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1. Einleitung

1. Einleitung

Bis in die 80er Jahre des letzten Jahrhunderts stieg die Inzidenz von Malignomen -
ob durch genauere diagnostische Mittel oder tatsachliches Mehrauftreten der
Krankheiten - in Deutschland jahrlich an und stagniert seitdem. Gleichzeitig
werden immer potentere Chemotherapeutika entdeckt und eingesetzt, sodass sich
die Uberlebenszeiten fiir Patienten mit neoplastischen Erkrankungen verlangern
(17). In ahnlicher Weise stiegen auch bei HIV-Infektionen durch die Einfuhrung
immer potenterer antiretroviraler Therapeutika die durchschnittlichen
Uberlebenszeiten in den letzten Jahren (95). Insgesamt steigt also die Zahl der
immunsupprimierten Patienten stetig.

Daher ist es wichtig, opportunistische Krankheitserreger, die speziell bei
Immunsupprimierten besondere Pathogenitatsstrategien benutzen bzw. neuartige
Krankheitsbilder verursachen, zu untersuchen. Hierdurch kann nicht nur die
Bekampfung dieser Erreger vorangetrieben werden. Durch das Verstandnis der
Wirt-Pathogen-Interaktion kénnen auch Ruickschlusse auf grundlegende
Funktionen des menschlichen Immunsystems einerseits und mikrobielle
Ausweichstrategien andererseits gezogen werden. Das hier untersuchte
Bakterium, Bartonella henselae, ist ein Beispiel hierfur, da es je nach Immunstatus
des Patienten sehr unterschiedliche klinische Bilder verursacht. In dieser Arbeit
wurden deshalb Methoden entwickelt, die es erlauben sollen, die zugrunde

liegenden Mechanismen der Pathogenese dieses Erregers besser zu verstehen.

1.1 Uberblick iiber das Pathogen B. henselae

1.1.1 Geschichte und Taxonomie der Gattung Bartonella

In den letzten zehn Jahren hat die Gattung Bartonella stetig neue Mitglieder
erhalten: Im Jahr 1993 gehérte zur Gattung Bartonella nur eine Spezies, B.
bacilliformis, inzwischen sind durch Umklassifizierung oder Neuentdeckung 18
weitere Spezies dazugekommen.

Brenner et al. (25) schlugen aufgrund von Ergebnissen aus DNA-Hybridisierungen
und 16S-RNA-Vergleichen vor, die Gattung Rochalimea, die bis dato zur Familie

der Ricketsiaceae gezahlt wurden, in die Gattung Bartonella aufzunehmen. Somit
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erweiterte sich die Gattung Bartonella um B. quintana, B. elizabethae, B. vinsonii
und B. henselae und die Gattung Rochalimea existiert nicht mehr.

Von den heute bekannten 19 Bartonella spezies sind nach derzeitigem
Wissensstand nur sieben humanpathogen: B. bacilliformis, B. quintana, B.
henselae, B. vinsonii, B. elizabethae, B. grahamii und B. clarridgeae.

B. bacilliformis ist die am langsten bekannte Spezies dieser Gattung und wurde
als eines der Bakterien mit dem hdchsten Pathogenitatspotential bezeichnet (64).
Es ist der Erreger der Carrion’schen Krankheit, deren Vorkommen geographisch
auf das Gebiet der Anden (vor allem in Peru) beschrankt ist, da der
Ubertragungsvektor, eine Sandfliege (Lutzomyia verrucarum), dort endemisch ist.
Die Krankheit, die laut Chronisten schon im 16. und 17. Jahrhunderts spanische
Eroberer das Leben kostete, verlauft in zwei klinischen Varianten:

* Das Oroya-Fieber, benannt nach einer Bahnstrecke zwischen Lima und
Oroya, bei deren Bau im Jahr 1871 ca. 7000 (von insgesamt 10000)
Bahnarbeiter einer B. bacilliformis-Epidemie zum Opfer fielen, ist eine akute
hamolytische Anamie, die auf parasitare Invasion von Erythrozyten
zurtckzufuhren ist und unbehandelt eine Letalitat von 40 bis zu 85% zeigt
(64). Noch im Jahr 1987 starben 14 Menschen wahrend einer Oroya-Fieber-
Epidemie (56).

* Die zweite mogliche Manifestation, die ,Verruga peruana®, tritt mit oder ohne
eine vorausgegangene Episode von Oroya-Fieber auf und st
wahrscheinlich Ausdruck einer chronischen Infektion. Man versteht darunter
morphologisch unterschiedliche, tumurdose Hautlasionen, die aus
proliferierten Endothel- und Epithelzellen bestehen und zu Blutungen
neigen.

Der Name ,Carrion geht auf einen Medizinstudenten zurick, der sich 1885 im
Selbstversuch ein Extrakt aus einer Verruga injizierte, daraufhin Oroya-Fieber
entwickelte und daran verstarb. Er hatte somit den Zusammenhang beider
Erkrankungen bewiesen (64). Alberto L. Barton, ein Arzt aus Lima, hatte 1905 das
ausldosende Bakterium bei Patienten mit Oroya-Fieber untersucht und wurde so
zum Namensgeber der Gattung.

B. quintana ist der Erreger des 5-Tage-Fiebers (,trench fever®), das im ersten
Weltkrieg Uber eine Million Soldaten befiel, von denen viele starben (144). Diese

Erkrankung manifestiert sich durch rezidivierendes hohes Fieber (5-Tage-Fieber),
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plotzlichen Kopfschmerz, aseptische Meningitis, starke Muskelschmerzen,
Unwohlsein, Gewichtsverlust und andere unspezifische Symptome. Die
Ubertragung findet durch die Kérperlaus statt und obwohl der Erreger fiir
ausgestorben gehalten wurde, wurden in den letzten Jahren zunehmend Falle von
5-Tage-Fieber bei Obdachlosen beschrieben (139, 48). Zudem konnte B. quintana
in einer Reihe von Fallen von bazillarer Angiomatose (siehe unten) aus den
Lasionen isoliert werden (75).

Als Endokarditiserreger beim Menschen beschrieben wurden B. vinsonii ssp
berkhoffii (123), B. henselae und B. quintana (49) sowie B. elizabethae (94).
Insgesamt sind Bartonella-Infektionen haufig: in den USA werden z.B. allein von
Katzenkratzkrankheit jahrlich uber 40.000 Falle gezahlt, das sind mehr als die

jahrlich neu aufgetretenen Falle von Lyme-Borreliose (144).

1.1.2 Entdeckung von B. henselae

Lange bevor im Jahr 1992 B. henselae charakterisiert wurde (111), existierten
schon Berichte von den durch B. henselae ausgeldsten Krankheitsbildern (133):
Nachdem Parinaud 1889 das nach ihm benannte okuloglandulare Syndrom
(Konjunktivitis mit praaurikularer Lymphadenopathie) in Zusammenhang mit
Tierkontakt gebracht hatte, beschrieb Robert Debre 1932 zum ersten Mal das
Auftauchen regionaler Lymphadenopathie bei Menschen, die von einer Katze
gekratzt worden waren. Der Begriff ,Katzenkratzkrankheit® (KKK) wurde 1950 von
Debre und Lamy gepragt, das auslosende Agens blieb allerdings lange unbekannt
(45).

1983 gelang mittels Warthin-Starry-Farbung zum ersten Mal der Nachweis von
Bakterien in Lymphknoten von Patienten mit KKK (153). 5 Jahre spater konnte aus
Lymphknoten von KKK-Patienten ein gramnegatives Bakterium isoliert und
angezuchtet werden (46), das 1991 Afipia felis genannt wurde (24). In einer
nachfolgenden serologischen Studie (112) zeigte sich allerdings, dass 88% der
untersuchten KKK-Patienten Antikdrper gegen B. henselae hatten, keiner jedoch
seropositiv fur A. felis war.

Gleichzeitig hauften sich Berichte Uber durch B. henselae ausgeloste Falle von
Bazillarer Angiomatose (BA) und Peliosis (BP) (12, 109, 138, 155). Inzwischen

wurde durch eine Reihe serologischer (112, 149, 162) und molekularbiologischer
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(115) Untersuchungen nachgewiesen, dass B. henselae den Erreger der

Katzenkratzkrankheit und, zusammen mit B. quintana, auch der BA darstellt.

1.1.3 Epidemiologie

Aus der Tatsache, dass B. henselae ein erst vor kurzem entdeckter Erreger ist,
erklart sich die mangelhafte Datenlage zur Epidemiologie. Es sollen hier dennoch
einige vorhandene Studien vorgestellt werden:

B. henselae ist ein weltweit verbreiteter Erreger. Bei Hauskatzen schwankt die
Seropravalenz gegen B. henselae zwischen 8,3 (54) und 81 % (32). Beim
Menschen sind die Daten uber den Antikorperstatus gegen B. henselae ahnlich
divergent: Die erhobenen Seropravalenzen bei Gesunden bewegen sich zwischen
3,5 (126) und 36,8 % (34). Aufgrund derartig hoher Seropravalenzen bei gesunden
Personen wird davon ausgegangen, dass dies Ausdruck stattgehabter, nicht
aktueller Infektionen sein muss.

Klimatische Bedingungen spielen offensichtlich bei der Verbreitung des Erregers
eine Rolle: Jameson et al. (66) konnten zeigen, dass die Seropravalenz bei
Hauskatzen in den USA mit warmerem Klima zunimmt und fuhrten dies auf die
besseren Lebensbedingungen fir den Katzenfloh, den Ubertragungsvektor,
zurlck.

1993 wurde in den USA eine breit angelegte Studie zur Epidemiologie der
Katzenkratzkrankheit durchgefihrt, in der 2923 Falle von KKK-Patienten aus 3
nationalen Datenbanken ausgewertet wurden (65). Durch Extrapolierung dieser
Daten wurde eine Inzidenz der KKK von 9,3 pro 100.000 Einwohner flir ambulant
behandelte Patienten und von 0,8 pro 100.000 Einwohner fir hospitalisierte
Patienten berechnet. Die jahrlichen Kosten, die durch Katzenkratzkrankheit in den
USA verursacht werden, belaufen sich nach dieser Studie auf 12 Millionen US-

Dollar.

1.1.4 Mikrobiologie und Morphologie

B. henselae sind fakultativ intrazellular lebende, gramnegative Stabchenbakterien
mit einer Grofle von 2 x 0,5 pym (111). Die Anzucht ist schwierig: Am besten
wachsen die anspruchsvollen Bakterien in Zellkultur oder auf heminhaltigem Agar

(Schokoladen- oder Columbiaagar mit 5% fibrinfreiem Blut). Flussigmedien fur die
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Anzucht von B. henselae wurden getestet (134, 160), die Wachstumsraten in
Flussigkultur bleiben aber nach wie vor unbefriedigend. Auf Agarbdden erscheinen
nach 5-21 Tagen Bebrutung bei 37°C und 5% CO, kleine weisse Kolonien. Beim
pilierten Typ weisen diese eine raue, eher trockene Oberflache auf (,rough form®),
wahrend die nicht-pilierten Stdmme, die nach langer Passage entstehen, eher
schleimige und flachere Kolonien bilden (,smooth form®) (16). Wahrend die
Generationszeit auf Agarplatten mind. 18 h betragt, ist die Replikationsrate in
Endothelzellen mit einer Generationszeit von ca. 3 h deutlich verkirzt (72), was
Anlass zu der Vermutung gibt, dass B. henselae intrazellular bessere
Lebensbedingungen vorfinden.

Was den Zelltropismus von B. henselae betrifft, so sind die in vivo-Daten nicht
schlussig: Kordick und Breitschwerdt (79) berichten Uber das Vorhandensein von
B. henselae in Erythrozyten von bakteriamischen Katzen. Diese Untersuchung
beruhte auf elektronenmikroskopisch analysierten Erythrozyten-Schnitten und wird
stark angezweifelt (58), da es sich um Artefakte durch Fixierung oder die
Schnittebene handeln kdonnte. In humanen Endothelzellen von KKK-Patienten (153)
wurden Bakterien histologisch mittels Warthin-Starry-Farbung, die fur Bartonellen
geeignet, aber nicht spezifisch ist, nachgewiesen. In vitro konnte die Invasion von
einer Reihe anderer Zelltypen durch B. henselae gezeigt werden, u. a. von
Epithelzellen (16), felinen Zellen des ZNS (97) und murinen Makrophagen (98).
Das Genom von B. henselae ist ca. 2,0 x 10° Basenpaare grol. In B. henselae (7)
und in B. bacilliformis (146), nicht jedoch in den anderen Bartonella spezies,
konnten 40 nm groRe Phagenpartikel und eine 40 kb lange, extrachromosomale

Doppelstrang-DNA nachgewiesen werden.

1.1.5 Ubertragung

Die Hauskatze ist das naturliche Reservoir von B. henselae (50). Mit 57 Millionen
Katzen in den USA (158) nimmt sie dort die Stellung des beliebtesten Haustieres
ein (144) und die Pravalenz von B. henselae-Infektionen bei Katzen ist, wie oben
beschrieben, hoch (32). Infizierte Katzen, die teils lang andauernde Bakteriamien
aufweisen (80), kdbnnen asymptomatisch sein (1), oder auch milde Symptome wie

Erythem, Fieber und Lethargie entwickeln (100).
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Die Ubertragung von Katze zu Katze durch den Katzenfloh (Ctenocephalides felis)
ist gesichert, ebenso die Infektiositat der Flohfaeces (33). Da sich im Fell von Floh-
befallenen Katzen Flohfaeces sammelt, ist die Infektion des Menschen Uber
Katzenkratzer (neben der direkten Inokulation beim Biss durch einen Katzenfloh)
wahrscheinlich. Diese Annahme wird auch von einer Koinzidenz von B.
henselae—Infektion beim Menschen und vorausgegangenem Kontakt mit

bakteriamischen (74) Katzen gestutzt.

1.1.6 Pathogenese und Immunitat

Wie bereits oben beschrieben, dringen die Erreger uber Hautlasionen oder durch
einen Stich von Arthropoden in den Menschen ein. Danach kommt es
typischerweise zu einer selbst limitierenden Lymphadenitis, doch auch
systemische Verlaufe mit Absiedlung des Erregers in fast allen Organen sind
moglich.

Uber die Pathogenitdtsmechanismen von B. henselae ist bislang wenig bekannt.
Klar ist jedoch, dass die schwersten Krankheitsverlaufe Patienten mit
geschwachtem Immunsystem betreffen (4, 51, 150, 159). B. henselae verfugt Uber
ein Set an so genannten virB-Genen (84), die das Bakterium zum Aufbau eines
Typ-IV-Sekretionssystems befahigen. Die vir-Genfamilie konnte in einer Reihe von
Bakterien nachgewiesen werden. Beim Typ—IV-Sekretionssystem werden Proteine
oder an Translokationsproteine gebundene Einzelstrang-DNA in die Zielzellen
transloziert. Fir das Pflanzenpathogen Agrobacterium tumefaciens stellt das Typ-
IV-Sekretionssystem einen essentiellen Virulenzfaktor dar (18). Durch den
Translokationsapparat werden hier bakterielle DNA-Fragmente in die (pflanzliche)
Zielzelle gebracht, die dort in die DNA inserieren und Tumorwachstum ausldsen.
Die entstehenden Wurzelknétchen dienen dem Pflanzenpathogen als
Lebensgrundlage, weil sie Opine produzieren, die von den Bakterien
verstoffwechselt werden. Da B. henselae endotheliales Tumorwachstum auslost,
wird spekuliert, dass sich der Erreger durch diese Gefalineubildung sein eigenes
Habitat schafft (71,73). Intrazellular findet das Bakterium offenbar bessere
Lebensbedingungen vor als extrazellular, erhdht sich doch die Replikationsrate
nach Invasion von Endothelzellen um das 40- bis 50-fache (72). Ob die

angioproliferative Tumorgenese auf den virB-Apparat zurickzufihren ist, bleibt
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hypothetisch, sicher ist aber, dass die Expression des virB-Operons von B.
henselae intrazellular stark induziert wird (132).

Zudem spielt das Typ-IV-Sekretionssystem bei der Induktion von Zytokinen eine
Rolle: Helicobacter pylori induziert die Bildung von Interleukin-8 (47) nur mit
intaktem Typ-IV-Sekretionssystem. B. henselae-infizierte Zellen produzieren
ebenfalls Zytokine, IL-8 und VEGF (vascular endothelial growth factor) (73, 116).
Diese Zytokinbildung stellt moglicherweise das Bindeglied zwischen Typ-IV-
Sekretionssystem und Gefalproliferation dar.

Ein weiterer wichtiger Pathogenitatsfaktor sind die so genannten Pili: B. henselae
durchlauft nach extensivem Passagieren auf unbelebten Medien eine
Phasenvariation, die zum Verlust bzw. zur deutlichen Reduktion der Pili fuhrt (82).
Der nicht-pilierte Organismus adhariert und invadiert Wirtszellen deutlich
schlechter als der pili-positive Wildtyp (16). Auch die oben beschriebene VEGF-
Induktion ist bei den pili-negativen Bakterien reduziert (73). Zu Beginn dieser Arbeit
waren keine pilusassoziierten Proteine von B. henselae bekannt, bei B.
bacilliformis und B. clarridgeae waren Flagellingene beschrieben (127, 130).

Ein Bakteriophage, der nur in B. henselae und B. bacilliformis, nicht aber in
anderen Bartonella ssp. detektiert werden konnte, wurde spekulativ mit der
vaskuloproliferativen Potenz dieser beiden Organismen in Zusammenhang
gebracht (7). Bisher gibt es aber keine Daten, die diese Vermutung stutzen

konnten.

Eine Infektion mit B. henselae hinterlasst Immunitat (113), wobei nicht bekannt ist,
ob diese humoraler oder zellularer Natur ist. FUr die Abwehr von intrazellularen
Erregern spielt v. a. die zellulare Immunantwort eine Rolle (129). Dies kdnnte die
Ursache daflr sein, dass das intrazellular lebende Bakterium bei Patienten mit
geschwachter zellularer Abwehr (v. a. HIV-Infizierte) schwerere und andere

Krankheitsbilder als bei Immunkompetenten hervorruft.

10



1. Einleitung

1.1.7 Klinik von Bartonellen-Infektionen beim Menschen

Folgende Ubersicht zeigt in verkiirzter Form die klinisch relevantesten Formen von

Bartonellen-Infektionen:

Tab. 1: Die wichtigsten humanpathogenen Bartonella-Spezies und ihre jeweiligen
Krankheitsspektren.

Bartonella-Spezies Krankheitsbilder

Carrion’sche Krankheit:

B. bacilliformis Verruga peruana

Oroyafieber

5-Tage-Fieber, bazillare Angiomatose,
B. quintana .

Endokarditis

Katzenkratzkrankheit (Komplikationen:
B. henselae Endokarditis, Enzephalitis, Osteomyelitis)

Bazillare Angiomatose / Peliosis hepatis

Prinzipiell kann es bei einer Infektion mit B. henselae abhangig vom Immunstatus
des Betroffenen zu zwei verschiedenen Verlaufsformen kommen:

1. Katzenkratzkrankheit (KKK): Diese tritt im Regelfall bei Immunkompetenten auf.
Sie ist eine Erkrankung des Kindes- und Jugendalters, 80% der Patienten mit
unkompliziertem Krankheitsverlauf sind unter 21 Jahre alt (65). Das Leitsymptom
ist eine schmerzhafte Lymphadenopathie des Lymphknotens, der die Stelle des
Katzenkratzers drainiert. Laut Margileth (93) ist die KKK der haufigste Grund
regionaler Lymphadenopathie bei Kindern und Erwachsenen. Histologisch sind
diese Lymphknoten durch granulomatdse Strukturen und Mikroabszesse bis hin
zur makroskopischen Vereiterung gekennzeichnet. 30% der Patienten klagen
zudem Uber Fieber und Krankheitsgeflihl (8). Die unkomplizierte KKK heilt spontan
in 2-6 Monaten aus (92). Komplikationen treten in 5-20% der Falle auf und kdnnen
beinahe jedes Organsystem betreffen (8), mit oder ohne vorausgegangene
typische KKK: Beginnend bei Parinaud’s Okuloglanduldarem Syndrom, einer
Konjunktivitis mit praaurikularer Lymphadenopathie und anderen
ophtalmologischen Manifestationen (38) Uber Osteomyelitis (63), Leber- und
Milzabszesse (124) persisitierendes Fieber (137) und andere, seltener

beschriebene Manifestationen ist das klinische Spektrum sehr breit.
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Abb. 1: Abdominelle Magnetresonanztomographie eines 12-jahrigen Madchens mit klinisch und
serologisch gesicherter KKK: Neben zahlreichen Milz- und Leberabszessen ist eine osteolytische
Lasion eines Lendenwirbelkdrpers zu sehen (124).

Auch das zentrale Nervensystem kann betroffen sein, es haufen sich Berichte Uber
B. henselae—assoziierte Enzephalitiden (13). Neuere Studien erbrachten Hinweise
darauf, dass B. henselae auch eine Rolle bei der HIV-Enzephalopathie spielen
kénnte: Schwartzman et al (135) stellten flr eine Gruppe neurologisch auffalliger
HIV-Patienten eine Seropravalenz von 32% im Vergleich zu 4-5,5% in der
unselektionierten Patientengruppe fest. Aullerdem wurde von den Autoren eine
intrathekale Antikorperbildung und somit eine ZNS-Invasion des Erregers oder von
Teilen davon postuliert.

Zudem kann B. henselae Endokarditiden hervorrufen (14, 36, 108). Es wird
angenommen, dass eine nicht unbetrachtliche Zahl der Blutkultur-negativen
Endokarditiden auf B. henselae bzw. B. quintana zuruckzufuhren ist (27).

2. Bazillare Angiomatose und Peliosis hepatis: Bei immunssupprimierten
Patienten, vor allem bei HIV-Infizierten, kann es zu einer grundsatzlich anderen
Manifestation der B. henselae-Infektion kommen: Hier werden durch B. henselae
angioproliferative Prozesse ausgelost, die zur Bildung von fokalen Tumoren,
bestehend aus ungeordneten Endothelzellformationen, fihren. Treten diese
Lasionen an der Haut auf, so werden sie bazillare Angiomatose (BA) genannt,
treten sie an inneren Organen wie Lunge oder Leber auf, so heillen sie bazillare
Peliosis (BP) (36, 85, 141). Die Affektion innerer Organe ist potentiell
lebensbedrohlich (36). Begleitet werden diese Krankheitsbilder von
unspezifischen Symptomen wie Fieber, abdominellen Schmerzen und

Gewichtsverlust. Die Pravalenz von BA und BP in Deutschland betragt nach einer
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Studie, in der Daten von 17000 HIV-Patienten ausgewertet wurden, 1,2/1.000 HIV-
Patienten (105). Klinisch besteht groRe Ahnlichkeit mit dem Kaposi-Sarkom,
histologisch ist die Differenzierung dagegen eindeutig zu treffen (86). Die indizierte
Therapie ist selbstverstandlich eine andere: Die durch Bartonellen verursachten
Gefallwucherungen kénnen sich unter antibiotischer Behandlung (z. B. mit
Makroliden oder Doxycyclin) vollstandig zurtckbilden. Die Erfolgschancen werden
allerdings mit Remissionsraten zwischen 30% (105) und 100% (154)

unterschiedlich bewertet.

Abb. 2: Bazillare Angiomatosen eines 38-jahrigen HIV-Patienten. Die Lasionen sind schmerzhaft
und koénnen verschiedene Morphologien aufweisen. Die BA der Kopfhaut ahnelt z. B. einem
pyogenen Granulom, die Uber der Augenbraue eher einem Kaposi-Sarkom (91).

B. quintana kann ebenfalls bazillare Angiomatosen verursachen und auch die von
B. bacilliformis verursachte Verruga peruana ist eine angioproliferative Erkrankung.
Die vaskuloproliferative Potenz scheint also im Genus Bartonella verankert zu sein.
Nachdem B. henselae erst seit kurzer Zeit bekannt ist und die diagnostischen
Madglichkeiten noch nicht lange definitive Aussagen Uber den Zusammenhang
bestimmter Krankheitsbilder und einer Infektion mit B. henselae erlauben, ist es
maoglich, dass Teile des klinischen Spektrums noch nicht erkannt wurden bzw. in
ihrer Haufigkeit unterschatzt werden (160). Ebenso gut ist es aber mdglich, dass
einige der oben genannten Krankheitsbilder nicht B. henselae zuzuschreiben sind,
da Berichte dartiber zum Teil aus der Zeit vor der Identifizierung des KKK-Erregers
stammen, sich also allein auf die klinische Diagnose der KKK stutzen. Um das
genaue Ausmall des klinischen Spektrums einer B. henselae-Infektion zu
erfassen, wird es in Zukunft nétig sein, mehr Daten aus molekularbiologischen

Untersuchungen (PCR, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) zu gewinnen.
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1.1.8 Diagnose und Therapie von B. henselae-Infektionen

Vor der Entdeckung von B. henselae wurde die Diagnose einer KKK gestellt, wenn
mindestens drei der vier folgenden Kriterien erfllt waren (8):

* Regionale Lymphadenopathie nach Ausschluss anderer Ursachen einer

Lymphadenopathie

* Kontakt mit Katzen und Entwicklung einer primaren Hautaffektion

* Positiver Hauttest

* Charakteristische histopathologische Befunde
Der Hauttest bestand aus einer intradermalen Injektion hitzeinaktivierten Materials
aus Lymphknoten von KKK-Patienten. Trat nach 48-96 h eine allergische Reaktion
vom Spattyp auf, so war der Test positiv. Obwohl der Test mit 95-98% sehr sensitiv
war, haben mangelnde Verfugbarkeit des Antigens, das erhebliche
Gesundheitsrisiko fir die Patienten und die in letzter Zeit entwickelten,
spezifischeren Diagnosemethoden zur Abschaffung dieses Tests geflhrt.
Bergmans et al. (19) entwickelten erstmals einen sensitiven PCR-Test fir KKK und
verglichen die Ergebnisse mit serologischen Tests an den gleichen Patienten. Sie
fanden eine starke Korrelation zwischen beiden Tests. Die Aussagekraft eines
einzelnen erhohten Titers im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) wurde von
mehreren Gruppen untersucht (40, 112, 162). Die Sensitivitat fir die Diagnose KKK
wird hier mit 84% und die Spezifitat mit 96% angegeben (162). Gerade bei der
Untersuchung des klinischen Spektrums ist aber trotz der guten Validitat des IFT
ein zusatzlicher Nachweis des Erregers aus dem jeweiligen Material mittels PCR
oder durch Anzucht sinnvoll, um eine Koexistenz von KKK und einer anderen
Erkrankung auszuschlieRRen.
Die Diagnose der BA erfolgt nach klinischem Verdacht am besten durch PCR aus
Hautbiopsien, wie von Relman et al. (115) beschrieben. Auch die rein
pathohistologische Befundung (76) oder die spezielle Warthin-Starry-Farbung (85)

konnen zielfUhrend sein.

Was die Therapie der oben genannten Erkrankungen angeht, so fehlen grof}
angelegte klinische Studien und die Veroéffentlichungen beziehen sich grofdteils auf

empirische klinische Daten und in vitro-Experimente. B. henselae sind zwar in vitro
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empfindlich gegenuber den meisten Antibiotika (Penicilline, Cephalosporine,
Tetrazykline, Makrolide, Chinolone, Trimethoprim, Sulfamethoxazol,
Aminoglykoside und Rifampicin (37, 119)). Dies korreliert aber nicht zwingend mit
der klinischen Wirksamkeit: Es wurden auch Therapieversager unter Monotherapie
mit einzelnen der oben genannten Antibiotika beschrieben (140). Abgesehen
davon bedarf die unkomplizierte KKK zumeist keiner Therapie (37).

Bislang existiert nur eine prospektive Doppelblindstudie, bei der nach
Azithromycin-Behandlung im Vergleich mit der Placebogruppe ein schnellerer
Rudckgang der Lymphknotenschwellung bei KKK-Patienten beobachtet werden
konnte (15). Nach Empfehlung des ,Sanford Guide to Antimicrobial Therapy“ (53)
werden B. henselae—assoziierte Infektionen wie folgt behandelt: Fir die
Katzenkratzkrankheit wird Azithromycin empfohlen, fur die Bartonella-Endokarditis
Aminoglykoside und chirurgische Sanierung und fur die bazillare
Angiomatose/Peliosis Makrolide oder Doxycyclin. Tompkins wies darauf hin, dass
zur Vorbeugung dieser neu auftauchenden Infektionskrankheiten eine
Zusammenarbeit mit Vertretern anderer Fachbereiche, u. a. mit Tiermedizinern und
Verantwortlichen der Public Health (z.B. Verminderung von Obdachlosigkeit,

Senkung von HIV-Neuinfektionsraten), notig ist (144).

1.2 Proteomik

Das Proteom ist die Gesamtheit von Proteinen, die von einer Zelle unter
bestimmten Bedingungen exprimiert wird. Das Genom stellt eine Matrix fur alle
Proteine dar, die eine Zelle zu synthetisieren im Stande ist. Gerade an komplexen
Organismen wird klar, dass die Untersuchung des Genoms alleine nicht
ausreicht, um Aussagen Uber den Zustand bestimmter Zellen zu machen:
Beispielsweise produzieren menschliche Leberzellen kein Melanin, obwohl sie
auch die genetische Ausstattung daflir besitzen, und Bakterien exprimieren nur zu
Beginn einer Infektion Adhasine (31).

Die Proteomanalyse dagegen ermoglicht einen Einblick in die dynamischen
Prozesse, mit denen Organismen auf verschiedene Umweltbedingungen
reagieren. Regulative Veranderungen der ,Genomnutzung“ kdénnen untersucht

werden.
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Dazu wird eine hoch auflésende Trennmethode fir Proteine bendétigt. Die
zweidimensionale Gelelektrophorese, mit deren Hilfe inzwischen bis zu mehrere
tausend Proteine gleichzeitig aufgetrennt werden konnen, ist derzeit das
potenteste Mittel hierfir (52). Die im Vergleich zur eindimensionalen
Elektrophorese zusatzliche Dimension des isoelektrischen Punktes ermoglicht es,
dass verschiedene Proteine, die im eindimensionalen Gel aufgrund gleicher
Grolke in der gleichen Bande zu liegen kommen, durch ihre unterschiedliche
Ladung getrennt werden konnen.

Die Flut von Bildinformationen, die mit der 2D-Elektrophorese generiert wird, kann
mit speziell hierfur entwickelter Computersoftware ausgewertet werden. Zur
anschliefenden Identifikation von Proteinen stehen eine Reihe von Methoden,
unter anderem Massenspektrometrie, mit der auch posttranslationale
Veranderungen detektiert werden kdénnen, und die Sequenzierung von
Aminosauresequenzen, zur Verfugung.

AulRerdem bietet sich die Madglichkeit der Immunodetektion: Mit bekannten
Antikorpern konnen gezielt Proteine im Proteom nachgewiesen werden und
immunogene Proteine von Mikroorganismen konnen zum Beispiel durch Reaktion
mit Patientenseren gefunden werden. Umgekehrt ist es auch madglich, neu
hergestellte Antikérper auf ihre Spezifitat und ihre Bindungsproteine zu
untersuchen. Diese Verfahren kommen in der eindimensionalen Elektrophorese
schon lange, auch routinemalig, z. B. in der serologischen Infektionsdiagnostik
zur Anwendung, erlangen aber durch EinfiUhrung der zweidimensionalen

Elektrophorese eine um ein Vielfaches gesteigerte Spezifitat.

1.3 Zielsetzung

Der genetische Ansatz ist, wie oben beschrieben, bei der Untersuchung von B.
henselae schwierig und hat bis jetzt nicht zur Klarung grundlegender
Pathogenitatsstrategien dieses Erregers geflhrt.

Die Methode der Proteomanalyse bietet einen alternativen Weg zur Erforschung
von Pathogenitatsfaktoren. Genregulation kann auf Proteinebene studiert werden.
Ziele dieser Doktorarbeit waren daher

* die Etablierung der 2-dimensionalen Elektrophorese fur B. henselae

16



1. Einleitung

* das Erstellen einer Referenzkarte des Proteoms: Durch Identifikation einiger
Landmarkenproteine auf zweidimensionalen Referenzgelen sollte die
Orientierung innerhalb des aufgetrennten Proteoms erleichtert werden. So
genannte ,house-keeping proteins®, also Proteine, die auch im
Ruhezustand des Bakteriums fur den Grundumsatz bendétigt werden (z. B.
die Malatdehydrogenase), konnen als Referenzpunkte in
Regulationsstudien benutzt werden: Proteine, deren Expression unter
bestimmten Bedingungen herauf- oder herunterreguliert wird, kdnnen in
ihren Mengen verglichen werden, indem deren Intensitat auf die eines
Referenzproteins bezogen wird, das durch diese Bedingung nicht
beeinflusst wird.

* Vergleichende Proteomstudien:

1. Pilierte Wildtyp-B. henselae sollten auf Proteomebene mit nicht-pilierten
Spontanmutanten verglichen werden.

2. Genregulation sollte am Beispiel der Hitzestressantwort demonstriert
werden.

3. Das Proteom von B. henselae, das nach Infektion von Zellkulturen
exprimiert wurde, sollte mit dem von auf Agarplatten gewachsenen B.
henselae verglichen werden (Pulse-Chase-Experimente).

* Testung monoklonaler Antikorper am aufgetrennten Proteom von B.
henselae: Monoklonale Antikérper sollten mithilfe von 2-dimensionalen
Western Blots auf ihre Spezifitat getestet werden und die Bindeproteine der
monoklonalen Antikérper sollten identifiziert werden. Die Eignung der 2-

dimensionalen Elektrophorese fur diesen Zweck sollte eruiert werden.

All diese Experimente sollten eine Grundlage dafur liefern, in nachfolgenden

Studien die Pathogenitat von B. henselae besser verstehen zu kénnen.
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2.1 Material: Gerate, Chemikalien, Puffer und Lésungen

2.1.1 Gerate

Analysenwaage : Kern 510-63
Brutschranke:
COo-Incubator MCO-17Al
Cytoperm2
Certomat BS-1 (Schuttelinkubator)
Eppendorfpipetten

FrenchPressure Cell Sim Aminco

Gel Drying System Modell 583
GeneAmp PCR System 2400/9600

GS-710 Calibrated Imaging Densitometer
HeraSafe Laminar Flow Bank (Sterilwerkbank)
Mikroskope:
Aiovert 25 Plattenmikroskop
Tischmikroskop KF-2
Mini-PROTEAN 1l (8,3x7,3cm Proteingele)

Multiphor Il (isoelektrische Fokussierung)

Neubau-Zahlkammer

pH-Meter pH 530

Photometer Ultrospec 3000

Pipetus standart

Protean Il XL Cell (20x18,5cm Proteingele)
Quarzkivetten (fir Photometer) QS 1000 blue point
Reax 2000 (Vortexer)

Rehydrierungstablett (reswelling tray)

Rontgenfilme BioMax Mr Film

Kern, Albstadt

Sanyo, Japan

Heraeus, Hanau

B. Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
SLM Instruments Inc.,
Rochester, NY, USA
Biorad, Munchen
Perkin-Elmer,
Uberlingen

Biorad

Heraeus

Zeiss, Jena

Zeiss

Biorad
amersham-pharmacia,
Freiburg

Brand, Landshut
WTW, Weilheim
amersham-pharmacia
Hirschmann, Eberstadt
Biorad

Hellma, Muhlheim
Heidolph, Kehlheim
amersham-pharmacia
Kodak, Stuttgart
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Roéntgenfiimkassetten Kodak XOmatic C2
Scanner GS-710
Software:

Adobe Photoshop 7.0

DNA man™

GCG-Programm (41)
Micrososoft Office 2000

PD-Quest
SpeedVac SC 110 (Evaporator)

Stromversorgungsgerat E862

Stromversorgungsgerat PowerPac 1000
Stromversorgungsgerat PowerPac 300
Sub-Cell GT DNA-Electrophoresekammer
Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell
Trilux MicroBeta 1450 (Szintillationszahler)
Zentrifugen:

Megafuge 1.0

Megafuge 3.0

Omnifuge 2.0 RS

Sigma 3K30

Tischzentrifuge 5417R
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Kodak
BioRad

Adobe, Mountain View,
CA, USA
Lynnon BioSoft,

Quebec, Kanada

Microsoft, Redmont,
USA

BioRad

Savant Instruments,
New York, USA
Consort, Turnhout,
Belgien

BioRad

BioRad

Biorad

BioRad

Wallac, Turku, Finnland

Heraeus
Heraeus
Haereus
B. Braun

Eppendorf

Plastik- und Verbrauchsmaterialien werden hier nicht im Einzelnen aufgefihrt und

wurden von folgenden Firmen bezogen: B. Braun, Melsungen; Eppendorf,

Hamburg; Falcon/Beckton and Dickinson, Heidelberg; Greiner, Nurtingen; Nunc,

Roskilde, Danemark; Sartorius, Goéttingen; Schleicher & Schuell, Kassel.
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2.1.2 Chemikalien
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Sofern nicht anders aufgefuhrt, wurden Chemikalien von der Firma E. Merck,

Darmstadt, Feinchemikalien von der Firma Sigma, Deisenhofen, Medien und

Zusatze fur die Zellkultur von der Firma Biochrom, Berlin, bezogen.

6-amino-n-Caproat

Accugel, 40% (w/v) 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat

BenchMark Prestained Protein Ladder
BenchMark Protein Ladder

Bradford Reagenz

CHAPS

Columbia Agar

Coomassie Brilliant Blue R250

DAB (3,3 'Diaminobenzidinhydrochlorid)
dNTPs

DryStrip Cover Fluid

ECL-Kit

Endothelzellmedium

Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)

GeneRuler 1kb DNA Ladder

Glycerol

Glycine electrophoresis grade

H2Ou

Immobilon P Transfer Membrane
Kollagen G
Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS) p. A.
PBS (Phosphate buffered saline)

Fluka, Buchs

national diagnostics,
Atlanta, USA

Roth, Karlsruhe
Biomol, Hamburg
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL

BioRad

Fluka

Beckton and Dickinson,
Heidelberg

Biomol

Serva, Heidelberg
Boehringer Mannheim
amersham-pharmacia
amersham-pharmacia
PromoCell, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL

MBI Fermentas, Vilnius,
Litauen

Biomol

ICN Biomedicals,
Irvine, CA, USA

Roth

Millipore, Eschborn
Biochrom, Berlin
Serva

Gibco BRL



2. Material und Methoden

Perkin ElImer GenAmp (10x PCR-Puffer)

Ponceau S solution 0,2% in 3% TCA

Protogel, 31% (w/v) 37,5:1 Acrylamid/Bisacrylamid
QIAGEN tissue kit

QUIAquick PCR Purification Kit

Rabbit-Anti Mouse IgG horse raddish peroxidase
Redivue PRO-MIX

Servalyt pH 3-10, 40% w/v

Servalyt pH 4-7, 40% w/v

Szintillationsfllssigkeit

Ampli-taq (Taqg DNA-Polymerase)

TEMED

Thiourea

Tributylphosphin

Tricine-Tris p. A.

Tris p. A.

Urea (ultrarein)
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Perkin Elmer,
Uberlingen

Serva

national diagnostics
Qiuagen, Hilden
Qiuagen

DAKO, Neuss
amersham-pharmacia
Serva

Serva

Wallac

Perkin Elmer

Fluka

Fluka

Fluka

Biomol

ICN Biomedicals

ICN Biomedicals

2.1.3 Medien und Puffer fuir Zell- und Bakterienkultur

Die Medien wurden steril gehandhabt und bei 4°C gelagert. Das FCS wurde vor

Benutzung 30 min bei 60°C inaktiviert.

Tab. 2: Zellkulturmedium und Waschpuffer

Zellkulturmedium

Endothelzellmedium (PromoCell) mit 10% FCS, 10 ug/ml
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin

Phosphat-gepufferte Salzlésung
(PBS) H:Ow ad 11; pH 7,4

80 g NaCl; 2 g KCI; 11,5 g Na;HPO4x 7H.0; 2,4 g KH,PO4, mit

Tab. 3: Bakterienmedien und Niedrigsalzpuffer

Luria-Bertani (LB)-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl ad 1 | A. dest; pH 7,5

Einfriermedium fiir Bakterien 20% Glycerol in LB-Medium

Niedrigsalzpuffer (LSB) 3 mM KCI; 1,5 mM KH,PO,4, 68 mM NaCl; 9 mM NaH:PO4 (wurde

als 50x Stocklésung angesetzt)
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2.1.4 Puffer und Losungen
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2.1.4.1 Puffer und Losungen fur die 1- und 2-dimensionale Elektrophorese

Tab. 4: Proteinprobenpuffer (alle Aliquots wurden bei -80°C gelagert)

SDS-Puffer

0,5% w/v SDS; 2 mM TBP; 10 mM Tris/HCI; pH 8

Harnstoffpuffer (HC)

8 M Harnstoff; 4% w/v CHAPS;

2 mM TBP, wird erst kurz vor Gebrauch dazugegeben

Thioharnstoffpuffer (THC)

7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4% w/v CHAPS;

2 mM TBP, wird erst kurz vor Gebrauch dazugegeben

Tributylphosphin-Losung (TBP)

200 mM Tributylphosphin in Isopropanol (getrocknet), unter O.-
Abschluss verdinnt und gelagert

Tab. 5: Puffer und Losungen fiir die Vorbereitung zur zweiten Dimension

Equilibrierungspuffer

300 g Glycerin; 50 mM Tris/HCI ; 2% w/v SDS 6 M Harnstoff, mit
H,Ouw ad 1 I; pH 6,8

IEF-Waschpuffer

50 mM Tris/HCI; 2% w/v SDS; pH 6,8

Tab. 6: Puffer und Lésungen fur die Tricin-SDS-Gele (128)

Gelpuffer 3 M Tris; 0,3% w/v SDS; pH 8,45
Accugel 40 % 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid
Protogel 30% w/v Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid

5 x Anodenpuffer

1 M Tris; pH 8,9

5 x Kathodenpuffer

0,5 M Tris; 0,5 M Tricin-Tris; 0,5% w/v SDS

Tab. 7: Puffer und Lésungen fir die Glycin-SDS-Gele (83)

4 x ,Upper“-Tris-Puffer

1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

4 x ,Lower“-Tris-Puffer

0,5 M Tris; pH 8,8

Ammoniumpersulfat (APS)

10 % in HxOu

Protogel 30% w/v Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid
Laufpuffer 0,25 M Tris; 14,4% Glycin; 0,1% SDS
10%SDS 10% SDS in H:Oy
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2.1.4.2 Loésungen fur Proteinfarbungen

Tab. 8: Lésungen fiir die Coomassie-Farbung

Fixier- bzw. Entfarbeldsung 30% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Acetat; 60% (v/v) H2Oq

Farbeldsung

0,05% (w/v) Coomassie Brilliant-Blue R250 in Fixierldsung

Tab. 9: Lésungen fur die Silberfarbung

Thiosulfatlésung

0,02% (w/v) Thiosulfat in HxOq4

Silbernitratlésung

0,2% (w/v) Silbernitrat 0,02% (v/v) Formaldehylésung (37%ig) in H:Ou

Entwicklerldsung

3% (w/v) Natriumcarbonat; 0,0004% (w/v) Natriumthiosulfat; 0,05% (v/v)
Formaldehyldsung (37%ig) in H,Og

Stopldésung

0,5% (w/v) Glycin in HOq4

2.1.4.3 Puffer und Losungen fur Western Blotting

Tab. 10: Laufpuffer fir den Blotvorgang (halbtrockenes System)

Anodenpuffer | 0,3 M Tris; 10% Methanol; pH 10,4
Anodenpuffer Il 25 mM Tris; 10% Methanol; pH 10,4
Kathodenpuffer 25 mM Tris; 40 mM 6-amino-n-Caproat; pH 9,4

Tab. 11: Puffer fur Inkubation und Entwicklung der Blots

Waschpuffer (WPT)

0,9% NaCl; 10mM Tris/HCI; 0,2% Tween 20 in H,Ou; pH 7,4

Substratlésung

50 mg Diaminobenzidin; 5 ml 1 M Tris/HCI, pH 7,4; ad 100 ml
mit H,Ou; kurz vor der Farbung Zugabe von 50 pl H,O, (30%ig)

Stopldsung

27,4 ml einer 1 N Schwefelsdureldsung ad 1 | H,Oy

2.1.4 .4 Puffer und Losungen fur PCR und DNA-Gele

Tab. 12: Ubersicht tiber Puffer und Lésungen fiir PCR und DNA-Gele

50x-TAE-Puffer

242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 37,2 g Na;EDTA x 2 H:0;
mit H:Ow ad 1 I; pH 8,5

5x-Auftragspuffer

15% Ficoll 400; 0,05% Bromphenolblau; 0,05% Xylencyanol in
Hzodd

Ethidiumbromidbad

10 ug Ethidiumbromid ad 1 | HOg




2. Material und Methoden 24

2.2. Bakterielle Stamme und humane Zelllinien

In allen Experimenten wurden B. henselae vom Stamm Marseille (43) verwendet.
Durch extensives Passagieren auf Agarplatten wurden Pilus-negative
Spontanvarianten von B. henselae hergestellt (16). Die fehlende Pilusexpression
wurde mithilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen morphologisch
bestatigt (72).

Die humanen Zellen fur Infektionsversuche waren Endothelzellen aus humanen
Nabelschnurvenen (HUVECSs), die, wie von Apfelbacher et al. (3) beschrieben,

gewonnen wurden.

2.3 Kulturbedingungen: Anzucht von Bakterien und Zellkultur

2.3.1 Anzuchtbedingungen fur Bakterien

Bakterielle Stdamme wurden auf Columbia-Blutagar-Platten (5% fibrinfreies
Schafsblut, Beckton and Dickinson) ausgestrichen und 4 bis 5 Tage bei 37°C, 5%
CO, und 100% Luftfeuchtigkeit bebritet. Fur die Versuche mit hitzegestressten
Bakterien wurden die Agarplatten am Tag der Ernte fur 4 Stunden in einen
Brutschrank mit 44°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit tGberfuhrt.

Zum Herstellen von bakteriellen Stocklosungen wurden die Bakterien nach 5
Tagen Bebritung mit sterilen Wattestabchen in PBS geerntet, in Luria-Bertani-
Medium gewaschen und in Einfriermedium (LB-Medium mit 20% Glycerin)
aufgenommen. Die Aliquots wurden bei —80°C gelagert. Die Zahl der viablen
Bakterien in dieser Vorratslosung wurde durch Auszahlen von seriellen
Verdlunnungsreihen auf Agarplatten bestimmt. Fur Infektionsversuche wurden die
Stocklosungen aufgetaut, mit PBS gewaschen und in Zellkulturmedium (siehe

2.3.3) aufgenommen.

2.3.2 Zellkultur

HUVEC-Zellen wurden auf kollagenbeschichteten 175 cm?Zellkulturflaschen
ausgesat und mit Endothelzellmedium mit 10% FCS, 10 pg/ml Streptomycin und
100 U/ml Penicillin bei 5% CO,und 37°C in befeuchteter Atmosphare kultiviert. Das



2. Material und Methoden 25

Medium wurde bis zur Konfluenz der Zellen (ca. 6 Millionen Zellen pro Flasche) alle

zwei bis drei Tage gewechselt.

2.3.3 Infektionsversuche

Am Tag vor der Infektion wurde die Zellkultur mit antibiotikafreiem Medium
gewaschen und inkubiert. Die Bakterien wurden, wie oben beschrieben, aufgetaut
und mit einer Konzentration von 300 Bakterien pro Endothelzelle zur Zellkultur
gegeben (multiplicity of infection = MOI: 300). Eine kurze Zentrifugation (1.000 g, 5
min) der Zellkulturflaschen erleichterte die Sedimentierung der Bakterien auf die

Zellen.

2.4 Protein-chemische Methoden
2.4.1 Probenherstellung fiir die Proteomanalyse

2.4.1.1 Herstellung von Proteinproben mittels Detergenslyse

2.4.1.1.1 Detergenslyse mit SDS-THC-Puffer

40 bis 90 mit B. henselae bewachsene Blutagar-Platten wurden funf Tage nach
Ausstreichen in 30 ml PBS geerntet und pelletiert (4000 g/4°C/10 min). Danach
wurden die Pellets zum Auswaschen storender Salze aus der Probe je zweimal in
20 ml Niedrig-Salz-Puffer aufgenommen und wieder zentrifugiert. Daraufhin
wurden sie in SDS-Puffer (1 ml/ 20 Agarplatten) aufgenommen und 3 min bei
104°C inkubiert. Unlésliche Bestandteile wurden bei Raumtemperatur
abzentrifugiert (4.000 g/2 min), der Uberstand wurde in einem Evaporator
gefriergetrocknet. Die Pellets wurden in THC-Puffer + 1%TBP aufgenommen: Das
Volumen war hierbei doppelt so grol3 wie das urspringliche Volumen des SDS-
Puffers, um die SDS-Konzentration auf unter 0,25% zu senken. Die weitere

Probenpraparation erfolgte, wie unter 2.4.1.1.2 beschrieben.

2.4.1.1.2 Detergenslyse mit THC-Puffer
Der Aufschluss der Bakterien und die Solubilisierung der Proteine erfolgte durch
Aufnahme des bakteriellen Pellets in THC-Puffer. Die Menge des bendtigten

Puffers wurde auf die optische Dichte (OD) der bakteriellen Suspension bezogen:
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Vor dem letzten Zentrifugationsschritt wurde die Ldésung 1:10 mit doppelt
destilliertem Wasser verdunnt. Davon wurde bei 600 nm Wellenlange die OD
bestimmt. Die Bakterien-Pellets wurden in 5% des berechneten (virtuellen)
Volumens mit einer OD von 1 mit THC + 1% TBP aufgenommen und grindlich
resuspendiert. Diese Suspension wurde dann zum Zellaufschluss und zur
Proteinsolubilisierung eine Stunde geschuttelt. Unldsliche Bestandteile (Proteine,
Membranfragmente, DNA, RNA) wurden daraufhin durch eine Ultrazentrifugation
(100.000 g/60 min/4°C) weitgehend eliminiert. Der Uberstand wurde aliquotiert
und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Die quantitative

Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (siehe 2.4.2.1).

2.4.1.1.3 Detergenslyse mit SDS-Puffer

Nach der Ernte der Bakterien und dem Waschen der bakteriellen Pellets (siehe
oben) wurden diese in SDS-Puffer aufgenommen (ca. 1 ml Puffer fur Bakterien von
20 Agarplatten), resuspendiert und 5 min bei 105 °C im Heizblock inkubiert.
Daraufhin wurden die Proben auf Eis gekuhlt und zentrifugiert (10.000 g/ 30 min/

4°C). Die Uberstande wurden bis zur Verwendung bei — 80°C aufbewahrt.

2.4.1.2 Herstellung von Proteinproben mithilfe der French pressure cell

B. henselae von Columbia-Blutagar-Platten wurden finf Tage nach Ausstreichen in
PBS geerntet und pelletiert (4.000 g/10 min/4°C). Das Pellet wurde in PBS mit 3
mM Proteinaseinhibitor (Pefabloc) aufgenommen.

Das Zubehor der French Press wurde im Kuhlschrank aufbewahrt, um zu starke
Hitzeentwicklung zu vermeiden und einen schonenden Proteinaufschluss zu
gewahrleisten. Die Probe wurde in den Kolben eingesaugt und bei Driucken von
1000 psi (= pounds per square inch, d. h. 7x10° N/m2) dreimal ausgepresst. Das
Zelllysat wurde dabei klar. Ein kurzer Zentrifugationsschritt (6.000 g/10 min/4°C)
eliminierte die grolRen unléslichen Konglomerate, danach wurde in der
Ultrazentrifuge bei 100.000 g (60 min/4°C) der Uberstand der I8slichen Proteine
von der unléslichen Fraktion der Membranproteine getrennt. Dieser Uberstand
wurde 1:5 mit Aceton verdinnt und bei —20°C 30 min lang gefallt. Wahrenddessen
wurden die unléslichen Pellets mit THC +1% TBP resuspendiert und wie unter
2.4.1.1.2 beschrieben geschiittelt. Die gefallten Proteine aus dem Uberstand

wurden pelletiert (10.000 g/10 min/4°C). Die resultierenden Pellets wurden an der
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Luft getrocknet, bis sie Risse bildeten. Daraufhin wurden die Pellets ebenfalls mit
THC + 1% TBP resuspendiert und geschuttelt.

2.4.2 Quantifizierung von Proteinen

2.4.2.1 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben erfolgte nach der
Methode von Bradford (23). Fur die Standard-Messreihe wurden aus einer
Stocklésung von bovinem Serumalbumin in einer Konzentration von 2 mg/ml (in
H,O4) Verdunnungen von 20, 10, 5, 2,5 und 1,25 pg/ml (ebenfalls in H,O4)
hergestellt. Die zu vermessenden Proben wurden je zweimal 1:100 und zweimal
1:200 verdunnt. Das BioRad Bradford Reagenz wurde im Verhaltnis 1:5 zu den
Proben und zur Standard-Messreihe gegeben, gut resuspendiert und nach funf
Minuten Inkubationszeit bei 595 nm photometrisch vermessen. Die Lichtabsorption
durch die Proben ist dabei proportional zur Proteinmenge. Aus der
Standardmessreihe wurde mit Hilfe von Microsoft Excel ein Graph erstellt, sodass

aus den Absorptionen der Proben deren Proteinmenge bestimmt werden konnte.

2.4.2.2 Szintillationszahlung von radioaktiv markierten Proteinen

Die Proteinprobe aus dem Pulse-chase-Verfahren (siehe unten) wurde mit
Wasser 1:10 verdunnt (1 upl Probe ad 10 wul). Dann wurden 100 pl
Szintillationsflussigkeit zugesetzt und die Aktivitaten im Szintillationszahler (Trilux

MicroBeta 1450, Wallac) vermessen.

2.4.3 Zweidimensionale Elektrophorese (2D-Elektrophorese)

2.4.3.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung oder der ,ersten Dimension“ der
zweidimensionalen Elektrophorese werden die Proteine nach ihrem
isoelektrischen Punkt aufgetrennt. Dies geschieht in einer Gelmatrix, in der ein pH-
Gradient vorhanden ist und an die eine Spannung angelegt wird. Da die Proteine
bei pH-Werten aulerhalb ihres isoelektrischen Punktes (pl) geladen sind,

wandern sie im elektrischen Feld solange, bis sie an ihrem pl ankommen. Hier
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sind sie ungeladen, werden daher vom elektrischen Feld nicht mehr beeinflusst
und bleiben folglich dort fixiert.
Die erstmalig von O’Farrell (99) beschriebene Methode, bei der der pH-Gradient
durch Tragerampholyte nach Anlegen der Spannung kreiert wird, unterlag einer
starken Zeitabhangigkeit, da der ganze Gradient im Laufe der Zeit zur Kathode
wanderte (cathodic drift). Die von Bijellgvist et al 1982 (20) eingefuhrte Methode der
immobilisierten pH-Gradienten (IPG) verringerte dieses Problem: Hier werden
Chemikalien, die den pH-Gradienten erzeugen, mit dem Acrylamid copolymerisiert.
Sie sind dann kovalent gebunden und unbeweglich, wodurch die kathodische Drift
minimiert wird.
In dieser Arbeit wurden kommerziell erhaltliche IPGs (pH 4-7 und pH3-10), also
Gele, die auf Folienstreifen fixiert sind, verwendet. Die Rehydratation der
getrockneten Gele mit der Probe erfolgte nach Rabilloud (107) sowie Sanchez
(125), da gezeigt werden konnte, dass hierbei durch das gleichmalige
Einwandern der Proteine in die Gelmatrix die Auflésung im gesamten pH-Bereich
verbessert wird.
Das Protokoll fur die eindimensionale Proteinauftrennung war wie folgt:

e 450 pl der Probe wurden gleichmalig in die Vertiefung des

Rehydrierungstabletts (amersham-pharmacia, Freiburg) aufgetragen und

das Acrylamidgel mit der Gelseite zur Probe blasenfrei aufgelegt.

e Nach Uberschichten mit Paraffinél gegen das Austrocknen der Probe wurde

der Strip bei Raumtemperatur Uber 12 h mit der Probe rehydriert.

* Die rehydrierten Gelstreifen wurden zwischen zwei mit A. bidest. getrankten
Blotpapieren vom Paraffin und von Uberschiissigem Harnstoff, der auf der

Oberflache des Streifens kristallisieren konnte, befreit.

* Auf dem auf 20°C vortemperierten Kuhlelement der Flachbettkammer fur die
erste Dimension wurden nach Herstellerangaben die bendtigten Aufsatze

aufgebracht, worauf die rehydrierten Strips platziert wurden.

* Auf jeden Streifen wurde am kathodischen und anodischen Ende je ein 3
mm breites und 1,5 cm langes Blotpapier, das mit deionisiertem Wasser
und je ca. 20 pyl HC-Puffer (mit 4 mM TBP) getrankt war, aufgebracht.



2. Material und Methoden 29

* die Elektrodenblgel wurden direkt Uber diese Elektrodenstreifen gelegt und
fest angedruckt, die Gele bedeckend mit Paraffindl uUberschichtet, die

Kammer verschlossen und der Spannungsgradient gestartet:
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Abb. 3: Ubersicht Uber die verwendeten Spannungsgradienten zur IEF

* Nach Ende der Fokussierung wurden die Gelstreifen entweder gleich flr die
zweite Dimension vorbereitet oder bei -80°C bis zur Verwendung

aufgehoben.

* Vor dem Aufbringen der Streifen auf die Gele der zweiten Dimension wurden
diese in einer Glasrohre in 12,5 ml Equilibrierungspuffer plus 325 pyl TBP-
Lésung fur 20 min unter standiger Bewegung inkubiert. Daraufhin wurden
die Gelstreifen in IEF-Waschpuffer gewaschen und auf das Gel (siehe
2.4.3.2) aufgebracht. Der Streifen wurde mit einer flissigen Ldsung aus
0,7% Agarose in Kathodenpuffer fixiert und die Gelelektrophorese (siehe

2.4.3.2) wurde gestartet.

2.4.3.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofde wurden hier zwei verschiedene
Gelsysteme verwendet. Fur eindimensionale SDS-Gele wurden Glycin-Gele nach

Laemmli (83) mit einer Acrylamidkonzentration von 10% verwendet, mit denen sich
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vor allem héher molekulare Proteine gut auftrennen lassen. Das Gel-System von
H. Schagger und G. von Jagow (128) mit Tricin als Folgeion, das fur die 2-D-Gele
benutzt wurde, zeigt eine verbesserte Auflosung von Proteinen vor allem im
niedermolekularen Bereich. Die bessere Auftrennung wird damit begrindet, dass
Tricin im Gegensatz zu Glycin (das im Laemmlisystem das Folgeion hinter der
Proteinfront ist) eine hohere Mobilitat aufweist und so die Protein-SDS-Micellen (vor
allem von kleinen Proteinen, die als erste am Ubergang zum Trenngel anlangen)
nicht so stark mit den “leeren” SDS-Micellen des Trenngels aggregieren. Die zwei

verschiedenen Gelsysteme sind aus folgenden Tabellen zu entnehmen:

Tab. 13: Glycin-SDS-Gele (Laemmli)

Glycin-SDS-Gele (Laemmli); GelgroBe 7,3 x 8,3 cm

Trenngel (2 Gele) 2 ml Protogel; 1,675 ml HxOq; 1,25 ml ,Lower*-Tris-Puffer;
10 min entgasen
50 pl 10% SDS; 10 pl 10% APS; 1 yl TEMED

Sammelgel (2 Gele) 0,65 ml Protogel; 3,05 ml H,Ou; 1,25 ml ,Upper“-Tris-Puffer;
10 min entgasen; einige Kristalle Bromphenolblau zufiigen
50 pl 10% SDS; 10 ul 10% APS; 1 yl TEMED

Tab. 14: Tricin-SDS-Gele (Schagger und von Jagow)

Tricin-SDS-Gele (Schagger und von Jagow), GelgroRe 18,5 x 20 cm

Trenngel (12 Gele) 143,7 ml Gelpuffer; 129 ml Akkugel; 57,8 g Glycerin; ad
430 ml mit H,Oq4q auffiillen; 5 min entgasen
582 pl APS; 58,2 ul TEMED

Sammelgel (12 Gele) 17,4 ml Gelpuffer; 9,1 ml Protogel; 43,4 ml H,Oq; 5 min
entgasen; einige Kristalle Bromphenolblau zufligen
582 ul APS; 58,2 yul TEMED

Nach Polymerisation der Gele wurde bei den eindimensionalen Auftrennungen
folgendermalRen verfahren: Die mit SDS-Puffer hergestellten Proteinproben
(2.4.1.1.3) wurden in die Taschen des Sammelgels eingebracht, daraufhin wurde
an das Gel Spannung (80 V) angelegt. Sobald die Front des Bromphenolblaus
unten aus dem Gel herauszulaufen begann, wurde die Elektrophorese beendet.

Bei den grolien Gelen der zweiten Dimension wurden zunachst die fokussierten
Gelstreifen der ersten Dimension vorbereitet: Die Streifen wurden in einer

Glasrohre (A. Gorg: www.weihenstephan.de/blm/deg/2D-Manual.pdf) in je 12,5 ml
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Equilibrierungspuffer plus 325 uyl TBP fir 20 min unter standiger Bewegung
inkubiert. Dabei werden die Proteine mit SDS beladen, der hohe Gehalt an
Harnstoff und Glycerin verbessert die Proteinldslichkeit und vermindert
elektroendosmotische Effekte (A. Gorg, www.weihenstephan.de/blm/deg/2D-
Manual.pdf), die fir einen verminderten Proteintransfer von der ersten zur zweiten
Dimension verantwortlich gemacht werden. Das Reduktionsmittel TBP schlie3lich
sorgt dafur, dass die Proteine in ungefaltetem Zustand verbleiben.

Nach diesem Equilibrierungsschritt wurden die Streifen mit IEF-Waschpuffer
gewaschen und blasenfrei auf das Sammelgel aufgebracht. Der GréRenmarker
wurde in eine neben dem Streifen befindliche Tasche pipettiert und mit 0,7%
Agarose in Kathodenpuffer (75°C) eingebettet, um einen besseren Kontakt
zwischen dem Gelstreifen und dem Sammelgel herzustellen. Nach Einfullen von
Anoden- und Kathodenpuffer erfolgte die Elektrophorese bei 4°C nach folgendem

Spannungsgradienten:

Tab. 15: Spannungsgradient fiir die zweite Dimension der Elektrophorese

Zeitin h 1 2 3 4 4 4 10| Gesamt: 28 h

Spannung in V 30 80 100 130 150 175 200 4310 Vh

2.4.4 Farbung von Proteinen (CBB, Silber)

2.4.4.1 Farbung mit Coomassie Brilliant-Blau

Die Nachweisgrenze der Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung liegt bei 0,2-0,5 pg pro
Spur, d. h. von komplexen Proteingemischen mussen einige hundert ug pro Gel
aufgetragen werden. Die Farbeintensitat korreliert mit der Proteinmenge. Die Gele
wurden nach Beendigung der zweiten Dimension entnommen, mindestens eine
Stunde in Fixierldsung geschwenkt und so von Uberschissigen lonen und SDS
befreit. Durch Uberfiihren in die Coomassielésung (Farbedauer ca. eine Stunde)
wurden die Proteine angefarbt. Das Entfarben des Hintergrundes erfolgte durch

Schwenken der Gele in Fixierlosung fur einige Stunden.

2.4.4.2 Silberfarbung nach Blum et al. (22)

Die Silberfarbung ist zum Nachweis von Proteinen 10-100 mal sensitiver als die

Coomassie-Farbung, die Nachweisgrenze eines Spots liegt bei 10-100 ng. Von
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Nachteil ist, dass die Farbeintensitat hierbei nicht mit der Proteinmenge korreliert
und zudem kleine Anderungen der Temperatur oder Entwicklungsdauer zu
unterschiedlichen Farbeergebnissen flihren, was die Reproduzierbarkeit
erschwert. Zunachst wurden die Gele wie in der Coomassie-Farbung mindestens
eine Stunde lang in Fixierlésung inkubiert. Danach wurden sie mit folgenden

Loésungen und unten angegebenen Arbeitsschritten gefarbt.

Tab. 16: Vorgehen bei der Silberfarbung

Arbeitsschritt Reagenz Dauer
Wachschritt 30%(v/v) Ethanol 3 x 20 min
Thiosulfatschritt Thiosulfatlésung 1 min
Waschschritt H>04 3 x 20 sek
Farbeschritt Silbernitratlésung 20 min
Waschschritt H,Oq4 2 x 20 sek
Entwicklerschritt Entwicklerlésung 5 min
Waschschritt H>O4 2 x 1 min
Stopschritt Stoplésung 5 min
Waschschritt H>04 30 min
2.4.4.3 Autoradiographie

Pro Gel wurde eine Probenmenge aufgetragen, die eine Aktivitat von ca. 1x10%min
aufwies. Nach dem Lauf wurden die Gele von 35S-Methionin-Cystein-markierten
Proben fur mindestens eine Stunde in einer Losung mit 10% Essigsaure und 1%
Glycerin inkubiert, um sie wahrend des anschlieRenden Trockenvorgangs
reiRfester zu machen. Danach wurden die Gele auf ein gut angefeuchtetes
Blotpapier in einen Geltrockner (Gel Drying System Modell 583, Biorad) gelegt und
unter Vakuum bei 74°C eine Stunde lang getrocknet. Die getrockneten Gele
wurden aus dem Blotpapier ausgeschnitten und in eine Prospekthulle so
eingeschweilt, dass auf einer Seite noch der Film (BioMax Mr Film) eingeschoben
werden konnte. Der Film in der so befullten Prospekthllle wurde in einer
Expositionskassette 3-4 Tage lang belichtet. Die Schwarzung des Films entstand
durch die B-Strahlung der neu synthetisierten Proteine, in die %3-Methionin oder

—Cystein eingebaut worden war.
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2.4.5 Western Blot und Immunodetektion

Unter “Western Blotting” versteht man den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter
Proteine aus dem Elektrophoresegel auf eine immobilisierende Matrix. Die von
Towbin et al. (145) entwickelte Methode ermdglicht die Kombination
hochauflésender Elektrophoreseverfahren mit Immunoassays und somit den
spezifischen Nachweis von Proteinen mittels AntikOrperbindungs- und
farbereaktion.

In dieser Arbeit wurde der Proteintransfer leicht modifiziert nach Kyhse-Andersen et
al. (81) im horizontalen Semi-dry Verfahren durchgefihrt. Vorteilhaft ist hierbei der
im Vergleich zum Puffertank-Blot geringere Pufferverbrauch, die kurzere

Transferdauer und geringere Warmeentwicklung.

2.4.5.1 Proteintransfer

In die Blotkammer (Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell, BioRad) wurden auf die
Anodenplatte zunachst 6 in Anodenpuffer 1, darauf 3 in Anodenpuffer 2 getrankte
Whatman-Papiere gelegt, gefolgt von der Polyvinylidenfluorid (PVDF, Immobilon P)
Membran, die zuvor kurz in Methanol geschwenkt wurde. Das mit Kathodenpuffer
angefeuchtete Gel wurde blasenfrei aufgelegt und mit 9 in Kathodenpuffer
getrankten Blotpapieren bedeckt. Nach jedem Schritt (auRer direkt auf dem Gel)
wurde mit einem Tapetenroller sichergestellt, dass sich keine Blasen zwischen
den Schichten befanden. Der Deckel (Kathode) wurde dicht verschlossen und der
Proteintransfer mit 0,8 mA/cm? (150-200 mA bei 2D-Gelen der hier verwendeten
Grofke) begonnen. Nach 1,5 h wurden die Markerproteine mit Ponceau-S-Ldésung
angefarbt und mit Bleistift angezeichnet. Die Membranen wurden mit H,O4 entfarbt
und 1 Stunde bei 37°C in Waschpuffer mit 1% Milchpulver blockiert, um
unspezifische Bindungen der Antikérper zu verhindern. Nach dem Trocknen

wurden die Membranen bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

2.4.5.2 Immunodetektion

Als Primarantikérper wurden (nach Standardprotokollen hergestellte) monoklonale
sowie polyklonale Antikdrper von Mausen verwendet, die zuvor mit hitzegetoteten B.
henselae Marseille immunisiert worden waren (nicht Bestandteil dieser Arbeit). Als
Sekundarantikorper wurden kommerziell erhaltliche Antikorper aus dem

Kaninchen, die gegen den Fc-Teil der Mauseantikorper gerichtet und mit
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Meerrettichperoxidase gekoppelt sind, benutzt. Fir das Sichtbarmachen der
gebundenen Antikorper wurden zwei verschiedene Systeme benutzt: (i) die direkte
Farbreaktion durch Diaminobenzidin und (ii) die Chemilumineszenzkopplung
(ECL-Kit von amersham-pharmacia) des Sekundarantikorpers mit anschlieRender
Belichtung eines Kodak Biomax-Films. Die Chemilumineszenz hat den Vorteil,
dass die ,Farbung® nicht irreversibel ist, sondern die Belichtung des Films
mehrfach durchgefihrt werden kann, solange die Membran feucht gehalten wird

und frisches ECL-Reagenz zugegeben wird.

Tab. 17: Immunodetektion von B. henselae-Proteinen mittels monoklonaler Antikdrper

Arbeitsschritte und Lésungen Dauer

Inkubation mit Primarantikorper: Uber Nacht bei 4°C, unter Schitteln
Konzentration 1:1 bis 1:1000 in WPT

Waschen in WPT 4x

Konjugation mit dem Sekundarantikérper: 2 h bei Raumtemperatur, unter Schitteln

Konzentration 1:1000 in WPT

(i) Farbereaktion mit Diaminobenzidin:

bi Farb hl
Inkubation in Substratlésung 'S zum Farbumschiag

1 min
Stoppen mit Schwefelsaurelésung, Waschen
in H,O und Trocknen
(i) Chemilumineszenz:

2 min

Inkubation in 1:1 Mischung von ECL-A- und
ECL-B-Ldsung (ECL-Kit, amersham-
pharmacia)

Blot in Frischhaltefolie dicht einpacken, zur
Belichtung auf einen BioMax-Film legen und

entwickeln

2.4.6 Pulse trace: radioaktive Markierung von Proteinen

Konfluente HUVEC-Zellen in 260 ml-Zellkulturflaschen (ca. 5x10° Zellen) wurden
mit einer MOI von 300 mit B. henselae infiziert (siehe 2.3.3). Nach 18 h wurde der
Uberstand abgenommen und 10 ml Methionin/Cystein-freies Medium (+10%
dialysiertes FCS) auf die Zellen gegeben. Dadurch wurden die intrazellularen
Methionin- und Cysteinspeicher geleert (,starving“), damit der Einbau des
radioaktiven Methionin/Cysteins moglichst effektiv erfolgt. Nach 30 min Inkubation

wurde Cycloheximid (CHX), das die eukaryote Proteinbiosynthese unterdrickt, in
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einer Konzentration von 200 pg/ml zugegeben. CHX bindet selektiv an 80S
Ribosomen von Eukaryoten. Die Einwirkzeit fur CHX betrug ebenfalls 30 Minuten.
Im nachsten Schritt wurde nun das mit radioaktivem Schwefel (%S)-markierte
Methionin und Cystein mit einer Aktivitat von 1,2 mCi pro Flasche zugegeben. Fur
den Einbau der markierten Aminosauren wurden die Flaschen 3 h im Brutschrank
(37°C, 5% CO,) inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen
einmal mit RPMI 1640-Medium gewaschen. Zur Zelllyse wurden pro Flasche 3 ml
Triton-X-100 (0,1% in PBS) zugegeben und die Flaschen fur 3 min auf Eis inkubiert.
Dann wurde das Lysat mithilfe einer Spritze und einer langen Kanlle kraftig
resuspendiert und zur Ldsung aller Zellen mit Druck gegen die Seite der
Zellkulturflasche gespritzt, an der die Zellen adharent waren. Das Lysat wurde in
Eppendorf Reaktionsgefalle Uberfuhrt und 15 min bei 4°C und 5.000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets mit je 1 ml Niedrig-Salz-Puffer
resuspendiert. 50 yl davon wurden zur seriellen Keimzahlverdinnung entnommen,
der Rest nochmals wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstands wurden die Pellets auf Trockeneis schockgefroren und bei -80°C

gelagert. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte wie unter 2.4.2.2 beschrieben.

2.4.7 ldentifizierung von Proteinen

2.4.7 1 Bildauswertung

Es wurden folgende Softwareprogramme zur Auswertung und Bildverarbeitung der
mit dem Scanner (GS-710, Biorad) eingescannten Bilder verwendet:

* Adobe Photoshop 7.0

* Microsoft Powerpoint

* PDQuest 6.1

2.4.7.2 Tryptischer Verdau von Proteinen

Die Proteine wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen (Eppendorf) aus den
Gelen ausgestochen und nach der von J. Rosenfeld et al. (120) beschriebenen
Methode direkt aus dem Gel tryptisch verdaut (Kooperation mit der Firma Toplab,
Martinsried). Trypsin spaltet Peptidbindungen C-terminal von Arginin und Lysin.
Durch diese zwei Schnittmoglichkeiten erhalt man kleinere Peptidfragmente, bei

denen die Chance, sie komplett sequenzieren zu kdnnen, gréfer ist.
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2.4.7.3 Massenspektroskopie mithilfe von MALDI-TOF

Mit der MALDI-Technik (,matrix-assisted laser desorption ionisation) konnen
Proteinmengen im femtomolaren Bereich untersucht werden. Nach tryptischem
Verdau eines Proteins erhalt man eine Reihe von Peptidfragmenten
unterschiedlicher Masse. Die Gesamtheit der Massen ist spezifisch fur jedes
Protein und wird auch als ,peptide mass fingerprint“ des Proteins bezeichnet, der
mit den Fingerabdricken von theoretisch verdauten Proteinen aus Datenbanken
verglichen werden kann. Dazu wird die Peptidlosung mit einer UV-absorbierenden
Matrix gemischt und zusammen mit dieser auskristallisiert. Bei der MALDI werden
die Peptidfragmente mittels kurzer Laserimpulse in einzeln geladene lonen
umgewandelt (69) und daraufhin in einem elektrischen Feld beschleunigt. Als
Detektor ist ein TOF (,time of flight)-Massenanalysator angeschlossen, der aus
der Flugzeit der lonen das Verhaltnis aus Masse zu Ladung (m/z) berechnet (70)

(Kooperation mit der Fa. Toplab, Martinsried).

2.4.7.4 Chromatographie (RP-HPLC)
Die RP-HPLC (reversed phase high performance liquid chromatography) dient zur

Separation von Peptiden aus einem Peptidgemisch. Dabei erfolgt die Trennung
nach der Hydrophobizitat der Peptidfragmente.

Zunachst wird der Trypsin-Verdau mit einem polaren Ldsemittel (Laufmittel A
0,08% Trifluoracetacetat (TFA) in Wasser) Uber eine Saule gegeben, an deren
Kohlenwasserstoffketten die Peptide durch hydrophobe Wechselwirkungen
binden. Eluiert wird mit einem organischen Ldsungsmittel (Laufmittel B: 0,05%
TFA in 80% Acetonitril), dessen Konzentration kontinuierlich gesteigert wird. Je
hydrophober ein Protein, desto langer bleibt es auf der Saule gebunden und desto
spater wird es ausgewaschen. Die einzelnen Peptide werden photometrisch (bei
206 nm) anhand der Peptidbindungen detektiert und kénnen so getrennt

aufgefangen werden (Kooperation mit der Fa. Toplab, Martinsried).

2.4.7.5 Analyse von Aminosauresequenzen nach Edman-Abbau

Bei diesem Verfahren kann die Aminosauresequenz eines Peptids oder Proteins
bestimmt werden. N-terminal wird eine Aminosaure nach der anderen
abgespalten und chromatographisch identifiziert (142). Prinzipiell besteht die

Moglichkeit, das gesamte Protein dieser Prozedur zu unterziehen oder
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verschiedene Peptidfragmente nach enzymatischem Verdau zu sequenzieren. Die
Sequenzierung vieler Proteine ist aber N-terminal blockiert, sei es durch
Acetylierung oder Formylierung oder auch durch nicht-polymerisiertes Acrylamid
aus dem Elektrophoresegel (52), so dass sie dieser Methode nicht zuganglich
sind. Das Sequenzieren von Peptiden aus der Mitte des Proteins ist zwar durch
Verluste aufgrund von zusatzlichen Arbeitsschritten weniger sensitiv und liefert
keine Information Uber die Lage des Peptids im Protein, dafir wird das Problem
der N-terminalen Blockierung umgangen und mehrere Peptide kdnnen aus einem
Protein sequenziert werden (2). Dadurch ist die Chance, Homologien in den

Datenbanken zu finden, erhdht (Kooperation mit der Fa. Toplab, Martinsried).

2.4.7.6 Datenbanksuche

Ende der 80er Jahre wurden die ersten Proteindatenbanken auf der Basis von 2D-
Gelanalysen angelegt (29). Seitdem ist ein explosives Wachstum sowohl der
Protein- als auch der Gendatenbanken zu verzeichnen. Dadurch wurde und wird
die Grundlage flr immer schnellere und spezifischere Identifizierung von Proteinen
aus Proteomanalysen geschaffen. Sowohl die erhaltenen Massenspektren, als
auch die Genom- und Aminosauresequenzen dienten als Grundlage fir
Datenbanksuchen, um Homologien zu Proteinen von B. henselae und anderer
Organismen zu finden. Es wurden verschiedene Suchmaschinen (Swiss Institute
of Bioinformatics, NCBI, European Bioinformatics Institute, EMBL u. a.) benutzt, die
im Internet frei zuganglich sind und auf verschiedene Datenbanken zugreifen
konnen (SwissProt, EMBL Data Library, Trembl, NCBI, SWALL u. a.). Fur die Daten
der Massenspektrometrie stehen hierbei Suchmaschinen zur Verfigung, die die
Peptidmassen-Fingerabdricke mit Fingerabdricken von theoretisch verdauten
Proteinen aus Datenbanken vergleichen.

Fur Genom- und Aminosauresequenzen wurden andere Suchmaschinen, sog.
BLASTs (6) benutzt. Innerhalb dieser Suchmaschinen werden unterschiedliche
Suchmodi angeboten, mit deren Hilfe man Nukleotidsequenzen gegen Genbanken
(blastn), Peptidsequenzen gegen Proteinbanken (blastp), translatierte
Nukleotidsequenzen gegen Proteinbanken (blastx) oder Peptidsequenzen gegen
translatierte Genbanken (tblastn) vergleichen lassen kann. All diese Suchmodi

wurden mit den erhaltenen Aminosaure- und Genomsequenzen sowie mit den
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Massenspektren in verschiedenen Suchmaschinen und Datenbanken
durchgefuhrt.

2.5 Molekularbiologische Methoden: Reverse Genetics

2.5.1 Konstruktion der Primer

In dieser Arbeit wurden Primer aufgrund von Aminosauresequenzen konstruiert
(,Reverse Genetics®). Ziel war dabei die Identifikation von Proteinen, die durch ihre
Aminosauresequenz alleine nicht zu identifizieren waren. Nachdem die
Gendatenbanken weit umfangreicher sind als die Proteindatenbanken, ergibt sich
die Chance, auf diesem Wege ein unbekanntes Protein auf genomischer Ebene
Uber translatierte Sequenzen zu identifizieren.

Da der genetische Code degeneriert ist und mehrere Basentriplets fur eine
Aminosaure codieren kdénnen, wurde zunadchst mithilfe des im Internet frei
zuganglichen GCG-Programmes (41) eine Tabelle zum bevorzugten Gebrauch
bestimmter Triplets bei B. henselae erstellt. Um die Chance erfolgreicher Bindung
zu erhohen, wurden die Primer trotzdem so konstruiert, dass bei Aminosauren mit
mehreren madglichen Codons alle bericksichtigt wurden und in dem
Primergemisch vorhanden waren (,wobbles®). Demzufolge war auch die
Anlagerungstemperatur der Primer nicht genau zu berechnen, da der GC- und AT-
Gehalt je nach individueller Primerzusammensetzung schwankte: Fur die Basen A
und T werden je 2°C, fur C und G je 4°C und fir die variablen “Wobbles” (Basen,
die in der Peptidsequenzierung nicht exakt bestimmbar sind) naherungsweise je

2°C addiert, um eine ungefahre Anlagerungstemperatur zu bestimmen.

2.5.2 Isolierung genomischer DNA

5 mit B. henselae bewachsene Columbia-Agar-Platten wurden nach 5 Tagen
Inkubation in PBS abgeerntet und pelletiert (4.000 g, 5 min). Die genomische DNA

wurde mit dem QIAGEN tissue kit nach Anweisungen des Herstellers extrahiert.
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2.5.3 Amplifikation durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Es wurden mehrere Ansatze und PCR-Zyklusprotokolle getestet. Bei folgender

Vorgehensweise konnten am spezifischsten Primer-Template-Bindungen erzeugt

werden:

50 pl-Ansatz: 10 pl jedes Primers (4,5 pmol/pl)
5 ul Puffer (10x-Puffer Perkin Elmer GenAmp)
5 pul dNTPs

0,5 pl Tag-DNA-Polymerase (Ampli-Taq Gold™, Perkin Elmer)
5 pl genomische DNA (ca. 70 ng/pl)
14,5 ul A. bidest., steril

Tab. 18: Zyklusprotokoll der Touch-down-PCR (* siehe unten)

Schmelzen Touch-down Zyklen (15x) Konstante Zyklen (20x) Ende
10 min 30s 30s 90s 30s 30s 90s 72°C 4°C
94°C 94°C 55°C* 72°C 94°C 50°C 72°C 15 min

Die so genannte Touch-down-PCR (42) fuhrt auch dann zum Erfolg, wenn, wie
hier, die Anlagerungstemperatur des Primers nicht genau vorausgesagt werden
kann, bzw. wenn der Grad der Ubereinstimmung von Primer und Template nicht
bekannt ist (122).

Hierbei wird in 15-20 Zyklen (*) die Anlagerungstemperatur kontinuierlich um 1°C
pro Zyklus verringert (in oben genanntem Protokoll bis 41 °C). Begonnen wird
dieser Prozess bei einem Wert, der Uber der geschatzten tatsachlichen
Anlagerungstemperatur liegt. Man geht davon aus, dass die erste Primer-
Template-Bindung dabei an der gewlnschten Stelle auftritt, da diese am starksten
komplementar sein muss. Unspezifische Produkte, die bei niedrigeren
Temperaturen entstehen, werden somit erst spater amplifiziert und sind
mengenmalig unterlegen. In den folgenden 20 Zyklen mit einer
Anlagerungstemperatur, die sicher unterhalb oder bei der idealen
Anlagerungstemperatur des gewlnschten Produkts liegen, hat das spezifische

Produkt einen kompetitiven Vorsprung und kann nun stark amplifiziert werden.
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2.5.4 Auftrennung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mit 5x-Auftragspuffer vermischt in die Taschen eines
1%igen Agarosegels (1% Agarose in TAE-Puffer) eingebracht. Die Auftrennung
erfolgte fur 1-2 Stunden bei 80 V. Danach wurden die Gele fur 15 Minuten in das
Ethidiumbromidbad eingelegt und die PCR-Fragmente unter einer UV-Lampe

sichtbar gemacht.

2.5.5 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden nach Kontrolle im Agarosegel direkt aus dem PCR-
Ansatz eluiert (QUIAquick PCR Purification Kit; Protokoll nach Angaben des
Herstellers), und mit den entsprechenden Primern sequenziert (Firma MWG-
Biotech AG, Ebersberg). Mithilfe des Softwareprogramms DNAMAN (Lynnon
Biosoft, Quebec, Kanada), wurden die erhaltenen Sequenzen in den drei
verschiedenen Leserastern in Aminosauresequenzen translatiert und, wie unter

2.4.7.6 beschrieben, der Datenbanksuche zugefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer reproduzierbaren Proteomik fiir B. henselae

Als Grundlage fur alle Forschungsvorhaben der Proteomik ist es unverzichtbar,
dass das Proteom des zu untersuchenden Organismus reproduzierbar in gleichen
zweidimensionalen Mustern dargestellt werden kann. Von grof3er Bedeutung ist
dabei die Praparation der Proteine, bei der die Zellen aufgeschlossen, die Proteine
in Losung gebracht und alle nicht-kovalenten Bindungen aufgebrochen werden, so
dass die Proteine als einzelne Polypeptide vorliegen. Aufgrund der
unterschiedlichen Eigenschaften verschiedener Zelltypen existiert kein universell
anwendbares Protokoll zur Proteinherstellung (A. Gorg: www.weihenstephan.de/
bim/deg/2D-Manual.pdf).

Nachdem bislang noch keine publizierten Daten zur Proteomik von B. henselae
existieren, wurde in dieser Arbeit ein fur B. henselae geeignetes Protokoll zur
Proteinpraparation und —auftrennung etabliert: Zunachst wurden die bakteriellen
Pellets mit der SDS-THC-Methode prapariert (siehe 2.4.1.1.1). Es zeigten sich
nach zweidimensionaler Auftrennung der Proteine Muster, die auf der sauren und

der basischen Seite der Streifen nicht ausreichend fokussiert waren:

e

Abb. 4: Auftrennung von 300 ug B. henselae-Gesamtzelllysat nach Praparation mit der SDS-THC-
Methode (pH 3-10, Silberfarbung).
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Als Grund fur die mangelhafte Auftrennung im sauren und basischen Bereich
wurde angenommen, dass auf der sauren Seite in der Probe befindliche
Nukleinsauren die Poren des Gelstreifens der ersten Dimension verstopft hatten.
Auf der basischen Seite wurde eine zu hohe Salzkonzentration der Probe fur die
schlechte Fokussierung verantwortlich gemacht. Daher wurden ein zweiter
Waschschritt mit dem Niedrigsalzpuffer und eine halbstindige Zentrifugation
(100.000 g, 4°C) zur Entfernung der Nukleinsauren eingefihrt. Dies fuhrte zu einer
deutlichen Verbesserung der Fokussierung vor allem im sauren Bereich, aber

immer noch zu keinem akzeptablen Ergebnis, wie in der folgenden Abbildung zu

sehen ist.

Abb. 5: Auftrennung von 300 ug B. henselae-Gesamtzelllysat nach Praparation mit der SDS-THC-
Methode und Waschen in Niedrigsalzpuffer sowie Ultrazentrifugation (pH 3-10, Silberfarbung).

Es wurden folglich zwei andere Methoden zur Proteinpraparation in den Vergleich
mit aufgenommen: die Lyse mit THC-Puffer alleine und die Praparation mit der
French pressure cell, jeweils mit dem halbstiindigen Zentrifugationsschritt in der
Ultrazentrifuge (100.000 g).

Der Aufschluss mit THC alleine und derjenige mit SDS-THC flhrten dabei zu
ahnlichen Mustern, die allerdings noch etwas streifig waren (Abb. 6).

Da die zytosolischen Proteinproben aus den Versuchen mit der French pressure
cell keine scharfere Auftrennung im Vergleich zur Detergenslyse erbrachten (Abb.
7), wurde diese aufwandige Methode nicht weiter verfolgt. Aus der

Membranfraktionierung wurden dennoch Proteine identifiziert (siehe 3.2).
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Abb. 6: Links: SDS-THC-Praparation. Rechts: THC-Praparation, je mit Ultrazentrifugation (je 100
Mg Gesamtzelllysat, pH 3-10, Silberfarbung).

Abb. 7: 100 ug Gesamtzelllysat nach Proteinpraparation mit French pressure cell, zytosolische
Proteinfraktion (pH 3-10, Silberfarbung).

Eine weitere Verbesserung konnte dadurch erzielt werden, dass zusatzlich zu den
schon beschriebenen Protokollpunkten der Anteil des THC-Puffers am
Rehydrierungsvolumen des Streifens verkleinert wurde: Statt das in THC
solubilisierte Probenvolumen, das die bendtigte Proteinmenge enthielt, wiederum
mit THC zum Rehydrierungsvolumen (450 ul) aufzufiillen, wurde fur das Auffillen
nun HC-Puffer verwendet (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Auftrennung B. henselae-Gesamtzelllysat (760 pg); Praparation mit SDS-THC,
Verdinnung mit HC-Puffer (pH 3-10, Silberfarbung).

Schlussendlich konnten die am besten reproduzierbaren Muster mit der unter
2.4.1.1.2 beschriebenen Methode erzielt werden: die Ultrazentrifugation wurde auf
eine Stunde verlangert, der Aufschluss erfolgte mit THC alleine (Abb. 9). SDS-THC

zeigte keine bessere Auftrennung (Abb. 8).

Abb. 9: Mit der hier entwickelten und unter 2.4.1.1.2 beschriebenen Methode prapariertes
Gesamtzelllysat von B. henselae (1700 ug, Coomassie-Farbung, pH 3-10).



3. Ergebnisse 45

3.2 Erstellen einer Proteinkarte von B. henselae

Nach Etablierung der reproduzierbaren Methodik war das nachste Ziel das
Erstellen einer zweidimensionalen Proteinkarte von B. henselae.

Das ldentifizieren von so genannten Landmarkenproteinen dient im Wesentlichen
der besseren Orientierung auf dem Proteinmuster. Da die Gele selbst unter
exakter Einhaltung der Protokollbedingungen nie genau gleich laufen und somit
die Proteinmuster identischer Proben nicht ganz deckungsgleich aufgetrennt
werden, ist es notig, einige Orientierungspunkte zu definieren, an denen man die
Zuordnung der ubrigen Proteine abgleichen kann. Dies ist insbesondere dann
essentiell, wenn Proteome aus verschiedenen Bedingungen miteinander
verglichen werden sollen und dabei neue Proteine erscheinen, die zuvor noch nicht
gefunden wurden.

Es wurden daher aus der Vielzahl der unbekannten Proteine des B. henselae-
Proteoms einige Proteine ausgewahlt, die (i) moglichst gut Uber das gesamte
Muster verteilt sind, (ii) unter allen getesteten Bedingungen auftauchen und (iii)
aufgrund ihrer GroRe oder Lokalisation in jedem Gel leicht wiederzufinden waren.
Diese Proteine wurden, wie unter 2.4.7 beschrieben, ausgestochen und

identifiziert.
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Abb. 10: Proteomkarte von auf Agarplatten kultivierten B. henselae, “Ruheproteom”.
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Tab. 19: Massen- und Sequenzinformationen der analysierten Spots.

46

Spot [ kDa / pl |kDa/pl | MALDI-TOF Edman-Sequenz Sequenz- | Homologes Protein,
experi- |theore- Massen- homo- NCBI access number
mentell |tisch homologie (%) logie

1 10,5/ 4,8 Keine Datenbank- | keine Sequenzen Funktion unbekannt

Ubereinstimmung | erhalten

2 10,2 //10,4/ 5,4 | Keine Datenbank- | (E)KPQE(G)EV(LIV)A, 100% 10 kD-Chaperonin = GroEs
5,6 Ubereinstimmung | (A)NI(K)F (Brucella abortus), P25968

7 13,5 / Keine Datenbank- | YAGAQYIWWK, Funktion unbekannt
4.7 Ubereinstimmung | NNEVTLYDLL,

NNEVTLYSLT

20 18,0 /128,11 5,0 | Keine Datenbank- | DKEQPIWIR 100% Pyruvat-Formatlyase

5,3 Ubereinstimmung aktivierendes Enzym
(Listeria monocytogenes),
T46708

24 28,5 /129,9 / 5,4 | Keine Datenbank- | VAGGVSYAQVQAVSST [100% Phagenprotein Pap 31
5,3 Ubereinstimmung | K (B. henselae), AF001274

26 31,0 / Keine Datenbank- | NQQEVEGNHLTFSHTLK, Funktion unbekannt
6,3 Ubereinstimmung | LL?HLSEVSKP?V

27 33,0 /|33,6/5,3|6/50 (12%) DTYVGVPVVIGAGGVER |88% Malatdehydrogenase
6,2 (Rhizobium leguminosarum

bv. viciae), 033525

28 33,0 / Keine Datenbank- | DNVLQQLYFK Funktion unbekannt
6,1 Ubereinstimmung

30 34,0 / Massen stimmen Funktion unbekannt
5,9 mit Spot 28

Uberein

35 41,0 /141,51 7,0 | Keine Datenbank- | IGIVPASDTGAVEM, 86%, Phosphoserin-

52 Ubereinstimmung | VLGGEAAHGMLILSPR, |94% Aminotransferase
RPGWTEVLK (Methanosarcina barkeri),
P52878

37 48,0 //35,9/ 4,8 |Keine Datenbank- |[V(S)G(G)LLEEF(G)ITR, [70% Pyruvatdehydrogenase
4,9 Ubereinstimmung | [TIRP(M)(D)](L)P 66% (Rickettsia prow.), P10515

36 42,0 /38,3 /4,9 |17 / 50 (34%) EF-Tu, Elongationsfaktor
5,2 (B. henselae), AF299079

38 59,0 /|57,6/5,1|61/102 (59%) Hsp60 (B. henselae),

5,2 u78514

39 69,0 //67,8/4,8|11/69 (15%) [[QASGGLSDADIEK] 100% DnaK (Brucella ovis),
5,0 P25968

82 28,0 /|29,9/5,4(10/43 (23%) Pap31 (siehe Spot 24)
5,34

91 30,0 /]29,9/5,4|29/46 (63% Ho- Pap31 (siehe Spot 24)
42 mologie zu Spot

24)

92 29,5 /129,9/5,4 15/ 46 (33% Ho- Pap31 (siehe Spot 24)

4.4 mologie zu Spot
24)

93 29,0 /|29,9/5,4 32/ 46 (69% Ho- Pap31 (siehe Spot 24)

4,6 mologie zu Spot

24)

Aus Proben von mittels French pressure cell hergestellten Membranfraktionen

wurden ebenfalls Proteine ausgestochen und identifiziert.

Bei allen vier

analysierten Spots (82, 91, 92 und 93) handelte es sich um das Phagenprotein
Pap31 (siehe Abb. 11).
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Abb. 11: Membranfraktion von mit French pressure cell prapariertem B. henselae-Ruheproteom
(300 pg, pH 3-10, Coomassie-Farbung). Spots 82, 91, 92 und 93 zeigten hohe Massenhomologie
zu Pap31 und sind héchstwahrscheinlich Modifikationen des gleichen Proteins.

3.3 Ildentifizierung der Spezifitat monoklonaler Antikorper gegen
B. henselae mittels 2D-Western Blot

Murine monoklonale Antikorper wurden nach Immunisierung von Mausen mit
hitzegetoteten B. henselae generiert (V. Kempf, nicht veroffentlicht). Die Hybridome
(fusioniert aus murinen Milzzellen und AG-8 Myelomzellen) wurden benutzt, um
antikdrperhaltige Uberstande zu produzieren. Diese Uberstande wurden wie folgt

eingesetzt.

3.3.1 Testung monoklonaler Antikorper in 1-dimensionalen Western-
Blots
Zunachst wurde die Spezifitat der Antikorper in 1D-Western Blots getestet. Es

konnten fir Antikérper von 7 verschiedenen Hybridomazelllinien spezifische

Bindungen an B. henselae-Proteine gezeigt werden:
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Abb. 12: 1D-Western-Blots von Gesamtzelllysaten von B. henselae, inkubiert mit den Antikérpern
VKS 18, VKS 29, VKS14, VKS 3, VK2C10, VKS8, VK1B3 und polyklonalem Maus-anti-B.
henselae-Serum.

Tab. 20: Grolke der Proteine, gegen die die monoklonalen Antikdrper gerichtet sind.

Antikérper g;?il;ee:se(skm
VKS18 9
VKS29 27 und 30
VKS 14 27 und 30
VKS3 30
VK2C10 35
VKS8 60
VK1B3 70

3.3.2 Testung monoklonaler Antikorper in 2-dimensionalen Western-
Blots

In Western Blots von zweidimensionalen Gelen kann zusatzlich zur GroRe des
Bindungspartners auch dessen isoelektrischer Punkt bestimmt werden. Da in 1D-
Gelen haufig mehrere Proteine in einer Bande zu liegen kommen, ist durch die
verbesserte Auftrennung bei der 2D-Elektrophorese eine schnelle und spezifische
Charakterisierung von Antikérperspezifitat moglich. Uber die genaue Bestimmung
der Koordinaten des Bindeproteins im 2D-Blot kann dieses Protein in einem
vergleichbaren Coomassie-gefarbten Gel gefunden und analysiert werden. Auf

diese Weise konnten flr vier der sieben beschriebenen Antikorper der
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Bindungspartner im 2D-Gel bestimmt werden. Drei dieser Bindungsproteine
wurden nach Vergleichen mit der Proteinkarte identifiziert. Somit konnte einerseits
die Spezifitat der Antikdrper bestimmt werden. Andererseits wurden drei (in der

Maus) immunogen wirkende Proteine von B. henselae entdeckt.

Tab. 21: Analyse der Spezifitdt der monoklonalen Antikérper, bestimmt in 2D-Western Blots.

Antikorper|Anzahl und Spezifitat
GroRe der Antigene

VKS29 mehrere, 25 bis 35 kD|Pap31 (Phagenprotein)

Spots 30 und 28 (bisher keine

VK2C10 zwei, 35 kD Datenbanktreffer)

VKS8 60 kD Hsp60 (Hitzestressprotein)

VK1B3 70 kD DnaK (Hitzestressprotein)

pH 3 10
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Abb. 13: Groles Bild: Zweidimensionaler Western-Blot von B. henselae—Gesamtzelllysat,
entwickelt mit polyklonalem Mauseserum (Verdinnung 1:200). Kleine Bilder: Ausschnitte aus
zweidimensionalen Blots von B. henselae—Gesamtizelllysaten, die mit den darunter angegebenen
monoklonalen Mausantikorpern entwickelt wurden (Verdiinnung jeweils 1:1.000).

Der Grund dafir, dass die Antikérper VKS3 und VKS18 im zweidimensionalen Blot

nicht binden, liegt wahrscheinlich in der unterschiedlichen Proteinaufarbeitung
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begrindet, da fur die eindimensionalen Gele ein wesentlich einfacheres Verfahren
(Lyse mit SDS-Puffer, siehe 2.4.1.1.3) zur Proteinpraparation benutzt wurde, bei
dem eventuell mehr Proteine strukturell erhalten bleiben, als bei der Praparation
fur zweidimensionale Gele. Fur letztere ist aufgrund der grolReren Storanfalligkeit
der zweidimensionalen Auftrennung das oben beschriebene, aufwandigere
Protokoll (siehe 2.4.1.1.2) zur Probenherstellung notwendig.

Der Antikérper VKS14 zeigte im eindimensionalen Blot exakt das gleiche
Bindungsmuster mit Doppelbande wie VKS29 und wurde daher im
zweidimensionalen Blot nicht getestet. VKS29 bindet im Blot an eine Reihe von
Proteinspots im Bereich zwischen 25 und 35 kD GroRe, die alle Degradationen
des Phagenproteins Pap31 darstellen (siehe Tabelle 22). Dieser Antikorper ist

also spezifisch fur Pap31.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mit 2D-Western-Blots eine sehr
effiziente und schnelle Methode zur Ermittlung der Spezifitat monoklonaler
AntikOrper zur Verfigung steht. Zudem konnen so auch immunogene Proteine
identifiziert werden: in dieser Arbeit wurden Pap31, Hsp60 und DnaK von B.

henselae als immunogen in der Maus beschrieben.

3.4 Vergleichende Proteomanalysen

Alle hier gezeigten Ergebnisse wurden mindestens dreifach reproduziert.

3.4.1 Vergleich von Wildtyp-B. henselae mit pilinegativen

Spontanmutanten

B. henselae zeigen das Phanomen der Phasenvariation, d.h. nach Passagieren
der Bakterien auf Agarplatten wird die Expression der Pili eingestellt (16). Dieser
Phanotyp ist nach neuen Erkenntnissen wahrscheinlich mit genetischen
Veranderungen assoziiert (82). Die nicht-pilierten Mutanten sind in ihrer
Pathogenitat deutlich eingeschrankt, weil Wirtszelladharenz und -invasion reduziert
sind (16, 73). Daher wurde hier auf Proteomebene zunachst der Unterschied
zwischen Wildtyp-B. henselae und den pilinegativen B. henselae untersucht.

Die Gesamtzelllysate von B. henselae mit und ohne Pili wurden zunachst im

eindimensionalen Gel verglichen. Dabei fielen differentielle Banden bei ca. 43 kD



3. Ergebnisse 51

und bei Uber 220 kD auf, die nur im Proteingemisch der pilierten B. henselae

gefunden werden konnten.

Pili+ Pili-

Sug 10ug  Spg 10ug

X . .-}—220 kD

«—— 120
-— . :;_ - —90
! — ey = —70
H“-—-—-“ w—60
i, ppt—— - i, e —— 50
«— 30
—25

e . A gy g
% —15

Abb. 14: Eindimensionales SDS-Polyacrylamidgel von B. henselae-Gesamtzelllysaten von Wildtyp-
und pilinegativen B. henselae. Pfeile: Differentielle Banden bei ca. 43 kD und bei 220 kD.
Aufgetragene Proteinmengen in pyg-Angaben.

In den daraufhin angefertigten zweidimensionalen Gelen fand sich ebenfalls ein
differentielles Protein bei 41 kD, das grolRere 220 kD-Protein kam nicht zur
Darstellung. Mogliche Erklarungen hierfur sind, dass (i) sich das hier verwendete
Gelsystem nach Schagger und von Jagow besser zur Auftrennung
niedermolekularer Proteine eignet und dass sich (ii) Proteine, die groRer als 160
kD sind, nur schwer von der ersten zur zweiten Dimension der Elektrophorese

Uberflihren lassen (A. Gorg, www.weihenstephan.de/blm/deg/2D-Manual.pdf).
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B. henselae Pil-

o "

. henselae Pil*

Abb. 15: Oben: Unterschiedliche Morphologie von Wildtyp- und pilinegativen B. henselae. Unten:
Proteome von Wildtyp- und pilinegativen B. henselae mit einem differentiellen Protein (Spot 35) im
vergroRerten Ausschnitt.

Die Analyse des 41 kD-Proteins ergab in den Peptidsequenzen hohe Homologie
(94%) zur Phosphoserinaminotransferase von Methanosarcina barkeri (siehe
Tabelle 23).

3.4.2 Analyse der Hitzestressantwort von B. henselae mittels 2D-

Gelelektorphorese

Die Reaktion von Organismen auf veranderte, v. a. erhdhte Temperaturen, ist ein
gut untersuchter Regulationsprozess. Um die grundsatzlichen Moglichkeiten von
vergleichenden Regulationsstudien auf Proteomebene von B. henselae zu testen,
wurde hier das Hitzeschockmodell gewanhlt.

Zunachst wurden eindimensionale SDS-Gele vom Gesamtzellprotein bei 37°C
versus bei 44°C kultivierter B. henselae angefertigt. Hierbei zeigte sich, dass eine

Reihe von Proteinen im Hitzeschock verstarkt exprimiert wird. Besonders deutlich
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ist dies bei einer 60 kD groRen Bande zu sehen, bei der es sich

hoéchstwahrscheinlich um Hsp60 handelt.

37°C 44°C

Sug  10pg  Spg 10ug

|

|—— 220 kD
120
—90

1
Rk

: e | —70
F“-‘b_“-_ “—60
_-"_—'- RS — a— —50

—40

30
—25

Abb. 16: Eindimensionales SDS-Polyacrylamidgel von Gesamtzelllysaten aus hitzegestressten
(44°C) und nicht hitzegestressten (37°C) B. henselae, CBB-Farbung. Pfeil: scheinbar
heraufreguliertes 60 kD-Protein. Aufgetragene Proteinmengen in pg-Angaben.

Auch in der zweidimensionalen Darstellung wurden diese beiden Konditionen
verglichen. Aufgrund der begrenzten Zeit dieser Arbeit wurden silbergefarbte Gele,
aber keine coomassiegefarbten Gele hergestellt. Da bei der Silberfarbung die
Farbintensitat nicht linear mit der Proteinmenge in der Bande oder im Spot
korreliert, kann prinzipiell keine definitive quantitative Aussage uber das Ausmalfl
der Herauf- oder Herunterregulation von Proteinen getroffen werden. Nach visueller
Auswertung erscheinen die bekannten Hitzeschockproteine (siehe Proteinkarte,
Abb. 10) Hsp60 und GroEs in der Hitzeschockgruppe starker exprimiert, wahrend

DnaK in beiden Gruppen in etwa gleicher Menge vorhanden zu sein scheint.
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Abb. 17: Zweidimensionales SDS-Polyacrylamidgel von B. henselae—Gesamtzelllysaten aus
hitzegestressten (44°C fir 4h) und nicht hitzegestressten (37°C) B. henselae, Silberfarbung.
Hsp60 und GroEs sind scheinbar heraufreguliert, DnaK scheinbar nicht.

Es konnte also gezeigt werden, dass regulative Unterschiede der
Proteinexpression von B. henselae im Proteomansatz untersucht werden kdnnen,
fur quantitative Analysen waren, wie bereits erwahnt, eine groflere Anzahl von

Vergleichsgelen in Coomassie-Farbung notwendig.

3.4.3 Analyse der Proteinexpression von B. henselae in

Endothelzellkulturen

B. henselae sind fakultativ intrazellulare Erreger (10). Beim Ubergang vom
extrazellularen zum intrazellularen Leben, muss sich das Bakterium an eine neue
Umgebung anpassen. Es ist daher anzunehmen, dass B. henselae bei diesem
Prozess in den verschiedenen Stadien der Infektion gewisse Proteine neu
synthetisiert, um trotz veranderter Umweltbedingungen uberleben zu konnen. Weil
vermutlich Endothelzellen das Habitat von B. henselae darstellen (39), wurde durch
35S-pulse chase-Experimente die Expression von B. henselae-Genen nach
Infektion von Endothelzellen (HUVECSs) untersucht.
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pH 4 T
kD T 2: groEs
24: Pap31
27 Malat-DH
36: EF-Tu
3T7: PyrDH
38: Hsp&0
39: dnak
- 3,
—2 ;
10— e Kontrolle :

Abb. 18: ®*S-markierte Proteine von B. henselae in Kokultur mit HUVEC: Autoradiographie des B.
henselae—Proteoms, das 18 h nach Infektion von Endothelzellen exprimiert wird. Die
angegebenen Proteine konnten durch Vergleich mit der Proteinkarte identifiziert werden (siehe
Kasten oben rechts). Der Kontrollfilm auf der rechten Seite stammt von einer Probe uninfizierter
HUVEC-Zellen.

In dieser Arbeit wurden B. henselae-Proteine 18 h nach Infektion von HUVECs fur
drei Stunden radioaktiv markiert, um das dabei exprimierte Proteom
(,Infektionsproteom®) mit dem von auf Platte kultivierten B. henselae exprimierten
,House-keeping“ Proteom (,Ruheproteom®) zu vergleichen. Es wurden daher
Vergleiche gezogen zwischen zweidimensionalen Referenzgelen des
,Ruheproteoms” und des ,Infektionsproteoms® von B. henselae.

Als Negativkontrolle wurden uninfizierte HUVECs benutzt. Die zellularen
Methionin/Cystein-Speicher wurden durch Inkubation mit Methionin-Cystein-freiem
Medium entleert. Die eukaryote Proteinbiosynthese wurde mit CHX unterdrickt und
schlieBlich wurde *S-markiertes Methionin/Cystein zugesetzt. Die Daten der
Kontrollgruppe belegen, dass die eukaryote Proteinbiosynthese suffizient
unterdrickt und nur die mitochondriale Proteinexpression (die durch CHX nicht
unterdriickt wird) vorhanden war. Wie in der Abbildung erkenntlich, ist diese bei
guter Suppression der zellularen Proteinbiosynthese jedoch zu vernachlassigen.
Folgende Abbildungen und Tabelle zeigen den Vergleich von 29 ausgewahlten

Proteinen im ,House-keeping Proteom® und im ,Infektionsproteom®.
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Abb. 19: Radioaktiv markiertes “Infektions”- (unten) versus “House-keeping” Proteom (oben) in
CBB-Farbung. Von den 29 hier verglichenen Proteinen fehlen in der Infektion finf véllig (durch
weilRe Kreise veranschaulicht; es handelt sich eventuell um weniger wichtige “house-keeping”-
Proteine oder Proteine mit langer Halbwertszeit und niedriger Syntheserate), 3 sind nach visueller
Auswertung scheinbar heraufreguliert (schwarze Ziffern; v. a. Protein 26), 8 Proteine sind
scheinbar herunterreguliert (hellblaue Ziffern). Die restlichen Proteine sind in beiden Gruppen
etwa gleich stark exprimiert.
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Tab. 24: Vergleich von ausgewahlten Proteinen des Infektions- und “House-keeping” Proteoms.

Protein-Nr. : | Funktion des Proteins “Infektionsproteom” verglichen
mit “Ruheproteom”

1 Funktion unbekannt fehit
2 GroES (Hitzeschock) ~*
6 keine Sequenz fehlt
7 Funktion unbekannt fehit
8 keine Sequenz fehlt
10 keine Sequenz fehlt
11 keine Sequenz ~
12 keine Sequenz -°
13 keine Sequenz +°
14 keine Sequenz -
15 keine Sequenz +
20 Funktion unbekannt -
21 keine Sequenz -
22 keine Sequenz ~
23 keine Sequenz ~
24 Pap31 (Phagenprotein) -
25 keine Sequenz -
26 Funktion unbekannt +++
27 Malatdehydrogenase )
28 Funktion unbekannt (+)
30 Funktion unbekannt -
31 keine Sequenz -
36 EF-Tu (Elongationsfaktor) ~
37 Pyruvat-Dehydrogenase ~
38 Hsp60 (Hitzeschock) ~
39 DnaK (Hitzeschock) ~
40 keine Sequenz ~
43 keine Sequenz ~
44 keine Sequenz -
45 keine Sequenz ~
55 keine Sequenz ~

a: ~ Expression ungefahr gleich stark wie im Ruheproteom,

b: +: scheinbar starkere Expression wahrend der Infektion als im Ruheproteom

c: - scheinbar schwachere Expression wahrend der Infektion als im Ruheproteom
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Hier wurden nur die Ergebnisse des Vergleichs vom ,Infektionsproteom® zum
,Ruheproteom® dargestellt. Interessant sind natlrlich auch die Proteine, die nur in
der radioaktiv markierten Probe vorhanden sind, also wahrend der Infektion neu
synthetisiert werden. Diese Proteine konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
identifiziert werden, weil die Proteinmengen in den aus Zellkulturen gewonnenen
Proben zu gering waren. Deshalb miUssen diese neu synthetisierten Proteine in

weiterfUhrenden Studien untersucht werden.
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3.5 Reverse Genetik am Beispiel der
Phophoserinaminotransferase von B. henselae

In dieser Arbeit sollte die Moglichkeit der reversen Genetik bei B. henselae
ausgelotet werden. Daher wurde ein Protein ausgewahlt, an dem exemplarisch

das Procedere etabliert wurde.

3.5.1 Konstruktion der Primer

Zunachst wurde eine so genannte Codon-usage-Tabelle mit dem von B. henselae
bevorzugten Gebrauch bestimmter Codons fur die Codierung von Aminosauren
erstellt. Als Grundlage hierfur wurden folgende Proteine aus der NCBI-Datenbank

verwendet (insgesamt 18.700 Basenpaare):

Tab. 25: Der Codon-usage-Tabelle zugrunde liegende Gene/Genprodukte von B. henselae.

Gen/Genprodukt: NCBI accession
number:

Citrat synthase AAG43955
Elongationsfaktor-tu AAG24621
RNA-Polymerase alpha-Untereinheit ~ JAAG00506
17kD Antigen-like Protein AAF26362
\VirB4 AAD48921
\VirB3 AAD48920
\VirB2 AAD48919
RNA-Polymerase beta-Untereinheit AAF87049
VirB11 Homolog AAF00949
VirB10 Homolog AAF00948
VirB9 Homolog AAF00947
VirB8 Homolog AAF00946
VirB6 Homolog AAF00944
Omp43 AAF27661
FtsZ (Zellteilungsprotein) AAD41957
FhaB (Hamagglutinin-Vorlaufer) AAF25587
FhaA (Hamagglutinin-Vorlaufer) AAF25586
GroEL 033963
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Mithilfe des CGC-Programmes (41) konnte erstmals eine Codon-usage-Tabelle

fur B. henselae erstellt werden:

Tab. 26: Codon-usage-Tabelle von B. henselae.

Aminosaure Codon Verwendung [[Aminoséure Codon Verwendung
dieses dieses
Codons (%) Codons (%)
Glycin GGT 41 Asparagin AAT 73
GGA 25 AAC 27
GGC 20 Methionin ATG 100
GGG 14 Isoleucin ATT 63
Glutamin GAA 73 ATC 25
GAG 27 ATA 12
Aspartat GAT 83 Threonin ACA 40
GAC 17 ACC 24
Valin GTT 57 ACG 20
GTG 15 ACT 16
GTC 14 Tryptophan TGG 100
GTA 13 Cystein TGT 65
Alanin GCT 34 TGC 35
GCA 32 Tyrosin TAT 78
GCG 18 TAC 22
GCC 16 Leucin CTT 30
Arginin CGT 46 TTA 26
CGC 24 TTG 18
CGA 9 CTG 10
AGA CTC 10
CGG CTA 5
AGG 5 Phenylalanin TTT 83
Serin TCT 27 TTC 17
TCA 24 Glutamin CAA 75
AGT 17 CAG 25
TCC 12 Histidin CAT 77
AGC 11 CAC 23
TCG 9 Prolin CCA 37
Lysin AAA 73 CCT 35
AAG 27 CcC 18
CCG 10
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Hierauf wurden aus drei Peptidsequenzen aus dem Protein 35 drei Primerpaare
fur das dazugehodrige Gen konstruiert. Dieses Protein wurde gewahlt, weil es
differentiell nur in den Proteomen von Wildtyp-B. henselae, nicht in den
pilinegativen Phasenvarianten vorhanden ist. Zudem schien das Ergebnis der
Datenbanksuche, die auf den Peptidsequenzen allein basiert, schwer erklarbar,
denn es war eine hohe Homologie zu einem Stoffwechselenzym, der
Phosphoserinaminotransferase von Methanosarcina barkeri, zu finden. Da M.
barkeri zu den Archebakterien gehort, also phylogenetisch sehr weit von B.
henselae entfernt ist, wurde diskutiert, dass es sich trotz hoher Homologie der
Peptidfragmente moglicherweise um ein anderes Protein handeln konnte. Die
Primer wurden so gewahlt, dass die Anlagerungstemperaturen aller drei
Primerpaare ungefahr gleich hoch lagen, um eine Amplifikation unter den gleichen

Bedingungen zu ermdoglichen.

Tab. 27: Primer Design fir Spot 35. In der jeweils ersten, fett gedruckten Zeile finden sich die
Aminosauresequenzen, in der zweiten Zeile die Basenfolge der daraus konstruierten 5°-3'-
forward-Primer, in der dritten Zeile die dazu komplementaren 3°-5"-reverse-Primer; N: universelles
Wobble, d.h. jede Base wurde an dieser Stelle verwendet, Y: bindet an A oder G, R: bindet an C
oder T; die Positivkontrollen sind Teilstlicke aus den in der Referenz beschriebenen Primern fir
das virB3-Gen von B. henselae.

Primer- Peptidsequenz und abgeleitete Primer Anlagerungs-
Nummer temperatur
T59 S D T G A Vv E M

1 TCN | GAY [ACN [ CGN [ GCN [ GTN | GAR [ ATG | 60°C

2 CAT | YTC | NAC | NGC | NCG | NGT | RTC | NAG

T31 G G E A A H G M

3 GN | GGN | GAR | GCN | GCN | CAY | GGN | ATG |®61°C

4 CAT | NCC |RTG | NGC | NGC | YTC | NCC | NC

T40 R P G W T E v L

5 CGN |CCN |GGN | TGG | ACN | GAR | GTN | CT 61°C

6 AG | NAC | YTC NGT | CCA | NCC | NGG | NCG
Positivkontrolle (B. henselae, virB3 (131))

VB3F CTA | GAA |GCT | TCC | GCT | CTG | G

VB3R CCG | TGG | CGT | ATG | TAG | GGA | A
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3.5.2 Ergebnis der PCR des Phosphoserinaminotransferase-Gens mit

abgeleiteten Primern

Wie unter 2.5 beschrieben, wurden mit den Primern PCRs an genomischer DNA
von B. henselae durchgefuhrt. Nachdem die Aminosauresequenzen, die der
Primerkonstruktion zugrunde lagen, aus unbekannten Stellen des Proteins
stammen (es wurde nicht vom N-Terminus der Proteine, sondern einzelne Peptide
nach tryptischem Verdau sequenziert), wurden die Primerpaarkombinationen so
permutiert (siehe Bildunterschrift Abb. 20), dass es bei allen moéglichen
Reihenfolgen der Teilstlicke im Protein und im Genom zu sinnvollen Produkten
kommen sollte. Folgende Abbildung zeigt die elektrophoretische Auftrennung der

dabei entstandenen Produkte im Agarosegel:

Abb. 20: Agarosegel, Amplifikation mit revers konstruierten Primern. Grolenmarker: GeneRuler

1kb DNA Ladder; Spur 1: Primer 1 und 4 (siehe Primertabelle); Spur 2: Primer 1 und 6; Spur 3:

Primer 3 und 2; Spur 4: Primer 3 und 6; Spur 5: Primer 5 und 2; Spur 6: Primer 5 und 4, Spur 7:
Vorwarts- und Rilckwartsprimer der Positivkontrolle.

In der 1. und 5. Spur kamen nach Touch-down-PCR (siehe Tabelle 28, Abschnitt
2.5.3) spezifische Einzelbanden zur Darstellung, in Spur 1 ein ca. 330 bp langes, in
Spur 5 ein ca. 600 bp langes Produkt. Die Primerkombination aus Spur 2 erbrachte
kein Produkt, in den Spuren 3, 4 und 6 waren mehrere Banden zu sehen, was auf

unspezifische Primerbindung schlieRen lasst. Daher wurde aus den Ansatzen 1
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und 5 die PCR-Produkte aus dem Agarosegel eluiert (QUIAquick PCR Purification

Kit, Quiagen) und mit den Primern 1 und 5 sequenziert (Firma MWG Biotech).

3.5.3 Sequenzierungsergebnisse der PCR-Produkte

Die genomischen Sequenzen wurden im Elektropherogramm auf ihre Richtigkeit
Uberpruft und mithilfe des Softwareprogramms DNAMAN (Lynnon Biosoft, Quebec,
Kanada) in den drei verschiedenen Leserastern in Aminosauresequenzen

translatiert:

1. Sequenz 1 (365 bp):

TCTATGGTCTTTATTAGGTGAACGTGGTGTCGATATGGCAGCGTGGGAAAGCTTTGGTTCAGGGTGGATTACAGA
TGTAGTTGAGAAATTAAAACTTTCTGATGTGCGTCGTTTTGAAGCTCCTTATGGAGAACTGCCGGATTTAACACAA
ATAGATTTTGATCGTGATGTTGTTTTTACATGGAATGGGACAACTTCCGGTGTGCGTATTCCTAACGCAGATTTCAT
TCCAGAGAGGCGTGCAGGATTGACAATTTGTGATGCAACATCAGCAGCTTTTGCGCAAAATCTTGATTTTTCAAAA
TTAGATGTTTTACTTTTTCATGGCAAAAAGTTTTGGGAGGCGAGGCCGCCCCGGGCATGA

Translationen von Sequenz 1 (die Stopcodons sind mit * bezeichnet):

e |Leserahmen 1:

SMVFIR*TWC RYGSVGKLWF RVDYRCS*ElI KTF*CASF*S SLWRTAGFNT NRF*S*CCFY
MEWDNFRCAY S*RRFHSREA CRIDNL*CNI SSFCAKS*FF KIRCCYFFMA KSFGRRGRPG H

e |Leserahmen 2:

LWSLLGERGV DMAAWESFGS GWITDVVEKL KLSDVRRFEA PYGELPDLTQ IDFDRDVVFT
WNGTTSGVRI PNADFIPERR AGLTICDATS AAFAQNLDFS KLDVVTFSWQ KVLGGEAAPG M

e |Leserahmen 3:

YGLY*VNVVS IWQRGKALVQ GGLQM*LRN* NFLMCVVLKL LMENCRI*"HK *ILIVMLFLH
GMGQLPVCVF LTQISFQRGV QD*QFVMQHQ QLLRKILIFQ N*MLLLFHGK KFWEARPPRA *

2. Sequenz 5 (500 bp):

TTCCATTGGAAGCCTGCACTTATACCGATNTCCTGCTTTGCTTATGCATTCATAAATTCATGCAAACTCACTCATACG
TGAATCCATATCTTCAGGGGAAAAATAGACTGGTTTCCAACCACATTTTGTCAAGGCTTGTTGGGTCATCGCTTTAT
CGGCACCTGGTTTTTCCCACAATGCTAAAGTAGATGGAGGTGGTTGATTAAGACATCCAGCTATAGTTAAGACAA
CTATACAGCTTAATAGTTTCAAGATTTTTTTCATTTTTTCCCCTCTTTGAATGGATTTCTTTTTAATGCAATGGCTTGAA
AGCCTGTTGATATTTTCTGCCACCGCTGTTTCAAACAACGGTGAACAATATTGAGATGGTGGATGAAGAGAACAAT
CCCACACAAGCATGGGAACACATGAATGTGGGGACAGCAATATTTAAGGATAGCATTCATATTGTTCTGGATGCT
TTTTACAAAAAGGGCTGTTTAAGCGCTTNTAGACACCCG

Translationen von Sequenz 5 :

e Leserahmen 1:

FHWKPALIPX SCFAYAFINS CKLTHT*IHI FRGKIDWFPT TFCQGLLGHR FIGTWFFPQC *SRWRWLIKT
SSYS*DNYTA **FQDFFHFF PSLNGFLFNA MA*KPVDIFC HRCFKQR*TI LRWWMKRTIP HKHGNT*MWG
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QQYLRIAFIL FWMLFTKRAV *ALXDT

e |Leserahmen 2:

SIGSLHLYRX PALLMHS*IH ANSLIRESIS SGEK*TGFQP HFVKACWVIA LSAPGFSHNA
KVDGGG*LRH PAIVKTTIQL NSFKIFFIFS PL*MDFFLMQ WLESLLIFSA TAVSNNGEQY
*DGG*REQSH TSMGTHECGD SNI*G*HSYC SGCFLQKGLF KRX*TP

e |Leserahmen 3:

PLEACTYTDX LLCLCIHKFM QTHSYVNPYL QGKNRLVSNH ILSRLVGSSL YRHLVFPTML K*MEVVD*DI
QL*LRQLYSL IVSRFFSFFP LFEWISF*CN GLKAC*YFLP PLFQTTVNNI EMVDEENNPT QAWEHMNVGT
AIFKDSIHIV LDAFYKKGCL SAXRHP

Sowohl die Genmomsequenzen als auch die Aminosauresequenzen dienten als
Grundlage fur eine Datenbanksuche nach dem zugrunde liegenden Protein von
Spot 35.

Bei den Gensequenzen konnte eine 84%ige Identitdt zum far die
Phosphoserinaminotransferase codierenden Gen ,serC“ von Rhizobium loti
festgestellt werden. Damit bestatigten sich also die Befunde aus den Analysen der
Aminosauresequenzen (86 bzw. 94 % ldentitat zur Phosphoserinaminotransferase
von M. barkeri). Warum die Phosphoserinaminotransferase als
Stoffwechselenzym, das sowohl bei der Biosynthese von Serin (phosphorylierter
Stoffwechselweg), als auch von Vitamin B6 (Pyridoxin) bendtigt wird, in den

pilierten Wildtypen so viel starker exprimiert wird, ist im Moment unklar.
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4. Diskussion

Bartonella henselae verursacht verschiedenartige Krankheitsbilder wie die
bazillare Angiomatose (BA), bazillare Peliosis (BP) und die Katzenkratzkrankheit
(KKK). Die Seropravalenz von B. henselae-Antikorpern in der Bevolkerung ist hoch
und die geschatzten Kosten, die durch die von diesem Erreger verursachten
Erkrankungen entstehen sind betrachtlich (allein in den USA 12 Millionen US-
Dollar pro Jahr bei KKK (65)). Zudem betreffen die Krankheitsbilder BA und BP v. a.
immunsupprimierte Patienten, deren Zahlen durch langere Uberlebensraten bei
Krebserkrankungen und HIV-Infektionen stetig steigen (17, 95).

Trotz intensiver Untersuchungen von B. henselae ist der derzeitige Wissensstand,
die Genetik und die Pathogenitat dieses Erregers betreffend, noch sehr
unvollstandig.

Im Dezember 2001, zum Ende des experimentellen Teils dieser Arbeit, waren in
der Datenbank des National Center for Biotechnology Information der National
Institutes of Health (www.ncbi.nlm.nih.gov) 31 teils komplette, teils partielle Gene
von B. henselae zu finden. Unter diesen befanden sich Gene fur ribosomale
Proteine, Stoffwechsel- und Zellteilungsproteine, zwei Hitzestressproteine, das
gesamte virB-Operon (das fur einen Typ IV-Sekretionsapparat kodiert) und sechs
Gene, die mit Pathogenitat in Verbindung gebracht wurden.

Unbekannt waren bis dato Gene, die fur klassische Pathogenitatsfaktoren wie z. B.
Adhasine oder Pili kodieren, obwohl die Existenz so genannter Pili bei B. henselae
bekannt ist und diese auch nachgewiesenermalien die Adhasion an und Invasion
von Wirtszellen fordern (16). B. henselae 16st in menschlichen Zellen die Bildung
von VEGF (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor) (73) und damit
héchstwahrscheinlich Endothelzellproliferationen (bazillare Angiomatosen,
Peliosen) aus. Weitgehend ungeklart ist aber die Frage, durch welche
Mechanismen (bakterielle Pathogenitatsfaktoren, Wirtszell-Signaltransduktion) es
zu diesem, fur eine bakterielle Infektion einzigartigen Tumorwachstum kommt.

Die Ursache fir diese mangelhafte Datenlage liegt vor allem in der Tatsache
begrindet, dass B. henselae ein sehr langsam wachsender und in der Kultur
anspruchsvoller Organismus ist und dass demzufolge genetische Manipulationen

nach wie vor schwierig sind.
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4.1 Proteomik: Vorteile und Limitationen der Methode bei B.
henselae

Nachdem der genetische Ansatz bei der Erforschung von B. henselae bisher nur
begrenzten Einblick in Eigenschaften und Pathogenitatsstrategien dieses Erregers
geboten hat, liegt es nahe, den Organismus auf Proteinebene zu untersuchen.

Das Proteom, ein von Marc Wilkins (152) gepragter Begriff bezeichnet die
Gesamtheit aller Proteine, die in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
bestimmten Bedingungen in bestimmten Konzentrationen vorhanden sind. Im
Gegensatz zur Analyse des Genoms erhalt man durch Analyse des Proteoms
Aufschlisse Uber den Zustand von Zellen oder Mikroorganismen unter
bestimmten aulleren Bedingungen, da immer nur ein Teil des Genoms bendtigt
und das entsprechende Proteom exprimiert wird. Die Proteomik kann also
gegenuber den eher statischen Aussagen der Genanalyse dynamische Prozesse
in Organismen beschreiben.

Es ist zudem langst klar, dass es ein Irrglaube ist, ,dass die Ratsel der
Zellfunktion mit genetischen Informationen allein geldést werden kénnen® (102).
Die Organisation der Zelle ist kein Abbild der Organisation des Genoms vielmehr
sind die ,meisten Komponenten von Regelkreislaufen auf Proteinebene zu finden*
(102).

Durch den Vergleich von Proteomen ein und derselben Zellart bzw. desselben
Mikroorganismus, die unter verschiedenen Bedingungen exprimiert wurden, ist es
moglich, auf einmal ein ganzes Set potentiell interessanter, pathogenetisch
relevanter, differentieller Proteine zu finden. So kann zum Beispiel durch Vergleich
der Proteome von maligne entarteten mit gesunden Zellen der gleichen Art oder
von antibiotikaresistenten mit antibiotikaempfindlichen Mikroorganismen ein
Uberblick Uber die quantitativen und qualitativen Verdnderungen der
Proteinzusammensetzung in diesen verschiedenen Zustanden gewonnen werden.
Neben den eben beschriebenen zellularen Anderungen bei Antibiotikaresistenzen
interessieren in der Mikrobiologie vor allem das Auffinden von
Pathogenitatsfaktoren und immunogenen Proteinen. Neben der Verbesserung des
grundlegenden Verstandnisses von zellularen Vorgangen in gesunden und

infizierten Wirtszellen sowie im pathogenen Mikroorganismus ist auch das
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Auffinden neuer Therapiestrategien von groflem Interesse. Die meisten
therapeutischen ,targets®, also Zielmolekule, sind Proteine (102).

Auch im Durchsatz unterscheidet sich die Proteomik von anderen Methoden: Mit
der zweidimensionalen Proteinelektrophorese, dem derzeit effektivsten Verfahren
zur Auftrennung komplexer Proteingemische (52) kbnnen bis zu 1400 Proteine in
einem Ansatz aufgetrennt werden (151). In Kombination mit der
Massenspektroskopie und stetig wachsenden Datenbanken ist die Proteomik zu
einer Methode geworden, mit der in einzelnen Experimenten so umfassende
Datenmengen generiert werden kdnnen, die nur noch in Sequenzierungsprojekten
und DNA- oder mRNA-Array-Versuchen Ubertroffen werden kdnnen.
Automatisiertes Sequenzieren und die Vorhersage von exprimierbaren Gene sind
aber unter Umstanden mit erheblichen Fehlerraten behaftet, wie am Beispiel von
Mycoplasma genitalium gezeigt wurde: die theoretische Vorhersage von offenen
Leserastern war in 8% der Falle falsch (26). mRNA-Arrays hingegen sind von der
Qualitat der Aussage mit der Proteomik vergleichbar: Da die mRNA als Matrize fur
die Proteinsynthese dient, lasst die Zusammensetzung der unter bestimmten
Bedingungen transkribierten mRNA prinzipiell die gleichen Rickschlisse auf den
Zustand von Zellen zu wie die Proteomzusammensetzung. Proteinmenge und
zugehoérige mRNA-Menge korrelieren aber schlecht (Korrelationskoeffizient 0,48
(9)). Daher ist fur eine Untersuchung von quantitativen Veranderungen von
Proteinen nur die Proteomik geeignet.

Die Proteomik, bzw. 2D-Elektrophorese in Kombination mit
massenspektrometrischen Verfahren, ist derzeit die einzige Methode mit deren
Hilfe auch posttranslationale Veranderungen an Proteinen festgestellt werden
koénnen. Diese beeinflussen ganz entscheidend Funktion und Lokalisation von
Proteinen. So werden sezernierte Proteine haufig glykosiliert. Am Amino-Ende
acetylierte Proteine werden weniger schnell abgebaut und Phosphorylierung dient
oft zum Ab- oder Anschalten bestimmter Proteinfunktionen. Diese
,Feinschliffmechanismen®(142) kénnen nun durch die Proteomik untersucht

werden.

Selbstverstandlich sind auch die Moglichkeiten der Proteomik limitiert: Aufgrund
technischer Begebenheiten und methodischer Unscharfe kann ,niemals ein

komplettes Proteinexpressionsprofil erfasst® werden (148). Durch den pH-

67



4. Diskussion

Gradienten, der bei der ersten Dimension vorgegeben ist und der héchstens 8 pH-
Stufen umfasst, erscheinen Proteine mit niedrigerem oder hoherem pH nicht auf
dem 2D-Gel. Ebenso ist auch bei der GréRenverteilung nur ein Ausschnitt der
Proteingesamtheit zu sehen, bei 12% Polyacrylamid-Gelen z.B. nur Proteine mit
Molekulargewichten zwischen ca. 10 und 140 kD. Ein weiteres Problem stellt die
Loslichkeit dar. Sehr hydrophobe oder basische Proteine sind immer noch nicht im
gleichen Ansatz mit dem Rest des Proteoms auftrennbar (102), sondern missen
in besonderen Extraktionsschritten angereichert werden (55, 96).

Proteine, die nur in geringen Mengen vorhanden sind, kdnnen ebenfalls sehr
schwer dargestellt werden (60). Um sie nach der Auftrennung sichtbar machen zu
kénnen, mussen sehr grolRe Mengen des Proteingemisches aufgetragen werden.
Selbst mit den groften derzeit Ublichen Gelen kdnnen nur bis zu 15 mg Protein
insgesamt (21) aufgetrennt werden. Das Gel muss dann mit einer sensitiven
Methode gefarbt werden, um auch die ,seltenen® Proteine detektieren zu kdnnen.
Je sensitiver aber die Farbemethode, desto groRer wird auch der Radius der
gefarbten Proteine und so wird es wahrscheinlicher, dass niedrig konzentrierte
Proteine von dem unter diesen Bedingungen gro3en Radius hochkonzentrierter
Proteine verdeckt werden.

Zudem wird das Verfahren auch durch die Nachweisgrenzen der verschiedenen
Identifikationsmethoden (mit MALDI-TOF kénnen 10-100 fmol Protein
nachgewiesen werden) eingeschrankt. Teilweise gelingt es zwar noch, die
Proteine sichtbar zu machen, aber nicht mehr, sie direkt zu identifizieren (z. B. bei
der Pulse-Chase-Methode). Durch all diese Einschrankungen erklart es sich auch,
dass z. B. bei der Hefe mit der zweidimensionalen Elektrophorese auch unter
optimalen Bedingungen nur etwa zwei Drittel des exprimierten Proteoms erfasst
werden (114).

Nicht zuletzt ist die zweidimensionale Elektrophorese immer noch sehr zeit- und
arbeitsintensiv (151). Obwohl einige Arbeitsschritte wie z. B. die Probenherstellung
automatisiert werden kénnen, sind andere, z. B. der kritische Ubergang von der
ersten zur zweiten Dimension, weiterhin nur per Hand durchzufuhren (60).
Nichtsdestotrotz ist die Proteomik bei weitem die effektivste und umfassendste
Methode zur Analyse von Proteingemischen (102) und bis jetzt ist kein Ersatz fur
das 2D-Gel in Sicht (30).
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B. henselae ist ein langsam wachsendes und anspruchsvolles, nur auf
hochsupplementiertem Agar oder belebten Medien kultivierbares Bakterium. Der
genetische Ansatz ist und bleibt bei diesem Organismus daher schwierig. Die
EinfGhrung von Proteomics in die Untersuchung von B. henselae war daher
notwendig und wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals etabliert. Weitere Vorteile
dieser Methode sind (i) die groRe Menge an Daten pro Versuch (tausende von
Proteinen werden in einem 2-D-Gel aufgeldst), (ii) die Anwendbarkeit in vivo
(mittels ®S-Pulse chase in B. henselae-infizierten Zellkulturen) und (iii) die
Moglichkeit, flr die Proteinfunktion entscheidende, posttranslationale

Veranderungen zu erkennen.

4.2 Etablierung einer Methode zur Proteinpraparation bei B.

henselae

Eine Methode zur Praparation von Proteinen umfasst die Schritte (i) Zelllyse, (ii)
Inaktivierung und Entfernung storender Substanzen und (iii) Solubilisierung der
Proteine. Bei der Solubilisierung mussen die Proteine denaturiert und reduziert
werden, um maoglichst alle nichtkovalenten Bindungen zwischen Proteinkomplexen
oder -aggregaten aufzulésen (62). Da jeder Organismus andere Anspriche an die
Aufschlusstechniken stellt, gibt es keine universell anwendbare Methode (A. Gorg:
www.weihenstephan.de/bim/deg/2D-Manual.pdf). Wie auch heute noch existierten
zu Beginn dieser Arbeit keine veroffentlichten Protokolle zur Proteomik von B.
henselae, weshalb zunachst eine geeignete Aufschlussmethode fur diesen
Erreger etabliert werden musste.

Zur Lyse von Zellen werden physikalische (Moérser, Ultraschall, osmotischer
Schock, Tauen und Einfrieren, French Press) und chemische Verfahren
(Detergentien, Enzyme) eingesetzt. Bei B. henselae erwies sich der Einsatz von
Detergentien (CHAPS) alleine (wie auch in (68) beschrieben) als besonders
effektiv, hierbei entstanden die besten Auftrennungsmuster. Au3erdem sind bei
der hier angewandten Methode der Zelllyse direkt im Solubilisierungspuffer nur
wenige zusatzliche Arbeitsschritte nétig, die diesen empfindlichen Prozess storen
konnten. Bei der ebenfalls getesteten French Press, bei der die Zellen mechanisch
durch hohe Dricke aufgebrochen werden, entsteht beispielsweise trotz Kihlung

immer Warme im Druckelement. Zudem missen bei dieser Methode immer
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Proteaseinhibitoren zugesetzt werden, um durch freiwerdende Proteasen zu
verhindern. Diese Proteaseinhibitoren kdnnen aber ihrerseits wieder Proteine
modifizieren und so deren Ladung verandern (44). Die dritte hier geprifte
Aufschlussmethode arbeitet mit dem anionischen Detergens SDS (157) das bei
der Auflésung nichtkovalenter Bindungen effektiver ist als das zwitterionische
CHAPS (A. Gorg: www.weihenstephan.de/blm/deg/2D-Manual.pdf). SDS darf aber
bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) nur in Konzentrationen von max. 0,25%
in der Probe vorhanden sein, weil sonst die native Eigenladung der Proteine, auf
der die IEF basiert, verschleiert wird. Daher impliziert eine Praparation der
Proteinprobe mit SDS zwingend, dass die Probe danach mit einer entsprechenden
Menge an HC oder THC-Puffer verdinnt werden muss, um die SDS-Konzentration
zu minimieren. Da hierdurch auch die Konzentration der Proteine sinkt und keine
besseren Resultate als mit CHAPS alleine erzielt wurden, wurde diese Methode
nicht weiter benutzt.

Zur Inaktivierung stérender Inhaltsstoffe stehen Ultrazentrifugation, Proteinfallung,
Entsalzungsmethoden, Zusatz von DNAse/RNAse und Proteinaseinhibitoren zur
Verfigung. Proteinasen stellten kein wesentliches Problem in der
Proteomanalysen von B. henselae dar, der Zusatz von Proteinaseinhibitoren (bei
Aufschluss durch die French Press) lieferte keine anderen oder umfangreicheren
Proteinmuster. Ein gro3eres Problem stellten Salze und Nukleinsauren dar. Durch
Waschen der Bakterien in Niedrig-Salz-Puffer konnte die Salzkonzentration gesenkt
werden, die Ultrazentrifugation (11) eliminierte weitgehend die Artefakte durch
Nukleinsauren und andere groRe Aggregate (z. B. Membranfragmente). Zudem
wurden Proteinfallungen mit Methanol/Chloroform (156) und Aceton getestet
(Daten nicht gezeigt), fuhrten jedoch ebenfalls nicht zu einer besseren
Proteinauftrennung.

Die Solubilisierung der Proteine erfolgte mit einem nach O’Farrell (99)
modifizierten Puffer:

Beibehalten wurde Harnstoff als denaturierendes Chaotrop. Thioharnstoff wurde
zugegeben, weil sich gezeigt hatte (106), dass dies die Ld&slichkeit vieler (v. a.
Membran-) Proteine verbessert. Als Detergens diente, wie bereits erwahnt,
CHAPS, das sich als effektiver gegen hydrophobe Wechselwirkungen erwiesen
hat, als die friiher verwendeten nichtionischen Detergentien Triton-X-100 und NP-
40 (104).
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Tributylphosphin (TBP) schliel3lich wurde als Reduktionsmittel benutzt, weil es
besser als Dithiotreitol Disulfidbricken bricht (61). Ein anderer Vorteil gegenuber
DTT ist, dass der Equilibrierungsvorgang zwischen erster und zweiter Dimension
in einem Zug durchgefuhrt werden kann, weil TBP im Gegensatz zu DTT nicht mit

einer spateren Silberfarbung interferiert (62).

4.3 Erstellen einer 2-dimensionalen Proteinkarte von B. henselae

Ebenso wie die Kartierung von Genomen eine wichtige Grundlage fur genetische
Untersuchungen aller Art ist, so bildet auch die Proteomkartierung die Grundlage
fur proteombasierte Studien. Dabei werden aus reproduzierbaren Proteommustern
mdglichst viele Proteine identifiziert, die dann als sog. ,Landmarkenproteine® eine
Orientierung im Proteom ermadglichen. Diese Orientierungspunkte im
Proteinmuster konnen als interne Reproduzierbarkeitskontrolle dienen, sind aber
insbesondere in vergleichenden Proteomanalysen von Bedeutung: der Vergleich
von Proteomen, die unter verschiedenen Bedingungen exprimiert werden oder von
Proteomen aus verschiedenen Zellkomponenten (121) wird durch derartige
Eichmarken erst moglich.

Das Erstellen von Proteinkarten ist insbesondere dann mit hohem Durchsatz
moglich, wenn das Genom des jeweiligen Organismus vollstandig oder
weitgehend sequenziert ist, weil dadurch die Analyse der Proteine mittels MALDI-
TOF oder anderer massenspektrometrischer Verfahren deutlich vereinfacht wird.
Von einigen eukaryoten und prokaryoten Organismen existieren bereits
umfangreiche Proteinkarten, die auch offentlich zuganglich sind (z.B. unter
www.expasy.ch/ch2d/ oder www.ssi.dk/publichealth/tbimmun). Das Genom von B.
henselae wurde erst im Jahr 2004, nach dem Ende des experimentellen Teils
dieser Arbeit, komplett veroffentlicht (5), sodass diese hocheffiziente Methode zur
Proteinkartenerstellung hier nicht angewandt werden konnte.

In dieser Arbeit wurde das Proteom von unter ,Ruhebedingungen® gewachsenen
B. henselae, Kkartiert, d.h. dass die Bakterien unter optimalen
Wachstumsbedingungen auf unbelebten Nahrmedien kultiviert wurden.

Insgesamt wurden aus diesem ,House-keeping Proteom“ 18 Proteine mit
Molekulargewichten zwischen 10,5 und 69 kD und isoelektrischen Punkten von 4,6

bis 6,3 analysiert. Die Proteine wurden dabei nach ihrer Verteilung im Proteom (sie
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sollten madglichst weit voneinander entfernt liegen, um einen
Orientierungszusammenhang im ganzen Proteom herzustellen) und ihrer
Konzentration (die Proteine sollten in allen Proben in ausreichender Menge
darzustellen sein) ausgewahlt (siehe 3.2).

Bei drei der identifizierten Proteine handelt es sich um Stoffwechselenzyme: Die
Malat- (Protein 27) und Pyruvat-Dehydrogenase (Protein 37) sind beide direkt oder
indirekt am Zitratzyklus bzw. am bakteriellen Glykoxylatzyklus und daher an der
Energiegewinnung der Zelle beteiligt. Sie wurden fur B. henselae erstmalig
beschrieben. Das dritte Stoffwechselenzym, die Phosphoserinaminotransferase
(Protein 35), ist in seiner Funktion unklar (siehe 4.5). Drei weitere Proteine der
Karte gehdren zur Familie der Hitzeschockproteine: GroES (Protein 2), GroEL
(Protein 38) und DnaK (Protein 39). Letzteres wurde hier erstmalig bei B. henselae
beschrieben. Die Expression bzw. Uberexpression von Proteinen dieser Familie ist
eine Reaktion auf ganz unterschiedliche Stressoren wie z.B. Hitze oder pH-
Wertanderung (59). Ebenfalls identifiziert werden konnte der Elongationsfaktor EF-
Tu (Protein 36), der ein essentieller Faktor in der Translation, also in der
Proteinbiosynthese, ist. Bei S. aureofaciens konnte mithilfe von proteombasierten
Studien gezeigt werden, dass die Menge an EF-Tu der Menge aller neu
synthetisierten Proteine (87) proportional ist. EF-Tu kann daher als internes
Eichprotein fur die Syntheserate von Proteinen verwendet werden.

Interessant ist die starke Expression des Phagenproteins Pap31 auch unter
,Ruhebedingungen®. In der Auftrennung der Membranfraktion des B. henselae-
Proteoms wurden vier weitere Isoformen des Phagenproteins gefunden und man
konnte spekulieren, dass noch mehr Spots in dieser Reihe Isoformen des
gleichen Proteins darstellen. Das gleiche Auftrennungsmuster dieser Proteine
findet sich auch in den Immunoblots mit Anti-Pap31-Antikdrper (siehe auch 4.3).
Da diese Isoformen im Vergleich zu dem auch im Gesamtproteom auffindbaren
Pap31 ein hoheres Molekulargewicht und einen niedrigeren pl aufweisen, kann es
sich bei diesem Phanomen nicht um Degradation handeln, da die Spots in
diesem Fall an Grofle abnehmen mussten. Eine mogliche Erklarung far das
Auftreten dieser Isoformen sind Modifikationen durch Phosphorylierungen. Da
Pap31 schon im ,Grundumsatz® von B. henselae in so grolier Menge vorhanden
ist, scheint es eine wichtige, vielleicht sogar essentielle Rolle im Stoffwechsel des

Bakteriums zu spielen. Durch eine Inaktivierung des zugrundeliegenden Gens
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kénnte die Wichtigkeit des Proteins fur B. henselae naher untersucht werden. Zur
Lokalisation von Pap31 war zum Zeitpunkt dieser Arbeit in der Literatur nichts
bekannt, es konnten aber zwei Hinweise gefunden werden: Die schon erwahnte
hohe Konzentration des Proteins und seiner Isoformen in der Membranfraktion des
B. henselae-Proteoms und die Ergebnisse der Immunelektronenmikroskopie mit
dem Anti-Pap31-Antikorper (siehe 4.3) deuten auf eine membranassoziierte Lage
des Proteins hin. Interessanterweise weist Pap31 eine 58,4%ige Identitat mit
einem Oberflachenprotein von B. quintana auf, das die Fahigkeit hat, Hemin zu
binden (28). Diese Vermutungen wurden inzwischen in weiteren Studien bestatigt,
in denen gezeigt wurde, dass Pap31 ein heminbindendes, membranassoziiertes
Protein darstellt (163).

Insgesamt 7 Proteine waren nicht identifizierbar. Da das Genom von B. henselae
zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht publiziert war, fuhrte die
Analyse der Massenspektren des MALDI-TOFs hier zu keinem Ergebnis, weil
bereits Veranderungen von einigen Aminosauren im Vergleich zu
Datenbankeintragen eine ldentifikation unmdglich machen. Der Edman-Abbau
lieferte bei einem Protein (Spot 1) keine Sequenzen, evtl. waren hier die N-Termini
blockiert. Bei den restlichen 6 Proteinen fuhrten auch die erhaltenen
Aminosauresequenzen nicht zur Identifikation. Es ist moglich, dass diese
Peptidfragmente wenig konservierte Stellen im Protein darstellen, oder aber, dass
das Protein selbst ein seltenes Protein mit wenig Homologien zu
Datenbankproteinen ist. Um das herauszufinden, kénnte man aus den
Aminsauresequenzen, wie in 2.5 dieser Arbeit beschrieben, revers Primer
konstruieren und Teile des Gens amplifizieren, um die Trefferwahrscheinlichkeit

uber DNA-Datenbankeintrage zu erhdhen.

4.4 Einsatz der Proteomik zur schnellen und akkuraten
Charakterisierung von monoklonalen Antikorpern

Sieben in unserer Arbeitsgruppe hergestellte murine, gegen B. henselae
gerichtete monoklonale Antikdrper zeigten spezifische Reaktionen im
eindimensionalen Immunoblot. Davon reagierten vier auch spezifisch in der

zweidimensionalen Auftrennung. In Kombination mit MALDI-TOF und Edman-
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Abbau sowie nachfolgender Datenbanksuche konnten die B. henselae-Proteine,
gegen die diese Antikorper gerichtet sind, identifiziert werden: Zwei Antikorper
binden Hitzeschockproteine, VKS8 bindet GroEL (Hsp60), der Antikérper VK1B3
bindet DnaK. Der Antikdrper VKS29 bindet an das Phagenprotein Pap31. VKS 14
wurde im zweidimensionalen Blot nicht getestet, da er im eindimensionalen Blot
exakt das gleiche Bindungsmuster zeigte, wie VKS29 und daher angenommen
wurde, dass er ebenfalls Pap31 bindet. Der vierte im zweidimensionalen Western-
Blot bindende Antikorper VK2C10 ist gegen zwei ca. 34 kD groRe Proteine mit
einem pl von ca. 6 gerichtet (Isoformen des gleichen Proteins, wie sich aufgrund
der MALDI-Ergebnisse herausstellte). Trotz vorliegender Peptidmassen-
Fingerprints und einer 10 Aminosauren langen Sequenz gelang bisher nicht die
Identifizierung des von diesem Antikorper erkannten Proteins. Mithilfe der Sequenz
ware es aber mdglich, eine Sonde zu konstruieren und das zugrunde liegende
Gen durch Hybridisierung in einer Genbank zu finden. Der Ansatz der reversen
Genetik (siehe 2.5) ist hier nicht in der oben beschriebenen Art mdglich, da nur
eine Aminosauresequenz vorliegt. Es musste also fur diesen Ansatz entweder
noch eine zweite Sequenz fir die Konstruktion eines gegenlaufigen Primers
sequenziert werden oder eine Mischung aus kurzen Nukleotidsequenzen zufalliger
Reihenfolge (,arbitrary primer”) benutzt werden.

Es stellt sich die Frage, warum zwei der sieben monoklonalen Antikrper im
zweidimensionalen Blot nicht gebunden haben. Aufgrund der Stdranfalligkeit und
auch technischer Besonderheiten der zweidimensionalen Elektrophorese ist
schon zur Probenherstellung ein wesentlich komplexeres Verfahren notwendig, als
fur die hier verwendeten eindimensionalen Gele und Blots, bei denen die ganzen
Bakterien in einem SDS-haltigen Puffer aufgekocht wurden. So darf bei der
isoelektrischen Fokussierung z. B. kein SDS in der Proteinprobe vorhanden sein,
Nukleinsauren storen und mussen entfernt werden, usw. Es ist daher vorstellbar,
dass bei der Probenherstellung fur die eindimensionale Elektrophorese mehr
Proteine erhalten bleiben als bei der zweidimensionalen Elektrophorese. Die
Bindeproteine dieser zwei Antikorper sollten aber mit anderen Mitteln, z. B. durch
Immunprazipitation feststellbar sein.

Durch die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen konnten neben der
Charakterisierung der Antikdrper auch vier neue (bei Mausen) immunogene B.

henselae-Proteine identifiziert werden. In der Literatur ist der hier durchgeflhrte
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Ansatz zur Charakterisierung monoklonaler Antikdrper bis jetzt nicht beschrieben.
Umgekehrt wurde aber die zweidimensionale Elektrophorese mit anschlieBRendem
Immunoblotting mit bekannten monoklonalen Antikérpern (das heifl3t, Antikorper,
deren Bindungspartner schon bekannt war) bereits zur Detektion immunogener
Proteine von Mikroorganismen z.B. bei Brucella ovis, eingesetzt (143). Unter diesen
fanden sich, wie in unseren Untersuchungen, ebenfalls DnaK, GroEL und die
Malatdehydrogenase (MDH). Die Hitzeschockproteine sind bei vielen
Mikroorganismen als antigen wirkende Molekule bekannt (siehe auch unter 4.5)
und auch gegen mikrobielle Formen der MDH ist eine Immunreaktion im
Versuchstier oder im Menschen nachweisbar. So ist z. B. die MDH von Malassezia

furfur als Allergen mit der atopischen Dermatitis assoziiert (101).

Die hier charakterisierten Antikérper kdnnen nun zu weiteren Studien eingesetzt
werden, beispielsweise waren die Antikdrper gegen die Hitzeschockproteine in
Immunfluoreszenztests als Marker flr verschiedene Stresszustdnde zum Beispiel
im Zeitverlauf einer Zellkulturinfektion einsetzbar. Denkbar ist auch eine
Verwendung fur diagnostische Zwecke, allerdings musste hierfur noch, wie von
Liang und Raoult an B. quintana durchgefuhrt (88), die Speziesspezifitat getestet
und die Klasse der Antikorper bestimmt werden.

Aullerdem konnten die monoklonalen Antikorper auf einen maoglichen protektiven
Effekt eines untersucht werden: Adoptiver Transfer von Serum B. grahamii-
infizierter Mause auf immunsupprimierte Mause fuhrte zur Elimination der Erreger
aus dem Blut, ohne diesen Transfer hingegen persisitierte die Bakteriamie. Die
Antikorper zeigten also einen protektiven Effekt (77). Mit den monoklonalen
Antikérpern aus dieser Arbeit konnten auf diese Weise die Auswirkungen einer
Blockade einzelner immunogener B. henselae-Proteine bei Mausen getestet und
somit eventuell auch Rulckschlisse auf die Rolle dieser Proteine fur das
Uberleben des Bakteriums oder die Pathogenese gezogen werden. Als mdglicher
Messparameter konnte hierbei, wie in einem Tiermodell beschrieben, der
Nachweis von B. henselae-DNA in Lebergewebe dienen (110).

Zwischenzeitlich wurde mit dem in dieser Arbeit charakterisierten monoklonalen
Antikorper VKS29 die Lokalisation des Proteins Pap31 in der Membran von B.

henselae aufgedeckt. Des weiteren wurde in dieser Studie auch die oben
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genannte, hier entwickelte Hypothese, dass es sich bei Pap31 um ein
heminbindendes Protein handelt, bestatigt (163).

4.5 Validierung der Methode fir regulative Studien: Vergleich von
Hitzestress- mit Nicht-Hitzestress-Proteomen von B. henselae

Prokaryote und auch eukaryote Organismen sind mit einem Satz von
Hitzestressproteinen (HSPs) ausgestattet, die ein Uberleben auch in
Umgebungen mit erhohter Temperatur oder anderen Formen von Stress
(oxidativer Stress, pH-Veranderungen, Nahrungsmangel, Antibiotika bei
Mikroorganismen (147)) erméglichen. Sie dienen im Wesentlichen dazu, als sog.
Chaperone ordnungsgemale Faltung, Aggregation und Sekretion von Proteinen
und damit eine normale Zellfunktion sicherzustellen. Aul3erdem sind mikrobielle
Hitzeschockproteine potente Antigene (136), wie auch in dieser Arbeit gezeigt
wurde, zwei der hier charakterisierten monoklonalen Antikorper richten sich gegen
Hitzestressproteine. Es besteht eine groRe Ahnlichkeit zwischen bakteriellen HSPs
und den humanen Homologen (161). Dies konnte zweierlei mogliche
Konsequenzen haben: (i) Eine Reihe von Autoimmunerkrankungen (unter
anderem Rheumatoide Arthritis und Systemischer Lupus Erythematodes) wurden
in Zusammenhang mit Kreuzreaktionen zwischen bakteriellen und humanen
Hitzestressproteinen gebracht (89, 161), (ii) andererseits kdonnte die grolle
Konserviertheit in dieser Gruppe von Proteinen auch zu ,immunologischer Mimikry*
fuhren, weil bakterielle HSPs nicht gut von den Wirtszell-HSPs unterschieden
werden kénnen (78).

B. henselae ist sowohl bei der Ubertragung vom ektoparasitaren Vektor auf den
Wirt (Katze oder Mensch), als auch beim Ubergang von extra- zu intrazellularem
Leben stark veranderten Umweltbedingungen ausgesetzt, die Stressreaktionen in
Bakterien auslésen (59). Da sich die Vorgange, die sich bei Hitzestress und
anderen Formen von Stress in den Zellen abspielen nicht auf einzelne Gene oder
Proteine zurlckflihren lassen, sondern dabei eine ganze Reihe von Proteinen
herauf- oder herunterreguliert werden, sollte hier getestet werden, ob sich mit der
hier etablierten Methode derartige regulative Veranderungen beobachten lassen.
Wie in 3.4.2 gezeigt, konnte nach vierstindigem Hitzeschock eine deutlich

gesteigerte Expression der Hitzestressproteine GroEL und GroES festgestellt
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werden. DnaK war scheinbar in der Expression unverandert. Dies deckt sich mit
der Beobachtung bei Borrelia burgdorferi (35) und anderen gramnegativen
Erregern bei denen ebenfalls eine prolongierte Bildung von GroEL nachzuweisen
war, wahrend DnaK offensichtlich nur zu Beginn des Hitzeschocks gebildet wird
und dessen Konzentration rasch wieder abfallt (57, 90).

DnaK wurde bei B. henselae erstmalig aufgrund von Sequenzdaten beschrieben,
Haake et al. (59) hatten das Hitzeschockprotein aufgrund seiner GroRe (70kD) als
mogliches DnaK bezeichnet.

Die hier vorgestellte Methode eignet sich also zur Erforschung regulativer
Vorgange bei B. henselae. Fir eine eingehende Untersuchung aller beteiligter
Hitzestressproteine, quantitative Analysen oder das Erstellen einer Zeitkinetik des
Hitzeschocks sind zuklnftige Versuche, mdglichst mit radioaktiver Markierung von

Proteinen (siehe 4.7) zur Erfassung der neu synthetisierten Proteine naétig.

4.6 Untersuchung pilusassoziierter Proteine von B. henselae

Auf Agarplatten kultivierte B. henselae durchlaufen nach einigen Passagen eine
Phasenvariation, die sich sichtbar in einer Anderung ihrer Koloniemorphologie
ausdruckt: aus kleinen, rauen Kolonien, die fest am Agar haften, werden grolere,
schleimige, dem Agar flach aufsitzende Kolonien. Batterman et al. (16) haben mit
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt, dass der Organismus bei diesem
Vorgang die Pili verliert. Das Vorhandensein der Pili ist zudem mit zuckender
Motilitat und Autoagglutination der Bakterien verbunden und so wird spekuliert,
dass es sich um ,Typ IV-like Pili handeln konnte. Da die pilierte Form von B.
henselae sowohl in der Adharenz an humane Epithelzellen (um den Faktor 5), als
auch in der Invasion dieser Zellen (um den Faktor 100) deutlich erfolgreicher ist,
als pili-negative B. henselae, wurde vermutet, dass die Pili eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese des Erregers spielen (16). Dies wird unterstutzt von der
Tatsache, dass pilierte im Gegensatz zu pili-negativen B. henselae in Kokultur mit
humanen Zellen die Bildung groerer Mengen VEGF induzieren, als nichtpiliierte
(73). Auf genetischer oder Protein-Ebene konnten bisher keine Pilusbestandteile
identifiziert werden. Daher wurde hier versucht, im Vergleich zwischen pil+ und pil-
B. henselae mittels subtraktiver 2D-Elektrophorese pilusassoziierter Proteine zu

finden. Hierbei konnte ein differentielles, nur bei pil+ B. henselae auftretendes
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Protein in Coomassie-gefarbten Gelen detektiert und ausgeschnitten werden. Die
Sequenzanalyse mit Edman-Abbau und nachfolgender Datenbanksuche ergab
hohe Homologie mit der Phosphoserinaminotransferase (serC) des
Archaebakteriums Methanosarcina barkeri (inzwischen durch neue Eintrage auch
anderer Organismen). Der Zusammenhang dieses Enzyms mit der Expression
von Pili bei B. henselae ist unklar.

Da die erhaltene Homologie nicht zweifelsfrei erschien und aufgrund der
Umstande (limitierten Lange der erhaltenen Aminosauresequenzen und
phylogenetisch weit entfernter homologer Organismus) nicht flr absolut sicher
gehalten wurde, sollte ein genetischer Ansatz Klarung bringen: Dabei gelang es
mit revers hergestellten Primern, das zugrunde liegende Gen zu identifizieren, es
konnten eine 365 bp und eine 500 bp lange Nukleotidsequenz amplifiziert werden.
Beide zeigten in Vergleichen mit DNA-Datenbanken wiederum hohe Homologie
zum Gen serC der Phosphoserinaminotransferase von Methanosarcina barkeri.
Auch bei anderen Organismen sind Enzyme beim Pilusaufbau beteiligt (z. B. TapD
mit Methyltransferase-Aktivitat bei Typ IV-Pili von Aeromonas hydrophila (103)).
Welche Rolle der Phosphoserinaminotransferase bei der Expression der B.
henselae-Pili zukommt, ist unklar.

In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte ein zusatzliches
pilusassoziiertes Protein identifiziert werden. Das Protein ist auch hier im 1D-Gel
zu sehen, in den 2D-Gelen kommt es aufgrund des Schagger-Gelsystems, das v.
a. fur niedermolekulare Proteine geeignet ist, nicht zur Darstellung. Bei dem
Protein mit einer GroRe von 220kD handelt es sich um Fibronektin. Dieses
eukaryote Protein, das beim Menschen gehauft im retikularen Bindegewebe
lymphatischer Organe aber auch in Leber und in Basalmembranen vorkommt, wird
von pilierten B. henselae wahrscheinlich beim Wachstum auf der Blutagarplatte
gebunden. Es ist bekannt, dass verschiedene Bakterien die Fahigkeit besitzen,
Fibronektin zu binden und so ihre Adharenz an Wirtszellen auch die Invasion in
diese vermittelt wird. An diesem Prozess beteiligte MSCRAMMSs (Microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) sind bei grampositiven aber
auch bei gramnegativen Bakterien beschrieben (67). Bei E. coli scheint die
Fibronektin-Bindung durch mehrere Pili-Typen vermittelt zu sein. Auch bei B. garinii
und burgdorferi konnten Fibronektin-bindende Oberflachenproteine bzw. die

entsprechenden Gene gefunden werden.
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Interessant ware es, bei B. henselae in Zellkultur-Infektionsversuchen eine
Blockade von Fibronektin (mit monoklonalen Antikérpern) durchzufihren, um die
Rolle von Fibronektin bei Adharenz und Invasion der Wirtszellen zu evaluieren.
AuBerdem steht die ldentifikation des Fibronektin-bindenden Proteins von B.
henselae noch aus. Sandwichblots, bei denen Fibronektin auf separierte und
geblottete Gesamtzelllysate von B. henselae gegeben wird und dann Fibronektin

mit einem Antikorper detektiert wird, kdnnten hier zum Ziel flhren.

4.7 Kombination von Pulse Chase und zwei-dimensionaler
Elektrophorese: Potential dieses Ansatzes

Beim ,Pulse Chase®, wie hier durchgeflihrt, werden nach einem vom Untersucher
festgelegten Zeitpunkt neu synthetisierte Proteine (z. B. durch Zugabe von *s-
Methionin) radioaktiv markiert. Je nach Halbwertszeit liegen Proteine u. U. sehr
lange in den Zellen vor, bei herkdbmmlichen Proteomstudien wird daher stets eine
Mischung ganz unterschiedlich alter Proteine gefunden. Gerade bei der
Untersuchung quantitativer Veranderungen im Vergleich zweier Bedingungen stort
dieser Hintergrund aus alten Proteinen und verzerrt die Ergebnisse. Mit dem
radioaktiven Pulsen von Proteinen Uber einen bestimmten Zeitraum werden nur
die Proteine detektiert, die in dieser Zeit unter den jeweiligen Bedingungen
synthetisiert wurden. Neben den fur den Organismus essentiellen ,House-
keeping“ Proteinen kdnnen insbesondere diejenigen gefunden werden, die
differentiell unter einer untersuchten Bedingung (beispielsweise Temperatur- oder
pH-Veranderungen, Kontakt mit eukaryoten Zellen usw.) synthetisiert werden und
damit potentiell als Pathogenitatsfaktoren in Frage kommen.

In der Mikrobiologie sind naturlich v. a. Proteine von Interesse, die der
Mikroorganismus in Kontakt mit Wirtszellen neu synthetisiert, weil man sich hier
die Entdeckung neuer Pathogenitatsfaktoren (z. B. Adhasine, Invasine,
Effektorproteine, die in Wirtszellen transloziert werden) und auch potentieller
Angriffsziele neuer Therapeutika erhofft. Durch die auch in dieser Arbeit
angewandte Unterdrickung der eukaryoten Proteinbiosynthese ist es moglich,
Kokulturbedingungen zu schaffen und dennoch selektiv (wie in 3.4.3 mit
Negativkontrollen gezeigt) die neu synthetisierten bakteriellen Proteine

darzustellen.
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Sowohl ein Vorteil als auch ein Nachteil der ®*S-Pulse Chase-Methodik ist die sehr
grolRe Sensitivitat. Es konnen auf der einen Seite Proteine nachgewiesen werden,
die in so geringen Mengen vorliegen, dass sie mit keiner Farbemethode
dargestellt werden konnen. Prinzipiell ist die Sensitivitat nur eine Frage der
Belichtungszeit in der Autoradiographie, theoretisch mussten bei gentugend langer
Belichtungszeit selbst singular vorliegende, radioaktiv markierte Proteine sichtbar
gemacht werden koénnen). Auf der anderen Seite mussen die Proteine zur
Identifizierung mit weit weniger sensitiven Farbemethoden sichtbar gemacht
werden, um sie ausschneiden und analysieren zu kdnnen, was mit sehr seltenen
Proteinen nicht gelingen durfte. Ein weiteres Problem fir die Analyse ®S-markierter
Proteine ist die Gefahrlichkeit der Methode fir den Menschen durch radioaktive
Kontamination von Analysegeraten (MALDI, HPLC usw.) durch die eingesetzte
Probe.

In dieser Arbeit konnte durch Vergleich des ,Infektionsproteoms®, also des B.
henselae-Proteoms, das auf Kokultur mit humanen Endothelzellen hin exprimiert
wird, mit dem ,Ruheproteom® (von auf Agarplatten gewachsenen B. henselae) ein
verandertes Expressionsprofil festgestellt werden. Alle bei der Kartierung des
Proteoms identifizierten Proteine wurden auch unter diesen Bedingungen
hergestellt. Wenig erstaunlich ist dies bei den Stoffwechselenzymen, die
vermutlich essentiell am Grundumsatz des Organismus beteiligt sind. Die
Beobachtung, dass die Hitzeschockproteine neu synthetisiert werden, stimmt mit
der Literatur Uberein, die eine Synthese dieser Proteine unter veranderten
Umweltbedingungen (59) und die eines anderen Hitzeschockproteins (HtrA)
speziell im intrazellularen Milieu beschreibt (117).

Erstmalig konnte in dieser Arbeit die Expression des Phagenproteins Pap31 bei
Endothelzell-kokultivierten B. henselae beschrieben werden.

Um das Potential der Methode voll auszuschoépfen, ist es notig, weitere Proteine zu
identifizieren und zu versuchen, differentiell unter Infektionsbedingungen
auftretende Proteine auch mit Farbemethoden sichtbar und damit einer Analyse
zuganglich zu machen. Die Expression spezifischer Proteine im Kontakt mit
Wirtszellen und im intrazellularen Milieu, die mit der hier gezeigten Methode
untersucht werden kann, wird zu einem besseren Verstandnis der neuen

Pathogenitatsstrategien dieses Bakteriums fuhren.
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5. Zusammenfassung

Bartonella henselae ist der Erreger der Katzenkratzkrankheit und
vaskuloproliferativer Erkrankungen des Menschen. Das Bakterium wurde erstmals
1989 korrekt klassifiziert und den oben genannten Krankheitsbildern zugeordnet.
Es ist ein langsam wachsendes, nicht in Flussigmedien kultivierbares Bakterium.
Genetische Untersuchungen sind deswegen schwierig. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher die zweidimensionale Elektrophorese zur Untersuchung moglicher
Pathogenitatsfaktoren von B. henselae etabliert. Mithilfe dieser Methode sollte es
moglich sein, das gesamte Proteom von B. henselae unter verschiedenen
Kulturbedingungen aufzutrennen und so Rickschlisse auf Pathomechanismen

dieses Erregers zu ziehen.

Die vorliegende Dissertation lieferte folgende Ergebnisse:

1. Etablierung eines geeigneten Protokolls zum Aufschluss von B. henselae
fur die zweidimensionale Elektrophorese.

2. Erstellung einer Proteomkarte von auf Agarplatten kultivierten B. henselae.
Hierdurch wurde die Grundvoraussetzung fur weitere Proteom-basierte
Studien geschaffen. Zudem wurden drei Proteine (Malatdehydrogenase,
Pyruvatdehydrogenase und DnaK) erstmals bei B. henselae beschrieben.

3. Charakterisierung von vier monoklonalen anti-B. henselae-Antikérpern
mithilfe von zweidimensionalen Proteom-Western-Blots. Dadurch wurden
vier neue B. henselae—Proteine, unter anderem das Phagenprotein Pap31,
als immunogen in der Maus beschrieben. Zudem wurde hier erstmalig die
zweidimensionale Elektrophorese als schnelle und akkurate Methode zur
Charakterisierung monoklonaler Antikorper eingesetzt.

4. Durch den Proteomvergleich hitzegestresster und nicht-hitzegestresster B.
henselae wurde gezeigt, dass mit der hier etablierten Methodik regulative
Vorgange der Proteinsynthese von B. henselae erfasst werden kénnen. Von
den drei identifizierten Hitzestressproteinen (GroEL, GroES und DnaK)
wurde DnaK fur B. henselae zum ersten Mal beschrieben.

5. Zwei pilusassoziierte Proteine (220 kD und 43 kD) wurden durch
Proteomvergleich gefunden. Bei dem in den zweidimensionalen

Auftrennungen sichtbaren 43kD-Protein handelt es sich um die
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Phophoserinaminotransferase, ein bakterielles Stoffwechselenzym. Der
Zusammenhang mit der Pilusexpression ist bis dato unklar. Die ldentitat
dieses Proteins wurde mithilfe reverser Genetik verifiziert. Das zweite
Protein erscheint aufgrund unterschiedlicher Gelsysteme nur in den
eindimensionalen Auftrennungen und wurde daher im Rahmen dieser
Arbeit nicht weiter untersucht.

6. Durch die in dieser Arbeit etablierte radioaktive Markierung von B. henselae-
Proteinen mittels *S-Pulse-Chase wurde die Untersuchung neu
synthetisierter Proteine nach Kokultur mit humanen Zelllinien ermaoglicht.

7. Untersuchung neu synthetisierter B. henselae-Proteine nach Kokultur des
Erregers mit humanen Endothelzellen mittels ®3-Pulse-Chase. Durch
Vergleich mit der Proteomkarte konnten folgende in der Kokultur neu
synthetisierte Proteine identifiziert werden: die Hitzestressproteine GroES,
GroEL und DnaK, die Stoffwechselenzyme Malatdehydrogenase und
Pyruvatdehydrogenase, der Elongationsfaktor EF-Tu und das Phagenprotein
Pap31. Die Expression von Pap31 bei B. henselae in Endothelzellkultur

wurde hier erstmals gezeigt.

Durch die vorliegende Arbeit wurde eine neue Methode flr die weitergehende
Erforschung von B. henselae etabliert, die in Zukunft die Untersuchung dieses
genetisch schwer zuganglichen Organismus erleichtern wird. Eine Reihe von
Proteinen wurde hier fur B. henselae erstmals beschrieben bzw. wurde deren
Expression unter bestimmten Lebensbedingungen zum ersten Mal beobachtet.
Die Breite des methodischen Ansatzes dieser Arbeit legt den Grundstein fur
vielfaltige weitere Untersuchungen. So konnte zwischenzeitlich die
membranassoziierte Lage von Pap31 mithilfe eines in dieser Arbeit
charakterisierten monoklonalen Antikérper aufgedeckt (163) und Fibronektin als

Bindungspartner von B. henselae—Pili identifiziert werden (118).
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6. Abklirzungen

1D-Gel
2D-Gel
A. bidest.
Abb.

Ak

APS
AS

BA

BP
CBB
CHAPS

CHX
Ci

cpm

d

DAB
DNA
dNTPs
ECL
EDTA
FCS
Fc-Teill
h

H,Oq4
H2Ou
HC
HPLC
HSP
HUVEC
IEF

Eindimensionales Proteingel
Zweidimensionales Proteingel
zweifach destilliertes Wasser
Abbildung

Antikorper

Ammoniumpersulfat
Aminosaure

Bazillare Angiomatose

Bazillare Peliosis

Coomassie Brilliant-Blau
Cholamidopropyl-dimethylammonio-
propansulfonat

Cycloheximid

Curie

counts per minute

Tage

3,3 'Diaminobenzidinhydrochlorid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphate

enhanced chemoluminescence

Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

Fetales Kalberserum

konstantes Fragment der Immunglobuline

Stunden
destilliertes Wasser
zweifach destilliertes Wasser

Harnstoffpuffer

High Performance Liquid Chromatography

Hitzestressprotein

human umbilical vein endothelial cells

isoelektrische Fokussierung
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IFT Immunfluoreszenztest

IL Interleukin

IPG immobilisierter pH-Gradient
kD Kilodalton

KKK Katzenkratzkrankheit

LSB low salt buffer

mA milli-Ampere

mAK monoklonale Antikorper
MALDI matrix-assisted laser desorption ionization
MDH Malatdehydrogenase

min Minuten

oD optical density

p. A. zur Analyse

PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
pl isoelektrischer Punkt

psi pounds per square inch
RNA Ribonukleinsaure

SDS Natrium-Dodecyl-Sulfat
spp. Spezies

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TBP Tributylphosphin

TCA Trichloressigsaure

TFA Trifluoressigsaure

THC Thioharnstoffpuffer

TOF time of flight

U Spannung

Vv Volt

ViV volume per volume

VEGF vascular endothelial growth factor
Vh Voltstunde

wiv weight per volume
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Aminosauren:

A Alanin G [ Glycin M | Methionin S | Serin

C | Cystein H | Histidin | N | Asparagin|T | Threonin
D | Aspartat I |lIsoleucin|P |Prolin V | Valin

E | Glutamat K [ Lysin Q | Glutamin |[W| Tryptophan
F | Phenylalanin |L |Leucin | R [Arginin Y | Tyrosin
Nukleotide:

A | Adenosinmonophosphat

T | Thyminmonophosphat

G [ Guanosinmonophosphat

C | Cytosinmonophosphat
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