese Studie belegt das groe Potential von Oberflachen-Expression von Antigenen mittels
AIDA-I fir die Verbesserung von Salmonella-basierten Lebendimpfstoffen in einem realen
Infektionsmodell. Beide AIDA-I-Konstrukte sind allerdings noch suboptimal, da sie nur eine
sehr geringe Kolonisierung der Peyer'schen Plaques immunisierter Mause ermoglichen
(maximal ca. 10° CFU). Durch Abschwéchung der Expression mit Hilfe der Shine-Dalgarno-
Sequenz-Varianten (s. oben) konnten kirzlich deutlich verbesserte Stdmme generiert
werden, die hohere Kolonisierungskapazitat und sehr gute Schutzwirkung haben, die den
bisherigen Goldstandard eines Salmonella-Stamms, der Urease A und B produziert, tbertrifft
(Juliane Schroeder, pers. Mitteilung). Eine weitere Steigerung der Wirksamkeit kénnte durch
Fusion zusatzlicher protektiver Epitope aus anderen Helicobacter-Antigenen ermoglicht

werden.

4.5 Alternative Prasentationssysteme fiur Antigene in Salmonella-

Vakzinstammen

In friheren Studien wurden bereits alternative Ansatze verfolgt, um Oberflachenprasentation
von Antigenfragmenten in Salmonella-Impfstdmmen zu erzielen. So wurden immunogene
Determinanten an E. coli Proteine der duf3eren Membran fusioniert, wie z.B. OmpA (Haddad
et al., 1995), PhoE (Janssen und Tommassen, 1994; Tommassen et al., 1993), LamB
(Charbit et al., 1988; Hayes et al., 1991; Leclerc et al., 1989) und die humorale
Immunantwort in vakzinierten Mausen bestimmt. Nachteile dieser Systeme sind die

ineffiziente Prasentation (Haddad et al., 1995) und die GréRen- und Konformationslimitation
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der heterologen Proteinfragmente. So werden nur Fragmente effizient prasentiert, die kleiner
als 60 Aminosauren sind (Cornelis, 2000). Auflerdem wurde im Fall von PhoE berichtet, dass
die erfolgreiche Insertion von heterologen Peptiden in die extrazelluldre Schleife durch die
Sequenz der flankierenden Aminosauren beeintrachtigt wird (Janssen et al., 1994). Ebenso
wurde die hypervariable Domane von FliC aus Salmonella, der Hauptkomponente der
Flagellen, durch heterologe Antigenfragmente ersetzt, um so eine Oberflachenprasentation
zu erzielen. Nach parenteraler oder intravendser Applikation der Salmonella-Stamme
konnten hohe Antikérpertiter in immunisierten Mausen beobachtet werden, aber zeigten
nach oraler Verabreichung nur eine schwache Immunogenitat (De Almeida et al., 1999;
Hayes et al.,, 1991; Janssen und Tommassen, 1994; Leclerc et al., 1989; Newton et al.,
1995). Im Fall des Flagellins als Tragerprotein ist dies vermutlichauf die schnelle Repression
der Flagellen-Synthese nach Eindringen in die Wirtszellen zu erklaren (Eriksson et al., 2003).
Des weiteren wurden Epitope an P87-Fimbreien aus E. coli fusioniert und in attenuierten
Salmonella-Stammen produziert, was nach oraler Immunisierung zu einer Produktion von
spezifischen Antikdrpern fuhrte (Chen und Schifferli, 2000). Kurzlich zeigte die Arbeit von
Spreng et. al. (2003), dass die Oberflachenprasentation von protektiven B- und T-Zell-
Epitopen des p60 Proteins von Listeria monocyfogenes durch das TolC-Protein aus E coli
einen Schutz gegen dieses Pathogen nach Immunisierung bewirkte. Diesen Arbeiten ist bis
auf wenige Ausnahmen (De Almeida et al., 1999) gemeinsam, dass die Kolonisierung der
Peyer'schen Plaques in immunisierten Mausen durch die rekombinanten Salmonella-
Stdmme nach oraler Immunisierung nicht untersucht wurde, was Rilckschlisse auf die
"fitness” der benutzten Stdmme in vivo erschwert.

Ein Teil des Hepatitis B Oberflachenantigens wurde an das Ice nuecleating protein (Inp) aus
Pseudomonas syringae fusioniert und im Salmonella enterica Serovar Typhi-Impfstamm
Ty21a produziert (Lee et al., 2000b). Eine Oberflachenprasentation des Fusionsproteins
konnte jedoch nur bei Kultivierung der Bakterien bei 25°C, nicht aber bei 37°C, beobachtet
werden. Einige andere Ansatze verfolgten die Sekretion von Antigenen durch Salmonella-
Vakzinstamme in ihre unmittelbare Umgebung (Galen und Levine, 2001; Hess et al., 1996a)
oder in das Cytoplasma der Wirtszelle (Russmann et al., 1998). Rekombinante Salmonella-
Impfstamme, die den a-Hamolysin-Sekretionsapparat in trans enthielten, konnten
verschiedene Antigene, die das Exportsignal flr den Typ | Sekretionsweg an ihrem Carboxy-
Terminus enthielten, aus der Zelle sekretieren und zeigten ihre Wirksamkeit in
verschiedenen Tiermodellen (Gentschev et al.,, 2002). Mit Hife des Typ |l
Sekretionssystems, das auf der Pathogenitatsinsel 1 im Salmonella-Chromosom codiert ist,
gelang es Russmann et al. (1998) MHCI restringierte Epitope fusioniert an den N-Terminus
von SptP, einem sekretierten Effektormolekil von Salmonella, in die Wirtszellen zu

translozieren und so eine protektive Immunantwort gegen das Iymphocytare
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Choriomeningitis-Virus zu induzieren. Interessanterweise konnte mit diesem Typlll
Sekretionssystem auch groRRe Antigene, die mit dem N-Terminus von YopE, einem
sekretierten Virulenzfaktor aus Yersinia enterocolitica fusioniert waren, erfolgreich
transloziert werden und eine schiitzende Immunantwort gegen das intrazellulare Pathogen
Listeria monocytogenes erzeugen (Russmann et al., 2001) (Igwe et al., 2002). In letzt
genannten Arbeiten wurde jedoch nicht die CD4'-T-Zellantwort gemessen, sondern die
Aktivierung Antigen-spezifischer CD8"-T-Zellen. Dieses System scheint somit geeignet fiir
die Induktion cytotoxischer CD8"-T-Zellen zu sein, Daten zur Induktion zellularer CD4"-T-
Zellen liegen jedoch nicht vor.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Autotransporter eine effiziente Prasentation
von antigenen Determinanten auf der Zelloberflaiche von Salmonella-Impfstdmmen
ermdglichen und eine humorale (Ruiz-Perez et al., 2002) und zellulare CD4*-T-Zellantwort
(Kramer et al., 2003b) in vivo hervorrufen kénnen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
durch den AIDA-I-Autotransporter  prasentierte  Helicobacter-Antigene  protektive

Immunantworten induzieren konnen (Rizos et al., 2003).

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde das theoretische Konzept zur Verbesserung von Salmonella-
Lebendimpfstoffen fir potente CD4*-T-Zellantworten mit einem definierten Modellsysstem
validiert und hat zu einer erfolgreichen Anwendung in einem realen Infektionsmodell gefihrt.
In nachfolgenden Arbeiten ist die Anwendung bei der weiteren Entwicklung eines
Salmonella-basierten Humanimpfstoffes gegen Helicobacter pylori geplant. Dartber hinaus
konnte das entdeckte Phanomen der hohen Immunogenitat von Proteinen in der dulleren
Membran, unabhangig ihrer Orientierung, eine breite Anwendung in der Impfstoffentwicklung

gegen viele wichtige intrazellulare Erreger finden.
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5. Zusammenfassung

1. Ein MHCIl-restringiertes Modell-Epitop, Aminosauren 319 bis 343 des Ovalbumin, wurde
in verschiedenen Kompartimenten von Salmonella synthetisiert. Zur Prasentation auf der
Zelloberflache wurde die AIDA-I-Autotransporterdomane verwendet. Die Fusion mit dem
Braun’schen Lipoprotein fuhrte zu einer Verankerung in der duReren Membran, wobei
das Fusionsprotein dabei zum Periplasma ragt. Das Galaktose-Bindeprotein, MgIB,
wurde als Trager flr die periplasmatische Prasentation eingesetzt. Fir die

cytoplasmatische Darstellung wurde GFP benutzt.

2. Immunisierungsstudien konnten zeigen, dass eine regulierte Expression der heterologen
Antigene durch den Pp,gc-Promotor zur besten Kolonisierung der rekombinanten,
attenuierten Salmonella-Stamme flihrte. Eine weitere Optimierung der Kolonisierung von
Peyer’schen Plaques durch rekombinante, attenuierte Salmonella-Stamme wurde durch
eine Modulation der Antigenmenge durch die Wahl unterschiedlicher Shine-Dalgarno-
Sequenzen erzielt. Dabei zeigte sich deutlich, dass eine schwache Expression in einer
verbesserten Kolonisierungsfahigkeit resultierte und dass eine starke Auspragung der
Antigene deutlich die Kolonisierungsfahigkeit verschlechterte. Es wurden Stamme
hergestellt, die in einer Bandbreite von 0 bis 10° CFU die Peyer'schen Plaques besiedeln

konnten.

3. Transgene T-Zell-Rezeptor T-Zellen, die einen Komplex aus MHCII und dem Ovalbumin-
Epitop erkennen, wurden in naive BALB/c Mause adoptiv transferiert. Nach oraler
Immunisierung der chimaren Mause mit rekombinanten Salmonella-Stammen wurde die
spezifische T-Zell-Antwort (aktivierte, CD69-auspragende transgene CD4*-T-Zellen) am
Tag 7 nach der Immunisierung in den Peyer'schen Plaques gemessen. Gleichzeitig
wurde die Kolonisierung durch die Salmonella-Stamme in den Peyer'schen Plaques
bestimmt. Der Quotient aus aktivierten transgenen T-Zellen und CFU wurde als Mal der
Immunantwort definiert. Alle Stdmme konnten eine spezifische T-Zell-Induktion

hervorrufen.

4. Antigene der aulReren Membran (hier: Lpp-OVA und OVA-AIDA-I) I6sen in hohen
Mengen, unabhangig von ihrer Orientierung, eine starkere CD4"-T-Zell-Antwort aus als
periplasmatische oder cytoplasmatische Antigene. Die Freisetzung von Antigenen der
aulleren Membran, aber nicht von periplasmatischen oder cytoplasmatischen, in den
extrazellularen Raum, wurde beobachtet. Wurden Makrophagen in Zellkultur mit

Salmonella infiziert, konnte 90 min nach der Infektion die Abschnirung und Verbreitung
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von LPS-haltigen Vesikeln aus lebenden, intrazellularen Salmonella-Zellen beobachtet
werden. Die Freisetzung von Vesikeln der dulReren Membran kdnnte somit der Grund fur

die starkere Immunogenitat von Proteinen der dufleren Membran sein.

5. Ein MHCII-restringiertes Hsp6074.g6-Epitop aus Yersinia enterocolitica wurde erfolgreich
durch die AIDA-I-Autotransporterdomane auf der Zelloberfliche eines Salmonella-
Vakzinstamms stabil prasentiert. Nach einmaliger oraler Immunisierung von C57BL/6
Mausen konnte eine starke spezifische CD4'-T-Zellantwort vom Ty1-Typ induziert

werden.

6. Passagierdomanen, die mehr als ein Cystein enthalten, werden aufgrund der Ausbildung
von Disulfidbriickenbindungen sehr schlecht durch die AIDA-I-Autotransporterdomane

auf die Zelloberflache von attenuierten Salmonella-Stammen transloziert.

7. Die Urease A-Untereinheit (Aminosduren 27 bis 238) aus Helicobacter pylori wurde
korrekt durch den AIDA-I Autotransporter auf der Zelloberflache von einem attenuierten
Salmonella-Stamm prasentiert. Zu Vergleichszwecken wurde ein Stamm konstruiert, der
cytoplasmatische Urease A synthetisiert. Die Auspragung beider Antigene wurde durch
den in vivo induzierbaren P,,c-Promotor aus Salmonella reguliert. Beide Stamme
kolonisierten die Peyer'schen Plagques von oral immunisierten BALB/c Mausen im
gleichen Ausmal und bildeten beide die heterologen Antigene in etwa gleichen Mengen.
Trotzdem konnte nur die Immunisierung mit dem Salmonella-Stamm, der Urease A auf
der Oberflache prasentierte, einen gewissen Schutz gegen eine Belastungsinfektion mit
Helicobacter pylori bieten. Autodisplay eines CD4*-T-Zell-Epitops (Urease A ,7.53) mittels
der AIDA-I-Autotransporterdomane auf der Zelloberflache eines Salmonella-
Vakzinstamms flihrte nach oraler Immunisierung zu einem partiellen Schutz gegen
Helicobacter pylori. Damit wurde das erste protektive Epitop gegen Helicobacter pylori

validiert.
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6. Abkurzungen

Amp
APS
bp
BSA
CFU
DNA
DMSO
DTT
EDTA
FACS
FITC
FSC
Xg
GFP
Ig

IL

iv

LPS
kDa
MHCII
oD
OVA
PAA
PBS
PCR
PVDF
rem
RNA
RT
scFv
SDS
SDS-PAGE
SSC
Strep
TEMED
TRIS
UN

viv
w/iv

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Basenpaar

Rinderserumalbumin

engl.: colony forming units
Desoxyribonukleinsaure
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

engl.: fluorescence activated cell sorter
Fluoresceinisothiocyanat

engl.: forward-scatter

xfache Erdbeschleunigung

engl.: green fluorescent protein
Immunglobulin

Interleukin

intravends

Lipopolysaccharid

Kilodalton

engl.: major histocompatibility complex class Il
Optische Dichte

Ovalbumin

Polyacrylamid

engl.: phosphat-buffered saline

engl.: polymerase chain reaction
Polyvinylidenfluorid

engl.: rounds per minute
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

engl.: single chain fragment of variable region
Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
engl.: Sideward Scatter

Streptomycin
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Uber Nacht

Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen
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