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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Crohn (M. Crohn)

1.1.1 Krankheitscharakteristika und Epidemiologie

Bei Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis ulcerosa (C. ulcerosa) handelt es sich
um zwei phéinotypische Prototypen von  Chronisch  Entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) des Menschen. Morbus Crohn wurde erstmalig von
Crohn et al. (Crohn et al. 1984) beschrieben und ist charakterisiert durch eine
granulomatdse chronische Entziindung, die sich iber den gesamten
Gastrointestinaltrakt erstreckt, wobei der untere Diinndarm (terminales ileum)
vermehrt betroffen ist (Duchmann et al. 2005). Dagegen handelt es sich bei
C. ulcerosa um eine kontinuierliche chronische Entziindung im Bereich des
Dickdarms und des Mastdarms (Colorektum) ohne granulomatdse Charakteristika
(Karp et al. 2005). Sowohl bei M. Crohn als auch bei C. ulcerosa verlduft die
chronische Entziindung zumeist in Schiiben, wobei im Fall des M. Crohn alle
Schichten der Darmwand und bei C. ulcerosa lediglich die Mukosa und

Submukosa betroffen sind.

Je nach  Auswertungszeitraum und geografischer  Zuordnung von
epidemiologischen Studien variieren Inzidenzraten (Neuerkrankungsraten) und
Pravalenzraten (Verbreitungsraten) von CED. Fiir M. Crohn wird in der Literatur
eine jéhrliche Inzidenzrate von 5-8/100.000 (Fille/Einwohner) angegeben. Fiir
C. ulcerosa ergibt sich eine jéhrliche Inzidenzrate von 3-13/100.000. Eine
europaweite Studie von 1991 bis 1992 ermittelte eine jdhrliche Inzidenzrate von
M. Crohn in Héhe von 5/100.000 und von C. ulcerosa in Héhe von 10/100.000
(Shivananda et al. 1996).

Ahnlich hohe Inzidenzraten wurden beispielsweise in Norwegen von 1990 bis
1993 ermittelt. In diesem Zeitraum lag die jahrliche Inzidenzrate von M. Crohn
bei 6/100.000 und von C. ulcerosa bei etwa 12/100.000 (Moum et al. 1997). In
Deutschland bewegte sich von 1980 bis 1995 die jahrliche Inzidenzrate von
M. Crohn bei etwa 5/100.000 (Timmer et al. 1999a) und von C. ulcerosa bei etwa
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3/100.000 (Timmer et al. 1999b). In Frankreich lag von 2000 bis 2002 die
jahrliche Inzidenzrate von M. Crohn bei etwa 8/100.000 und von C. ulcerosa bei
etwa 7/100.000 (Nerich et al. 2006). Von 1990 bis 2000 betrug in Minnesota
(USA) die jahrliche Inzidenzrate von M. Crohn etwa 8/100.000 sowie von
C. ulcerosa etwa 9/100.000 (Loftus et al. 2007). Von 1971 bis 1982 lag in Nord-
Kalifornien (USA) die Inzidenzrate von M. Crohn bei 5/100.000 und von
C. ulcerosa bei 4/100.000 (Hiatt et al. 1988).

Die Privalenzraten von M. Crohn und C. ulcerosa lagen in Minnesota im Jahr
2001 bei 174/100.000, bzw. 214/100.000 (Loftus et al. 2007). Dagegen wurde in
Deutschland von 1985 bis 1986 eine Prdavalenzrate von M. Crohn in Hohe von
30/100.000 ermittelt (Loffler et al. 1993).

Fir M. Crohn wurde die hochste Inzidenzrate in der Altersgruppe 15 bis 29 Jahre
und fir C. ulcerosa in der Altersgruppe 20 bis 34 Jahre festgestellt
(Hiatt et al. 1988; Moum et al. 1996a; Moum et al. 1996b; Nerich et al. 2006).
AuBerdem belegen diverse Studien, dass Ménner und Frauen mit der gleichen
Haufigkeit an M. Crohn oder C. ulcerosa erkranken (Hiatt et al. 1988;
Moum et al. 1996b; Loftus et al. 2007).

1.1.2 Atiologie und Pathophysiologie

Die Atiologie von CED ist nicht vollstindig geklirt. Die Forschung nimmt derzeit
an, dass es sich um eine multifaktorielle Erkrankung handelt, an deren
Pathogenese genetische Faktoren, Umweltfaktoren und eine fehlregulierte
mukosale Immunantwort gegen kommensale Bakterien beteiligt sind
(Podolsky 2002). In den vergangenen Jahren gelang es, genetische Faktoren zu
identifizieren, die mit CED assoziiert sind. Diesen Genen ist gemein, dass sie bei
CED-Patienten héufiger mutiert in Form von Punktmutationen, so genannten

SNPs (engl. single nucleotide polymorphisms), vorliegen.

Die Assoziation von CARD15/NOD2-Polymorphismen mit M. Crohn wurde
nahezu zeitgleich von 3 Arbeitsgruppen verdffentlicht (Hampe et al. 2001;
Hugot et al. 2001; Ogura et al. 200la). Das Gen CARDIS
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(engl. caspase-recruiting domain) kodiert fiir das cytoplasmatische Protein NOD2
(engl. nucleotide-binding oligomerization domain 2), das hauptsdchlich in
Monozyten exprimiert wird (Ogura et al. 2001b). NOD?2 ist ein intrazelulldrer
Rezeptor von Muramyl Dipeptid, einem Bestandteil von Peptidoglykan, das
wiederum in der Zellwand von gram-positiven und gram-negativen Bakterien
vorkommt (Girardin et al. 2003). Im Rahmen der angeborenen Immunantwort
bewirkt die Interaktion zwischen Muramyl Dipeptid und Wildtyp-NOD?2 {iber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Ogura et al. 2001b). Somit
nimmt NOD?2 bei der Erkennung und der Eliminierung von Bakterien seitens des
angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle ein. Mdglicherweise bewirken
CARD15/NOD2-Polymorphismen eine unvollstindige Eliminierung
kommensaler wie pathogener Bakterien, so dass es zur fehlgesteuerten mukosalen

Immunantwort gegen die verbleibenden Bakterien kommt (Franchi et al. 2008).

Franchimont et al. demonstrierten die Assoziation eines Polymorphismus im
TLR4-Gen (engl. toll-like receptor 4) mit CED (Franchimont et al. 2004). In
Transfektionsexperimenten bewirkte dieser TLR4-Polymorphismus eine geringere
Aktivierung von NF-kB nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS)
(Arbour et al. 2000). TLR4 fungiert auf der Oberfliche von Immunzellen als
Rezeptor von LPS, eine Komponente der dulleren Membran gram-negativer
Bakterien. LPS ist ein wichtiger Ausloser fiir inflammatorische Immunantworten
gegen gram-negative Bakterien, wobei die Erkennung von LPS hauptséichlich

tiber TLR4 erfolgt (Medzhitov 2001; Hoebe et al. 2006).

Des Weiteren wurde ein Polymorphismus in der Promoterregion des CD14-Gens
mit M. Crohn assoziiert (Klein et al. 2002). CD14 ist ein Bestandteil der
angeborenen Immunantwort und auch beteiligt an der Erkennung von LPS

(Aderem et al. 2000).

Weitere Hinweise fiir eine Beteiligung von genetischen Faktoren an der
Pathogenese von CED lieferten Studien mit Familienangehorigen von CED-
Patienten sowie Zwillingsstudien. Bei Verwandten ersten Grades von CED-

Patienten konnte im Vergleich zur Normalbevolkerung ein um den Faktor 10
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erhohtes Erkrankungsrisiko ermittelt werden (Orholm et al. 1991). Bei
monozygoten Zwillingen war im Vergleich zu dizygoten Zwillingen eine hohere
Konkordanz von M. Crohn, also eine iibereinstimmende Erkrankung bei beiden

Zwillingen, festzustellen (Tysk et al. 1988).

Hervorzuheben ist aufBlerdem, dass genetische Variationen in verschiedenen
ethnischen Gruppen nachgewiesen werden konnten. Beispielsweise konnten
CARDI15/NOD2-Polymorphismen weder in der Tiirkei noch in Tunesien mit
M. Crohn assoziiert werden (Zouiten-Mekki et al. 2005; Ozen et al. 2006). Bei
schottischen M. Crohn-Patienten war die Prdvalenzrate von CARD15/NOD2-
Polymorphismen hingegen niedriger als bei Patienten aus anderen europdischen
Landern und Nord-Amerika. Des Weiteren ergaben sich bei diesen Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine Unterschiede beziiglich der Varianten von
TLR4 und CD14 (Arnott et al. 2004). Halfvarson et el. demonstrierten, dass nur
eine Minderheit der konkordanten monozygoten Zwillinge fiir M. Crohn Trager
fiir eine der 3 CARD15/NOD2-Polymorphismen waren (Halfvarson et al. 2005).

Neben genetischen Faktoren sind vermutlich auch Umweltfaktoren an der
Pathogenese von CED beteiligt. So waren weniger als die Hélfte der monozygoten
Zwillinge konkordant fiir M. Crohn (Tysk et al. 1988). Dartiber hinaus bestdtigten
zahlreiche epidemiologische Studien steigende Inzidenzraten von CED
vornehmlich in industrialisierten Lindern. So waren etwa in Minnesota von 1940
bis in die frithen 1970er Jahre signifikante Steigerungen der Inzidenzraten von
M. Crohn und C. ulcerosa zu beobachten, wéhrend sich die Inzidenzraten von
beiden Krankheiten innerhalb von 30 Jahren (frithe 1970er Jahre bis 2000)
stabilisierten. Von 1991 bis 2001 stieg die Privalenzrate von M. Crohn um 31%,
wihrend sich die Privalenzrate von C. ulcerosa in derselben Zeitspanne um 7%
verringerte (Loftus et al. 2007). Zwischen 1971 und 1982 sank in Nord-
Kalifornien die Inzidenzrate von C. ulcerosa. Zeitgleich stieg sie von M. Crohn
(Hiatt et al. 1988).

In Schottland war von 1981 bis 1995 eine kontinuierliche Zunahme der
Inzidenzrate von M. Crohn und C. ulcerosa bei jugendlichen Patienten zu

beobachten. Zudem war die Rate von M. Crohn in Nord-Schottland im Vergleich
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zu Std-Schottland signifikant hoher (Armitage et al. 2001). Dagegen konnte bei
C. ulcerosa keine Nord-Siid-Variation festgestellt werden (Armitage et al. 2004).
Ahnlich in Frankreich: Auch hier ergab sich eine Nord-Siid-Variation der
Inzidenzrate von M. Crohn. Im Norden war die Inzidenzrate von M. Crohn hoher
als im Siiden. Kein Nord-Siid-Gefdlle war beziiglich der Inzidenzrate von

C. ulcerosa festzustellen (Nerich et al. 2006).

Dagegen bestitigte eine europaweite Studie die Nord-Siid-Variation der
Inzidenzraten von M. Crohn und C. ulcerosa. Die Inzidenzrate von M. Crohn und
C. ulcerosa war im Norden im Vergleich zum Siiden um 80% bzw. um 40%
erhoht. Die hochste Inzidenzrate von M. Crohn wurde in Nordwest-Frankreich
und den Niederlanden, dagegen die niedrigste in Griechenland ermittelt. Im Fall
der C. ulcerosa zeigte sich, dass Island die hochste und Portugal die niedrigste

Inzidenzrate aufwies (Shivananda et al. 1996).

Der Zusammenhang zwischen zunehmendem Industrialisierungsgrad und
steigender Inzidenzrate von CED wird besonders deutlich am Beispiel von
vormals wirtschaftlich unterentwickelten Regionen der Welt. In Osteuropa
(Lakatos 2006) und Asien (Leong et al. 2004; Ouyang et al. 2005) sind

beispielsweise seit Mitte der 1990er Jahre die Inzidenzraten deutlich gestiegen.

Weitere Hinweise fiir die Einfliisse von Umweltfaktoren zeigten Studien mit
Ehepaaren, bei denen beide Ehepartner an CED erkrankt waren. Bei der Mehrheit
der Paare brachen die Erkrankungen bei beiden Partnern erst nach einer
bestimmten Dauer des Zusammenlebens aus. Auch der Nachwuchs von
betroffenen Eltern war nachweislich einem erhohten Risiko, an CED zu

erkranken, ausgesetzt (Laharie et al. 2001).

Tabakkonsum wird ebenfalls als ein Umweltfaktor fiir die Pathogenese von CED
diskutiert. Bei Geschwisterpaaren, die nicht konkordant fiir den CED-Subtyp
(ein Geschwister an M. Crohn, das andere an C. ulcerosa erkrankt) und
Tabakkonsum waren, wurde bei den Rauchern M. Crohn und bei Nichtrauchern

C. ulcerosa diagnostiziert (Bridger et al. 2002).
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Eine interessante Hypothese hinsichtlich der mdglichen Verbindung von
Umweltfaktoren mit der Pathophysiologie von CED wurde von Hugot et al.
formuliert. Laut der SO genannten Kiihlketten-Hypothese
(engl. Cold Chain Hypothesis) stellt die Kaltetechnik einen potenziellen
Risikofaktor fiir M. Crohn dar: psychrotrophe Bakterien, wie Yersinia
enterocolitica (Y. enterocolitica), Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum
und Bacillus cereus, sind féhig, sich auch bei 4°C zu vermehren. Wahrend des
20. Jahrhunderts verlief die Einfithrung der Kéltetechnik nahezu parallel mit dem
Anstieg der Privalenzrate von M. Crohn (Hugot et al. 2003).

Interessant ist auch die Hygiene-Hypothese. Diese ist im Zusammenhang mit der
fortschreitenden Industrialisierung zu betrachten und beschreibt, dass der
zunehmende Grad an Hygiene zu einem reduzierten Kontakt mit Bakterien, Viren
und auch Helminthen, vor allem in der Kindheit und frithen Jugend, fiihrt
(Koloski et al. 2008). Dadurch kann es zu einer fehlgesteuerten Immunantwort

kommen, wie zuvor bereits fiir Allergien beschrieben (Strachan 1989).

Die Pathophysiologie von CED wird angesehen als eine fehlregulierte mukosale
Immunantwort gegen kommensale Bakterien. Tiermodelle von CED konnten
demonstrieren, dass die normale intestinale Flora bei der Entstehung der
Krankheit eine entscheidende Rolle spielt: Transgene Mause erkrankten in der
Gegenwart von kommensalen Bakterien an Colitis. Die Tiere waren wiederum
gesund, wenn sie unter keimfreien Bedingungen gehalten wurden
(Rath et al. 2001; Strober et al. 2002; Guarner et al. 2003). Ferner konnte eine
fehlgesteuerte mukosale Immunantwort der CD4-positiven Thymus-Zellen
(CD4+ T-Zellen) in Form einer gesteigerten Produktion von T-Helferzellen-1
(Th1)-Zytokinen nachgewiesen werden. Hierzu zéhlen die proinflammatorischen
Zytokine Interferon-y (IFN-y), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-0) und
Interleukin-12 (IL-12) (Strober et al. 2002). Ito et al. belegten in ihren Versuchen,
dass IFN-y im Tiermodell CED verursacht (Ito et al. 2006).

Im menschlichen Darm befinden sich in der Regel hohe Konzentrationen von
Antigenen, Bakterien und Speiseresten, die vom darmassozierten lymphatischen

Gewebe (engl. gut associated Ilymphoid tissue) durch eine intestinale
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Epithelschicht getrennt werden. Das mukosale Immunsystem muss die Balance
zwischen der notwendigen Reaktion auf pathogene Organismen sowie der
gleichzeitigen aktiven Tolerierung kommensaler Bakterien und Nahrungsantigene
halten. Moglicherweise bricht bei CED diese Toleranz zusammen, so dass es zur
Fehlsteuerung der mukosalen Immunantwort gegen intestinale Bakterien und
Antigene kommt (Podolsky 2002; Lakatos et al. 2006). Im Fall des M. Crohn gibt
es klare Hinweise darauf, dass die intestinale Entziindung Thl-vermittelt ist

(Fuss et al. 1996; Parronchi et al. 1997; Cobrin et al. 2005).

Auch eine Fehlsteuerung der adaptiven Immunantwort bei CED-Patienten wird
diskutiert. Eine Studie von 1978 wies erhohte Antikorpertiter gegen Escherichia
coli (E. coli) im Serum von CED-Patienten nach (Tabaqchali et al. 1978). Bei
M. Crohn-Patienten konnten erhohte Antikorpertiter gegen bakterielle Antigene
wie E. coli outer membrane porin C (Mei et al. 2006), Flagellin
(Lodes et al. 2004; Sitaraman et al. 2005) und Pseudomonas fluorescens-

assozierte Sequenz 12 festgestellt werden (Landers et al. 2002).

Voraussetzung flir den Kontakt der mukosalen Immunzellen mit Bakterien und
Antigenen aus dem Darmlumen ist eine Stdrung der epithelialen Barrierefunktion.
Diese wurde mehrfach bei M. Crohn-Patienten beschrieben. Nachweislich ist die
intestinale Permeabilitdt bei M. Crohn-Patienten und ihren Verwandten ersten
Grades erhoht. Des Weiteren waren bei Patienten, deren Ileum betroffen war,
CARDI15/NOD2-Polymorphismen mit erhohter intestinaler Permeabilitit
assoziiert (D'Inca et al. 2006). Bei M. Crohn-Patienten, deren Ileum betroffen war,
konnte eine verringerte Expression von a-Defensinen im Ileum gezeigt werden
(Wehkamp et al. 2004). Dariiber hinaus waren CARD15/NOD2-Polymorphismen
mit einer verstirkten Erniedrigung der a-Defensin-Expression assoziiert. Dagegen
lag bei M. Crohn-Patienten, deren Colon betroffen war, eine erniedrigte

Expression von -Defensinen vor (Wehkamp et al. 2007).

Defensine sind antibakterielle Peptide, die eine wichtige Rolle bei der mukosalen
antibakteriellen Barriere einnehmen. Somit kdnnte eine erniedrigte Expression
von Defensinen und eine erhdhte intestinale Permeabilitit eine Stoérung der

epithelialen Barrierefunktion zur Folge haben, welche die vermehrte
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Einwanderung von Bakterien aus dem Darmlumen in die intestinale Mukosa
begiinstigt. Derzeit ist noch unbekannt, ob die Barrierestérung bei M. Crohn die
Ursache der Erkrankung oder aber eine sekunddre Storung, die die

Entziindungsreaktion unterstiitzt, darstellt.

1.1.3 Bakterien und Chronisch Entziindliche Darmerkrankungen
(CED)
Wie zuvor erwidhnt erkranken transgene Maiuse in der Gegenwart von
kommensalen Bakterien an Colitis, wahrend die Tiere unter keimfreien
Bedingungen gesund bleiben (Rath et al. 2001; Strober et al. 2002;
Guarner et al. 2003). Daher ist davon auszugehen, dass Bakterien an der
Pathogenese des M. Crohn eine zentrale Rolle spielen. Verschiedene
Bakterienspezies, insbesondere E. coli, wurden mit M. Crohn in Verbindung
gebracht. So konnten mit Hilfe eines immunhistochemischen Verfahrens Antigene
von E. coli, Listeria und Streptococcus in Makrophagen von M. Crohn-Patienten
nachgewiesen werden (Liu et al. 1995). AuBerdem wurde bei 80% der M. Crohn-
Patienten die DNA von E. coli in Granuloma mittels Laser Capture
Microdissection und Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain

Reaction, PCR) gefunden (Ryan et al. 2004).

Bei CED-Patienten lie} sich eine verdnderte Zusammensetzung der Bakterien im
Darmlumen nachweisen. Wéahrend die Zahl von nitzlichen Bakterien, wie
Bifidobacterium und Lactobacillus, erniedrigt war, kamen pathogene Bakterien,
wie Bacteroides und E. coli, in einer erh6hten Anzahl vor (Neut et al. 2002;
Swidsinski et al. 2002). In der Ileum-Mukosa von M. Crohn-Patienten wurden
tiberwiegend adhérente Stimme von E. coli nachgewiesen
(Darfeuille-Michaud et al. 1998; Kotlowski et al. 2007). So konnte ein Stamm
adhérent-invasiver E. coli (AIEC) aus der Ileum-Mukosa eines M. Crohn-
Patienten isoliert werden, der im Zytoplasma der Wirtszelle iiberlebt und sich
vermehrt (Boudeau et al. 1999). Dieser Stamm ist aulerdem in der Lage, in
Makrophagen zu iiberleben und sich zu vermehren (Glasser et al. 2001). AIEC
sind mit entziindeter Ileum-Mukosa von M. Crohn-Patienten assoziiert

(Darfeuille-Michaud et al. 2004). Eine Studie bestétigte die Assoziation von AIEC
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mit M. Crohn, indem sie die abnormale Expression von CEACAMSG6, einem
Rezeptor von AIEC, auf epithelialen Zellen des Ileums von Patienten feststellte

(Barnich et al. 2007).

Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) wurde ebenfalls mit M. Crohn
assoziiert. Dieses Bakterium konnte bei einem Grofteil der M. Crohn-Patienten
aus Biopsien der intestinalen Mukosa gefunden wund isoliert werden
(Sechi et al. 2005). MAP ruft bei Wiederkduern die Paratuberkulose
(Johnsche Krankheit) hervor. Dabei handelt es sich um eine chronisch
granulomatdse Gastroenteritis (Harris et al. 2001), die im Krankheitsbild
Ahnlichkeiten zu M. Crohn aufweist. Bislang ist nicht geklirt, ob es sich um eine
kausale oder aber zufillige Assoziation von MAP mit M. Crohn handelt (Uzoigwe
et al. 2007).

Eine wichtige Entdeckung haben Duchmann et al. gemacht. Sie konnten
demonstrieren, dass periphere und darmstindige T-Zellen von CED-Patienten
spezifisch ~ auf  Bifidobacterium,  Bacteroides und  Enterobakterien
(unter anderem E. coli) reagieren. Dabei konnten Kreuzreaktivitidten der T-Zellen
gegeniiber diesen Bakterienspezies beobachtet werden. Daraus folgt, dass die
T-Zellantwort moglicherweise gegen Antigene gerichtet war, die den
verschiedenen Enterobacteriaceae gemein und somit evolutiondr konserviert sind

(Duchmann et al. 1999).

1.2 Spondylitis ankylosans (S. ankylosans)

1.2.1 Krankheitscharakteristika, Atiologie und Epidemiologie

Spondylitis ankylosans (S. ankylosans) gehort neben der Reaktiven Arthritis und
Gelenkentziindungen, die in Verbindung mit CED oder Psoriasis vulgaris stehen,
zur Gruppe der Spondylarthritiden (SpA). Spondylitis ankylosans gilt als
schwerste Form der SpA (Sieper et al. 2006). Es handelt sich um eine chronisch
entziindliche Erkrankung, bei der hauptsichlich die Sakroiliakalgelenke und die

Wirbelsdule betroffen sind. Spondylitis ankylosans manifestiert sich haufig im
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Alter zwischen 20 und 30 Jahren, wobei Ménner doppelt so oft betroffen sind

(Braun et al. 2003).

Die Atiologie von S. ankylosans ist nicht vollstindig geklirt. Jedoch ist mit dem
humanen Leukozyten Antigen Klasse I Molekiil B27 (HLA-B27) ein genetischer
Faktor mit der Erkrankung assoziiert. HLA-B27 ist ein Molekiil des
Haupthistokompatibilititskomplexes I (engl. Major Histocompatibility Complex,
MHC I), dessen Funktion darin besteht, den T-Zellrezeptoren auf CD8-positiven
(CD8+) zytotoxischen T-Zellen Peptide zu présentieren.

Brewerton et al. zeigten, dass 85 bis 95% der S. ankylosans-Patienten HLA-B27-
positiv (HLA-B27+) waren (Brewerton et al. 1973). In Norwegen, GoBbritannien
und Spanien waren zum Beispiel etwa 93% und in Griechenland etwa 80% der
weilen S. ankylosans-Patienten HLA-B27+ (Brown et al. 1996;
Fernandez-Sueiro et al. 2004; Bakland et al. 2005). HLA-B27 ist im gesamten
eurasischen Raum verbreitet, jedoch in genetisch isolierten Bevolkerungen von
Urvolkern Stidamerikas, des dquatorialen und siidlichen Afrikas und Australiens

kaum vorhanden (Khan 1995).

Je geringer die Entfernung zum Nordpol ist, desto hoher liegt die Privalenzrate
von HLA-B27 in der Normalbevolkerung. Im noérdlichen Norwegen waren etwa
16% der Normalbevilkerung HLA-B27+, wihrend dies im siidlichen Norwegen
nur bei 10% der Fall war (Gran et al. 1984). In Deutschland, GroBbritannien und
Spanien waren etwa 9% der Normalbevolkerung HLA-B27+ (Brown et al. 1996;
Braun et al. 1998; Fernandez-Sueiro et al. 2004), hingegen in Kuwait und Japan
waren nur 4% bzw. weniger als 1% HLA-B27+ (Alharbi et al. 1996;
Hukuda et al. 2001).

Beziiglich der Inzidenz- und Prévalenzrate von S. ankylosans wurde ebenfalls eine
Nord-Siid-Variation diskutiert. Wahrend in Norwegen, Finnland und Minnesota
(USA) jahrliche Inzidenzraten von etwa 7/100.000 festgestellt werden konnten
(Carbone et al. 1992; Kaipiainen-Seppanen et al. 2000; Bakland et al. 2005), lag
die Inzidenzrate in Griechenland bei 1,5/100.000 (Alamanos et al. 2004). Die
Privalenzrate lag in Norwegen bei 1,1 bis 1,4% (Gran et al. 1985), in Deutschland
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bei 0,86% (Braun et al. 1998) und in Griechenland bei 0,03%
(Alamanos et al. 2004).

Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass die Hohe der Prdvalenzrate von
HLA-B27 in der Normalbevdlkerung mit hoheren Priavalenz- und Inzidenzraten
von S. ankylosans korreliert. So gibt es in Japan eine niedrige Pravalenzrate von
HLA-B27 in der Normalbevolkerung sowie niedrige Priavalenz- und Inzidenzraten
von SpA (Hukuda et al. 2001). Laut einer Studie aus dem Jahr 2000 waren HLA-
B27 und S. ankylosans in den Bevolkerungen Subsahara-Afrikas nahezu nicht
existent (Mijiyawa et al. 2000). Anders verhielt es sich in Gambia, wo es keinen
Fall von S. ankylosans gab. Allerdings lag die Pravalenzrate von HLA-B27 in der
Normalbevdlkerung bei 6% (Brown et al. 1997a). Diese Rate liegt dhnlich hoch
wie beispielsweise in Europa. Offenkundig gibt es in Gambia keine Assoziation

zwischen HLA-B27 und S. ankylosans.

Bereits 1977 wiesen Khan et al. nach, dass in den USA 48% der afro-
amerikanischen und 94% der weiflen S. ankylosans-Patienten HLA-B27+ waren.
Somit war bei afro-amerikanischen Patienten eine geringere Assoziation zu HLA-
B27 vorhanden. Demnach waren sie einem geringeren Risiko ausgesetzt, an

S. ankylosans zu erkranken (Khan et al. 1977).

Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass weniger als 5% der HLA-B27+
Individuen eine S. ankylosans entwickeln (Reveille 2006), weisen auf die
Beteiligung von weiteren genetischen Faktoren und/oder Umweltfaktoren an der
Pathogenese hin. Hinweise hierfiir lieferten Zwillingsstudien, die demonstrierten,
dass 75% der monozygoten Zwillingspaare und nur 12,5% der dizygoten
Zwillingspaare konkordant fiir S. ankylosans waren (Brown et al. 1997b). Des
Weiteren zeigte eine Studie, dass Polymorphismen in den Genen des IL-23-
Rezeptors und der Aminopeptidase ARTS1 mit S. ankylosans assoziert sind
(Burton et al. 2007).
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1.2.2 Bakterien und Spondylarthritiden (SpA)

Eine mogliche Beteiligung der kommensalen intestinalen Flora an der
Pathogenese von S. ankylosans bei zumindest HLA-B27+ Patienten wurde in
einem Tiermodell fiir S. ankylosans und SpA aufgezeigt. HLA-B27+ transgene
Ratten entwickelten in der Gegenwart der kommensalen intestinalen Flora
Gelenkentziindungen und Entziindungen der Darmmukosa, dhnlich derer, die bei
CED beobachtet werden. Dagegen zeigten die Ratten unter keimfreien

Bedingungen keine dieser Symptome (Taurog et al. 1994).

Moglicherweise geht der Pathogenese von S. ankylosans eine bakterielle Infektion
oder der Kontakt mit bakteriellen Bestandteilen voraus. Hierfiir sprechen, dass
sich bei der Reaktiven Arthritis Gelenkentziindungen nach Infektion mit
Enterobakterien, wie Salmonella, Shigella, Yersinia und Campylobacter, im Darm
oder mit Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) im Urogenitaltrakt entwickeln
(Sieper et al. 1996). Zudem entwickeln bis zu 20% der HLA-B27+ Patienten mit
Reaktiver Arthritis eine S. ankylosans (Leirisalo-Repo 1998). So konnten
Antigene von Yersinia und Salmonella in der Synovialfliissigkeit oder -membran
von Patienten mit Reaktiver Arthritis nachgewiesen werden (Granfors et al. 1989;

Granfors et al. 1990; Hammer et al. 1990).

Kuon et al. konnten HLA-B27-restringierte Peptide von C. trachomatis
identifizieren, die CD8+ T-Zellen aus der Synovialfliissigkeit von Patienten mit
Reaktiver Arthritis stimulierten (Kuon et al. 2001). Diese Daten weisen eine
mogliche pathogene Rolle von HLA-B27 hin. In diesem Kontext greift die
marthritogene Peptid-Theorie®. Sie besagt, dass bestimmte Subtypen von HLA-
B27 spezifische arthritogene Peptide binden, die danach CD8+ T-Zellen
stimulieren (Kuon et al. 2003). Hierzu konnten moglicherweise Peptide von
Bakterien zdhlen, die Reaktive Arthritis induzieren. Aufgrund von
Kreuzantigenitdit mit Autoantigenen konnten HLA-B27-Peptid-Komplexe
autoreaktive CD8+ T-Zellen stimulieren, die wiederum zur Schidigung der
Gelenke beitragen. Dies bestdtigten Atagunduz et al.. Sie konnten bei HLA-B27+
S. ankylosans-Patienten HLA-B27-restringierte T-Zellantworten von CD8+

T-Zellen aus der Synovialfliissigkeit gegen ein Knorpelantigen-Peptid nachweisen
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(Atagunduz et al. 2005). Jedoch ist noch nicht bekannt, ob dieses Peptid fiir die

Pathogenese von S. ankylosans relevant ist.

Neben der potenziellen Reaktivitit von CD8+ T-Zellen konnten proliferative
T-Zellantworten von CD4+ T-Zellen aus der Synovialfliissigkeit von Patienten
mit Reaktiver Arthritis gegeniiber Chlamydia trachomatis demonstriert werden
(Sieper et al. 1991). Ferner lieferten CD4+ T-Zellen aus der Synovialfliissigkeit
von Patienten mit Reaktiver Arthritis spezifische proliferative Antworten
gegeniiber Lysaten von Bakterien, die zuvor bei diesen Patienten die Arthritis

induziert hatten (Gaston et al. 1989).

Mehrere Studien offenbarten zudem Reaktivititen von T-Zellen aus der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit Reaktiver Arthritis gegeniiber evolutionir
konservierten bakteriellen Proteinen. So zeigten T-Zellen proliferative Antworten
gegeniiber 2 immundominanten Antigenen von Y. enterocolitica. Bei einem dieser
Proteine handelt es sich um das hochkonservierte 50 S ribosomale Protein .23
(Mertz et al. 1994). In einer anderen Studie konnten Mertz et al. demonstrieren,
dass Hitzeschockproteine 60 (Hsp60) von Y. enterocolitica, C. trachomatis,
Borrelia burgdorferi und des Menschen proliferative Antworten mit Thl- und
Th2-dhnlichen  Zytokinsekretionsmuster bei CD4+ T-Zellen auslsten
(Mertz et al. 1998). Thiel et al. zeigten, dass Yersinia-Hsp60-spezifische T-Zellen

eines Patienten mit humanem Hsp60 kreuzreagierten (Thiel et al. 2006).

1.3 Klinische Gemeinsamkeiten zwischen S. ankylosans und CED
Etwa 6% der SpA-Patienten entwickeln langfristig eine CED
(Mielants et al. 1995; De Vos et al. 1996), wenngleich histologische Analysen von
Darmbiopsien bei etwa 60% der S. ankylosans-Patienten entziindliche Lésionen
im Darm offenbarten, dic denen des M. Crohn dhneln (Mielants et al. 1988).
Umgekehrt entwickelten 4 bis 8% der CED-Patienten eine S. ankylosans. So
offenbarten 3 verschiedene Studien, dass 7,8% (Purrmann et al. 1988), 3,9%
(de Vlam et al. 2000) und 3,7% (Palm et al. 2002) der CED-Patienten an

S. ankylosans erkrankten. Palm et al. zeigten zudem, dass 73% dieser CED-
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S. ankylosans-Patienten HLA-B27+ waren. Dagegen wurde bei CED-Patienten
eine Pravalenzrate von HLA-B27 in Hohe von 13% ermittelt (Palm et al. 2002).

Des Weiteren kann es bei CED-Patienten zu rheumatischen Manifestationen wie
der Peripheren Arthritis und Sakroiliitis kommen. Periphere Arthritis wurde bei
10% der M. Crohn-Patienten und bei 6% der C. ulcerosa-Patienten nachgewiesen
(Orchard et al. 1998). Dagegen wurde Sakroiliitis bei 23% der M. Crohn-
Patienten radiologisch diagnostiziert. Interessanterweise war die Sakroiliitis nicht
mit HLA-B27, sondern mit CARDI15/NOD2-Polymorphismen assoziiert
(Peeters et al. 2004).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, evolutiondir konservierte Proteine und
Pathogenititsfaktoren von E. coli rekombinant herzustellen und anschlieBend mit
Hilfe eines T-Zell-Assays die potenzielle Rolle dieser Proteine an der
Immunpathogenese des M. Crohn und der S. ankylosans systematisch zu

untersuchen.

Anhand der von Duchmann et al. beschriebenen Kreuzreaktivititen von
peripheren und darmstindigen T-Zellen von CED-Patienten gegeniiber
Bifidobacterium, Bacteroides und Enterobakterien (Duchmann et al. 1999) wurde
im Rahmen dieser Arbeit postuliert, dass M. Crohn-Patienten in vitro eine erhohte
periphere T-Zellantwort gegeniiber evolutiondr konservierten Proteinen von
E. coli K12 zeigen. Aufgrund der groen Zahl von 4460 Genen, dic im Genom
von E. coli K12 enthalten sind (Karp et al. 2007), hatte die Vorgehensweise,
evolutiondar konservierte Proteine testen zu wollen, den Vorteil, dass eine
tiberschaubare Zahl von Proteinen fiir die rekombinante Herstellung in Betracht

kamen.

Daneben sollten unterschiedliche Pathogenitdtsfaktoren von E. coli hergestellt
werden, um eine Reihe nicht konservierter Proteine von E. coli im Repertoire zu
haben. Dabei richtete sich die Auswahl der Pathogenititsfaktoren nach der

Maligabe, viele der unterschiedlichen pathogenen E. coli zu reprisentieren.
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Die Unterscheidung zwischen konservierten Proteinen und Pathogenitdtsfaktoren
von E. coli gestattete die Untersuchung moglicher Unterschiede zwischen
konservierten und nicht konservierten Proteinen in ihrem Potential, periphere

CD4+ T-Zellen zu stimulieren.

Die Proteine sollten mit Hilfe einer Hochdurchsatzmethode hergestellt werden.
Sdmtliche Proteine sollten mit einem N-terminalen Tandem aus 7 Histidinen
(His;) fusioniert und in E. coli zur Expression gebracht werden, um nachfolgend
die affinitdtschromatografische Reinigung der Proteine zu gewéhrleisten. Hierbei
lag die Herausforderung darin, die relativ groBe Zahl von Proteinen in

ausreichender Menge herzustellen.

Bei der Konzeption dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, dass aufgrund
geringerer Loslichkeit nicht alle His;-fusionierten Proteine in ausreichenden
Mengen hergestellt werden konnen. Um die Loslichkeit und somit die Ausbeute
der betreffenden Proteine zu steigern, sollten diese mit alternativen
Fusionspartnern wie MBP (engl. Maltose Binding Protein), GST
(Glutathion S-Transferase) und NusA (engl. N-utilizing substance A) zur
Expression gebracht werden. Die Reinigung dieser Fusionsproteine sollte

ebenfalls mit Hilfe eines His;-Tandems erfolgen.

Fiir den Nachweis von antigenspezifischen Gedéchtnis-T-Zellen wurde auf das
von Suni et al. beschriebene Vollblut-Assay zuriickgegriffen. Hierbei wurde dem
Vollblut fiir einige Stunden ex Vvivo Antigen zugegeben und das
Oberflachenmolekiil CD28 kostimuliert. AnschlieBend wurden die Erythrozyten
lysiert und die Lymphozyten gegen intrazelluldire Zytokine und den
Aktivierungsmarker CD69 mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpern
markiert und durchflusszytometrisch analysiert (Suni et al. 1998). Im Gegensatz
zum Proliferations-Assay (Lyons et al. 1994) erlaubt der Vollblut-Assay die
Identifizierung von T-Zellen, die mit Effektor-Funktionen reagieren. Anstelle von
CD69 wurde im Rahmen dieser Arbeit CD40Ligand (CD40L) als
Aktivierungsmarker verwendet. Dieser wurde zuvor als universeller Marker fiir
die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen  beschrieben

(Frentsch et al. 2005).
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien

Tab. 1: Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) und Roth (Karlsruhe) bezogen,

aufer:

Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
APS Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Betain Serva, Heidelberg
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
dNTPs (100 mM) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Glycogen (20 mg/ml) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
IPTG MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Kanamycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Lysozym Roche, Mannheim
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden
PMSF Roche, Mannheim
Polymyxin-B Kugeln Chemicell, Berlin
Precision Plus Protein Standard (10-250 kDa) | Bio-Rad, USA
Restriktionsendonukleasen NEB und MBI Fermentas
SAP Roche, Mannheim
T4-DNA-Ligase NEB, USA
T4-DNA-Polymerase NEB, USA
Tag-Polymerase MPI f. molekulare Genetik, Berlin
TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thiamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
1 Kb Plus DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
B-Mercaptoethanol Fluka, Seelze

2.2 Kits

Tab. 2: Verwendete Kits

Expand High Fidelity PCR System | Roche, Mannheim
Gateway-Technologie Invitrogen, Karlsruhe
Genopure ds: DNA purification Kit | Bruker Daltonics, Bremen
Plasmid Mini, Maxi, Giga Kits Qiagen, Hilden

2.3 Antibiotika

Tab. 3: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammkonzentration [mg/ml] | Arbeitskonzentration [pug/mi]
Ampicillin 50 100
Chloramphenicol 34 34
Kanamycin 50 25
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2.4 Bakterienstamme

Tab. 4: Verwendete Stamme von E. coli flr Transformationen

E. coli Genotyp Hersteller
SCS1 recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17(rk- mk+) supE44 relA1l Stratagene,
USA
XL1- recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB Stratagene,
Blue lacl? ZdeltaM15 Tn10 (Tet®)] USA
BL21 F ompT hsdSg(rg” mp") gal dem (DE3) Novagen,
(DE3) USA
DB3.1 | F gyrA462 endA1 A(sr1-recA) merB mrr hsdS20(rs-, mg) SUpE44 | Invitrogen,
ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Sm") xyl-5 - leu mtl1 Karlsruhe

Tab. 5: Verwendete Stamme von E. coli fir genomische DNA-Praparationen

E. coli Bezogen von
K12 (DSMZ 5695) | Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
a | E2348 Stuart Knutton

(Institute of Child Health, University of Birmingham, UK)

b | DSMZ 10973

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

536 Helge Karch
(Institut fiir Hygiene, Universititsklinikum Miinster)

d| 147/1 Helge Karch
e | DSMZ 9029 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
f | DSMZ 8698 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
g| DSMZ 8579 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
h| 042 Chantal Le Bouguénec (Institut Pasteur, Paris)
i| 6228/00 Helge Karch
j | 7272/96 Helge Karch
k| 7343/96 Dr. Gericke (Robert Koch-Institut, Wernigerode)

2.5 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Tab. 6: Verwendete monoklonale Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Spezifitdt | Klon | Fluoreszenz-Markierung Hersteller
CD4 SK3 PerCP Becton Dickinson, Heidelberg
CD40L TRAPI PE / APC BD Pharmingen, Heidelberg
IFN-y B27 APC BD Pharmingen, Heidelberg
VB17 ET185 PE Immunotech, Hamburg
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2.6 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Tab. 7: Verwendete sonstige Verbrauchsmaterialien

Centriprep Zentrifugen-Filtereinheiten Millipore, Schwalbach

Chroma Spin-1000 DEPC-H,0 S&ulen Clontech, Heidelberg

Elektroporationskiivetten Biorad, USA

Heparin-Blutréhrchen (Vakutainer) Becton Dickinson, Heidelberg

NAP-5 Séulen GE Healthcare, Freiburg

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Costar, Bodenheim

Plastikkiivetten (Photometer) Eppendorf, Hamburg

Quarz-Kiivette fiir UV-Spektroskopie Hellma, Miillheim

Reaktionsgefilie (0,5 ml und 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefiafle (15 ml und 50 ml) Becton Dickinson Falcon, Heidelberg
Slide-A-Lyzer Dialysekassetten Pierce, USA

Sterilfilter aus Supormembran fiir Spritzen (0,2 um) | Pall, Dreieich

Sterilfilter fiir Flaschen (0,45 pm) Nalgene, U.K.

12 ml-Zellkulturréhrchen Greiner, Frickenhausen

15 ml-Polypropylen Sdulen mit Fritten Qiagen, Hilden

24-Tiefloch-Platte BrandTech, USA

96-Loch-Filterplatte Macherey & Nagel, Diiren

96-Loch-Platte Nunc, Wiesbaden

96-Thermoloch-Platte Costar, Bodenheim

96-Tiefloch-Platte BrandTech, USA

2.7 Gerate

Tab. 8: Verwendete Gerate

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

Brutschrank Function Line

Heraeus, Hanau

DNA-Elektrophorese Sub-Cell Modell 96

Biorad, USA

Durchflusszytometer FACSCalibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Elektroporationsgerit Gene Pulser 11

Biorad, USA

Fotodokumentation LAS-1000

Fuji, Diisseldorf

Heizblock Dri-Block DB-3D

Techne, Reutlingen

PCR Multi Cycler Modell PTC-200

Peltier, USA

pH-Meter pHMS82

Radiometer Copenhagen, Ddnemark

Protein-Elektrophorese Mighty Small 11

Hoefer Scientic, USA

Roboter Speedy

Zinsser Analytic, Frankfurt a. M.

Schittler Innova 4430

New Brunswick Scientific, USA

Schiittler Orbital Shaker

Forma Scientific, USA

Schiittler PST-60HL plus

lab4you, Berlin

Spektralphotometer Cary 50 Scan

Varian Instruments, USA

Waage APX-200

Denver Instruments, USA

Waage BL 15008

Sartorius, Gottingen

Zentrifuge Avanti J-20 XP

Beckmann Coulter, Miinchen

Zentrifuge 4K15 SIGMA, Osterode am Harz
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg
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2.8 Medien

Medien und Losungen wurden im Autoklaven sterilisiert (121°C, 20 min, 1,3 bar).

Losungen, die nicht autoklaviert werden konnten, wurden steril filtriert.

LB-Medium

SB-Medium

SOB-Medium

2x YT-Medium

2x YT Agar

10 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; auf
1000 ml mit bidest. H,O aufgefiillt; pH 7,0

A) SB: 12 g Trypton; 24 g Hefeextrakt; 4 ml
Glycerol; auf 1000 ml mit bidest. H,O aufgefiillt

B) 20x KPB: 46 g KH,POy; 243 g K,HPOy; auf
1000 ml mit bidest. H,O aufgefiillt

Die Losungen wurden separat autoklaviert und SB

mit 1x KPB versetzt.

20 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 g NaCl;
0,186 g KCI; auf 1000 ml mit bidest. HO aufgefiillt;
pH 7.0

Nach Sterilisierung wurde 5 ml steriles 2 M MgCl,

zugegeben.

16 g Bactotrypton; 10 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; auf
1000 ml mit bidest. H,O aufgefiillt; pH 7,0

2x YT-Medium wurde mit 1,5% Agar vesetzt
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2.9 Puffer und Lésungen

Benzonase (grade I1)

Benzonasepuffer

Coomassie-Entfarbelosung

Coomassie-Férbelosung

10x DNA-Probenpufter

Elutionspuffer

FACS-Puffer

10x HMFM

Imidazol (5 M)

25 Einheiten/pl Benzonase wurden aufgenommen in
20 mM Tris (pH 8,0); 2 mM MgCl,; 20 mM NacCl;
50% (v/v) Glycerol; bei -20°C aufbewahrt

20 mM Tris-HC1 (pH 8,0); 1,2 mM MgCly;

0,1 Einheiten/pl Benzonase von Stammldsung

20% Ethanol; 7,5% Essigsaure

1,25 g Coomassie Brillant Blue R-250 wurden in
225 ml Ethanol gelost; 225 ml bidest. H,O und
50 ml Essigsdure wurden zugeben und 2 h geriihrt;

die Féarbelosung wurde mit Filterpapier gefiltert

2,5 ml EDTA (von 0,5 M Stammlésung); 12,5 g
Ficoll400 (25%); 0,025 g Bromphenolblau; 0,025 g
Xylencyanol; auf 50 ml mit bidest. H,O aufgefiillt

20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 300 mM NaCl; 500 mM

Imidazol

PBS; 0,5% (w/v) BSA; 0,1% (w/v) Natriumazid

A) 5 mM MgSO, x 4 H0; 20 mM
Nas-Citrat x 2 H,O; 85 mM (NHy4),SO4; 45% (v/v)
Glycerol

B) 0,66 M KH,POy4; 1,3 M K,HPOy;

Die Losungen wurden separat autoklaviert und
anschlieend wurden 4 Volumenteile von Losung A

mit einem Volumenteil von Losung B vereint.

5 M Imidazol in bidest. H,O; bei 4°C aufbewahrt
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IPTG (1 M)

Lysepufter

Lysozym (Stammldsung)

Lysozympuffer

PBS

10x PCR-Puffer

PMSF (50 mg/ml)

Puffer A

Puffer B

Puffer C

Puffer E

1 M IPTG in bidest. H,O; bei -20°C aufbewahrt

20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 300 mM NaCl; 20 mM
Imidazol; 0,1 mM EDTA; 0,17 mg/ml PMSF

10 mg/ml Lysozym wurden aufgelost in 20 mM
Tris-HCl (pH 7,4) und 150 mM NaCl; bei -20°C
aufbewahrt

20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 300 mM NaCl;
20 mM Imidazol; 0,5% Brij 58; 0,2 mg/ml Lysozym

(von Stammldsung)

8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g NaHPOgy;
0,24 g KH,PO4; auf 1000 ml mit bidest. H,O
aufgefullt; pH 7,4

0,5 M KCI; 1% Tween-20; 15 mM MgCly;
0,5 M Tris-Base; 150 mM Tris-HCI

50 mg/ml PMSF wurden aufgeldst in Ethanol;
bei -20°C aufbewahrt

100 mM  NaH,POy; 10 mM  Tris-HCI;
6 M Guanidin-HCI; pH 8,0

100 mM NaH,PO4; 10 mM  Tris-HCI;
8 M Harnstoff; pH 8,0

100 mM NaH,PO4;10 mM Tris-HCI; 8 M Harnstoff;
pH 6,3

100 mM  NaH,POy; 10 mM  Tris-HCI;
8 M Harnstoff; pH 4,5
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4x SDS-Probenpuffer

SDS-Laufpuffer

0,5x TBE-Puffer

TE-Puffer

10x Tris-Glycin-Puffer

Waschpuffer

0,2 M Tris-HCI (pH 6,8); 8% (w/v) SDS; 40% (w/v)
Glycerol; 0,004% (w/v)  Bromphenolblau;
100 mM DTT

100 ml 10x Tris-Glycin-Puffer; 10 ml 10% SDS;
auf 1000 ml mit bidest. H,O aufgefiillt

45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1 mM EDTA;
pH 8,0

10 mM Tris-HCI ; 1 mM EDTA; pH 8,0

0,25 M Tris-Base; 1,92 M Glycin

20 mM Tris-HCl (pH 8,0); 300 mM NaCl;
20 mM Imidazol
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3 METHODEN

3.1 Blutabnahme bei Patienten und gesunden Kontrollpersonen
Gemdll den Richtlinien der Ethikkommission der Charit¢é Berlin und der
Einverstdndniserkldarung aller Probanden wurde Patienten mit M. Crohn und
S. ankylosans sowie gesunden Kontrollpersonen peripheres Blut in
Heparinrohrchen entnommen. Der untersuchende Arzt stellte individuelle Daten
der Patienten wie Geschlecht, Alter, Diagnose, Datum der Diagnosestellung und
Medikation zur Verfiigung. Fiir die Diagnose des M. Crohn stand der Crohn’s
Disease Activity Index zur Verfligung (Best et al. 1976). Die Diagnose der
S. ankylosans erfolgte mit Hilfe des Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index (BASDAI) (Garrett et al. 1994).

3.2 ldentifizierung der LUCA-Proteine von E. coli K12

Kyrpides et al. konnten eine Gruppe von 246 evolutiondr konservierten
Proteinfunktionen ermitteln, die in den Vertretern der 3 biologischen Reiche
Archaea, Prokarya und Eukarya vorkommen. Hierzu war eine Suche mit allen
offenen Leserastern (engl. Open Reading Frame) des Archaeabakteriums
Methanococcus jannaschii in der Proteinsequenz-Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) noétig
(Kyrpides et al. 1999). Die entsprechenden 246 LUCA-Proteinfunktionen im
Genom von E. coli K12 wurden mit Hilfe der Protein-Datenbank des NCBI, der

Biocyc-Datenbank (http://www.biocyc.org) und der Brenda-Enzymdatenbank

(Schomburg et al. 2004) (http://www.brenda-enzymes.info) identifiziert. Fiir den

Fall, dass diese Vorgehenweise nicht zur Identifizierung von LUCA-
Proteinfunktionen im E. coli K12-Genom fiithrte, wurden mit Hilfe des BlastP-
Algorithmus (Altschul et al. 1997) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)

die entsprechenden LUCA-Proteinsequenzen von Methanococcus jannaschii
(Kyrpides et al. 1999) mit den E. coli K12-Proteinsequenzen verglichen. Mit Hilfe
dieser kombinierten Strategie gelang es, insgesamt 223 LUCA-Proteine von

E. coli K12 zu ermitteln.
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3.3 Identifizierung der ECHH-Proteine von E. coli K12

Mit Hilfe des BlastP-Algorithmus erfolgte der Vergleich aller Proteinsequenzen
von E. coli K12 mit den entsprechenden humanen Proteinen, um die Proteine von
E. coli K12 mit den gréten Homologien zu humanen Proteinen zu identifizieren.
LUCA-Proteine wurden aus dieser Gruppe entfernt. Insgesamt konnten auf diese

Weise 48 ECHH-Proteine identifiziert werden.

3.4 ldentifizierung von Pathogenitatsfaktoren von E. coli
Pathogenititsfaktoren von verschiedenen E. coli-Pathovaren wurden ebenfalls

mittels der Protein-Datenbank des NCBI identifiziert.

3.5 Molekularbiologische Arbeiten

3.5.1 Isolierung genomischer DNA von E. coli

Um die Gene der konservierten Proteine und der Pathogenitétsfaktoren mit Hilfe
der PCR amplifizieren zu konnen, musste zuvor genomische DNA von E. coli
mittels Cetylhexatrimethylammoniumbromid (CTAB)-Extraktion isoliert werden.
Bei diesem Vorgang werden Zellbestandteile wie Proteine und Polysaccharide

durch Komplexbildung mit CTAB abgetrennt (Ausubel et al. 2001).

80 ml LB-Medium wurde mit dem entsprechenden E. coli-Stamm beimpft und
16 h bei 37°C kultiviert. Die Fliissigkultur wurde in ein steriles 250 ml-
Polypropylen-Zentrifugenréhrchen transferiert und zentrifugiert
(8000 x g, 10 min). Das Zellpellet wurde resuspendiert in 10 ml 20 mM Tris-Cl
(pH 8,0), 100 pg/ml Proteinase K, 0,5% SDS, 1 mM CaCl, und in ein 50 ml-
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Die Suspension wurde 1 h bei 50°C inkubiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 2 ml 5 M NaCl (714 mM NaCl in Suspension). Dann
wurde sie gemischt und mit 1,8 ml CTAB/NaCl (Stamm: 100 g/l CTAB, 700 mM
NaCl, steril filtriert) ergdnzt (10 g/l CTAB in Suspension). Nach erneuter
Mischung wurde die Suspension fiir weitere 10 min bei 65°C inkubiert. Ein
Volumenteil Chloroform/isoamyalkohol (24:1) wurde zugegeben und mit der

Suspension vermischt. Nach der Zentrifugation (3880 x g, 15 min) wurde der
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wissrige Uberstand in ein neues 50 ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit einem
Volumenteil Phenol/Chloroform/isoamylalkohol gemischt und erneut zentrifugiert
(8000 x g, 15 min). Der Uberstand wurde in ein neues 50 ml-Reaktionsgefi
tiberfiihrt. Danach wurden 0,6 Volumenteile Isopropylalkohol unter Schwenken
des GefiaBBes zugegeben. Der DNA-Faden wurde mit einer Pasteurpipette
aufgewickelt und einmal in -20°C kaltem Ethanol und zweimal in +20°C warmen
Ethanol gewaschen, indem die DNA 2 min eingetaucht und leicht geschwenkt
wurde. Die DNA wurde 2 min an der Luft getrocknet und in 500 pl TE-Puffer

aufgenommen.

3.5.2 Prazipitation von DNA

Um DNA zu préazipitieren wurden 0,1 Volumenteile Natriumacetat,
2,5 Volumenteile 100% Ethanol (-20°C) und 1 pl Glycogen der Reihe nach
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wurde 1 h bei -20°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (20.000 x g, 4°C, 20 min). Das DNA-Pellet wurde
zweimal mit je 200 pl 75% Ethanol (-20°C) gewaschen (20.000 x g, 4°C, 5 min).
Die DNA wurde 10 min an der Luft getrocknet und in 10 pl TE-Puffer

aufgenommen.

3.5.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde in wéssriger Losung photometrisch ermittelt
(Sambrook et al. 1989). Dabei wurde die Absorption bei 260 nm (Azs0 nm)
gemessen und aus diesem Wert die Konzentration errechnet. Eine Azsp nm = 1

doppelstringiger DNA entspricht etwa einer Konzentration von 50 pg/ml.

3.5.4 lIsolierung und Reinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA konnte mit Hilfe von Plasmid-Kits laut Empfehlungen des
Herstellers (Qiagen, Hilden) isoliert werden. Die Reinigung der Plasmid-DNA
erfolgte mit Chroma Spin-1000 DEPC-H,0 Siulen gemall den Empfehlungen des
Herstellers (Clontech, Heidelberg).
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3.5.5 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen vom Typ 11, wie BamHI, Notl und BglIl, erkennen
palindromische  Tetra- bis  Oktanukleotidsequenzen. Innerhalb  dieser
Erkennungssequenzen hydrolisieren sie die Phosphodiesterbindungen der DNA.
Dabei entstehen iiberhdngende 5°- bzw. 3’-Enden oder glatte Enden.
Demgegeniiber hydrolisieren Restriktionsendonukleasen vom Typ I, wie Bpil und
Eco311, Phosphodiesterbindungen abseits der Erkennungsequenzen. DNA wurde
in einem Reaktionsvolumen von 50 pl mit 10 Einheiten je Restriktionsenzym 16 h
gemil den Empfehlungen der Hersteller (NEB, USA; MBI Fermentas, St. Leon-
Rot) verdaut.

3.5.6 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Alkalische Phosphatase der Eismeergarnele Pandalus borealis
(engl. Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) katalysiert die Dephosphorylierung der
5’-Phosphatgruppe von DNA. Beispielsweise wird dadurch die Religation von
zuvor mit Restriktionsenzymen verdauter Plasmid-DNA inhibiert. Plasmid-DNA
wurde 1 h mit 1 Einheit SAP laut Empfehlungen des Herstellers
(Roche, Mannheim) dephosphoryliert.

3.5.7 Ligation von DNA-Molekiilen

DNA-Ligasen katalysieren unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einer freien 5’-Phosphatgruppe und einer freien
3’-Hydroxylgruppe und verkniipfen auf diese Weise die Termini von 2 beliebigen
DNA-Molekiilen. DNA-Fragmente und Plasmid-DNA wurden in einem Volumen
von 10 pl mit 0,5 pl T4-DNA-Ligase laut Empfehlungen des Herstellers
(NEB, USA) ligiert.

3.5.8 Herstellung und Transformation von kompetenten E. coli Zellen
Die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach dem Protokoll
von Inoue et al. (Inoue et al. 1990). Die Transformationen erfolgten in

96-Thermoloch-Platten. Hierzu wurden die Zellen zunéchst auf Eis aufgetaut. Je
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100 pl der Zellen und 5 pl Plasmidlosung (Ligationsansatz) wurden in die Locher
der gekiihlten 96-Thermoloch-Platte gegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Die
Platte wurde anschlieBend sofort im PCR Multi Cycler platziert und die Zellen fiir
45 s bei 42°C inkubiert. Direkt im Anschluss wurde die Platte fiir 5 min auf Eis
gestellt. Die Zellsuspensionen kamen danach auf eine 96-Tiefloch-Platte, deren
Locher vorher mit je 0,5 ml 2x YT-Medium mit 20 mM MgCl, und 20 mM
Glukose gefiillt wurden. Die Kulturen wurden 30 min bei 37°C kultiviert und
anschlieBend zentrifugiert (600 x g, 4°C, 10 min). Je Loch wurden 300 pl vom
Uberstand abgenommen und die Zellen in den restlichen 300 pl Medium
resuspendiert. 200 ul der Zellsuspensionen wurden jeweils auf Selektivmedium

ausgebreitet und 16 h bei 37°C inkubiert.

Die Herstellung elektro-kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach dem Protokoll
von Hanahan (Hanahan 1983). Fiir die Transformationen wurden die Zellen
zundchst auf Eis aufgetaut und je 30 pl mit 5 pl Plasmidlosung (Ligationsansatz)
in einem gekiihltem 1,5 ml-Reaktionsgefdl gemischt und 5 min auf Eis inkubiert.
Das Gemisch wurde in eine Elektroporationskiivette mit 0,1 cm Spaltbreite
iibertragen und diese in das Elektroporationsgerit gestellt. Die Elektroporation
wurde mit folgenden Einstellungen des Gerits durchgefiihrt: 1,66 kV, 200 W,
25 pF. Sofort wurden die Zellen in 1 ml 2x YT-Medium mit 20 mM MgCl, und
20 mM Glukose iibertragen und die Kulturen 30 min bei 37°C kultiviert. 200 pul
der Zellsuspensionen wurden jeweils auf Selektivmedium ausgebreitet und 16 h

bei 37°C inkubiert.

3.5.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird ein definierter DNA-Abschnitt wiederholt synthetisiert, so dass
es zur Vermehrung (Amplifikation) des spezifischen DNA-Fragmentes kommt.
Hierbei wird zunédchst der DNA-Doppelstrang denaturiert. Bei der folgenden
Abkiihlung der Umgebungstemperatur binden 2 gewdhlte Oligonukleotide
antiparalell (5’-Primer und 3’Primer) an die komplementéren Einzelstrdnge und
stellen die Startpunkte der DNA-Synthese dar. Die Temperatur, bei der die Primer
binden (Hybridisierung), hangt von deren Schmelztemperatur ab. Fiir die DNA-

Synthese ist eine DNA-Polymerase verantwortlich, die die zugegebenen dNTPs in
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die wachsende DNA-Kette einbaut. Die Dauer der Strangsynthese ist abhdngig
von der Linge des Amplifikats, d.h. je 1000 bp Fragmentlinge sollte die

Elongationsphase 1 min dauern.

3.5.9.1 Amplifizierung von Genabschnitten
Unter Verwendung des Expand High Fidelity PCR Systems (Roche, Mannheim)
wurden die Gene der konservierten Proteine und der Pathogenitétsfaktoren von

E. coli aus genomischen DNA-Préparationen amplifiziert.

Die Sequenzen der genspezifischen Primer wurden mit dem Programm Primer3
(Rozen et al. 2000) und mit der Oligo6 Software (Molecular Biology Insights,
Inc.) ermittelt. In den Sequenzen sdamtlicher 5’-Primer wurden die Start-Codons
der zu amplifizierenden Gene nicht bertlicksichtigt, da die Proteine anschlieBend
N-terminal mit einem His;-Tandem fusioniert werden sollten. Des Weiteren
wurden die Sequenzen der 3’-Primer so gewéhlt, dass diese stromabwirts des
Stopp-Codons hybridisieren. Sdmtliche Primer wiesen eine Schmelztemperatur
von etwa 55°C auf. Mit Hilfe der Primer wurden Erkennungsequenzen fiir die
Restriktionsendonukleasen BamHI und Notl am 5’-Ende bzw. am 3°-Ende der
PCR-Produkte eingefiigt. Im Fall des Vorhandenseins von intragenischen
Erkennungssequenzen fiir BamHI wurde auf das Restriktionsenzym BglIl
zuriickgegriffen, das identische Uberhinge produziert. Alternativ wurden die
Erkennungsequenzen fiir die Typl-Restriktionsendonukleasen Bpil oder Eco311

eingefiigt, um BamHI- und NotI-Uberhiinge zu generieren.

Samtliche Primer wurden von der Firma FEurogentec (Seraing, Belgien)
synthetisiert. Mit Hilfe des Roboters wurden 5’-und 3’-Primer getrennt
voneinander jeweils in einer 96-Loch-Platte neu angeordnet. Da sich die 5’-und
3’-Primer einer PCR identische Positionen auf den beiden Platten teilten, war es
moglich, bis zu 96 PCR-Ansitze zeitgleich in einer 96-Thermoloch-Platte
anzusetzten. Die Standard-PCR in einem Volumen von 75 pl setzte sich wie folgt

zusammen:
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2 ul (17 ng/ul)

0,5 ul (1,75 U)
0,15 pl (0,2 mM)
7,5 ul

7,5 ul (2,5 mM)
2,25 ul (22,5 pmol)
2,25 ul (22,5 pmol)
52,4 ul

DNA-Substrat

Expand-Polymerase

je dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
10x Expand-Puffer (ohne MgCl,)

10x MgCl,

5’-Primer

3’-Primer

bidest. H,0

Tab. 9: Protokoll der Expand-PCR mit Zeitgradienten bei der Strangsynthese

A | 1 Zyklus Initiale Denaturierung 5 min bei 95°C
10 Zyklen | Denaturierung 30 s bei 95°C

B Primer-Hybridisierung 30 s bei 50°C
Strangsynthese 1 min bei 72°C (je 1000 bp DNA)

C | 10 Zyklen | Denaturierung 30 s bei 95°C
Primer-Hybridisierung 30 s bei 50°C
Strangsynthese (pro Zyklus 1 min bei 72°C (je 1000 bp DNA)
um je 5 s verlidngert)

D | 1 Zyklus Letzte Strangsynthese 15 min bei 72°C

Nach Beendigung der Reaktion erfolgte die Reinigung des Amplifikats mittels

Genopure ds: DNA purification Kit gemdll den Empfehlungen des Herstellers.

Die Lange und Konzentration des PCR-Produktes wurde anhand eines

Agarosegels geschétzt.

3.5.9.2 Kolonie-PCR

Die Klonierung eines amplifizierten Gens in einen Vektor wurde mittels Kolonie-

PCR iiberpriift. Hierzu wurde eine Einzelkolonie mit einem Zahnstocher in den

Reaktionsansatz tiberfiihrt. Die Kolonie-PCR in einem Volumen von 30 pl stellte

sich wie folgt zusammen:
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Zellen DNA-Substrat

0,8 ul Tag-Polymerase

0,8 ul (65 uM) dNTP-Mix (2,5 mM)
7,5 ul (1,25 M) Betain (5 M)

3ul 10x PCR-Puffer

1,2 pl (12 pmol) 5’-Primer

1,2 pl (12 pmol) 3’-Primer

15,5 ul bidest. H,0

Tab. 10: Protokoll der Kolonie-PCR

A | 1Zyklus | Initiale Denaturierung | 5 min bei 95°C

B | 30 Zyklen | Denaturierung 30 s bei 95°C
Primer-Hybridisierung | 30 s bei 60°C
Strangsynthese 1 min bei 72°C (je 1000 bp DNA)

C | 1Zyklus | Letzte Strangsynthese | 10 min bei 72°C

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Linge PCR-Produktes anhand eines
Agarosegels geschitzt.

3.5.10 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese handelt es sich um ein kontinuierliches
Trennverfahren, mit dem DNA-Fragmente nach ihrer Grofle aufgetrennt werden.
Kleine DNA-Fragmente legen aufgrund der Struktur der Agarose im elektrischen
Feld eine grofere Strecke zuriick als die groen Fragmente. Je nach Anforderung
wurden 0,8-1,2 %ige Agarosegele verwendet. Als Puffersystem wurde 0,5x TBE-
Puffer verwendet. Die Laufzeit und angelegte Spannung variierte je nach Grof3e
und Konzentration der Agarosegele zwischen 1-3 h bei 70-120 Volt. Nach der
Auftrennung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld wurde die DNA in den
Gelen in einem Ethidiumbromid-Bad (1,3 mg/l) angefarbt. Von den Agarosegelen

wurden mit Hilfe der Fotodokumentationsanlage Bilder erstellt.
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3.5.11 Herstellung von Plasmid-Vektoren

3.5.11.1 pQTEV?2

Samtliche amplifizierten bakteriellen Gene wurden in den Vektor pQTEV2
(siche Kapitel 9.2) kloniert. Die Expression von Proteinen mit pQTEV2 lieferte
Fusionsproteine bestehend aus dem Zielprotein und einem His;-Tandem am
N-terminalen Ende. Mit Hilfe des His;-Tandems wurden die Proteine mit

Ni-NTA-Agarose gereinigt.

Der Expressionsvektor pQTEV2 [GenBank:EF429248] wurde abgeleitet vom
Vektor pQTEV (Bussow et al. 2005). Hierzu wurde der Vektor pQTEV mit den
Restriktionsenzymen ECORI und HindIIl verdaut wund anschlieBend
dephosphoryliert. Um in den Vektor pQTEV ein His;-Tandem, die TEV-Protease-
Schnittstelle sowie attB-Sequenzen, die fiir die Gateway-Rekombination
notwendig sind, einzufiihren, wurde ein DNA-Fragment mit ECORI-und HindIII-
Uberhiingen generiert. Hierzu wurden 9 iiberlappende Oligonukleotide
(je 100 pmol) in einem Gesamtvolumen von 100 pl mit NEB-Puffer 2 gemischt
und 5 min bei 105°C im Heizblock erhitzt (pQTEV2-ds01, pQTEV2-ds02, ara02,
ara03, ara04, ara05, ara06, ara07, ara08; siche Kapitel 9.3.1). Danach wurde das
Gerit ausgeschaltet. Das Oligonukleotidgemisch kiihlte langsam ab, so dass sich
die Oligonukleotide anlagern konnten. Das DNA-Fragment wurde prézipitiert und
anschlieBend mit pQTEV ligiert. Elektro-kompetente E. coli XL1-Blue Zellen
wurden transformiert und auf 2x YT Agar-Platten mit Ampicillin ausgebreitet.
Ausgehend von Einzelkolonien wurden Plasmide isoliert und mit den Primern
pQE-65 und pQE-276 (siche Kapitel 9.3.2) sequenziert. Ein Plasmid-Konstrukt
mit erwarteter DNA-Sequenz wurde anschlieBend mit Hilfe einer Plasmid Giga-
Préparation isoliert. Fiir die Klonierungen wurde der Vektor pQTEV2 mit BamHI
und Notl verdaut und schlie8lich dephosphoryliert.

Neben pQTEV2 wurden Gateway-Destinationsvektoren hergestellt, die es
ermoglichen, Zielproteine mit Hilfe der Gateway-Technologie zeitsparend mit
GST, MBP und NusA zu fusionieren. Diese Fusionspartner konnen die

Loslichkeit des Fusionsproteins verbessern.
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3.5.11.2 pD-GEX1
Um Zielproteine mit GST zu fusionieren, wurde der Gateway-Destinationsvektor

pD-GEX1 (siehe Kapitel 9.2) hergestellt.

Der Vektor pD-GEX1 [GenBank:EF431916] wurde abgeleitet vom Vektor
pGEX-5X-1 (GE Healthcare, Freiburg). pGEX-5X-1 wurde mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Notl verdaut wund anschlieBend
dephosphoryliert. Durch Hybridisierung der Oligonukleotide his-tag-pgex-s und
his-tag-pgex-as (siehe Kapitel 9.3.1) wurde ein DNA-Fragment mit BamHI- und
NotI-Uberhingen generiert (siehe Kapitel 3.5.11.1), das fiir ein His;-Tandem und
die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Smal kodiert. Das DNA-
Fragment wurde prézipitiert und mit pGEX-5X-1 ligiert. AnschlieBend wurden
E. coli XL1-Blue Zellen transformiert. Ausgehend von Einzelkolonien wurden
Plasmide isoliert und mit den Primern pGEX-5" und pGEX-3’
(siche Kapitel 9.3.2) sequenziert. Plasmid-Konstrukte mit erwarteten DNA-
Sequenzen wurden mit dem Enzym Smal verdaut und dephosphoryliert. Danach
erfolgte die Ligation des Plasmids mit der Gateway-Kassette RfC.1
(Invitrogen, Karlsruhe) geméafl den Empfehlungen des Herstellers. In Gateway-
Kassetten flankieren attP-Sequenzen das Gen fiir Chloramphenicol-Resistenz
(Cm®) und das Gen ccdB, dessen Genprodukt bakterielle Gyrase und somit das
Zellwachstum  der  Wirtszelle hemmt.  Daher  wurden  sédmtliche
Destinationsvektoren in chemisch-kompetenten E. coli DB3.1 Zellen, die im
gyrA-Gen mutiert sind, propagiert. Die transformierten Zellen wurden auf 2x YT
Agar-Platten mit Ampicillin und Chloramphenicol ausgebreitet. Ausgehend von
Einzelkolonien wurden Plasmide isoliert und mit den Primern pGEX-5’ und
pGEX-3’ sequenziert. Ein Plasmid mit erwarteter DNA-Sequenz wurde flir die

Gateway-Klonierung als Destinationsvektor verwendet.

3.5.11.3 pD-MAL1
Der Gateway-Destinationsvektor pD-MALI (siehe Kapitel 9.2) wurde hergestellt,

um Zielgene mit MBP zu fusionieren.

Der Vektor pD-MAL1 [GenBank:EF431917] wurde abgeleitet vom Vektor
pMAL-c2X (NEB, USA). pMAL-c2X wurde mit den Restriktionsenzymen Sacl
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und HindIIl verdaut und anschlieBend dephosphoryliert. Durch Hybridisierung
der Oligonukleotide his-tag-pmal-s und his-tag-pmal-as (sieche Kapitel 9.3.1)
wurde ein DNA-Fragment mit Sacl- und HindIII-Uberhingen generiert, das
ebenfalls fiir ein His;-Tandem und die Erkennungssequenz fiir das Enzym Smal
kodiert. Ab diesem Punkt wurde weiter gearbeitet wie unter Kapitel 3.5.11.2
beschrieben. Allerdings wurden die Plasmide mit den Primern MalE und M13-
Forward (siehe Kapitel 9.3.2) sequenziert. Ein Plasmid mit erwarteter DNA-

Sequenz wurde fiir die Gateway-Klonierung als Destinationsvektor verwendet.

3.5.11.4 pD-Nusl
Der Gateway-Destinationsvektor pD-Nusl (siehe Kapitel 9.2) wurde hergestellt,

um Zielgene mit NusA zu fusionieren.

Der Vektor pD-Nusl [GenBank:EF431918] wurde abgeleitet vom Vektor pET-
44a (Novagen, USA). pET-44a wurde mit den Restriktionsenzymen Sacll und
Xhol verdaut. Die tiberhdngenden DNA-Enden konnten mit T4-DNA-Polymerase
beseitigt werden. Dieses Enzym ist charakterisiert durch die 3’-5’-Exonuklease-
Aktivitdt. Kohédsive Enden werden mit Hilfe des Enzyms zu stumpfen Enden
(blunt ends) modifiziert, da liberhdngende Enden in 3’-5’-Richtung abgebaut und
in 5’-3’-Richtung aufgefiillt werden. Unter Verwendung von 1,25 mM dNTPs,
10x Ligase-Puffer und 3 Einheiten T4-DNA-Polymerase wurde die Reaktion
15 min bei 12°C durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde dephosphoryliert und mit
der Gateway-Kassette RfA ligiert. Chemisch kompetente E. coli DB3.1 Zellen
wurden transformiert und auf 2x YT Agar-Platten mit Ampicillin und
Chloramphenicol ausgebreitet. Die Plasmide wurden mit den Primern Colidown
und Nus-tag (sieche Kapitel 9.3.2) sequenziert. Ein Plasmid mit erwarteter DNA-

Sequenz wurde fiir die Gateway-Klonierung als Destinationsvektor verwendet.

3.5.12 Klonierung der amplifizierten Gene in den Vektor pQTEV2

Nachdem die PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen verdaut wurden, erfolgte
eine visuelle Abschitzung der DNA-Mengen auf Agarosegelen. In der Regel
wurden 4 pl PCR-Produkt mit 2,5 pl bidest. H,O gemischt. Fiir den Fall, dass

PCR-Produkte schwach vorhanden waren, wurden die PCR-Produkte unverdiinnt
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belassen. Je 6,5 pl des PCR-Produktes wurden mit 2 pl (etwa 16 ng) pQTEV2
(BamHI und Notl verdaut), 0,5 pl T4-DNA-Ligase und 1 pl 10x Ligase-Puffer in
ein Loch einer 96-Thermoloch-Platte pipettiert. Die Platte wurde mit Folie
abgedeckt und die Ansidtze 1 h bei 20°C im PCR Multi Cycler inkubiert. Nach
Transformation chemisch-kompetenter E. coli SCS1 Zellen wurde jeder
Transformationsansatz auf eine einzelne 2x YT Agar-Platte mit Ampicillin

aufgetragen und 16 h bei 37°C inkubiert.

3.5.13 Herstellung von Glycerolkulturen

Zur Herstellung von Glycerolkulturen wurden je 200 upl Glycerolmedium
(2x YT-Medium, 1x HMFM, Ampicillin, 2% Glukose) in die Locher einer
96-Loch-Platte vorgelegt und mit Hilfe eines Zahnstochers mit je einer
Einzelkolonie beimpft. Die 96-Loch-Platte wurde 16 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert und anschliefend bei -80°C aufbewahrt.

3.5.14 Selektion von Expressionsklonen

Jeweils 6 Einzelkolonien einer Transformation wurden mit sterilen Zahnstochern
in je ein Loch einer 96-Loch-Platte mit jeweils 200 ul Glycerolmedium iiberfiihrt.
Die 96-Loch-Platte wurde 16 h bei 37°C inkubiert und anschliefend bei -80°C
gelagert. Mit diesen Glycerolkulturen wurde die Kolonie-PCR mit den Primern
pQE-65 und pQE-276 (siche Kapitel 9.3.2) durchgefiihrt. Da die Primer stromauf-
und abwirts des Polylinkers von pQTEV2 binden, konnte bei der Kolonie-PCR
die eingefiigte DNA-Sequenz amplifiziert und anschlieBend die Lénge dieses
PCR-Produkts auf einem Agarosegel analysiert werden. Bei erwarteter
Fragmentlinge wurden 2 positive Klone pro Transformation fiir die

Proteinexpression in einer neuen 96-Loch-Platte in Glycerolmedium subkultiviert.

3.5.15 Gateway-Rekombination
Fiir den Fall, dass nach Expression der Fusionsproteine mit dem Vektor pQTEV2
keine ausreichenden Mengen gereinigt werden konnten, wurden die Zielproteine

mit Hilfe der Gateway-Technologie mit den Fusionspartnern MBP, NusA und
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GST fusioniert. Diese konnen die Loslichkeit des Fusionsproteins verbessern und
dadurch die Ausbeute des gereinigten Proteins steigern. Hierfiir wurden die
Gateway-Destinationsvektoren pD-MALI1, pD-GEX1 und pD-Nusl konstruiert.
Die Expression von Zielproteinen mit diesen Vektoren fithrt zur N-terminalen
Fusionierung mit MBP-His;, GST-His; und NusA-Hiss. Die Affinitdt des His-
Tandems zu Ni-NTA-Agarose wurde ausgenutzt, um die Fusionsproteine zu

reinigen.

Die Gateway-Technologie (Walhout et al. 2000) basiert auf der Eigenschaft des
Bakteriophagen A, in das Genom seines Wirts E. coli durch homologe
Rekombination integrieren zu konnen. Fiir die Rekombination sind spezifische
DNA-Sequenzen im Wirtsgenom und im Phagengenom, genannt att-Sequenzen,

erforderlich.

Die Gateway-Klonierung ist schematisch in Abb. 1 dargestellt. Im ersten Schritt
wurden die Entryklone hergestellt, indem BP-Reaktionen zwischen pQTEV2 und
dem Gateway-Donorvektor pPDONR221 gemif3 den Empfehlungen des Herstellers
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt wurden. Bei pQTEV2 flankieren attB-
Sequenzen das Zielgen. Bei pDONR221 flankieren attP-Sequenzen das Gen fiir
Cm" und das ccdB-Gen, dessen Genprodukt bakterielle Gyrase und somit das
Zellwachstum hemmt. Auflerdem trdgt pDONR221 das Gen fiir Kanamycin-
Resistenz (Kan®). Eine erfolgreiche BP-Reaktion bewirkt die Integration des
Zielgens in pDONR221, wihrend ccdB und das Gen fir Cm" in pQTEV2
integriert werden. Escherichia coli XL1-Blue Zellen wurden transformiert und auf
2x YT Agar-Platten mit Kanamycin ausgebreitet. Die Selektion der Entryklone
erfolgte iiber Kan®. Des Weiteren sorgt das Genprodukt des ccdB-Gens fiir eine
negative Selektion. Die Entryklone wurden mittels Kolonie-PCR mit den Primern
M13-Forward und M13-Reverse analysiert. Diese Primer binden stromauf- und
abwirts der att-Sequenzen, damit das Zielprotein bei der PCR amplifiziert und das

PCR-Produkt auf Agarosegel analysiert werden kann.
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attB1 attB2

B Gen

attP1 attP2

/ ——
BP-Reaktion pDONR221 7
KanR

attL1 attL2

Entryvektor

KanR

LR-Reaktion

attB1 attB2

Expressionsvektor

AmpR

Abb. 1: Schematische Darstellung der Gateway-Klonierung. Zielgene werden im
Expressionsvektor pQTEV2 von attB-Sequenzen flankiert. Dagegen werden im Donorvektor
pDONR221 das Gen fiir Chloramphenicol-Resistenz (Cm") und ccdB-Gen von attP-Sequenzen
flankiert. Zur Herstellung von Entryklonen erfolgte im ersten Schritt die BP-Reaktion zwischen
pQTEV2 mit Zielgen und dem Gateway Donorvektor pDONR221 und anschlieBend die
Transformation von kompetenten E. coli Zellen mit dem Entryvektor. Die Selektion der
Entryklone erfolgte iiber Kanamycin-Resistenz (Kan®) und iiber negative Selektion seitens des
ccdB-Genproduktes. Zur Herstellung von Expressionsklonen wurde die LR-Reaktion zwischen
Entryvektor mit Zielgen und Destinationsvektor durchgefiihrt. AnschlieBend wurden kompetente
E. coli Zellen mit dem Expressionsvektor transformiert. Die Selektion der Expressionsklone

erfolgte {iber Ampicillin-Resistenz (Amp®) und iiber negative Selektion seitens des ccdB-Gens.

Im zweiten Schritt wurden die Expressionsklone generiert, indem LR-Reaktionen
zwischen den Destinationsvektoren und den Entryvektoren durchgefiihrt wurden.
Bei  Entryvektoren  flankieren attL-Sequenzen die  Zielgene. Die
Destinationsvektoren pD-MAL1, pD-GEX1 und pD-Nusl tragen Gateway-
Kassetten, in denen attR-Sequenzen das Gen fir Cm" und das ccdB-Gen und
flankieren. Alle Destinationsvektoren vermitteln zudem Ampicillin-Resistenz

(Amp®). Eine erfolgreiche LR-Reaktion bewirkt die Integration des Zielgens in
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den Destinationsvektor. Umgekehrt werden das ccdB-Gen und das Cm"-Gen in
den Entryvektor integriert. Escherichia coli SCS1 Zellen wurden mit den
LR-Reaktionen mit pD-MAL1 und pD-GEX1 transformiert, wahrend E. coli
BL21 (DE3) Zellen mit LR-Reaktionen mit pD-Nusl1 transformiert wurden. Die
Bakterien wurden auf 2x YT Agar-Platten mit Ampicillin ausgebreitet. Die
Selektion der Expressionsklone erfolgte iiber Amp" und iiber das Genprodukt des
ccdB-Gens. Die Analyse der Expressionsklone erfolgte mit Hilfe der Kolonie-
PCR und anschlieender Agarosegelelektrophorese. Fiir pD-MAL1-Konstrukte
wurden die Primer M13-Forward und MalE, fiir pD-GEX1-Konstrukte die Primer
pGEX-5" und pGEX-3" und fiir pD-Nusl-Konstrukte die Primer Nus-tag und
Colidown verwendet (siche Kapitel 9.3.2).

3.5.16 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierungen von DNA wurden von der Firma Agowa (Berlin) und vom

Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin durchgefiihrt.

3.6 Proteinbiochemische Arbeiten

3.6.1 Expression und native Reinigung von Proteinen im Kkleinen
Malstab

Wie bereits zuvor beschrieben, wurden alle amplifizierten Gene von E. coli in den

Vektor pQTEV2 kloniert, um die Zielproteine mit einem N-terminalen His;-

Tandem zu exprimieren. Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte unter nativen

Bedingungen aufgrund der Affinitdit des His;-Tandems zu Ni-NTA

(siche Kapitel 3.5.11.1). Je 2 Klone einer Transformation wurden exprimiert und

gereinigt.

Um die Proteinmengen nach Expression und Reinigung quantitativ analysieren zu
konnen, erfolgte die Expression sowie die Reinigung unter nativen Bedingungen
im kleinen Mafstab nach der automatisierten Methode von Scheich et al.

(Scheich et al. 2003). Zudem wurde der Einfluss der Temperatur auf die
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Expressionsstirke untersucht. Hierfiir wurde die Proteinexpression bei 25°C und

37°C durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert.

Von jedem Klon wurden 2 Fliissigkulturen hergestellt, die in 2 verschiedenen
96-Tiefloch-Platten angeordnet wurden: Je 100 ul 2x YT-Medium mit Ampicillin
und 2% Glukose wurden in die Locher der 2 96-Tiefloch-Platten vorgelegt und
inokuliert mit den Glycerolkulturen. Hierfiir wurde ein Replikator aus Stahl mit
96 x 6 cm langen Nadeln verwendet. Die Platten wurden mit Kunststoffmatten
bedeckt und 16 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Jeweils 900 ul SB-Medium mit
Ampicillin und 20 pg/ml Thiamin wurden den Vorkulturen zugegeben und 3 h bei
37°C schiittelnd inkubiert. Die Proteinexpression wurde induziert durch Zugabe
von je 100 pl 11 mM IPTG. Dabei wurde eine Platte 3 h bei 37°C und die andere
Platte 6 h bei 25°C schiittelnd inkubiert. Die Kulturen wurden zentrifugiert
(600 x g, 4°C, 10 min) und die Zellpellets anschlieBend bei -80°C aufbewahrt.

Die Reinigung der Fusionsproteine unter nativen Bedingungen erfolgte unter
Verwendung des Roboters nach dem Protokoll von Scheich et al.
(Scheich et al. 2003). Hierzu wurden die Zellpellets in der 96-Tiefloch-Platte auf
Eis aufgetaut und jeweils in 150 pl Lysepuffer 5 min resuspendiert. Jeweils 35 pl
Lysozympuffer wurden zugegeben, 1 min geschiittelt und 30 min bei 13°C
inkubiert. Jeweils 35 ul Benzonasepuffer wurden zugegeben, 1 min geschiittelt
und erneut 30 min bei 13°C inkubiert. Je 20 ul der Lysate wurden in einer
96-Thermoloch-Platte mit 7 pl 4x SDS-Probenpuffer gemischt. Mit diesen Proben
erfolgte mittels SDS-PAGE die Analyse der Stirke der Proteinexpression in den
Zell-Lysaten. In die restlichen Ansdtze wurden jeweils 50 pl einer 50%igen
Suspension von Ni-NTA-Agarose (in Waschpuffer dquilibriert) gegeben und
30 min schiittelnd inkubiert. Jeweils 150 pl Waschpuffer wurden zugegeben.
Danach wurden die Suspensionen in die Locher einer 96-Loch-Filterplatte
tibertragen. Die in den Filtern verbliebene Ni-NTA-Agarose wurde zweimal mit
400 pl Waschpuffer gewaschen. Gebundene Proteine wurden in eine neue
96-Thermoloch-Platte mit jeweils 60 pl Elutionspuffer eluiert. Diese
Proteinlosungen wurden mit jeweils 20 pl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und
anschlieBend mit Hilfe der SDS-PAGE beziiglich der Proteinausbeute nach

erfolgter Reinigung analysiert.

41



METHODEN

3.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Expressionstirke der Proteine in den Zell-Lysaten und die Ausbeute der
gereinigten Proteine wurde mittels SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli

mit 15%igen Polyacrylamid-Trenngelen analysiert (Laemmli 1970).

Sammel- und Trenngele fiir 4 SDS-PAGE-Gele wurden nach folgenden Angaben
hergestellt:

Tab. 11: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngelen fiir SDS-PAGE

Trenngel (15 % Polyacrylamid)
bidest. H,O 6,9 ml
10% SDS 300 pl
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 7,5 ml
Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid/Bisacrylamid, 29:1) 15 ml
10% APS 300 pl
TEMED 12 pl

Sammelgel (4% Polyacrylamid)
bidest. H,O 8,9 ml
10% SDS 150 pl
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 3,8 ml
Rotiphorese Gel 30 2 ml
10% APS 150 pl
TEMED 15 pl

Fir 1 SDS-PAGE-Gel wurden etwa 7 ml Trenngel in die Glasvorrichtung
gegeben und sofort danach mit 500 pl Butanol {ibergeschichtet. Nach
Polymerisation des Trenngels wurde das Butanol abgegossen und das Gel mit
0,1% SDS gespiilt. Der Gelkamm wurde eingefiigt und etwa 3 ml Sammelgel
eingegossen. Nach Polymerisation des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt
und die Geltaschen mit 0,1% SDS ausgespiilt. Das Gel wurde danach in die mit
SDS-Laufpuffer gefiillte Elektrophorese-Apparatur gestellt.

Die Proben wurden 10 min bei 100°C erhitzt und anschlieend in die Geltaschen
gegeben. Als GroBenmarker diente Precision Plus Protein Standard. Bei einer
Spannung von 80 Volt wurden die Proben bis in das Trenngel hinein laufen
gelassen. Danach wurde die SDS-PAGE bei einer Spannung von 180 Volt

weitergefiihrt.
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Nach Beendigung der SDS-PAGE erfolgte die Farbung des Gels fiir 1 h mit
Coomassie-Féarbelosung. Nach der Entfirbung wurden die Gele fiir die

Dokumentation gescannt.

Die Expressionsstirke der Proteine in den Zell-Lysaten und die Ausbeute der
gereinigten Proteine wurde visuell beurteilt. Dabei wurden folgende Kategorien

verwendet: 3 (starke), 2 (moderate), 1 (schwache) und 0 (keine).

3.6.3 Expression und native Reinigung von Proteinen im grofen
Malstab

Anhand der Ergebnisse der Proteinreinigungen im kleinen Mafstab, wurden die

Kulturvolumina fiir den groflen Mafstab angepasst. Bei starker und moderater

Proteinausbeute wurden die Proteinexpressionen in 100 ml bzw. 150 ml Kulturen

durchgefiihrt. Fiir eine Kultur von 100 ml wurde folgendes Protokoll angewendet:

5 ml SB-Medium mit Ampicillin und 20 pg/ml Thiamin wurde mit einer
Glycerolkultur beimpft und 16 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. 95 ml
vorgewarmtes SB-Medium mit Ampicillin und Thiamin wurde zugegeben und die
Kultur bis zu einer ODgoonm = 1,5 kultiviert. Die Proteinexpression wurde durch
Zugabe von 1 mM IPTG induziert fiir 6 h bei 25°C oder 4 h bei 37°C. Nach
Zentrifugation der Kulturen (4000 x g, 4°C, 15 min) in einem 50 ml-
Reaktionsgefdl wurde das Zellpellet in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert.

Fir die Proteinreinigung unter nativen Bedingungen wurde das Zellpellet
zunichst 15 min auf Eis aufgetaut und in 3 ml Lysepuffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit 450 pl Lysozym gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde das Zell-Lysat wurde mit 600 pl Benzonasepuffer
(20 mM Tris, pH 8,0; 10 mm MgCly; 0,4 Einheiten/pl Benzonase) gemischt und
30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation des Lysats (4900 x g, 4°C, 45 min)
wurde der Uberstand in ein Loch einer 24-Tiefloch-Platte iibertragen und 600 ul
der 50%igen Suspension der Ni-NTA-Agarose zugegeben. Die Platte wurde
30 min bei 10°C schiittelnd inkubiert und das Gemisch bestehend aus Lysat und
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Ni-NTA-Agarose in ein Loch einer 96-Loch-Filterplatte iibertragen. Die Ni-NTA-
Agarose wurde sechsmal mit 1,5 ml Waschpuffer gewaschen. Gebundenes Protein
wurde mit 600 pl Elutionspuffer eluiert. Um Ni**-Ionen, die dabei von der Matrix
gelost werden konnen zu binden, wurde der Proteinlosung 0,5 mM EDTA
zugefiigt. Die Umpufferung des Proteins in PBS wurde mit einer NAP-5 Séule
(GE Healthcare, Freiburg) laut Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

3.6.4 Reinigung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen

Anders als konservierte Proteine von E. coli K12 wurden Pathogenitatsfaktoren
von E. coli unter denaturierenden Bedingungen gereinigt. Zundchst wurden die
Zellpellets auf Eis aufgetaut. Die Zellpellets wurden in 5 ml Puffer A je Gramm
Zellpellet resuspendiert und 16 h bei 20°C schwenkend inkubiert. Das Lysat
wurde zentrifugiert (4000 x g, 20°C, 60 min) und der Uberstand in ein neues
50 ml-Reaktionsgefid dekantiert. Dem Uberstand wurde 1 ml einer 50%igen
Suspension von Ni-NTA-Agarose (in Puffer A dquilibriert) zugegeben und 30 min
schwenkend inkubiert. Das Lysat-Ni-NTA-Gemisch wurde auf eine 15 ml-
Polypropylen-Sdule mit einer Fritte {bertragen. Nachdem die Fliissigkeit
durchgeflossen war, wurde die Ni-NTA-Agarose mit 15 ml Puffer B und
anschlieBend zweimal mit 15 ml Puffer C gewaschen. Gebundenes Protein wurde
mit 10 ml Puffer E eluiert und mit Centriprep Zentrifugen-Filtereinheiten bis zu
einem Volumen von etwa 1 ml konzentriert. Danach erfolgte die Neutralisierung
des pH-Wertes der Proteinlosung durch Zugabe von 0,1 Volumenteilen

1M H3PO4-1 M NazHPO4 (pH 7,4)

LPS wurde wie in Kapitel 3.6.5 beschrieben beseitigt. Danach wurde die
Proteinlosung zunédchst 1 h gegen Puffer E dialysiert. SchlieBlich wurde die
Proteinlosung viermal gegen 0,1%ige Essigsdure dialysiert

(Verdiinnungsfaktor je Schritt: 1000).

3.6.5 Entfernung von Lipopolysacchariden (LPS) mit Polymyxin-B
Da wihrend der Lyse von bakteriellen Zellen LPS freigesetzt werden kann,

welches wiederum auf die in vitro-Stimulation peripheren Blutes stérend wirken
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konnte (Bekeredjian-Ding et al. 2006; Schroder et al. 2006; West et al. 2006),
wurde ein zusétzlicher Schritt fiir die Entfernung von LPS eingefiihrt. Hierzu
wurde Polymyxin-B verwendet, dessen Affinitdt zum Lipid A von LPS ausgenutzt
wurde (Anspach 2001). Polymyxin-B neutralisierte die Aktivitit von LPS in
peripheren mononukledren Blutzellen (Tsuzuki et al. 2001). Um LPS aus
Proteinldsungen zeitsparend zu entfernen, wurden Polymyxin-B-ummantelte
magnetische Kugeln verwendet. Je Proteinlosung wurden 10 mg der Polymyxin-
B-Kugeln in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdal vorgelegt und dreimal mit je 1 ml
PBS gewaschen. Dabei wurden die Kugeln mit PBS vorsichtig gemischt und das
Reaktionsgefdl in einen Magneten gestellt. Nach einer Inkubation von 5 min
wurde der Puffer aus dem Reaktionsgefdll entfernt. Die Proteinlésung wurde
vorsichtig mit den Polymyxin-B-Kugeln gemischt und 30 min bei 4°C
schwenkend inkubiert. Schlieflich wurde das Reaktionsgefdl 10 min in den
Magneten gestellt und die Proteinlésung vorsichtig aus dem Reaktionsgefdl3 in ein

neues uberfiihrt.

3.6.6 Sterilisation von Proteinlésungen
Die Proteinlosungen wurden unter Verwendung von Sterilfiltern mit einer

Porengrofe von 0,2 um steril filtriert.

3.6.7 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die  Proteinkonzentration wurde anhand der Az .m und  des

Extinktionskoeffizienten, welcher von der Aminosduresequenz abgeleitet wird,

bestimmt (Mach et al. 1992).

3.6.8 Limulus Amoebozyten Lysat (LAL) -Test
Die Bestimmung der Konzentration von LPS in Proteinldsungen wurde mit Hilfe

des LAL-Tests durch die Firma Profos AG (Regensburg) durchgefiihrt.
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3.6.9 Herstellung von Proteingemischen
Sédmtliche Proteine wurden auf eine einheitliche Konzentration von 500 pg/ml mit
PBS (nativ  gereinigte Proteine) oder mit 0,1%iger Essigsdure

(denaturiert gereinigte Proteine) eingestellt.

Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit von Blut konnten die peripheren T-Zellen
nicht mit einzelnen Proteinen stimuliert werden. Stattdessen erfolgte die
Stimulation peripherer T-Zellen mit Proteingemischen. Die Gemische enthielten
jeweils 10 nach Molekulargewicht geordnete konservierte Proteine, so dass
insgesamt 20 ,,vertikale® Proteingemische hergestellt wurden. Zudem wurden
20 ,,horizontale* Proteingemische hergestellt, wie in Tab. 12 dargestellt. Auf diese
Weise wurde jedes konservierte Protein in 2 unterschiedliche Gemische verteilt.
Daher ist bei stimulierenden Proteingemischen die Identifizierung von
immunogenen Proteinen an der ,Schnittstelle der ,vertikalen und

,horizontalen* Gemische moglich.
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Tab. 12: Anordnung von 196 konservierten Proteinen und 4 Pathogenitatsfaktoren von
E. coli in der ,,Proteinmatrix“. Je 10 Proteine wurden in 20 vertikalen Proteingemischen verteilt
(1-20). Zudem wurden je 10 Proteine in 20 horizontalen Proteingemischen verteilt (A-T). Dadurch
wurde gewihrleistet, dass jedes Protein in 2 unterschiedlichen Proteingemischen enthalten war.
Auf diese Weise war es moglich, ein immunogenes Protein zu identifizieren, wenn beide
entsprechenden Gemische stimulierend waren. Alle Proteingemische hatten jeweils eine
Proteinkonzentration von 500 pg/ml. Die Gemische 20, Q, R, S und T wurden mit
4 Pathogenititsfaktoren aufgefiillt.

Gemisch 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 63 100 31 28 37 10 6 61 20 229
B 2 111 238 25 121 120 62 110 30 39
C 142 97 41 119 241 53 35 86 125 117
D 54 5 128 245 136 22 75 59 87 56
E 101 55 11 9 227 137 18 43 226 236
F 13 107 32 33 237 118 85 82 140 122
G 71 26 40 57 115 67 78 16 66 252
H 12 69 81 8 234 103 91 29 95 68
I 42 45 246 233 251 114 94 79 224 253
J 38 84 83 255 242 44 72 36 131 89

Gemisch 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
60 235 51 239 132 102 259 141 76 127
23 17 74 129 254 230 161 145 151 7
70 231 250 240 105 109 156 143 88 1
65 80 135 14 243 27 144 249 98 90
77 15 106 225 96 104 153 52 92 34
49 247 24 248 124 160 150 146 47 99
48 50 116 228 19 159 155 152 93 Tir
73 256 112 4 139 138 257 148 244 | DsbA
46 133 232 134 64 157 154 147 3 EspB
21 58 130 126 123 258 158 149 108 | EspF

—H|lwn|mo|T|lo|1Z|ILZ|r|X

3.7 insilico-Arbeiten

3.7.1 Bestimmung des Codon-Adaptations-Index (CAl)

Der CAI (Sharp et al. 1987) ist ein Indikator dafiir, wie nahe die Codon-Usage
eines Proteins am Optimum liegt, das von Referenzproteinen vorgegeben wird.
Mit Hilfe des CAI kann die Codon-Usage eines Proteins mit dem Erfolg seiner

Expression korreliert werden. Die CAI aller konservierten Proteine wurden mit

dem EMBOSS Software Paket (4.0.0) bestimmt (Rice et al. 2000).
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3.7.2 Bestimmung von seltenen Codons
Seltene Codons in den Proteinen wurden mittels NIH rare Codon Calculator

analysiert (http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/).

3.7.3 Bestimmung von Transmembranhelices

Transmembranhelices in den Proteinen wurden mit Hilfe des CBS prediction
servers TMHMM (2.0)(Krogh et al. 2001) analysiert
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM).

3.7.4 Statistische Analysen

Statistische Auswertungen wurden mit Graphad Prism Software Version 4
durchgefiihrt. Hierfiir wurden der Mann-Whitney-Test oder der Fisher’s exact test
verwendet. Unterschiede wurden bei p < 0,05 als signifikant erachtet. In den

Diagrammen sind die Medianwerte durch horizontale Linien dargestellt.

3.8 Immunologische Arbeiten

3.8.1 invitro-Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen

CD4+ T-Zellen konnen in peripherem Blut spezifisch durch Antigene stimuliert
werden. Hierfiir nehmen antigenprésentierende Zellen Antigene auf, prozessieren
diese  intrazellulir =~ und  présentieren  sie  iber  Molekiile des
Haupthistokompatibilitidtskomplexes II (MHC II) den T-Zellen. In Folge dessen
konnen diese aktiviert werden und produzieren Zytokine. Das
Zytokinexpressionsmuster kann durchflusszytometrisch analysiert werden. An der
Aktivierung von T-Zellen durch antigenprisentierende Zellen sind neben der
Interaktion der MHC II-Molekiile mit dem CD3-Komplex noch weitere Molekiile
beteiligt. Eines dieser kostimulatorischen Molekiile ist das Molekiil CD28, das auf
der Oberfldche von T-Zellen exprimiert wird. CD28 bindet die Molekiile CD80
und CD86, die beide auf der Oberfliche von antigenprisentierenden Zellen
exprimiert werden. Die Zugabe von Antikorpern gegen CD28 (anti-CD28) in die

Stimulationsansatze verstiarkt diese Kostimulation.
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Die Stimulation von heparinisiertem Vollblut erfolgte unter Zugabe von 1 pg/ml
anti-CD28 (Klon CD28.2, BD Pharmingen, Heidelberg) in 12 ml-
Zellkulturrohrchen. Je 1 ml Blut wurde 5 pg/ml der E. coli-Proteine
(als Gemisch oder Einzelprotein), oder 10 upg/ml Staphylococcus aureus
enterotoxin B (SEB; Sigma-Aldrich, Deisenhofen), oder 4 pg/ml
Cytomegalievirus Phosphoprotein 65 kDa (CMV pp65; Miltenyi, Bergisch-
Gladbach), oder 20 Limes flocculation/ml Tetanus Toxoid (TT; Chiron-Behring,
Marburg) zugegeben. Das SEB diente als Positivkontrolle. Dagegen fungierten
CMV pp65 und TT als ,Recall-Antigene“. Neben den verschiedenen
Antigenstimulationen wurde jeweils eine Blutprobe als Negativkontrolle

mitgefiihrt, die ohne Antigen jedoch mit anti-CD28 inkubiert wurde.

Die Zellkulturrohrchen wurden mit 5-10° Neigung im Brutschrank 6 h bei 37°C
und 5% CO, inkubiert, um eine grofStmogliche Kontaktfliche zwischen der
Blutprobe und der Oberflidche des Rohrchens zu gewihrleisten. Fiir die letzten 4 h
der Stimulation wurde jeweils 10 pg/ml des Sekretionsinhibitors Brefeldin A
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen) zugegeben. Brefeldin A inhibiert die Sekretion der
produzierten Zytokine, so dass diese intrazelluldr akkumuliert werden. Um
Zellinteraktionen so wenig wie moglich zu storen, wurde darauf geachtet, dass die
Rohrchen nach Zugabe von Brefeldin A in der gleichen Lage in den Brutschrank

gelegt wurden wie in den 2 h zuvor auch geschehen.

3.8.2 Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung von
Leukozyten
Nach Beendigung der Stimulationen erfolgte die Zugabe von 2 mM EDTA. Die
Ansidtze wurden mit dem Vortexmischer 5 s kréftig gemischt und 15 min bei 20°C
inkubiert, um die Zellen von der Oberflache der R6hrchen zu 16sen. FACS Lysing
Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) wurde gemdll den Empfehlungen des
Herstellers zugegeben, um die Erythrozyten zu lysieren und die Leukozyten zu
fixieren. Fiir die anstehende intrazellulire Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikorpern wurden die Leukozyten mit FACS Permeabilizing
Solution 2 (Becton Dickinson, Heidelberg) gemiB3 den Empfehlungen des

Herstellers permeabilisiert.
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3.8.3 Markierung von Oberflachenmolekiilen und intrazellularen
Zytokinen

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikorper gegen Oberflaichenmolekiile und

Zytokine ermoglichen die durchflusszytometrische Analyse und Quantifizierung

von Immunzellen. Dadurch kénnen verschiedene Zellpopulationen unterschieden

und ihre Zytokinmuster analysiert werden.

Durch Verwendung der Antikorper anti-human CD4-Peridinin-Chlorophyll-A-
Protein (anti-CD4-PerCP), anti-human CD40L-Phycoerythrin (anti-CD40L-PE)
und anti-human INF-y-Allophycocyanin (anti-IFN-y-APC) wurden
CD4+ T-Zellen, die CD40L und IFN-y exprimieren, durchflusszytometrisch
erfasst. CD40L diente als Aktivierungsmarker (siche Abb. 2).

anti-CD40L-PE
anti-CD4-PerCP —— CD40L

cD4

: 0 !
* !
anti-IFN-y-APC—'—— /
/
0.

IFN-y — >
b

Abb. 2: Schematische Darstellung der Markierung von CD4+ T-Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten  Antikérpern fir die Durchflusszytometrie. Das
Oberflichenmolekiil CD4 wurde mit anti-CD4-PerCP markiert. Dagegen erfolgte die Markierung
von CD40L und IFN-y intrazelluldr mit anti-CD40L-PE und anti-IFN-y-APC. Mit Hilfe der

Antikorper wurden die T-Zellen anschlieBend durchflusszytometrisch erfasst.

In FACS-Puffer und in der Gegenwart von 1 mg/ml Beriglobin
(Chiron-Behring, Marburg) wurden die Zellen 1:10 mit anti-CD4-PerCP, 1:50 mit
anti-CD40L-PE und 1:300 mit anti-IFN-y-APC markiert und 30 min bei 20°C im
Dunkeln inkubiert. Beriglobin bindet an FC-Rezeptoren und verhindert dadurch

unspezifische Bindungen der verwendeten Antikorper. Nach den Markierungen
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wurden die Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen (400 x g, 4°C, 10 min)
und fiir die Messung in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen.

In einem anderen Ansatz wurden die Antikorper anti-CD4-PerCP, anti-CD40L-
APC und anti-VB17-PE eingesetzt, um die Frequenzen der CD4+/V[17+ T-Zellen
und die Frequenzen der aktivierten CD4+/V317+ T-Zellen nach Stimulierung mit
SEB zu erfassen. Als Aktivierungsmarker diente CD40L. Die fixierten und
permeabilisierten Zellen wurden 1:10 mit anti-CD4-PerCp, 1:5 mit anti-CD40L-
APC und 1:10 mit anti-VB17-PE markiert.

3.8.4 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen aufgrund ihrer Eigenschaft, Licht zu
streuen, analysiert werden. Hierbei lassen sich GroBe und Granularitit der Zellen
mit Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht (FSC und SSC) ermitteln. AuBerdem
konnen Zellen mit spezifischen Antikoérpern, an die verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, markiert werden. Im Durchflusszytometer
werden die Farbstoffe (PerCp, PE, APC) iiber Laser angeregt, so dass sie das
Licht verschiedener Wellenléngen emittieren. Detektoren messen das Licht der
entsprechenden Wellenlédngen, so dass sich die Intensitit je Zelle in einem Punkt-

Diagramm darstellen ldsst.

Die  Durchflusszytometrie =~ wurde —mit Hilfe eines FACSCalibur
Durchflusszytometers (Becton-Dickinson, Heidelberg) durchgefiihrt. Bei jeder
Messung wurden nach Moglichkeit 200.000 CD4+ T-Zellen aufgenommen.
Mittels Cell Quest Pro Software (Becton Dickinson, Heidelberg) konnten die
Frequenzen der CD4+ T-Zellen analysiert werden, die doppel-positiv fiir CD40L
und IFN-y (CD40L+/ IFN-y+) waren (siche Abb. 3). Des Weiteren erfolgte die
Erfassung der Frequenzen von CD4+/CD40L+/VB17+ T-Zellen und
CD4+/VB17+ T-Zellen. Als positive T-Zellantwort wurde gewertet, wenn die
T-Zellfrequenzen im Vergleich zur Negativkontrolle mindestens dreifach erhoht

vorlagen.
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antigenspezifische
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Abb. 3: Vorgehensweise bei der Durchflusszytometrie. Mit Hilfe des Durchflusszytometers
erfolgte ausgehend von der Lymphozyten-Population aus peripherem Blut (A.) die Erfassung von
CD4+ T-Zellen (B.), die doppel-positiv fiir CD40L und IFN-y (CD40L+/IFN-y+) waren
(roter Kreis, C.). Fiir die Erfassung der CD4+/CD40L+/VPB17+ T-Zellen wurde &hnlich
vorgegangen, mit der Ausnahme, dass an Stelle von IFN-y die Expression von V317 gemessen

wurde. FSC = Vorwirtsstreulicht; SSC = Seitwirtsstreulicht.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klonierung und Expression von LUCA-Proteinen in

pQTEV2
Von 246 LUCA-Proteinen (Kyrpides et al. 1999) konnten 223 entsprechende
Gene im Genom von E. coli K12 identifiziert werden (siche Kapitel 9.1).
Insgesamt wurden 221 dieser Gene erfolgreich in den Expressionsvektor pQTEV2
kloniert. Im kleinen Mafstab war die Expression von 209 Hiss-fusionierten
Proteinen im Zellextrakt nach Zell-Lyse nachweisbar. Von diesen 209 Proteinen

war die Reinigung von 204 Proteinen unter nativen Bedingungen mit Ni-NTA-

Agarose erfolgreich (Abb. 4 A).

LUCA-Proteine von E. coﬁ—
Klonierte LUCA-Gene in pQTEV2 I, 99,1 %
Exprimierte LUCA-Proteine im ki M. NI 05,7

Gereinigte LUCA-Proteine im ki. M. NN, 91,4 %

86 88 90 92 94 96 98 100

Prozent

Ausbeute der 204 im kleinen MaRstab gereinigten LUCA-Proteine

Schwach

. 132%

Abb. 4: LUCA-Proteine von E. coli - Effizienz der Klonierung der Gene in pQTEV2 und der
Proteinexpression und -reinigung im kleinen Mafistab (kl. M.). A. Ausgehend von 223 LUCA-
Genen von E. coli konnten 221 in den Expressionsvektor pQTEV2 kloniert werden. Davon gelang
es im kleinen Malistab 209 Proteine zu exprimieren und anschlieend 204 Proteine unter nativen
Bedingungen mit Ni-NTA zu reinigen. B. Dabei konnten 177 LUCA-Proteine (86,8%) mit

zumindest moderaten Mengen gereinigt werden.
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Beziiglich der Induktionstemperatur bei der Proteinexpression zeigte sich, dass
161 Proteine bei 37°C und 43 Proteine bei 25°C effizient exprimiert wurden.
Davon wurden 111 Proteine mit starker, 66 mit moderater und 27 mit schwacher

Ausbeute gereinigt (Abb. 4 B).

Die LUCA-Gene unter den 32 Proteinen, die nicht oder nur mit schwacher
Ausbeute gereinigt werden konnten, wurden in Gateway-Destinationsvektoren
kloniert. Diese Vorgehensweise zielte darauf ab, die entsprechenden Proteine
N-terminal mit MBP-His;, GST-His; und NusA-Hisg zu fusionieren, um die
Loslichkeit und moglicherweise die Ausbeute der gereinigten Fusionsproteine zu

verbessern (siehe Kapitel 4.3).

4.2 Klonierung und Expression von ECHH-Proteinen in

pPQTEV2
Von 48 ECHH-Genen konnten 47 erfolgreich in den Vektor pQTEV2 kloniert
werden. Im kleinen Mafstab gelang die Expression von 45 His;-fusionierten
Proteinen, wovon 40 Proteine bei 37°C und 5 Proteine bei 25°C effizient
exprimiert werden konnten. Samtliche 45 Proteine wurden im kleinen Maf3stab
unter nativen Bedingungen mit Ni-NTA-Agarose gereinigt (Abb. 5 A). Dabei
lieBen sich 36 Proteine mit starker, 7 Proteine mit moderater und 2 Proteine mit
schwacher Ausbeute reinigen (Abb. 5 B). Die beiden Gene der letztgenannten

Proteine  wurden ebenfalls in Gateway-Destinationsvektoren  kloniert

(siche Kapitel 4.3).

54



ERGEBNISSE

ECHH-Proteine von E. co/i I

Klonierte ECHH-Gene in pQTEV2 I, 07,9 %

Exprimierte ECHH-Proteine im k1. 1. I 93.7 %

Gereinigte ECHH-Proteine im k1. M. I, 93.7 %

86 i) 90 92 94 96 98 100

Prozent

Ausbeute der 45 im kleinen MaBistab gereinigten ECHH-Proteine

Schwach

Abb. 5: ECHH-Proteine von E. coli - Effizienz der Klonierung der Gene in pQTEV2 und der
Proteinexpression und -reinigung im kleinen Mafstab (kl. M.). A. Ausgehend von 48 ECHH-
Genen von E. coli konnten 47 in den Expressionsvektor pPQTEV2 kloniert werden. Davon gelang
es im kleinen Mafstab 45 Proteine zu exprimieren und anschlieBend unter nativen Bedingungen
mit Ni-NTA zu reinigen. B. Dabei konnten 43 ECHH-Proteine (95,6%) mit zumindest moderaten

Mengen gereinigt werden.

Insgesamt konnten 14 Proteine (12 LUCA und 2 ECHH) nicht mit dem
Expressionsvektor pPQTEV2 in E. coli SCS1 exprimiert werden. Daneben lieB sich
eine Reihe von Proteinen exprimieren, die danach entweder nicht oder aber nur
mit schwacher Ausbeute gereinigt werden konnten. Zu den Proteinen, deren
Expression nicht gelang, gehéren Transportproteine und Enzyme. Mehr als die
Hiélfte der Transportproteine, die in beiden Proteingruppen vorhanden sind,
konnten nicht exprimiert werden. Ein Drittel der ribosomalen Proteine lieB sich
nur mit schwacher Ausbeute reinigen. Dagegen war die Reinigung von
187 Enzymen (87,4%), von 15 ribosomalen Proteinen (62,5%) und von
3 Transportproteinen (21,4%) mit zumindest moderater Ausbeute erfolgreich

(Tab. 13).
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Tab. 13: Verteilung von 48 nicht exprimierten oder schwer zu reinigenden konservierten
Proteinen von E. coli in funktionellen Gruppen. Im kleinen MaBstab wurde die Expression und
Reinigung unter nativen Bedingungen von 268 LUCA- und ECHH-Proteinen analysiert. Die
Zahlen in Klammern geben Auskunft {iber die Gesamtzahlen der Proteine in entsprechenden
funktionellen Gruppen. Alle 14 nicht exprimierten Proteine enthalten mindestens

2 Transmembranhelices.

Enzyme Ribosomale Transport- Putative

(inkl. putative) Proteine proteine Struktur-

(214) (24) (14) proteine (3)
Nicht exprimiert 6 - 8 -
Nicht gereinigt 3 1 1 -
Gereinigt mit schwacher Ausbeute 18 8 2 1

In Abb. 6 ist beispielhaft die Schitzung der Stirke der Proteinexpression und der
Proteinausbeute nach der Reinigung im kleinen Mafstab mit Hilfe der SDS-

PAGE dargestellt.

28.2 25.1 25.2 23.1 23.2 30.1 30.2 32.1

Mmz P 2 P 2 P 2 P 2 P Z P Z P 2 P

Abb. 6: Analyse der Proteinexpression in den Zellextrakten nach Lyse der Bakterienzellen
und der Ausbeute der gereinigten Proteine mittels SDS-PAGE. Zell-Lysate (Z) und gereinigte
Proteine (P) wurden mit 4x SDS-Probenpuffer gemischt. Die Proteinbanden wurden mit
Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht. Die Ausbeute von exprimierten und gereinigten Proteinen
wurde mit folgenden Kategorien, die unter den Proteinbanden dargestellt sind, eingestuft:
3 = stark; 2 = moderat; 1 = schwach. Die Nummern oberhalb des Proteingels bezeichnen die
Proteine, die im Kapitel 9.1 aufgelistet sind. Hinweis: Nur einer von 2 Klonen wurde je Protein fiir

die Reinigung im grofen Mafistab verwendet.

4.3 Gateway-Klonierungen mit konservierten Genen von E. coli
Gene von 34 konservierten Proteinen, die unter nativen Bedingungen nicht oder

nur mit schwacher Ausbeute zu reinigen waren, wurden jeweils in die Gateway-
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Destinationsvektoren pD-MAL1, pD-GEX1 und pD-Nusl kloniert. Diese
102 Fusionsproteine wurden jeweils bei 25°C und 37°C im kleinen Mafstab
tiberexprimiert und mit Hilfe von Ni-NTA-Agarose gereinigt. Dadurch konnten
optimale Fusionspartner und Expressionstemperaturen ermittelt werden, mit
denen sich die Menge der Fusionsproteine nach der Reinigung steigern lie3. Fiir
die nachfolgende Expression im grolen Mallstab wurde je Zielprotein diejenige

Fusion verwendet, die am effizientesten die Proteinausbeute verbesserte

(Tab. 14).

Tab. 14: Gateway-Klonierung von 34 konservierten Genen. Die Ausbeute der gereinigten
Proteine wurden mittels SDS-PAGE vor der Gateway-Rekombination (Proteine mit pQTEV2
exprimiert) und nach der Rekombination (jedes Zielprotein fusioniert mit MBP-His;, GST-His;
und NusA-Hiss) analysiert. Hier ist der Fusionspartner dargestellt, der die Ausbeute des
Fusionsproteins am effizientesten verbesserte. Die Proteinausbeute wurde mit folgenden
Kategorien eingestuft: 3 = stark; 2 = moderat; 1 = schwach; 0 = nicht gereinigt.

Nr. Protein Ausbeute  Fusion  Ausbeute
vor mit nach
Gateway Gateway
157 | aspartokinase I; homoserine dehydrogenase I 1 MBP 3
145 | acetolactate synthase 111 small subunit 1 MBP 3
203 | thiogalactoside acetyltransferase 1 MBP 2
200 | 4-hydroxy-2-ketovalerate aldolase 1 MBP 2
258 | putative ATPase 1 MBP 3
204 | anthranilate synthase component II 1 MBP 2
155 | putative ATP-binding comp. of a transport system 1 MBP 3
201 | flagellum-specific ATP synthase 1 MBP 2
259 | hypothetical protein (yfcX) 1 MBP 2
156 | FFh 1 MBP 2
146 | 30S ribosomal subunit protein S11 1 MBP 2
147 | 30S ribosomal subunit protein S13 1 MBP 3
148 | 50S ribosomal subunit protein L14 1 MBP 3
149 | 50S ribosomal subunit protein L22 1 MBP 3
151 | 50S ribosomal subunit protein L23 1 MBP 2
152 | 30S ribosomal subunit protein S12 1 MBP 2
150 | 50S ribosomal subunit protein L2 1 MBP 3
154 | 50S ribosomal subunit protein L1 1 MBP 3
153 | Biotin holoenzyme synthetase 1 MBP 3
159 | RNA polymerase beta prime subunit 1 MBP 2
143 | hypothetical protein (ypeA) 1 MBP 3
144 | putative proteoglycan 1 MBP 2
158 | endonuclease II1 1 MBP 2
161 | dihydroxyacid dehydratase 1 MBP 3
202 | part of formate-dependent nitrite reductase complex 1 NusA 2
206 | hypothetical protein (ygcB) 1 NusA 2
198 | 50S ribosomal subunit protein L5 0 NusA 2
205 | O-6-alkylguanine-DNA methyltransferase 0 NusA 1
199 | acetylornithine delta-aminotransferase 0 NusA 1
197 | inducible ATP-independent RNA helicase 1 GST 2
160 | glutamate synthase large subunit 1 -
207 | carbamoyl-phosphate synthase large subunit 1 -
208 | ATP-binding transport protein (Membranprotein) 0 -
209 | Mg2" transport ATPase, P-type 1 (Membranprotein) 0 -

57



ERGEBNISSE

Die Proteinausbeute von 30 Zielproteinen verbesserte sich in Folge der Fusion mit
einem der 3 Fusionspartner. Dabei zeigte sich, dass die Fusion mit MBP-His; bei
der Mehrheit der Zielproteine (80%) eine deutliche Verbesserung der
Proteinausbeute nach sich zog. Dagegen bewirkten die Fusionen mit NusA-Hise
und GST-His7 nur bei 16,6% bzw. 3,3% der Zielproteine eine Verbesserung der
Proteinausbeute. Bei 4 Proteinen, darunter 2 Membranproteine, bewirkten die

3 Fusionspartner {iberhaupt keine Verbesserung der Proteinausbeute.

4.4 Effizienz der Entfernung von LPS mit Polymyxin-B

Um zu analysieren, ob die Behandlung der Proteinlosungen mit Polymyxin-B-
Kugeln zu einer Reduktion der potenziell durch LPS hervorgerufenen Stimulation
von peripheren CD4+ T-Zellen fiihrt, wurden 4 Proteinpréparationen mit
Polymyxin-B-Kugeln behandelt. Zum direkten Vergleich blieben die jeweiligen
Proteinpréparationen unbehandelt. Fiir die in vitro-Stimulation peripherer CD4+
T-Zellen mit behandelten und unbehandelten Priaparationen wurde Blut von
gesunden Spendern verwendet. Dazu war jeweils 5 ug/ml Protein notig.
AnschlieBend konnten die Frequenzen von CD40L+/INF-y+ (doppel-positiven)
CD4+ T-Zellen erfasst werden.

Nach Stimulation mit den behandelten Proteinen 98, 251 und 256 waren
niedrigere Frequenzen doppel-positiver CD4+ T-Zellen zu beobachten. Bis auf
Protein 98 bei Spender M fiihrten die behandelten Proteine zu niedrigeren
Frequenzen doppel-positiver T-Zellen. Insbesondere nach Stimulationen mit
Protein 256 waren deutlich niedrigere Frequenzen zu beobachten. Im Gegensatz
zu diesen 3 Proteinen bewirkte die Behandlung von Protein 253 mit Polymyxin-B
nahezu keine Veridnderungen in den Frequenzen doppel-positiver T-Zellen. Bei

Spender M war sogar eine hohere Frequenz zu beobachten (Abb. 7 A).
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Abb. 7: Behandlung von Proteinldsungen mit Polymyxin-B-Kugeln und der Effekt auf CD4+
T-Zellen. Vier Proteine wurden mit Polymyxin-B-ummantelten magnetischen Kugeln behandelt.
A. Gleiche Mengen von Proteinen: Vollblut von gesunden Spendern wurde mit je 5 pg/ml
behandelten oder mit unbehandelten Proteinldsungen stimuliert. CD4+ T-Zellen wurden
durchflusszytometrisch erfasst. Die Frequenzen von CD40L+/IFN-y+ (doppel-positiven) CD4+
T-Zellen nach Stimulation mit den behandelten Proteinlosungen wurden in Relation gesetzt zu den
Frequenzen nach Stimulation mit den unbehandelten Proteinldsungen. Letztere Frequenzen
wurden definiert als 100%. B. Gleiche Volumina von Proteinen: Basierend auf den Ergebnissen
des Experiments (siche A.) wurden gleiche Volumina der behandelten und unbehandelten
Proteinlosungen in die Auswertung einbezogen. Von 8 getesteten Spendern sind die

reprasentativen Ergebnisse von 3 Spendern dargestellt.

Die Behandlung der Proteine mit Polymyxin-B-Kugeln war mit einem
Proteinverlust unterschiedlicher Stirke verbunden. Daher mussten die Volumina
der behandelten Proteine fiir die Vollblutstimulation entsprechend angepasst
werden, um jeweils 5 pg einsetzen zu konnen. GroBere Volumina an behandelten
Proteinen konnten dafiir verantwortlich sein, dass andere stimulierende bakterielle
Bestandteile wie Muramyl Dipeptid (Girardin et al. 2004) und Lipoproteine
(Buwitt-Beckmann et al. 2006) akkumulieren. Aus diesem Grund wurden gleiche
Volumina von behandelten und unbehandelten Proteinen fiir die Analyse der
Frequenzen eingesetzt. Dies fiihrte zu dem Ergebnis, dass sdmtliche behandelten
Proteine zu niedrigeren Frequenzen doppel-positiver CD4+ T-Zellen fiihrten

(Abb. 7 B).

Des Weiteren wurde die Konzentration von LPS exemplarisch in

2 Proteinlosungen (Proteine 251 and 96) mit Hilfe des LAL-Tests bestimmt.
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Zuvor erfolgte die Behandlung der Proteine mit Polymyxin-B-Kugeln. In der
Proteinlosung 251 wurde eine Konzentration von 0,08 EU/ml (8 pg/ml) ermittelt.
Dagegen lag die Konzentration in der Proteinlosung 96 unterhalb der

Detektionsgrenze von 0,05 EU/ml (5 pg/ml).

Um den Proteinverlust wahrend der Behandlung mit Polymyxin-B messen zu
konnen, wurden die Konzentrationen von 34 verschiedenen Proteinen vor und
nach der Behandlung gemessen. Bei 61,8% der analysierten Proteine kam es zu
einem Proteinverlust von weniger als 50%. Lediglich bei 5,9% der Proteine
konnte ein Verlust von 80 bis 90% festgestellt werden (Abb. 8). Nur wenige
Proteine fielen durch einen Proteinverlust auf. Aus diesem Grund mussten
samtliche Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, mit

Polymyxin-B-Kugeln behandelt werden.

|:| < 10% Proteinverlust
I 10-45% Proteinverlust

[ ] 50-79% Proteinverlust

Bl =0-90% Proteinverlust

Abb. 8: Proteinverlust nach Behandlung von 34 Proteinen mit Polymyxin-B-ummantelten
magnetischen Kugeln. Um den Proteinverlust [%] in Folge der Behandlung der Proteine mit
Polymyxin-B-Kugeln zu untersuchen, wurden die Proteinmengen nach der Behandlung in Relation
gesetzt zu den Mengen vor der Behandlung. Ein Proteinverlust von unter 10% wurde bei
14 Proteinen festgestellt. Sieben Proteine waren gekennzeichnet durch einen Verlust von 10 bis
49%. Dagegen konnte bei 11 Proteinen ein Verlust von 50 bis 79% nachgewiesen werden.

Lediglich bei 2 Proteinen wurde ein Verlust von 80 bis 90% ermittelt.

4.5 Expression und Reinigung von konservierten Proteinen im

grofRen Malistab
Nach der Expression mit pQTEV2 und der Reinigung im kleinen MaBstab

konnten 220 konservierte Proteine mit starker und moderater Ausbeute gereinigt
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werden (Abb. 4 B, 5 B). Mit dem Ziel, von jedem Protein nach Behandlung mit
Polymyxin-B, Umpufferung in PBS und steril Filtration mindestens 500 pg zu
erhalten, wurden die Volumina der Expressionskulturen vergroBert. Ausgehend
von den 220 konservierten Proteinen gelang es im groflen Mafistab 176 Proteine
(80%) mit der Mindestmenge von 500 pg herzustellen (Abb. 9). Die Expression
und Reinigung im kleinen Malistab von 34 Gateway-Fusionsproteinen lieferte
28 Proteine mit starker oder moderater Ausbeute (Tab. 14). Im grof8en Mafstab
konnten davon 21 mit MBP-His; fusioniert (75%) in ausreichender Menge
hergestellt werden (Abb. 9). Mit Hilfe der Standard-Expression der Proteine mit
dem Vektor pQTEV2 und der Gateway-Klonierung war somit die Herstellung von

insgesamt 197 konservierten Proteinen moglich.

I:I Im groften Mafstab mittels pQTEV2
hergestellte konservierten Proteine

80%

I:I Im groften MafRstab mittels Gateway
hergestellte konservierten Proteine

Abb. 9: Herstellung von konservierten Proteinen von E. coli im groBen MaRstab mit dem
Expressionsvektor pQTEV2 und dem Gateway-Destinationsvektor pD-MAL1L. Ausgehend
von 220 Proteinen, die mit pPQTEV2 exprimiert und im kleinen Maf3stab zumindest mit moderater
Ausbeute gereinigt werden konnten, gelang die Herstellung im groBlen Malstab von
176 (80%) Proteinen mit der Mindestmenge von 500 pg. Von 28 Proteinen, die mit pD-MALI
exprimiert und im kleinen MaBstab mit zumindest moderater Ausbeute gereinigt werden konnten,

gelang die Herstellung von 21 Fusionsproteinen (75%) mit der Mindestmenge von 500 pg.
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4.6 Codon-Usage in konservierten Proteinen

Um die Codon-Usage eines Proteins mit dem Erfolg seiner Expression zu
korrelieren, wurde der Codon-Adaptations-Index (CAI) fiir jedes Protein ermittelt.
Der CALI ist ein Indikator dafiir, wie nahe die Codon-Usage eines Proteins am
Optimum liegt. Dieses Optimum wird abgeleitet von der Codon-Usage von
Referenzproteinen (Sharp et al. 1987). Wie in Abb. 10 A verdeutlicht, konnten
alle Proteine mit einem CAI groBer als 0,6 mit dem Expressionsvektor pQTEV2

iiberexprimiert werden.

Daneben wurden einzelne in E. coli am seltensten verwendeten Codons in einer
reprisentativen Gruppe der Proteine untersucht. Diese Analyse zeigte, dass einige
seltene Codons in nicht exprimierten Proteinen iiberreprasentiert vorliegen
(Abb. 10 B). Dieses trifft z.B. besonders auf das Codon ATA (Isoleucin) zu, da es
in nicht exprimierten Proteinen um den Faktor 3 héufiger vorkommt als in
schwach exprimierten Proteinen und dartiber hinaus um den Faktor 15 héiufiger

vorkommt als in stark exprimierten Proteinen.

A B
%
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< - . ut '
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. . .':5 "!5::, % X g ’: o
049 % . * o 3 00014 . X
. o @ o
0.3 & 0000 24
0 1 2 3 AGG AGA CGA CTA ATA CCcC
Stéarke der Proteinexpression Seltene Codons

Abb. 10: Codon-Usage. A. Umfassende Analyse: Der Codon-Adaptations-Index (CAI) wurde fiir
jedes konservierte Protein ermittelt und nach der Expressionstirke sortiert (3 = stark, 2 = moderat,
1 = schwach, 0 = keine Expression). B. Analyse von 6 einzelnen seltenen Codons. 52 konservierte
Proteine wurden in die Auswertung einbezogen: sidmtliche 14 nicht exprimierten Proteine (0),
samtliche 10 schwach exprimierten Proteine (1) und eine zufillige Auswahl von jeweils
14 moderat (2) und stark exprimierten Proteinen (3). Im Diagramm sind die Frequenzen fiir jedes
der 6 Codons in Bezug auf die Gesamtzahl der Codons in Proteinen derselben Expressionsstirke
abgebildet (Zahl des seltenen Codons X / Gesamtzahl der Codons in Proteinen einer

Expressionsgruppe). AGG, AGA, CGA (Arginin); CTA (Leucin); ATA (Isoleucin); CCC (Prolin).
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4.7 Transmembranhelices in konservierten Proteinen

Membranstindige Proteine sind durch Lipophilie gekennzeichnet. Lipophilie
konnte die Beobachtung erkldren, dass einige der konservierten E. coli Proteine
mit geringerer Effizienz exprimiert bzw. nativ gereinigt werden konnten.
Moglicherweise handelt es sich dabei um Membransténdige Proteine. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob es sich bei den 48 His;-fusionierten Proteinen, die im
kleinen Maf3stab nicht exprimiert werden konnten, sich nicht oder nur in geringen
Mengen reinigen lieBen (Tab. 13), um Membranstdndige Proteine handelt. Hierfiir
wurden die entsprechenden Aminosduresequenzen auf das Vorhandensein von

Transmenbranhelices analysiert.

In Tab. 15 ist dargestellt, dass alle 14 nicht exprimierten Proteine mindestens
2 Transmembranhelices enthalten (Proteine 210-221, 269, 270). Zwei Proteine
(208 und 209), die zwar exprimiert, aber nicht gereinigt werden konnten — auch
nicht als Gateway-Fusionsproteine —, enthalten 5 bzw. 7 Transmembranhelices.
Demgegeniiber enthalten 2 Proteine (202 und 258), die exprimiert und mit

schwacher Ausbeute gereinigt werden konnten, 1 bzw. 8 Transmembranhelices.
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Tab. 15: Zahl der Transmembranhelices in 48 His;-fusionierten Proteinen, die nicht
exprimiert werden konnten, oder nicht bzw. schwer zu reinigen waren. Die Zahl der
Transmembranhelices (TMH) wurde mit CBS prediction server TMHMM (2.0) ermittelt. Die
Proteinausbeute nach Expression und Reinigung wurde dargestellt mit den Kategorien: 3 = stark;

2 = moderat; 1 = schwach; 0 = nicht exprimiert oder gereinigt.

Protein-Nr. Expression Reinigung Zahl der TMH
143 2 1 -
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
197
258
259
200
201
202
203
204
206
207
205
198
199
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
269
270
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4.8 Klonierung, Expression und Reinigung von

Pathogenitatsfaktoren
Die Effizienz der Klonierung, der Expression und Reinigung von 39 ausgewéhlten
Pathogenititsfaktoren von E. coli ist in Tab. 16 dargestellt. Ausgehend von
39 Pathogenititsfaktoren verschiedener pathogener Stimme von E. coli, konnten
28 Gene mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pQTEV2 kloniert werden.

Davon wurden im kleinen Maf3stab 23 Pathogenitédtsfaktoren exprimiert.

Unter nativen Bedingungen lieBen sich hiervon 8 Pathogenitdtsfaktoren nur mit
schwacher und eines mit moderater Ausbeute reinigen. Dagegen bewirkte die
Reinigung im groflen Maf3stab unter denaturierenden Bedingungen zumeist eine
deutliche Verbesserung der Proteinausbeute. Auf diese Weise konnten

13 Pathogenitétsfaktoren mit der Mindestmenge von 500 pug hergestellt werden.

Transmembranhelices wurden in nur 6 Pathogenititsfaktoren ermittelt, von denen
4 exprimiert werden konnten. Davon konnten 2 unter denaturierenden
Bedingungen mit starker Ausbeute, 1 nur unter nativen Bedingungen mit
schwacher Ausbeute sowie 1 weiterer, weder unter nativen noch unter

denaturierenden Bedingungen, gereinigt werden.
Seltene Codons waren ausschlieBlich in stark oder moderat exprimierten

Pathogenititsfaktoren vorhanden, von denen der GroBteil denaturiert gereinigt

werden konnte.
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Tab. 16: Effizienz der Klonierung, Expression und Reinigung von Pathogenitétsfaktoren
verschiedener Pathovare von E. coli und die Anzahl der Transmembranhelices (TMH) und
seltenen Codons. Nach PCR-Amplifizierung der Gene wurden diese in pQTEV2 kloniert
(+ = erfolgreiche Klonierung). AnschlieBend wurden die Pathogenititsfaktoren zunichst im
kleinen Maf3stab exprimiert und unter nativen Bedingungen gereinigt. Die Reinigung im grof3en
Mafstab erfolgte unter denaturierenden Bedingungen. Die Proteinausbeute nach Expression und
Reinigung wurde eingestuft nach folgenden Kategorien: 3 = stark; 2 = moderat; 1 = schwach;
0 = nicht exprimiert oder gereinigt. Die pathogenen Stdmme von E. coli sind mit ihrer genauen
Bezeichnung in Tab. 5 aufgefithrt. EPEC: Enteropathogene E. coli; UPEC: Uropathogene E. coli;
ETEC: Enterotoxische E. coli; EIEC: Enteroinvasive E. coli; EHEC: Enterohdmorrhagische
E. coli; EAEC: Enteroaggregative E. coli; DAEC: Diffus-adhédrente E. coli; S. dys.: Shigella

dysenteriae sg. 1; Versch.: Verschiedene der aufgelisteten Stimme.

Nr. Gen Genbank E. coli Stamm Klo- Expri- Nativ Denat. Zahlder  Seltene
Accession Pathovar niert miert  gereinigt  gereinigt TMH Codons
1 espB AAC38396 EPEC a + 3 1 3 1 2x
ATA
2 dsbA NP 418297 ETEC b + 3 1 3 -
3 papA  CAA43562 UPEC c + 3 0 3 - AGA,
AGG
4 espD AAC38395 EPEC 2 ATA
5 orfl9 AAC38389 EPEC
6 cs6 AAC45093 ETEC -
7 tir AAC38390 EPEC -
8 ipaB NP 858261 EIEC 2 AGG
9 ipgC NP_858262 EIEC -
10 cesT BAB37983 EPEC - AGA
11 stx2B NP_ 286977 EHEC -
12 espA AAC3839%4 EPEC -
13 papB  CAA43561 UPEC -
14  papK  CAA43567 UPEC - ATA

15 csb CAA11820 ETEC
16 ipaA NP_858258 EIEC

17 espF AAC38400 EPEC
18 senA CAC05789 EIEC

19 eltA CAA23532 ETEC
20 sta3 AAA24652 ETEC
21 cs3 AAA23614 ETEC
22 astA AAMS88299 EAEC
23 icsA AAMS89671 EIEC

24 IngA AAC33154 ETEC
25 hlyA CAA60042 EHEC
26 aggA  AAA57454  EAEC
27 stxIA  NP_288673 S. dys.
28 stxIB  NP_288672 S. dys.
29  papE  CAA43568  UPEC
30 csdD AAQ19777 ETEC
31 eae AAC38392 EPEC
32 Stx2A NP 286976 EHEC g -
33 aafA AAB82330 EAEC Versch. -
34 cfaC AAC41416 ETEC Versch. -
35 cfak AAC41417 ETEC Versch. -
36 csdA AAQ19775 ETEC Versch. -
37 CFA/1  AAB30543 ETEC Versch. -
38 afakE AAD44028 DAEC Versch. -
39 cfaA AAC41414 ETEC Versch. -
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4.9 Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen

49.1 Stimulation mit Gemischen von hochkonservierten Proteinen
von E. coli

Peripheres Blut von 40 M. Crohn-Patienten (22 weiblich, 18 ménnlich;

Durchschnittsalter: 45; Altersspanne: 17 bis 70), 20 S. ankylosans-Patienten

(9 weiblich, 11 ménnlich; Durchschnittsalter: 43; Altersspanne: 27 bis 63) und

20 gesunden Kontrollpersonen (11 weiblich, 9 méinnlich; Durchschnittsalter: 37;

Altersspanne: 20 bis 61) wurde mit 40 Proteingemischen stimuliert, die jeweils

10 konservierte Proteine von E. coli enthielten (Tab. 12).

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen fiihrte die Stimulation peripheren
Blutes mit 7 Proteingemischen bei einer signifikant kleineren Zahl von M. Crohn-
Patienten zu CD40L+/ IFN-y+ (doppel-positiven) CD4+ T-Zellantworten. Gegen
3 dieser 7 Proteingemische reagierte ebenfalls eine signifikant kleinere Zahl von
S. ankylosans-Patienten (Tab. 17). Die doppel-positiven T-Zellen waren bei
Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans gegen eine kleinere Zahl von
Proteingemischen gerichtet (Abb. 11, Tab. 17). Nach Stimulation mit einigen
Proteingemischen waren doppel-positive T-Zellen nur bei gesunden
Kontrollpersonen und M. Crohn-Patienten (Proteingemische 1, 5, 15), oder nur
bei gesunden Kontrollpersonen und S. ankylosans-Patienten (Proteingemisch 6),
oder nur bei gesunden Kontrollpersonen (Proteingemische 4, 11, 14) zu
beobachten. Indes 16sten die Proteingemische 3 und 7 weder bei Patienten noch
bei gesunden Kontrollpersonen doppel-positive T-Zellantworten aus. Einige
Proteingemische fiihrten bei relativ vielen Individuen in beiden Patientengruppen

und der Kontrollgruppe zu T-Zellantworten (10, 13, 17, 18, 19, 20).
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Abb. 11: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit Gemischen von hochkonservierten
Proteinen. Vollblut von 40 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 20 Patienten mit Spondylitis
ankylosans (SA) und 20 gesunden Kontrollpersonen (K) wurde mit Proteingemischen 6 h
stimuliert. Leukozyten wurden mit Antikérpern gegen CD4, CD40L und IFN-y markiert. CD4+
T-Zellen wurden durchflusszytometrisch erfasst und die Frequenzen von CD40L+/IFN-y+
(doppel-positiven) CD4+ T-Zellen analysiert. Hier sind die prozentualen Anteile der Patienten und
gesunden Kontrollpersonen als Balken dargestellt, bei denen doppel-positive T-Zellantworten
gegeniiber den Proteingemischen 1-20 festgestellt wurden. Die Sterne markieren Proteingemische,

gegen die eine signifikant kleinere Zahl von Patienten reagierte (siche Tab. 17).
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Tab. 17: Statistische Auswertung der Zahl der Patienten und gesunden Kontrollpersonen
mit doppelpositiven CD4+ T-Zellantworten gegeniiber den 20 Proteingemischen. Hier sind
die Zahlen der gesunden Kontrollpersonen (K) und Patienten mit Morbus Crohn (MC) und
Spondylitis ankylosans (SA) dargestellt, die gegeniiber den 20 Proteingemischen mit doppel-
positiven T-Zellen reagierten. In den Klammern sind die prozentualen Anteile bezogen auf die
Gesamtzahl der Individuen einer Gruppe (K, MC, SA) dargestellt. Fiir die Berechnung der

p-Werte wurde der Fisher’s exact test verwendet (* = MC im Vergleich zu K; + = SA im

Vergleich zu K).

Gemisch K MC p* SA p+
1 4(19) 1(2,7) n.s. 0 n.s.
2 4 (19) 1(2,7) n.s. 1(5) n.s.
3 0 0 - 0 -
4 4 (19) 0 0,0152 0 n.s.
5 5(23,8) 1(2,7) 0,0217 0 0,0478
6 2(9,5) 0 n.s. 1(5) n.s.
7 0 0 - 0 -
8 7 (33,3) 2 (5,5) 0,0090 2 (10) n.s.
9 8 (38,1) 2 (5,5) 0,0032 3(15) n.s.
10 9 (42,8) 4 (11,1) 0,0091 2 (10) 0,0325
11 4 (20) 0 0,0393 0 n.s.
12 3(15) 1(4,3) n.s. 1(5) n.s.
13 8 (40) 3(13) n.s. 3(15) n.s.
14 6 (30) 0 0,0064 0 0,0202
15 4 (20) 14,3) n.s. 0 n.s.
16 4 (20) 14,3) n.s. 1(5) n.s.
17 7 (35) 4(17,4) n.s. 4 (20) n.s.
18 9 (45%) 4(17,4) n.s. 525 n.s.
19 6 (30%) 3(13) n.s. 2 (10) n.s.
20 9 (45%) 5(21,7) n.s. 5(25) n.s.

Zum Zeitpunkt der Blutabnahme waren 36 M. Crohn-Patienten in klinischer

Remission (90%) und 4 Patienten klinisch aktiv (10%).

Samtliche 9 M. Crohn-Patienten, bei denen doppel-positive CD4+ T-Zellen
gegeniiber einzelnen Proteingemischen beobachtet wurden, befanden sich in
klinischer Remission (25% der Patienten in klinischer Remission). Von diesen
9 Patienten bekamen 6 zum Zeitpunkt der Blutabnahme immunsuppressive
Medikamente, wie Infliximab, Azathioprin und Steroide. Drei Patienten wurden

nicht medikamentos behandelt.

Bei der Mehrheit der M. Crohn-Patienten konnten keine doppel-positiven

T-Zellen gegeniiber den Proteingemischen nachgewiesen werden. Davon waren
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27 Patienten in klinischer Remission (14 mit immunsuppressiver Medikation) und

4 Patienten klinisch aktiv (mit immunsuppressiver Medikation).

Von 8 S. ankylosans-Patienten, bei denen doppel-positive T-Zellen gegeniiber
einzelnen Proteingemischen beobachtet wurden, waren 5 Patienten klinisch aktiv
(41% der klinisch aktiven S. ankylosans-Patienten). Dagegen waren 3 Patienten
nicht klinisch aktiv. Ein BASDAI kleiner als 4 wurde als nicht aktive, dagegen ein
BASDAI groBer als 4 als aktive S. ankylosans gewertet. Keiner der
20 S. ankylosans-Patienten erhielt zum Zeitpunkt der Blutabnahme

immunsuppressive Medikamente.

4.9.2 Stimulation mit einzelnen konservierten Proteinen von E. coli

Einige Proteingemische fiihrten bei Patienten und gesunden Kontrollpersonen wie
oben dargestellt hdufiger zu doppel-positiven T-Zellantworten. Daher wurde
analysiert, ob und welche einzelnen konservierten Proteine aus diesen
Proteingemischen diese T-Zellantworten auslosen. Hierzu war es notig, zunédchst
Blut von je 2 Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans und einer gesunden
Kontrollperson, die auf die Proteingemische 10, 13, 17, 18, 19 und 20 reagierten,
mit den einzelnen Proteinen, die in diesen Gemischen enthalten waren, zu

stimulieren.

Insgesamt wurden 9 konservierte Proteine ermittelt, die bei diesen 5 Personen zu
doppel-positiven T-Zellantworten fiihrten (Tab. 18). Jedoch waren nicht alle
Proteine bei den Personen iibereinstimmend immunogen. Beispielsweise gab es
Proteine, die nur bei 2 Personen zu T-Zellantworten fithrten. In Abb. 12 wird
verdeutlicht, dass es mit Hilfe der ,,Proteinmatrix“ gelang, immunogene Proteine

zu identifizieren.

Um die Zahl der Patienten und gesunden Kontrollpersonen zu ermitteln, die
gegeniiber diesen 9 Proteinen mit doppel-positiven T-Zellen reagieren, wurde
Vollblut von jeweils 10 Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans und

von 12 gesunden Kontrollpersonen mit den Proteinen stimuliert.
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Tab. 18: Identifizierung von konservierten Proteinen aus immunogenen Proteingemischen.
Ausgehend von Proteingemischen, die zu CD40L+/IFN-y+ (doppel-positiven) CD4+
T-Zellantworten bei 2 Patienten mit M. Crohn, 2 Patienten mit S. ankylosans und 1 gesunden
Kontrollperson fiihrten, wurden einzelne Proteine, die in diesen Gemischen enthalten waren, fiir
die Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen dieser Personen verwendet. Die aufgelisteten
Proteine fithrten zu doppel-positiven T-Zellantworten bei den getesteten Personen.

Nr. Protein (Nr.) in Proteingemisch
1 NAD-linked malate dehydrogenase (232) 13

2 phosphoribosylaminoimidazole synthetase (87) 9

3 predicted carbohydrate kinase (52) 18

4 putative control proteins-Lipoprotein Nlpl (1) 20

5 RecA (140) 9

6 308 ribosomal subunit protein S13 (147) 18

7 50S ribosomal subunit protein L14 (148) 18

8 50S ribosomal subunit protein L2 (150) 17

9 Ffh (156) 17

71



ERGEBNISSE

Negativkontrolle Positivkontrolle
& '2',[ '.215
) | 0,04% 0,00% 120,45 % 5,84%

%y

|

i.‘ 0,05%

w? w' [ ! ot

Proteingemisch 9 Proteingemisch D

b

|
0,16% 0,13% i

10,11%: 0,11%
T |

T
=

]
i

|
|
t

-

CD40L

Abb. 12: Identifizierung eines immunogenen Proteins mit Hilfe der ,,Proteinmatrix*.
Periphere CD4+ T-Zellen eines M. Crohn-Patienten wurden mit den 40 Proteingemischen
stimuliert. Aufgrund der CD40L+/IFN-y+ T-Zellantworten gegeniiber den Proteingemischen 9 und
D erfolgte anschlieBend die Stimulation mit dem Protein 87, das laut ,Proteinmatrix” diese
T-Zellantworten zu verantworten hatte. Die Stimulation peripherer T-Zellen mit anti-CD28 diente
als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurden periphere T-Zellen mit anti-CD28 und SEB

stimuliert.

Gegen das konservierte Protein 7 (50S ribosomal subunit protein L14) reagierte
eine signifikant kleinere Zahl von Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans.
Dagegen reagierte gegen Protein 4 (putative control proteins-Lipoprotein Nlpl)
eine kleine Zahl von M. Crohn-Patienten. Bei den anderen 7 Proteinen konnten
keine signifikanten Unterschiede zu den gesunden Kontrollpersonen festgestellt
werden (Abb. 13). Des Weiteren konnte kein konserviertes Protein identifiziert
werden, das ausschlieBlich doppel-positive T-Zellantworten bei M. Crohn-

und/oder S. ankylosans-Patienten ausloste.
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Abb. 13: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit einzelnen konservierten Proteinen
von E. coli. Vollblut von jeweils 10 Patienten mit Morbus Crohn (MC) und Spondylitis
ankylosans (SA) und von 12 gesunden Kontrollpersonen (K) wurde mit 9 konservierten Proteinen
(siche Tab. 18) stimuliert. CD4+ T-Zellen wurden durchflusszytometrisch gemessen und die
Frequenzen von CD40L+/IFN-y+ (doppel-positiven) T-Zellen analysiert. Hier sind die
prozentualen Anteile der Patienten und der gesunden Kontrollpersonen dargestellt, bei denen
doppel-positive T-Zellantworten gegeniiber den 9 konservierten Proteinen von E. coli festgestellt
wurden. Gegen Protein 4 reagierte eine signifikant kleinere Zahl von MC-Patienten (p = 0,0427),
wihrend gegeniiber Protein 7 eine kleinere Zahl sowohl von MC-Patienten (p = 0,0427) als auch
von SA-Patienten (p = 0,0427) im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen reagierte. Fiir die

Berechnung der p-Werte wurde der Fisher’s exact test verwendet.

4.9.3 Stimulation mit Pathogenitéatsfaktoren von E. coli
Aufgrund der Assoziation von pathogenen E. coli mit M. Crohn wurde untersucht,
ob CD4+ T-Zellen — insbesondere von M. Crohn-Patienten — mit verschiedenen

Pathogenititsfaktoren von E. coli antigenspezifisch stimuliert werden konnen.

Vollblut von 17 M. Crohn-Patienten (7 weiblich, 10 méannlich; Durchschnittsalter:
40, Altersspanne: 18 bis 70), 14 S. ankylosans-Patienten (5 weiblich, 9 méannlich;
Durchschnittsalter: 37; Altersspanne: 25 bis 61) und 18 gesunden
Kontrollpersonen (9 weiblich, 9 ménnlich; Durchschnittsalter: 38; Altersspanne:

25 bis 61) wurde mit 13 Pathogenitdtsfaktoren von E. coli stimuliert.
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Lediglich bei 3 Pathogenititsfaktoren (PapA, PapB und Tir) konnte gezeigt
werden, dass eine signifikant kleinere Zahl von M. Crohn-Patienten mit doppel-
positiven T-Zellen reagierte im Vergleich zu S. ankylosans-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen. Bei den restlichen 10 Pathogenititsfaktoren waren
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen und den
gesunden Kontrollpersonen ermittelbar (Abb. 14). Samtliche M. Crohn-Patienten,
die mit doppel-positiven T-Zellen reagierten, waren in klinischer Remission. Im
Fall der S. ankylosans-Patienten zeigten sowohl klinisch akive als auch nicht
aktive Patienten T-Zellreaktivitit. Ferner war es nicht moglich, einen
Pathogenitétsfaktor zu identifizieren, der ausschlieBlich bei M. Crohn-Patienten

doppel-positive T-Zellantworten hervorrief.
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Abb. 14: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit Pathogenitatsfaktoren von E. coli.
Vollblut von 17 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 14 Patienten mit Spondylitis ankylosans (SA)
und 18 gesunden Kontrollpersonen (K) wurde mit 13 Pathogenitéitsfaktoren stimuliert. Hier sind
die prozentualen Anteile der Patienten und der gesunden Kontrollpersonen dargestellt, bei denen
CDA40L+/IFN-y+ (doppel-positive) CD4+ T-Zellantworten gegeniiber den Pathogenititsfaktoren
beobachtet wurden. Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen reagierte eine signifikant kleinere
Zahl von MC-Patienten gegen PapA (p = 0,0408), PapB (p = 0,0275) und Tir (p = 0,0408). Fiir die

Berechnung der p-Werte wurde der Fisher’s exact test verwendet.
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4.9.4 Stimulation mit Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB)

Um zu kléren, ob die bei Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans beobachtete
potenzielle Suppression der peripheren CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit
Gemischen von konservierten Proteinen von E. coli auch gegeniiber dem
Superantigen SEB gezeigt werden kann, erfolgte die Stimulation peripheren
Blutes von gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit M. Crohn und
S. ankylosans mit SEB. AnschlieBend wurden die doppel-positiven CD4+

T-Zellen durchflusszytometrisch efasst.

Vollblut von 45 M. Crohn-Patienten (23 weiblich, 22 ménnlich;
Durchschnittsalter: 43; Altersspanne: 17 bis 70), 27 S. ankylosans-Patienten
(11 weiblich, 16 ménnlich; Durchschnittsalter: 41; Altersspanne: 25 bis 63) und
30 gesunden Kontrollpersonen (17 weiblich, 13 ménnlich; Durchschnittsalter: 37;

Altersspanne: 20 bis 61) wurde mit SEB stimuliert.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen konnten bei Patienten mit M. Crohn
und S. ankylosans signifikant geringere Frequenzen von doppel-positiven
T-Zellen gegeniiber SEB nachgewiesen werden (Abb. 15 A). Gleichzeitig
bewirkten immunsuppressive Medikamente bei M. Crohn-Patienten keine
signifikanten Unterschiede in den Frequenzen der doppel-positiven T-Zellen. Es
konnte jedoch nicht einwandfrei gekldart werden, ob der Krankheitszustand die
Hohe der Frequenzen beeinflusst, da nur wenige klinisch aktive Patienten getestet
wurden (Abb. 15 B). Bei Patienten mit S. ankylosans lieen sich beziiglich des
Krankheitszustands ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den Frequenzen

der doppel-positiven T-Zellen ermitteln (Abb. 15 C).
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Abb. 15: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit Staphylococcus aureus enterotoxin
B (SEB). A. Vollblut von 45 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 27 Patienten mit Spondylitis
ankylosans (SA) und 30 gesunden Kontrollpersonen (K) wurde mit SEB stimuliert. Hier sind die
individuellen Frequenzen der CD40L+/IFN-y+ (doppel-positiven) CD4+ T-Zellen von Patienten
und gesunden Kontrollpersonen dargestellt. B. Individuelle Frequenzen der doppel-positiven
T-Zellen von sdmtlichen getesteten 45 M. Crohn-Patienten, von 25 M. Crohn-Patienten, die
immunsuppressive Medikation (IM) erhielten, von 20 Patienten, die keine IM erhielten, von
21 M. Crohn-Patienten, die in klinischer Remission waren und IM erhielten und von 4 klinisch
aktiven Patienten, die IM erhielten. C. Individuelle Frequenzen der doppel-positiven T-Zellen von
samtlichen getesteten 27 S. ankylosans-Patienten, von 15 klinisch aktiven und 12 nicht aktiven
Patienten (BASDALI kleiner 4 = nicht aktiv; BASDAI grofler 4 = aktiv). Die horizontalen Linien
reprasentieren die Medianwerte. Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der Mann-Whitney-Test

verwendet (n.s. = nicht signifikant).

4.9.5 Frequenzen von CD4+/VB17+ T-Zellen
SEB ist ein Superantigen, das Vp-Ketten des T-Zellrezeptors mit MHC II-

Molekiilen quervernetzt. Auf diese Weise aktiviert es T-Zellen, die unter anderem
VP17 exprimieren (Choi et al. 1989; Hong et al. 1996). Mit Hilfe eines anti-V[317
Antikorpers ist die Erfassung der Population der CD4+/V 17+ T-Zellen moglich.
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Auf diese Weise wurde untersucht, ob sich die bei M. Crohn und S. ankylosans
beobachtete niedrigere T-Zellantwort gegeniiber SEB durch ein numerisches
Defizit von CD4+/VPB17+ T-Zellen erkldren ldsst. Daneben wurden die
Frequenzen der aktivierten CD4+/VB17+ T-Zellen erfasst. Dabei diente CD40L

als Aktivierungsmarker.

Beziiglich der Frequenzen von CD4+/V17+ T-Zellen gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit M. Crohn

und S. ankylosans (Abb. 16 A).

Dagegen konnten nach Stimulation mit SEB signifikant niedrigere Frequenzen
von aktivierten CD4+/VB17+ T-Zellen bei M. Crohn-Patienten im Vergleich zu

gesunden Kontrollpersonen und S. ankylosans-Patienten beobachtet werden
(Abb. 16 B).
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Abb. 16: Periphere CD4+ und VB17+ T-Zellen nach Stimulation mit Staphylococcus aureus
enterotoxin B (SEB). A. Vollblut von 15 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 16 Patienten mit
Spondylitis ankylosans (SA) und 15 gesunden Kontrollpersonen (K) wurde mit SEB stimuliert.
Nach Fixierung und Permeabilisierung der Leukozyten wurden die Zellen mit Antikoérpern gegen
CD4, CD40L und VP17 markiert. CD4+ T-Zellen wurden durchflusszytometrisch gemessen und
die Frequenzen der VB17+ T-Zellen analysiert. Hier sind die individuellen Frequenzen der VB17+
T-Zellen von Patienten und gesunden Kontrollpersonen dargestellt. B. Frequenzen der
CD40L+/VPB17+ T-Zellen bei Patienten und gesunden Kontrollpersonen. CD40L wurde als
Aktivierungsmarker verwendet. Die horizontalen Linien reprisentieren die Medianwerte. Fiir die

Berechnung der p-Werte wurde der Mann-Whitney-Test verwendet (n.s. = nicht signifikant).
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4.9.6 Stimulation mit ,,Recall-Antigenen*

Nach dem Superantigen SEB wurden die ,,Recall-Antigene® Cytomegalievirus
Phosphoprotein 65 kDa (CMV pp65) und Tetanus Toxoid (TT) getestet, um
periphere Gedichtnis-T-Zellen zu stimulieren. Im Gegensatz zu SEB werden
CMV pp65 und TT zunéchst in antigenprisentierenden Zellen prozessiert und
anschlieBend den T-Zellen présentiert. Auf diese Weise sollte geklédrt werden, ob
bei Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans nach Stimulation mit CMV pp65
und TT ebenfalls eine potenzielle Suppression der T-Zellen beobachtet werden

konnte.

Vollblut von 27 M. Crohn-Patienten (15 weiblich, 12 mannlich;
Durchschnittsalter: 45; Altersspanne: 18 bis 70), 24 S. ankylosans-Patienten
(9 weiblich, 15 ménnlich; Durchschnittsalter: 42; Altersspanne: 25 bis 63) und
25 gesunden Kontrollpersonen (15 weiblich, 10 ménnlich; Durchschnittsalter: 39;

Altersspanne: 25 bis 61) wurde mit CMV pp65 und TT stimuliert.

4.9.6.1 Cytomegalievirus Phosphoprotein 65 kDa (CMV pp65)

CMV ist eine hidufige Infektion und es kann von einer Durchseuchung in der
Normalbevdlkerung von bis zu 90% ausgegangen werden (Staras et al. 20006).
CMYV pp65 ist eines der immundominanten Antigene bei CD4+ T-Zellantworten
gegeniiber CMV (Beninga et al. 1995). Nach Stimulation peripheren Blutes mit
CMV pp65 wurden die Frequenzen der CD40L+/IFN-y+ T-Zellen erfasst. Bei
60% der gesunden Kontrollpersonen, 48% der M. Crohn-Patienten und 29% der
S. ankylosans-Patienten konnten doppel-positive T-Zellen gegeniiber CMV pp65
festgestellt ~werden. Allerdings waren bei CMV-reaktiven gesunden
Kontrollpersonen und Patienten keine signifikanten Unterschiede in den

Frequenzen der doppel-positiven T-Zellen zu beobachten (Abb. 17).
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Abb. 17: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit Cytomegalievirus Phosphoprotein
65 kDa (CMV pp65). A. Vollblut von 27 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 24 Patienten mit
Spondylitis ankylosans (SA) und 25 gesunden Kontrollpersonen wurde mit CMV pp65 stimuliert.
Nach Fixierung und Permeabilisierung der Leukozyten wurden die Zellen mit Antikérpern gegen
CD4, CD40L und IFN-y markiert. CD4+ T-Zellen wurden durchflusszytometrisch gemessen und
die Frequenzen der CD40L+/IFN-y+ (doppel-positiven) T-Zellen analysiert. Bei 13 M. Crohn-
Patienten, 7 S. ankylosans-Patienten und 15 gesunde Kontrollpersonen konnten doppel-positive
T-Zellantworten gegeniiber CMV pp65 gezeigt werden. Hier sind die individuellen Frequenzen
der doppel-positiven T-Zellen von CMV-reaktiven Individuen dargestellt. Die horizontalen Linien
reprasentieren die Medianwerte. Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der Mann-Whitney-Test

verwendet (n.s. = nicht signifikant).

4.9.6.2 Tetanus Toxoid (TT)

Nach Stimulation peripheren Blutes mit TT-Antigen wurde die Population der
CD4+/CD40L+ T-Zellen erfasst. Bei 72% der gesunden Kontrollpersonen, 48%
der M. Crohn-Patienten und 62% der S. ankylosans-Patienten konnten
CD4+/CD40L+ T-Zellen gegeniiber TT festgestellt werden. Dabei waren
zwischen gesunden Kontrollpersonen und Patienten keine Unterschiede in den

Frequenzen der T-Zellen zu beobachten (Abb. 18).
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Abb. 18: Stimulation von peripheren CD4+ T-Zellen mit Tetanus Toxoid (TT). A. Vollblut
von 27 Patienten mit Morbus Crohn (MC), 24 Patienten mit Spondylitis ankylosans (SA) und
25 gesunden Kontrollpersonen wurde mit TT stimuliert. Nach Fixierung und Permeabilisierung
der Leukozyten wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD4, CD40L und IFN-y markiert.
CD4+ T-Zellen wurden durchflusszytometrisch gemessen und die Frequenzen der CD4+/CD40L+
T-Zellen analysiert. Bei 13 M. Crohn-Patienten, 15 S. ankylosans-Patienten und 18 gesunden
Kontrollpersonen konnten CD40L+ T-Zellantworten gegeniiber TT gezeigt werden. Hier sind die
individuellen Frequenzen der CD40L+ T-Zellen von TT-reaktiven Individuen dargestellt. Die
horizontalen Linien représentieren die Medianwerte. Fiir die Berechnung der p-Werte wurde der

Mann-Whitney-Test verwendet (n.s. = nicht signifikant).
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5 DISKUSSION

5.1 Herstellung der rekombinanten Proteine von E. coli

Ziel dieser Arbeit war es, zunédchst eine groBe Zahl evolutiondr konservierter
Proteine sowie eine kleinere Zahl von Pathogenititsfaktoren von E. coli zu
exprimieren und zu reinigen. Nachdem dies gelungen war, wurden periphere
CD4+ T-Zellen von gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit M. Crohn und
S. ankylosans mit den rekombinanten bakteriellen Proteinen stimuliert. Samtliche
Zielgene wurden in den Expressionsvektor pQTEV2 kloniert, um in der
nachfolgenden Proteinexpression ein Fusionsprotein - bestehend aus dem
Zielprotein und einem N-terminalen His;-Tandem - zu generieren. Das His;-
Tandem  ermoéglichte die  affinitdtschromatografische  Reinigung  des
Fusionsproteins mit Hilfe von Ni-NTA. Die Uberexpression und Reinigung der
Proteine wurde zundchst im kleinen Malistab durchgefiihrt, um jene Klone zu
identifizieren, die losliche Proteine lieferten. Proteine, die nicht oder nur mit
schwacher Ausbeute gereinigt werden konnten, wurden mit Hilfe des Gateway-
Systems mit Proteinen fusioniert, die die Loslichkeit der Fusionsproteine steigern

konnen. Zu diesen Fusionspartnern zahlen MBP, GST und NusA.

Mittels PCR liefen sich nahezu 99% der konservierten Zielgene erfolgreich
amplifizieren. Lediglich 3 Gene konnten nicht amplifiziert werden. Dieses
Resultat bestitigt bereits veroffentlichte Ergebnisse beziiglich der Amplifizierung
bakterieller Gene mittels PCR (Lesley et al. 2002; Vincentelli et al. 2003;
Moy et al. 2004). Die PCR-Produkte wurden in der Regel mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und Notl verdaut (82,1%). Bei 11,6% der
PCR-Produkte wurde anstelle von BamHI das Enzym BgIIl verwendet. Des
Weiteren wurden die Typ I-Restriktionsendonukleasen Eco311 und Bpil bei 5,6%
bzw. bei 0,7% der PCR-Produkte eingesetzt. Darauthin konnten alle PCR-
Produkte erfolgreich in den Vektor pQTEV2 kloniert werden. AnschlieBend
wurden etwa 95% dieser Proteine als Fusionen mit dem N-terminalen His;-
Tandem im kleinen Maf}stab zur Expression gebracht. In der Literatur werden
hierzu @hnlich hohe Zahlen beschrieben. Vincentelli et al. konnten mit Hilfe des

Gateway-Systems 87% der ausgesuchten Proteine von E. coli im kleinen Maf3stab
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als Fusionen mit einem Hisg-Tandem exprimieren. Hierbei wurden verschiedene
E. coli Wirtsstimme verwendet, um die Effizienz der Proteinexpression zu

optimieren (Vincentelli et al. 2003).

In der Studie von Luan et al. wurde die Expression von Proteinen des
eukaryontischen Organismus Caenorhabditis elegans in E. coli beschrieben.
Hierzu klonierten die Forscher zunédchst 10.167 offene Leseraster in einen
Gateway-Vektor. Fiir die Proteinexpression verwendeten sie 2 verschiedene
E. coli Wirtsstimme. Am Ende konnten nur 48% der Proteine im kleinen Malstab
exprimiert werden (Luan et al. 2004). Des Weiteren wurden auch humane
Proteine in E. coli exprimiert, wenn auch nur mit geringer Effizienz. Nur 16% der
Proteine lieBen sich in 16slicher Form exprimieren (Bussow et al. 2005). Ein
dhnliches Resultat lieferten Proteine von Caenorhabditis elegans: 15% der
Proteine lagen in I6slicher Form vor (Luan et al. 2004). Diese geringe Zahl
l6slicher  eukaryontischer  Proteine ist nicht {iberraschend: = Sowohl
unterschiedliche Codon Usage als auch fehlende posttranslationale
Modifikationen in E. coli kommen als mogliche Ursachen fiir die geringe

Expressionseffizienz in Frage.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich etwa 93% der klonierten konservierten
Proteine von E. coli im kleinen Mafstab in 16slicher Form exprimieren lieen.
Moglicherweise ist dies eine Folge der Selektion von hochkonservierten
Proteinen. Bei einer anderen Zusammenstellung von E. coli Proteinen konnten
ndmlich nur 60% der Zielproteine in l16slicher Form exprimiert werden
(Vincentelli et al. 2003). Eine @hnliche Beobachtung war bei der Expression
16slicher Proteine von Bacillus anthracis in E. coli moglich: 86% der
konservierten, jedoch lediglich 69% der nicht konservierten Proteine von
Bacillus anthracis, lieBen sich in 16slicher Form zur Expression bringen
(Au et al. 2000).

Mit der Strategie, Zielgene mit molekularbiologischen Standardtechniken in den
Vektor pQTEV2 zu klonieren, um Fusionsproteine mit dem His;-Tandem im
Wirtsstamm E. coli SCS1 zu produzieren, konnte eine gro3e Zahl von Proteinen

gereinigt werden. Fiir den Fall, dass sich Proteine nicht oder aber nur mit
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schwacher Ausbeute reinigen lieen, wurde die Gatway-Technologie angewendet,

um diese Proteine mit MBP-His;, GST-His; oder NusA-Hisg zu fusionieren.

Die Fusionierung von Proteinen mit den genannten Fusionspartnern kann die
Loslichkeit der Fusionsproteine deutlich verbessern (Cabrita et al. 2006). Im
Ergebnis war die Proteinausbeute der meisten konservierten Proteine von
E. coli hoher, wenn sie mit MBP-His; fusioniert wurden. Dieses Ergebnis bestatigt
die Resultate einer Studie aus dem Jahr 1999, bei der 6 Zielproteine
verschiedenen  Ursprungs  mit  Fusionspartnern  fusioniert ~ wurden
(Kapust et al. 1999). Shih et al. haben beschrieben, dass 60% der untersuchten
eukaryontischen Proteine in l18slicher Form exprimiert wurden, wenn sie mit MBP
oder NusA fusioniert waren. Dagegen konnten nur 38% der Proteine in 16slicher

Form exprimiert werden, wenn sie mit GST fusioniert waren (Shih et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit brachten die Fusionierungen mit GST und NusA bei
einer geringen Zahl von Zielproteinen eine Verbesserung der Ausbeute nach den
Reinigungen mit sich. Dieser Unterschied ist moglicherweise den verschiedenen
Urspriingen der Proteine geschuldet (eukaryontische vs. prokaryontische

Proteine).

Je Transformation wurden 2 Klone der Expression im kleinen MaBstab zugefiihrt.
Mit Ausnahme von 18 konservierten Genen konnte mit Hilfe dieser Strategie bei
jeder Transformation mindestens 1 Klon ermittelt werden, bei dem eine
Proteinexpression nachgewiesen werden konnte. Im Fall der 18 nicht exprimierten
Gene wurde die Proteinexpression bei jeweils 2 weiteren Klonen getestet und
anschlieBend die Reinigung im kleinen Malstab durchgefiihrt. Diese
Vorgehensweise ermoglichte die Identifizierung zweier weiterer Proteine, die in
16slicher Form exprimiert wurden. Beziiglich der verbleibenden 16 Gene wurde
die Klonierungen beginnend mit der PCR wiederholt. Nach dieser zweiten Runde
der Klonierung konnten erneut 2 weitere in Idslicher Form exprimierte Proteine
nachgewiesen werden. Die verbleibenden 14 Gene lieen sich nicht einmal nach

einer dritten Runde der Klonierung exprimieren.
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Diesen Proteinen war gemein, dass sie mindestens 2 Transmembranhelices
enthielten. So ist beschrieben, dass sich die Uberexpression und Reinigung von
Membranproteinen als schwierig gestaltet (Dobrovetsky et al. 2005).
Moglicherweise ist die Reinigung unter nativen Bedingungen nicht die geeignete
Methode fiir diese Proteine, da es wahrend der Expression potenziell zur Bildung
von unldslichen ,,Einschlusskérpern® (engl. inclusion bodies) kommen kann.
Stattdessen konnte die Reinigung dieser Proteine unter denaturierenden

Bedingungen fiir eine ausreichende Proteinausbeute sorgen.

Des Weiteren sind in den nicht exprimierten Proteinen seltene Codons hdher
frequentiert. Es wire daher mdglich, dass einige dieser Proteine in Wirtstimmen,
die seltene t-RNAs iiberexprimieren, zur Expression gebracht werden. Alternativ
konnten die seltenen Codons mutagenisiert werden, um die Effizenz der

Expression zu steigern.

Wihrend des Wachstums, der Zellteilung und der Lyse von E. coli Zellen wird
LPS freigesetzt (Anspach 2001). Da LPS in Proteinlosungen stérend bei der
in vitro-Stimulation von peripheren T-Zellen wirkt (Bekeredjian-Ding et al. 2006;
Schroder et al. 2006; West et al. 2006), war die Entfernung von LPS ein
notwendiger Schritt. LPS ist unter neutralen Bedingungen negativ geladen.
Dagegen ist Polymyxin-B, ein potenter Ligand von LPS, unter schwachen
ionischen Bedingungen an der Aminogruppe positiv geladen. Polymyxin-B bindet
LPS hauptsdchlich iiber hydrophobe Interaktionen mit Lipid-A und iiber
elektrostatische Interaktionen. Es wird vermutet, dass die elektrostatischen
Interaktionen zwischen dem negativ geladenen LPS und Polymyxin-B stérker sind
als die zwischen Proteinen und Polymyxin-B. Zudem sind die geladenen und
hydrophoben Gruppen der Proteine aufgrund der globuldren Struktur der Proteine
fixiert. Dennoch ist die Bindung negativ geladener Proteine an Polymyxin-B

moglich, welches Proteinverlust nach sich ziehen kann (Anspach 2001).

Die Stimulation peripherer CD4+ T-Zellen von gesunden Spendern zeigte, dass
Polymyxin-B behandelte Proteine eine geringere Hintergrundstimulation von
T-Zellen bewirkten als gleiche Mengen von unbehandelten Proteinen. Wenn

gleiche Volumina von Polymyxin-B behandelten oder unbehandelten Proteinen
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analysiert wurden, zeigte sich ebenfalls eine verringerte Hintergrundstimulation.
Unter der Annahme, dass diese Proteine keine antigenspezifischen
T-Zellantworten auslosen, ist die Verringerung der Hintergrundstimulation
vermutlich eine Folge der Entfernung von LPS. Im umgekehrten Fall, also unter
der Annahme, dass die Proteine antigenspezifische T-Zellantworten auslosen,
bewirkt die Verdiinnung der Proteine vermutlich die Verringerung der
T-Zellreaktivitiaten. In beiden Fillen ist es wahrscheinlich, dass andere bakterielle
Kontaminationen keinen bedeutenden Einfluss auf die Stimulation der T-Zellen

hatten.

Mit Hilfe des LAL-Tests wurde die Konzentration von LPS in 2 Proteinldsungen,
die mit Polymyxin-B-Kugeln behandelt wurden, ermittelt. Beide Proteinldsungen
enthielten weniger als 9 pg/ml LPS. Nakagawa et al. stimulierten humanes
Vollblut mit Endotoxin (LPS), um die Mindestmenge von LPS zu ermitteln, mit
der die Sekretion von Zytokinen in Monozyten ausgeldst wurde. Die ermittelte
Menge, bei der es zur Sekretion von TNF-a und IL-6 kam, lag bei 14 pg/ml. Zum
Nachweis der LPS-induzierten Sekretion von IL-1 war sogar eine
Mindestkonzentration von 100 pg/ml LPS erforderlich (Nakagawa et al. 2002).
Die Konzentrationen von LPS in beiden Proteinldsungen lagen -eindeutig

unterhalb dieser vermutlich kritischen Konzentrationen.

Nach der Expression im groB3en Mallstab stand fest, dass 52 Proteine nicht mit den
erwarteten Mengen gereinigt werden konnten, obwohl die Reinigung dieser
Proteine im kleinen Mafstab mit moderater oder starker Ausbeute gelang. Im
groBBen MaBstab lief3 sich oftmals die Préizipitation von Proteinen unmittelbar nach
der Affinitdtschromatografie beobachten. Dies war nicht bei der Reinigung im
kleinen Maf3stab der Fall, da die Proteine nach der Elution sofort in 4x SDS-
Probenpuffer denaturiert wurden. Eine Erkldrung flir die Prizipitation konnten
hohere Proteinkonzentrationen sein, die die Reinigungen im gro3en Mal}stab nach
sich ziehen. Des Weiteren erfolgten im groBen Malstab weitere
Reinigungsschritte, wie die Umpufferung und die Entfernung von LPS, die zu

Proteinverlusten fithren.
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Aus diesem Grund ist es als gutes Ergebnis zu werten, dass sich insgesamt 73%
der ausgesuchten konservierten Proteine von E. coli mit der Mindestmenge von
500 pg herstellen lieBen. Dabei hat sich die Strategie, Restriktionsklonierung mit
der Gateway-Technologie zu kombinieren, als zuverldssige und effiziente

Vorgehensweise erwiesen.

Neben den konservierten Proteinen von E. coli wurden 39 Pathogenitdtsfaktoren
von E. coli mit dem Ziel ausgewdhlt, eine Gruppe variabler Proteine, also nicht
konservierter Proteine, herzustellen und diese fiir die Stimulation peripherer
CD4+ T-Zellen zu verwenden. Von diesen 39 Pathogenitétsfaktoren lieen sich
71% erfolgreich in den Vektor pQTEV2 klonieren. 82% der klonierten Gene
konnten zur Expression gebracht werden. Davon konnten unter nativen
Bedingungen im kleinen Mafstab nur 39% hauptséchlich mit schwacher Ausbeute
und unter denaturierenden Bedingungen im groen Mafstab 56% mit starker
Ausbeute gereinigt werden. Somit erwies sich die Reinigung der
Pathogenititsfaktoren unter denaturierenden Bedingungen als effizienter. Jedoch
bei einigen Pathogenitdtsfaktoren, die zwar exprimiert werden konnten, war
anschlieend die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen nicht erfolgreich.
Zumeist handelt es sich hier um Pathogenitétsfaktoren, die nur mit schwacher
Ausbeute exprimiert werden konnten, so dass moglicherweise fiir die

anschlieBende Reinigung zu wenig Protein zur Verfiigung stand.

Anders als bei den konservierten Proteinen konnte bei Pathogenititsfaktoren kein
moglicher Zusammenhang zwischen nicht vorhandener, bzw. schwacher
Proteinexpression und dem Vorhandensein von Transmembranhelices und
seltenen Codons hergestellt werden. So zeigte sich, dass Pathogenititsfaktoren,
die nicht oder aber nur mit schwacher Ausbeute exprimiert werden konnten, keine
seltenen Codons enthalten. Im Gegenteil: seltene Codons sind vereinzelt bei stark
und moderat exprimierten Pathogenitédtsfaktoren vorhanden. Ferner sind
Transmembranhelices sowohl in exprimierten als auch in nicht exprimierten

Pathogenititsfaktoren enthalten.
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5.2 Niedrigere periphere CD4+ T-Zellantworten bei Patienten

mit M. Crohn und S. ankylosans
Sowohl bei M. Crohn als auch bei S. ankylosans ist die Inmunpathogenese derzeit
nicht vollstindig verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde postuliert, dass
hochkonservierte  Proteine sowie Pathogenititsfaktoren von E. coli
moglicherweise eine fehlgesteuerte Immunantwort peripherer CD4+ T-Zellen

auslosen.

In Tiermodellen konnte demonstriert werden, dass die normale kommensale
Darmflora Colitis (Rath et al. 2001; Strober et al. 2002; Guarner et al. 2003) oder
Entziindungen der Gelenke und der intestinalen Mukosa (Taurog et al. 1994)
hervorruft. Morbus Crohn wurde insbesondere mit E. coli (Liu et al. 1995;
Ryan et al. 2004), darunter auch pathogene Stimme, assoziiert
(Boudeau et al. 1999; Glasser et al. 2001; Neut et al. 2002; Swidsinski et al. 2002;
Darfeuille-Michaud et al. 2004). Dagegen wurde die Reaktive Arthritis, die einen
Subtyp der SpA darstellt, mit Bakterien wie Chlamydia trachomatis, Yersinia und
Salmonella (Granfors et al. 1989; Granfors et al. 1990; Hammer et al. 1990;

Sieper et al. 1991; Sieper et al. 1996) in Verbindung gebracht.

Duchmann et al. konnten zeigen, dass T-Zellen von Patienten mit M. Crohn
gegeniiber verschiedenen Enterobacteriaceae kreuzreagierten
(Duchmann et al. 1999). Bei Reaktiver Arthritis-Patienten konnten
Kreuzreaktivititen gegeniiber verschiedenen konservierten Hsp60-Proteinen
bakteriellen ~ und  menschlichen = Ursprungs  nachgewiesen  werden
(Mertz et al. 1998; Thiel et al. 2006). Diese Kreuzreaktivititen auf der Ebene der
T-Zellen legten die Vermutung nahe, dass moglicherweise hochkonservierte
bakterielle Proteine periphere CD4+ T-Zellantworten bei M. Crohn und

S. ankylosans auszuldsen vermogen.

Auf der anderen Seite stellen Pathogenititsfaktoren eine spezielle Gruppe von
bakteriellen Proteinen dar. Im Gegensatz zu den konservierten Proteinen sind sie
ausschlieBlich im biologischen Reich der Bacteria anzutreffen. Daher handelt es

sich um eine interessante Gruppe von bakteriellen Proteinen hinsichtlich ihrer
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moglichen Beteiligung an der Immunpathogenese des M. Crohn und der

S. ankylosans.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen reagierte eine signifikant kleinere
Zahl von Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans mit einer T-Zellantwort
gegeniiber Gemischen von evolutiondr konservierten Proteinen von E. coli. Bei
M. Crohn handelte es sich hierbei um 7 und bei S. ankylosans um
3 Proteingemische. Dieses Ergebnis zeigte sich sowohl nach Stimulation mit
Proteingemischen als auch nach Stimulation mit einzelnen konservierten
Proteinen. In Bezug auf die getesteten Pathogenitdtsfaktoren von E. coli konnte
gezeigt werden, dass eine signifikant kleinere Zahl von M. Crohn-Patienten
gegeniiber 3 Pathogenitdtsfaktoren mit einer positiven T-Zellantwort reagierte.
Dabei ist insbesondere hervorzuheben, dass nur M. Crohn-Patienten in klinischer
Remission eine positive T-Zellantwort zeigten, unabhingig davon, ob diese

Patienten mit Immunsuppressiva behandelt wurden oder nicht.

Daher stellte sich die Frage besonders fiir Patienten mit klinisch aktiven
M. Crohn: st die niedrige T-Zellantwort Folge einer generellen
Immunsuppression oder Folge eines ,antigen specific recruitment von

antigenspezifischen Zellen zum Darm, also zum Ort der Entziindung?

Um diese Frage zu beantworten, wurde zundchst peripheres Blut mit dem
Superantigen SEB stimuliert. Hier reagierten wiederum sowohl M. Crohn-
Patienten als auch S. ankylosans-Patienten mit niedrigeren T-Zellantworten.
AnschlieBend stellte sich die Frage, ob diese niedrigere Immunantwort die Folge
eines numerischen Defizits von SEB-spezifischen T-Zellen war. Zur Klarung
dieser Frage wurde erneut peripheres Blut mit SEB stimuliert, jedoch erfolgte nun
im Anschluss die Erfassung von VB17+ T-Zellen. Dieser Vorgehensweise lag zu
Grunde, dass SEB Vp-Ketten des T-Zellrezeptors mit MHC II-Molekiilen
quervernetzt und auf diese Weise vorwiegend T-Zellen aktiviert, die unter
anderem VP17 exprimieren (Choi et al. 1989; Hong et al. 1996). Bei der
folgenden Analyse stellte sich heraus, dass es bei gesunden Kontrollpersonen und
Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans keine signifikanten Unterschiede in den

Frequenzen der VPB17+ T-Zellen gibt. Daher kann ein numerisches Defizit von

88



DISKUSSION

VB17+ T-Zellen als Ursache fiir die niedrigeren T-Zellantworten gegeniiber SEB
bei Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans ausgeschlossen werden. Diese

Ergebnisse wiirden eher fiir eine generelle Immunsuppression sprechen.

Darauthin wurde dann die T-Zellantwort auf typische ,,Recall Antigene™ wie
Cytomegalievirus Phosphoprotein 65 kDa und Tetanus Toxoid untersucht. Hier
zeigte sich keine T-Zellsuppression bei den Patienten mit M. Crohn und
S. ankylosans im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen. Diese letzteren
Ergebnisse lassen daher eher den Schluss zu, dass die E. coli-spezifischen
T-Zellen doch eher selektiv an den Ort der Entziindung rekrutiert und dort
spezifisch gebunden werden, jedoch nicht andere T-Zellen, die spezifisch sind fiir

nicht Darm-assoziierte Antigene.

Wie konnen nun diese widerspriichlichen Ergebnisse erklirt werden? Hierzu

werden in der Literatur zahlreiche Moglichkeiten aufgezeigt.

Marks et al. (Marks et al. 2006) stellten bei M. Crohn-Patienten abnorm
erniedrigte Immunantworten fest. Nach Verletzung der rektalen Mukosa durch
Biopsien war bei M. Crohn-Patienten cine wesentlich schwichere Akkumulation
von Neutrophilen und IL-8+ Zellen festzustellen als bei gesunden
Kontrollpersonen und C. ulcerosa-Patienten beobachtet worden war. Ein
dhnliches Resultat war auch im Diinndarm von M. Crohn-Patienten beobachtet
worden. Daneben war die Wanderung von Neutrophilen in experimentell
hervorgerufene Verletzungen der Haut bei M. Crohn im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen und Patienten mit Rheumatoider Arthritis und C. ulcerosa
beeintrachtigt. Des Weiteren konnten bei M. Crohn-Patienten geringere
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL-8 und IL-1B in der
Wundfliissigkeit nachgewiesen werden. Jedoch normalisierte sich bei M. Crohn-
Patienten die Wanderung von Neutrophilen nach topischer Anwendung von
rekombinantem IL-8 unabhingig vom CARDI15/NOD2-Status der Patienten.
Dagegen bewirkte die topische Anwendung von Muramyl Dipeptid nur bei
M. Crohn-Patienten mit Wildtyp-CARD15/NOD?2 eine gesteigerte Sekretion von
IL-8 und nicht bei Patienten, die Triger von CARD15/NOD2-Polymorphismen

waren.
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Dass LPS die periphere T-Zellantwort negativ beeinflussen kann, demonstrierten
Srinivasan et al. Hier wurden Salmonella-infizierten Mausen LPS in Kombination
mit einem Peptid (OVA oder Flagellin-Peptid) intravends verabreicht. In der
Folge war die Produktion von IL-2 und TNF-a in antigenspezifischen CD4+
T-Zellen suppremiert. Fiir diese Suppression war nicht das Antigen
verantwortlich, sondern die Existenz von LPS (Srinivasan et al. 2007). Erhdhte
Konzentrationen von LPS im Blutplasma konnten bei 48% der untersuchten
M. Crohn-Patienten und 28% der C. ulcerosa-Patienten nachgewiesen werden
(Pastor Rojo et al. 2007). Indirekt konnte somit ein Zusammenhang zwischen
einer abnormal erhohten Konzentration von LPS im peripheren Blut von
M. Crohn-Patienten und einer daraus resultierenden geschwéchten peripheren

Immunantwort abgeleitet werden.

Bei S. ankylosans-Patienten konnten nach Stimulation mit PMA/Ionomycin
geringere Frequenzen von peripheren CD4+ T-Zellen festgestellt werden, die
IFN-y und TNF-a produzieren (Rudwaleit et al. 2001). Ebenfalls nach Stimulation
mit PMA/Ionomycin konnten bei M. Crohn-Patienten geringere Zahlen von
peripheren Lymphozyten, CD8+ T-Zellen und CD4+ T-Zellen im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen werden. Auch hier war daher die
Produktion von IFN-y und anderen Zytokinen durch CD4+ T-Zellen beeintrachtigt
(Ogura et al. 2005). Eine weitere Studie konnte mittels quantitativer Reverse
Transkriptase-PCR demonstrieren, dass die Produktion von IFN-y und anderen
Zytokinen in peripheren mononukledren Blutzellen von Patienten mit M. Crohn

und C. ulcerosa herunterreguliert war (Raddatz et al. 2005).

Dagegen zeigten CD4+ T-Zellen aus entziindeter intestinaler Mukosa von
M. Crohn-Patienten eine gesteigerte Produktion von IFN-y (Fuss et al. 1996).
CD4+ T-Zellklone aus Darmbiopsien von CED-Patienten zeigten ebenfalls eine
gesteigerte Produktion von IFN-y, nachdem diese mit PMA stimuliert worden
waren (Parronchi et al. 1997). CD4+ T-Zellen aus der entziindeten Mukosa von
klinisch aktiven M. Crohn-Patienten waren gekennzeichnet durch eine gesteigerte
Produktion von TNF, IFN-y und IL-10 im Vergleich zu nicht klinisch aktiven
M. Crohn-Patienten und Kontrollpatienten. Zudem hatten klinisch aktive

M. Crohn-Patienten einen geringeren Anteil von peripheren CD4+ Gedéchtnis-
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T-Zellen, die das Adhésionsmolekiil CD62L exprimieren. Das Adhdsionsmolekiil
fordert die Migration dieser Zellen zur Mukosa, so dass diese T-Zellpopulation an
der  Immunpathogenese des M. Crohn relevant sein  konnte

(Garcia de Tena et al. 2006).

Neben Defekten auf der Ebene der T-Zellen konnte auch eine gestorte
Antigenprdsentation zu dem Phdnomen der niedrigeren peripheren
T-Zellantworten beitragen. Baumgart et al. wiesen bei CED-Patienten, die sich in
klinischer Remission befanden, einen leichten Riickgang in der Zahl der unreifen
dendritischen Zellen im Blut nach. Dagegen konnte bei klinisch aktiven CED-
Patienten eine deutliche Reduktion der dendritischen Zellzahlen festgestellt
werden. Dariliber hinaus konnte die Expression von o4fB7-Integrin auf der
Oberfliche der unreifen dendritischen Zellen nachgewiesen werden, so dass es

moglich wire, dass diese Zellen zum Darm migrieren (Baumgart et al. 2005).

Die immunologischen Daten, die im Rahmen dieser Arbeit zusammengetragen
wurden, lassen keine eindeutigen Schliisse beziiglich der niedrigeren peripheren
T-Zellantworten bei Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans zu. Wie oben
bereits erldutert wurde, deuten die Ergebnisse an, dass moglicherweise E. coli-
spezifische T-Zellen im Darm angereichert werden. Diese indirekten
Schlussfolgerungen miissen durch Untersuchungen von E. coli-spezifischen
T-Zellen aus dem Darm von M. Crohn-Patienten bestétigt werden, indem die
T-Zellantwort von intestinalen und peripheren T-Zellen gegeniiber den E. coli

Proteinen verglichen wird.
Auch wenn die Ergebnisse eine spezielle Rolle fiir E. coli als Target fiir die

zelluldre Immunantwort moglich erscheinen lassen, konnten keine einzelnen

immundominanten E. coli-Proteine identifiziert werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Atiologie von Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen (CED) wie
Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis ulcerosa ist nicht vollstindig geklart. Es
wird angenommen, dass es sich um eine multifaktorielle Erkrankung handelt, an
deren Pathogenese genetische Faktoren, Umweltfaktoren und eine fehlregulierte
mukosale Immunantwort gegen kommensale Bakterien beteiligt sind. Tiermodelle
verdeutlichen, dass die normale Darmflora entscheidend am Entstehen der
intestinalen Entziindungsreaktion beteiligt ist. Dabei nimmt das Darmbakterium
Escherichia coli (E. coli) eine besondere Rolle ¢in, da es vermutlich mit CED
assoziiert ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass T-Zellen von CED-Patienten
gegeniiber  verschiedenen  Bakterienspezies  kreuzreagieren und  diese
T-Zellantworten somit vermutlich gegen konservierte bakterielle Proteine
gerichtet sind. Daneben gibt es Hinweise, dass vermutlich auch pathogene E. coli
mit M. Crohn assoziiert sind. Daher haben wir neben hochkonservierten Proteinen
auch Pathogenititsfaktoren von E. coli als Test-Antigene ausgesucht, um
abnormale T-Zellantworten bei Patienten mit M. Crohn und Spondylitis
ankylosans (S. ankylosans) zu untersuchen. Letztere Patienten waren aufgrund der

klinischen Gemeinsamkeiten zwischen S. ankylosans und M. Crohn von Interesse.

Sédmtliche Proteine wurden mittels Hochdurchsatzmethoden mit einem
N-terminalen Tandem aus 7 Histidinen (His;) fusioniert und in E. coli im kleinen
Malistab exprimiert und unter nativen Bedingungen affinitdtschromatografisch
gereinigt. Dabei zeigte sich, dass die Mehrheit der konservierten Proteine mit
starker Ausbeute gereinigt werden konnte. Proteine dagegen, deren Reinigung nur
mit schwacher Ausbeute gelang, wurden N-terminal mit MBP, GST und NusA
fusioniert, da diese Fusionspartner die Loslichkeit und somit die Ausbeute des
Fusionsproteins steigern konnen. Auf der anderen Seite wurden sédmtliche
Pathogenititsfaktoren als  Hiss-Fusionsproteine  unter  denaturierenden
Bedingungen gereinigt. Um die Proteinausbeute zu steigern, wurde jedes Protein
im grofBen Malstab exprimiert. AnschlieBend erfolgte die Entfernung von
Lipopolysaccharid aus den Proteinpriparationen mittels Einsatzes von

Polymyxin-B beschichteten magnetischen Kugeln. Insgesamt gelang es
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197 konservierte Proteine und 13 Pathogenititsfaktoren von E. coli mit der

Mindestmenge von 500 pg herzustellen.

Im anschlieBenden Vollblut-Assay wurden aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit
von Vollblut Gemische mit jeweils 10 konservierten Proteinen eingesetzt.
Dagegen wurden die Pathogenititsfaktoren einzeln getestet. Im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen konnten bei einer signifikant kleineren Zahl von
Patienten mit M. Crohn und S. ankylosans CD4+ T-Zellantworten gegeniiber einer
Reihe von Proteingemischen beobachtet werden. Zudem reagierten Patienten mit
M. Crohn und S. ankylosans gegeniiber dem Superantigen Staphylococcus aureus
enterotoxin B mit signifikant geringeren Frequenzen von CD4+ T-Zellen im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Zusammengenommen sprachen diese
Ergebnisse eher fiir eine generelle Immunsuppression als Grund fiir die niedrige
T-Zellantwort. Jedoch konnten diese niedrigen T-Zellantworten nach
Vollblutstimulierung ~ mit  den  ,Recall-Antigenen“  Cytomegalievirus
Phosphoprotein 65 kDa und Tetanus Toxoid nicht bestdtigt werden.
Moglicherweise lassen sich diese letzteren Ergebnisse so deuten, dass bei
M. Crohn und S. ankylosans die E. coli-spezifischen T-Zellen selektiv an den Ort
der Entziindung (Darm) rekrutiert und dort spezifisch gebunden werden, jedoch
nicht andere antigenspezifische T-Zellen. Auch wenn die Ergebnisse eine
spezielle Rolle fiir E. coli als Target fiir die zelluldre Immunantwort moglich
erscheinen lassen, konnten keine einzelnen immundominanten E. coli-Proteine

identifiziert werden.
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Abb.
Amp®
APC

APS

att

bidest. H,O
bp

BSA

CAI

CD

Cm®

CMV pp65
DNA
dNTP
EDTA
FACS

g

xg
GST

h

HLA
HMFM
IFN-y
IL
IPTG
Kan®

Abbildung

Ampicillin-Resistenz
Allophycocyanin
Ammoniumpersulfat

engl. attachment

zweifach destilliertes Wasser
Basenpaare

Bovines Serumalbumin
Codon-Adaptations-Index

engl. Cluster of Differentiation
Chloramphenicol-Resistenz
Cytomegalievirus Phosphoprotein 65 kDa
engl. Deoxyribonucleic Acid
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

engl. Fluorescence activated cell sorting
Gramm

Erdbeschleunigung

engl. Glutathione S-transferase
Stunde(n)

engl. Human Leukocyte Antigene
engl. Hogness modified freezing medium
Interferon-gamma

Interleukin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin-Resistenz

Kilo-Dalton

Liter

Ligand
Limulus-Amoebozyten-Lysat
Lipopolysaccharid

Meter

molar

engl. Maltose binding protein

engl. Major Histocompatibility Complex
Minute(n)

engl. Nickel-nitrilotriacetic acid
engl. N-utilizing substance A
Phosphat-gepufferte Salzlosung
engl. Polymerase Chain Reaction
Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
Phenylmethylsulfonylfluorid

engl. Ribonucleic Acid

Sekunden

engl. Shrimp Alkaline Phosphatase
Natriumdodecylsulfat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Staphylococcus aureus enterotoxin B
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Tab. Tabelle

TEMED Tetramethylethylendiamin
TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha
TT Tetanus Toxoid

VP V-beta

w/v Gewicht/Volumen

Prifixe vor Einheiten:

p Pico (10%)
n Nano (107)
M Mikro (107)
m Milli (107)
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9.1 Liste der hochkonservierten Proteine von E. coli
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9.2 Plasmidkarten
Met-Arg- 7 x His-Tag
attB1
Ptac TEV protease site
BamHI
Notl
r) attB2
bla f
pQTEV2
4825 bp
lacl
attR2 Ptac
ccdB . i 2 gst
‘ \ \ 7 x His-Tag
/ lacl attR1
cat X "
attR1 pD-Nusi pD-GEX1 e
6 x His-Tag 8759 bp 6690 bp
A - '
nus ’ ' ccdB
6 x His-Tag W/ y attR2
PT7 lacl bla
lacl
./'
! .  Ptac
pD-MAL1 mbp
8302 bp
W TxHis-Tag
/ attR1
== n - = . cat
attR2 Icch
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9.3 Oligonukleotide

9.3.1 Herstellung von DNA-Fragmenten

Primer

Sequenz (5° > 3)

his-tag-pgex-s

GATCCATCACCATCACCATCACCATTCCCGGGC

his-tag-pgex-as

GGCCGCCCGGGAATGGTGATGGTGATGGTGATG

his-tag-pmal-s

CGCATCACCATCACCATCACCATTCCCGGGA

his-tag-pmal-as

AGCTTCCCGGGAATGGTGATGGTGATGGTGATGCGAGCT

PQTEV2-ds01

AATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATG

ara02

GTGCTGCAGGTACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCGAGAATCTTTATTTTCAGG

ara03

GATCCAGTCTTCGCATGCATGAAGACGCGGC

ara04

CGCCTAGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTA

PQTEV2-ds02

CATAGTTAATTTCTCCTCTTTAATG

ara05

GTACAAACTTGTACCTGCAGCACCATGGTGATGGTGATGGTGATGTTT

ara06

CGAAGACTGGATCCCTGAAAATAAAGATTCTCGCCTGCTTTTTT

ara07

TGGGTCCTAGGCGGCCGCGTCTTCATGCATG

ara08

AGCTTACCACTTTGTACAAGAAAGC

9.3.2 Kolonie-PCR und DNA-Sequenzierungen

Primer Sequenz (5° » 3’)

pQE-65 TGAGCGGATAACAATTTCACACAG
pQE-276 GGCAACCGAGCGTTCTGAAC
Colidown TTCACTTCTGAGTTCGGCATGG
Nus-tag AAGCCGGAGCACTGATTATGG
pGEX-3' CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
pGEX-5' GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
M13-Forward GACGTTGTAAAACGACGGCCAG
M13-Reverse CACAGGAAACAGCTATGACC

MalE GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC

9.3.3 PCR mit konservierten Genen von E. coli

Nr. GenBank 5'-Primer Sequenz (5' > 3) 3'-Primer Sequenz (5' > 3')

1 NP 417632 EC 545 GAGGATCCAAGCCTTTTTTGCGCT EC_546 GAGAGCGGCCGCAGGTGTATTAACGAACAACA
2 NP 414613 EC 421 CAAGATCTGCAGAGAAATTTATCAAACAC EC 422 GAGAGCGGCCGCAAAGGTTAAAGACGTTTGAT
3 NP 417401 EC 231 CTGGATCCTCTGTAATTAAGATGACCGA EC 232 GTGTGCGGCCGCATGAAAAATTGCGTGCTC

4 NP 417410 EC 233 CTGGATCCTCCTCACGTAAAGAGCTT EC 234 GAGAGCGGCCGCCGGACATATCAAGGTAATAA
5 NP 417412 EC 235 CGGTCTCCGATCCAGCACCTTAGGTCATCAA EC_236 CGGTCTCCGGCCCCCATTAATGGCACGTTTTA

6 NP 417429 EC_237 GTGGATCCCAAAAAGTTGTCCTCGCA EC_238 GAGAGCGGCCGCGGGATGTGAATGTAGAGAC

7 NP_417536 EC_239 GAGGATCCCGTGTACTGGGTATTGAA EC_240 GTGTGCGGCCGCTGTTGCTTTAAGTGAGGA

8 NP 417640 EC 247 CAGGATCCACGACGATTCTCAAGCAT EC 248 GAGAGCGGCCGCGGAGTTTACAGAGGATAAGC
9 NP 417722 EC 257 GAGGATCCCTGGATAAAATTGTTATTGCC EC 258 GAGAGCGGCCGCGTCGATCCCCAGTAATAA

10 NP 417771 EC 289 GAGGATCCAAAGCAAAAGAGCTGCGT EC_290 GACAGCGGCCGCTGCAGAGTACGGATTTTATC
11 NP_417843 EC 315 CAGGATCCACTAAGCCCATCGTTTTT EC_316 GTGTGCGGCCGCTATGTGCATTACTTTGTAGG
12 NP 417845 EC 317 GAGGATCCAAACAGTATTTGATTGCCC EC 318 GTGAGCGGCCGCCGTACCATCAAGATCAAA

13 NP_418099 EC 331 GAAGATCTAAACCATATCAGCGCCAG EC_332 CACAGCGGCCGCGCACAGTTGCAGTAATATG
14 NP 418185 EC 339 GTGGATCCTGTGGAATTGTTGGCG EC 340 GACAGCGGCCGCACATAACAGGAAGAAAAATG
15 NP 418222 EC 353 CAGGATCCGCTAACTACTTCAATACACTG EC 354 GAGTGCGGCCGCTGAGTGTTTTCTCCCTCT

16 NP 418249 EC 357 GAGGATCCATAATGACGGTAACAAGCA EC 358 CAGAGCGGCCGCAGACGGCTCACTAACTCT

17 NP_418306 EC_363 CGGTCTCCGATCCTCCGCTGAACACGTACTG EC_364 CGGTCTCCGGCCCCTTCCACGGCAACTAAAAC
18 NP_418354 EC_365 GTGGATCCCGACATCCTTTAGTGATGG EC_366 GAGAGCGGCCGCCGAAGAGTTAAGGAAAGTAAG
19 NP_418375 EC_367 GAGGATCCAGTGTGATTGCGCAGG EC_368 GAGAGCGGCCGCAAACATGAGTACCGGGC

20 NP 418393 EC 369 GTGGATCCTTGAATACGCTGATTGTG EC 370 GACAGCGGCCGCCCAGTTTGATAATTAATGGA
21 NP 418395 EC 373 CGGTCTCCGATCCGCACTTTGGGGCGGG EC 374 CGGTCTCCGGCCCCAGCCAGGCTCAAATTTATAC
22 NP 418410 EC 379 CAGGATCCGCTAAGAAAGTACAAGCC EC_380 GTGAGCGGCCGCGATGTCGTACTGTTTGGTT
23 NP_418433 EC 387 GAGGATCCAAAGTATTAGTGATTGGTAACG EC_388 GAGAGCGGCCGCGGCAAAACTGTCGCG

24 NP_418449 EC_391 GAGGATCCAAAAACATCAATCCAACGC EC_392 GAGAGCGGCCGCGGCCTACATATCGACGATG
25 NP_418598 EC_395 GAGGATCCGGTAACAACGTCGTCGTA EC_396 GAGAGCGGCCGCCAATGTATCACACTGTTCG
26 NP 418666 EC 399 CAGGATCCGCTAATCCGCTATATCAGA EC 400 GACAGCGGCCGCGCAATTTATTATCGTGTGTC
27 NP 418679 EC 401 CGGTCTCCGATCCGAAAAGACATATAACCCACAA EC 402 CGGTCTCCGGCCCCTTTCATCACTGTGTTTTGA
28 NP 418799 EC 403 GTGGATCCTTGTTTCTCGCACAAGAA EC_404 CTGAGCGGCCGCCTTCAAATTTAAATGATCAGA
29 NP_418805 EC_405 CAGGATCCCCTAACATTACCTGGTGC EC_406 CAGTGCGGCCGCTACCTCGTTAATGCTGTG

30 NP 417878 EC_409 GAGGATCCATGAAAAGGATGATTGCG EC_410 GAGTGCGGCCGCTACGGCGTGTAAGTTTAG

31 NP 414903 EC 411 CAGGATCCACAGACTTAATCCAACGC EC 412 GTGAGCGGCCGCCTTTCTGAGAGGAAACAAA
32 NP 415280 EC 413 GAGGATCCGAGCGAATTATGAGAGTTCT EC 414 GAGAGCGGCCGCATCAACGGGATTAAATTG

33 NP 415045 EC 445 CTGGATCCTCTTTTGATTTAATCATTAAAAACG EC 446 GACAGCGGCCGCGCAAAATTGAACATAAACAC
34 NP_415056 EC 447 CTGGATCCTCTTCCCGCAATAATCC EC 448 GAGAGCGGCCGCCGAGGACGCAAACCTG

35 NP_415698 EC_461 GTGGATCCTATCAACATCACAACTGGC EC_462 GTGTGCGGCCGCTATAACCAGTCTGGCACA

36 NP_415860 EC_467 GAGGATCCCAAGAAAATCAACAAATTACAAAG EC_468 GTGAGCGGCCGCCATAAGAGTAGCCCGATA

37 NP 416191 EC 479 GAGGATCCAAAAAGACCAAAATTGTTTG EC_480 GAGAGCGGCCGCAAATTAATTCACAAAAGCAA
38 NP 416207 EC 481 GAGGATCCGATGTTACCGCAAAATACG EC 482 GAGTGCGGCCGCTACAGTTACGGTTTTCATTT
39 NP 416314 EC 483 GAGGATCCATGAAAACGATGCGTATTG EC 484 GAGAGCGGCCGCCAAATAAACTGGTTTGACC
40 NP 416728 EC 495 GAGGATCCAAAAATTGTGTCATCGTCA EC 496 GAGAGCGGCCGCCTATCGGGTGTTTTTATTG
41 NP 416822 EC_503 CTGGATCCTCTGAAGGCTGGAACATT EC_504 GTCAGCGGCCGCACTTACTGCCGTCGTACT

42 NP 416902 EC 511 CTGGATCCTCTCAGGTTCAATTTTCTCA EC 512 GACAGCGGCCGCCCGTTTCTTATTGTTTTTC

43 NP_417105 EC_521 GAGGATCCAATAATCATTTCAAGTGTATTGG EC_522 GACTGCGGCCGCTCCTGTATGAAAAACCATTA
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Nr. GenBank 5'-Primer Sequenz (5' > 3" 3'-Primer Sequenz (5' > 3"

44 NP 417622 EC 541 GAGGATCCGTGGGAAATTCGCCTC EC 542 GAGAGCGGCCGCGATTTGGCTACGCGAC

45 NP 417654 EC_547 GAGGATCCAATTTAGAAAAAATCAATGAGTTA EC_548 GTGTGCGGCCGCTTTTATGGAACTTACTGGAA
46 NP 417827 EC_555 GAGGATCCGTGGATCATTTGCCTATATT EC_556 GTGAGCGGCCGCCATTAAGAAGGCCAGAAT

47 NP 417879 EC 559 GAGGATCCAATTACGAATTACTGACCAC EC 560 GAGAGCGGCCGCCAATCATCCTTTTCATCAT

48 NP 418162 EC 567 CGGTCTCCGATCCAGCGATAATGACACTATCG EC 568 CGGTCTCCGGCCCCAACAGGAGTGGTAACAATG
49 NP 418186 EC 569 GTGGATCCTTGAATAATGCTATGAGCG EC_570 GTGAGCGGCCGCGATTATGTTATCTCCTCATCC
50 NP_418220 EC_577 CAGGATCCGCTGACTCGCAACCCC EC 578 GAGAGCGGCCGCGAAGCGCTATCAGGCAT

51 NP 418567 EC_597 CAAGATCTGCAGCTAAAGACGTAAAAT EC_598 GAGAGCGGCCGCGGGTTTGTTTATTTCTGC

52 NP_418588 EC_601 CAGGATCCACGGACCATACAATGAAG EC_602 GAGTGCGGCCGCTACAGATAGATTACGGTTGC
53 NP 415621 EC 611 GTGGATCCTTGAAAAAGGAAAATGTCGT EC 612 GTGAGCGGCCGCAGTAACAACACCAGAGACAC
54 NP 415783 EC 613 GAGGATCCAGCCAGTTTTTTTATATTCATCC EC 614 CAGAGCGGCCGCCTGCTATCAACAGCAAAA

55 NP_414544 EC 003 GAGGATCCGTTAAAGTTTATGCCCCG EC_004 GTGTGCGGCCGCTGTGATCTTTCAGATTGTAGA
56 NP_414573 EC 011 GTGGATCCTTGATTAAGTCAGCGCTA EC 012 GAGGGCGGCCGCATGGCTCTTTTACTCCTG

57 NP 414614 EC 017 CAGGATCCGCTAAGACGTTATACGAAAA EC 018 GTGTGCGGCCGCTGTTTGATAAATTTCTCTGC

58 NP 414616 EC 019 GAGGATCCAGCCAGCAAGTCATTATTT EC_020 GTGAGCGGCCGCCAATATGGTAATTCTTCGACA
59 NP 414663 EC 023 CAGGATCCGCCGAAAAAAAACAGTGG EC 024 CTGTGCGGCCGCTTTTCAATTTCTTATCTTCTCC
60 NP 414696 EC 025 GAGGATCCAGTAAGTCTGAAAATCTTTACAG EC 026 CTGAGCGGCCGCGAATCGTAGGTCGGATAAG
61 NP 414710 EC 027 CAGGATCCGCTATCTCAATCAAGACCC EC 028 GTGAGCGGCCGCCATAAGATTAAATTATCGCATT
62 NP_415007 EC_047 GAGGATCCCGTATCATTCTGCTTGGC EC_048 GAGAGCGGCCGCCTGAGATTGCTGATAAGTTT
63 NP 415138 EC_053 CTGGATCCTCCTTGATTAACACCAAAATT EC_054 GAGAGCGGCCGCCGTGAAAGACGAAGGAAAT
64 NP 415175 EC_055 GAGGATCCCAAGAGCAATACCGCCC EC_056 GACAGCGGCCGCCGCCAGAGATAACAACAAT
65 NP 415295 EC 069 CGAGATCTACAACGGACGATCTTGCC EC 070 GAGAGCGGCCGCTCACGCGGACTTCTCG

66 NP 415296 EC 071 CAGGATCCGCTCACCGCCCACGCT EC 072 GAGAGCGGCCGCGTTGATTTTCTCCTGCCAGC
67 NP 415303 EC 073 GAGGATCCAGTCAGGTAAGCACTGAA EC 074 GTGAGCGGCCGCGTTGATATGGGTCAGTTG

68 NP_415348 EC 077 GAGGATCCGAATTTACCACCGGATTG EC 078 GAGAGCGGCCGCTCCTGATCGCTGAGTTC

69 NP_415408 EC_079 GAGGATCCGGCACGACCAAACACAGT EC_080 GACAGCGGCCGCGCCTTCTTTACTTTTGTTACT
70 NP 415428 EC_083 GAGGATCCGAATCCCTGACGTTACAA EC 084 GAGAGCGGCCGCAAAGAAAGATTTGGCTATTT
71 NP 415616 EC 093 GAGGATCCCGCAGTAAGTATATCGTCA EC 094 GAGAGCGGCCGCAAATCAGGTCGTAACCAT

72 NP 415776 EC 107 GAGGATCCGAACGCTACGAATCTCTG EC 108 GAGAGCGGCCGCGGCTTCATTAAAGAAAGTTA
73 NP 415778 EC 111 GAGGATCCATGCAAACCGTTTTAGCG EC 112 GAGTGCGGCCGCTAATGTTGTCATTGTTCCTT
74 NP_415780 EC_115 GAGGATCCCAAACACAAAAACCGACT EC_116 GAGTGCGGCCGCTTGTACGTAAAAGAGTCGAT
75 NP 415797 EC_119 CAGGATCCACGTTAACTGCTTCATCT EC_120 GTGAGCGGCCGCGGTTTCCGTTGAGTAGAC

76 NP_416010 EC_129 GAGGATCCGATAAGAAGCAAGTAACGG EC_130 CAGAGCGGCCGCGAACAGACTTTGGAAATTG
77 NP 416154 EC 135 CAAGATCTGCAAGCAGTAACTTGATT EC 136 GAGAGCGGCCGCATGTTCCCTGTATAAAAACC
78 NP 416208 EC 139 GAGGATCCAAAACCGTAACTGTAAAAGAT EC 140 GAGAGCGGCCGCCACAGAGACTCACGAAATA
79 NP_416293 EC_151 CGGTCTCCGATCCACTATCAAAGTAGGTATCAACG EC 152 CGGTCTCCGGCCCCAGTCGCTCTTTTTAGATCA
80 NP_416349 EC_153 GAGGATCCCTCGTGGCCCAACACAC EC_154 GTGAGCGGCCGCCATTTTTCAGCCTAGTTGAG
81 NP_416363 EC_155 CGAAGACCGGATCGACGTTATTAGGCACTGCG EC_156 CGAAGACCGGGCCGCGCTAAGCTGTAAAAGTCAAA
82 NP 416523 EC_161 CAGGATCCACAGACAACACTCGTTTA EC_162 GAGAGCGGCCGCGTCAATGATTGTGTTAAAGC
83 NP 416524 EC 163 GAGGATCCAGCTTTAACACAATCATTGA EC 164 GAGAGCGGCCGCCTAAATCGGTAATAGTCACG
84 NP 416602 EC 177 GAGGATCCAAAACAGAACGTATTCTCG EC_178 GAGAGCGGCCGCAGCGTGTGTAATCGAGC

85 NP 416971 EC 187 GAGGATCCCAAAAGCAAGCTGAGTTG EC_188 GAGAGCGGCCGCGCAAGATGATGAACAGAAAA
86 NP_416973 EC_189 GTGGATCCTTCACGGGAAGTATTGTC EC_190 GAGAGCGGCCGCAACAGAGTAAGCCATCAAA
87 NP 416994 EC 191 GAGGATCCGTGACCGATAAAACCTCT EC 192 GTGAGCGGCCGCAATAAGCACCACAATATTCA
88 NP_417009 EC_199 GAGGATCCGTGGCAAAAAACATTCAAG EC_200 CTGAGCGGCCGCCTTCTACCTGGTCGTTTT

89 NP 417046 EC 205 GTGGATCCTTAAAGCGTGAAATGAACA EC 206 GACAGCGGCCGCACATTGACAGCAAATCAC

90 NP 417223 EC 219 GAGGATCCGTAAGCAGACGCGTACAA EC_220 GAGAGCGGCCGCAAAATCCAGGTATTTCCTC
91 NP 417242 EC 221 CTGGATCCTCCAAACTCGATCTAAACG EC 222 GAGAGCGGCCGCAGAGGCGTTTAATTTGTC

92 NP 417259 EC 223 CTGGATCCTCCAAAATCGTAAAAATCAT EC 224 GAGAGCGGCCGCTGGCATTTTTAAATCAGATAA
93 NP 417388 EC_227 CAAGATCTGCAAAGGTATCGCTGGAG EC 228 GTGAGCGGCCGCCCGTTGATTTTCAGAGAAG

94 NP_416529 EC 489 GAGGATCCCTGGCAAAACGCATAATC EC_490 GAGAGCGGCCGCGCGACGTTGTTGTTCTG

95 NP 417225 EC 525 GAGGATCCATTGAGTTTGATAATCTCACTT EC 526 GAGAGCGGCCGCGTTTGTATACCGGGTGC

96 NP 418273 EC 579 CAGGATCCACAATATTGAATCACACCCT EC_580 GAGGGCGGCCGCAAGAAGTCGCTGTAATGAG
97 NP 416771 EC 621 GAGGATCCGAATTAATTTTTTTAGGTACTTCAGC EC 622 GAGAGCGGCCGCGTGTGGGTGGATATATGTAG
98 NP_414585 EC 419 CTAGATCTTCCGAAGATATCTTTGACG EC_420 GAGTGCGGCCGCTTCATCGACATTGAATTTAT
99 NP 415798 EC_121 GAGGATCCATGAGTGATTCCAACAGC EC_699 GAGAGCGGCCGCCTGAATAATACGCACAGTAA
100 NP_417703 EC_551 GGGGATCCAAAGTCGCAGTCCTCG EC_552 GAGAGCGGCCGCGTCACCATTCAGGAATATC
101 NP 418381 EC 585 GAGGATCCGAACTGTATCTGGACACC EC 586 GAGAGCGGCCGCATGTATTTACCCGGTGAT

102 NP 417637 EC 245 CAGGATCCACAGATGTAACGATTAAAACG EC_246 GAGTGCGGCCGCTTCACGTTGACCTGATAA

103 NP 417764 EC 275 CTGGATCCTCTCGTGTTGCTAAAGCA EC_276 GAGAGCGGCCGCCGAGCAGATTTCTTATCC

104 NP 417765 EC 277 GAGGATCCAGCATGCAAGATCCGATC EC 278 GTGAGCGGCCGCCTTTAGCAACACGAGACA

105 NP_417799 EC_307 CAGGATCCGCTCGTACAACACCCATC EC_308 GAGAGCGGCCGCGACTTTGGTATTAACCCTTAG
106 NP_418127 EC_337 CAGGATCCGCAAGTTCGGGCACAACA EC 338 GTGAGCGGCCGCATTACGTTGTCATGAGTTGT
107 NP 418218 EC 349 CAGGATCCACCACGAAGAAAGCTGAT EC 350 GAGTGCGGCCGCTTATTTACTCCCAGTGTCTG
108 NP 416886 EC_509 CAGGATCCACATTACTCGCTTCGCTG EC_510 GTGTGCGGCCGCTTTTAATAGCGATAAATCCA
109 NP 414567 EC_009 CGGTCTCCGATCCAGTGACTATAAATCAACCCTG EC 010 CGGTCTCCGGCCCCTGTTGAACAGATCGATTGAC
110 NP_414593 EC 015 GAGGATCCAATAATCGAGTCCACCAG EC_016 GTGTGCGGCCGCTTTGAACCTGAATACACACT
111 NP 414651 EC 021 CAGGATCCCCGCCTCGCCGCTATAAC EC 022 GAGAGCGGCCGCGGAGCGGATAAATCTGTCAACTA
112 NP_414736 EC_033 GAGGATCCCGTACTAGCCAATACCTGC EC_034 GACAGCGGCCGCTCCATTTTATACAATCCATGT
113 NP 414973 EC 041 GAAGATCTAATCCTGAGCGTTCTGAA EC 042 CAGAGCGGCCGCAGCCCTGTTTTTATTAGTG

114 NP 415002 EC 045 CAGGATCCACCGCGACTGCACAGC EC_046 GAGAGCGGCCGCGGGCAGCACAAGACTGG

115 NP_415200 EC_057 GTGGATCCTGTTCAATTTTTGGCGTA EC_058 CAGAGCGGCCGCCACCTCAATAACTGAAACAG
116 NP 415206 EC_059 GAGGATCCAGTGAGGCAGAAGCCC EC_060 GTGTGCGGCCGCACGTAAACGCCCCATC

117 NP 415256 EC 063 GAGGATCCAACTTACATGAATATCAGGCA EC_064 GTGAGCGGCCGCGATAACCTTGGTGTTTTTATC
118 NP 415304 EC 075 CTGGATCCTCGCAACTGACCCATATC EC 076 CTGAGCGGCCGCCTTCAACAGTTGGGAAAT

119 NP 415413 EC 081 CGGTCTCCGATCCCTCGATCCCAATCTGCTG EC 082 CGGTCTCCGGCCCCTTTAGATTCAGAAAAATTGG
120 NP 415488 EC_089 CTGGATCCTCGAAAGTCTGCATAATTG EC_090 GAGAGCGGCCGCCAAAACCGGTAAAATGTAT
121 NP_415649 EC_095 GTGGATCCGAATTATCCTCACTGACCG EC_096 GAGAGCGGCCGCAAAAAGCGGATAATCTTAAT
122 NP 415777 EC_109 CAGGATCCACAACATTACTTAACCCCT EC_110 GAGAGCGGCCGCCAAACAGAGATTCGTAGC

123 NP 415790 EC 117 GAAGATCTGGTAAAGCTCTTGTCATCG EC 118 GAGAGCGGCCGCAAAAACCTGACAGAATTAAAG
124 NP 416228 EC_141 CGAAGACCGGATCGAAATTCAGTGAACTGTGGT EC 142 CGAAGACCGGGCCGCGACATTTCAGCTTTTGTAAG
125 NP 416229 EC 143 CTGGATCCTCACATCTCGCAGAACTG EC 144 GACAGCGGCCGCACAGTTCACTGAATTTCATAAT
126 NP 416234 EC_145 CAGGATCCCCTGTTATAACTCTTCCTGA EC_146 GTGAGCGGCCGCGTTTTCCGCCTTTAATAC

127 NP 416278 EC_147 GAGGATCCAGCGAGAACTCGATTCGT EC_148 GAGAGCGGCCGCGCAATAAACAACCGCATT
128 NP 416281 EC_149 GAGGATCCCAAAAGAAATCAATTTACGTTG EC_150 GTGTGCGGCCGCTTTGTAAATCGACCAGTAAC
129 NP 416380 EC_157 GAGGATCCCGTACAGAATATTGTGGACA EC 158 GTGAGCGGCCGCAATGATTTCGTGTATTTGAG
130 NP 416390 EC_159 GAGGATCCGTGAATATTCAGGCTCTTC EC 160 CTGAGCGGCCGCCTTCACTCTCACGAAAAAT
131 NP 416525 EC_165 GAGGATCCAGCACCGTGACTATTACC EC_166 GACAGCGGCCGCGCGATCGATAAAAAGATAC
132 NP 416617 EC_179 CAAGATCTACTCAAGTCGCGAAGAAA EC_180 GAGAGCGGCCGCCAAGAAAACAACTTTAGGAA
133 NP 416815 EC_181 GTGGATCCTGCGGTATTGTCGGTATC EC_182 GAGAGCGGCCGCATAAATAGTTGCCCTGTCA
134 NP_416960 EC_185 CTGGATCCTCCCGAAAAGACCTTGC EC_186 GAGAGCGGCCGCGTAGGCCGGATAAGACG

135 NP 417002 EC_195 CAGGATCCACGGAAAACATTCATAAGC EC_196 GTGTGCGGCCGCTGTAGTAACAGAGGGTTTTG
136 NP 417003 EC 197 GAGGATCCCTACGTATCGCTAAAGAAGC EC 198 GAGAGCGGCCGCGGCAAGTGAAACAGATAATA
137 NP 417013 EC 201 CAGGATCCGCTATTGAACGTACTTTTTCC EC 202 GACAGCGGCCGCGCATTGTACAAATTCTGG

138 NP 417052 EC 207 GAGGATCCATGGAAATTCTGCGTGGT EC_208 GAGAGCGGCCGCAGCTTATGATAGTGGTTGG
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139 NP 417177 EC 215 CGGTCTCCGATCCAGCAAGAGCACCGCTGA EC 216 CGGTCTCCGGCCCCGATAGCGTTAATGCGAATG
140 NP 417179 EC 217 CAGGATCCGCTATCGACGAAAACAAA EC 218 GTGTGCGGCCGCTGTGTATCAAACAAGACGA
141 NP 417260 EC 225 CAAGATCTACAACGAACTATATTTTTGTGA EC 226 GAGAGCGGCCGCAACTGAAACTCCAGACAAA
142 NP 417389 EC 229 CAGGATCCACGCAGGATGAATTGAAA EC 230 GAGAGCGGCCGCATTTTTTTAACGGGGGAG

143 NP 416929 EC 623 GAGGATCCGAGATACGCGTATTTCGC EC 624 GAGAGCGGCCGCATAATGGACAGGATGAAAC
144 NP 417355 EC 627 GTGGATCCTTGATTCTGAAGAATGTCAC EC 628 CTGTGCGGCCGCTTTCCTTATTTAACCCTCTT
145 NP_414620 EC 423 GAGGATCCCGCCGGATATTATCAGTC EC_424 CAGAGCGGCCGCCTGCTTTTATTCCAGGTT

146 NP 417756 EC_265 CAGGATCCGCAAAGGCACCAATTCGT EC_266 GTGAGCGGCCGCAATATCTTGCCATTTTCTTTC
147 NP _417757 EC_267 GAGGATCCGTGGCCCGTATAGCAG EC_268 CAGTGCGGCCGCTTTGCCATTATTCAATCAC
148 NP 417769 EC 285 GAGGATCCATCCAAGAACAGACTATGC EC 286 CAGTGCGGCCGCTAACACGATAACTTCGTCAT
149 NP 417774 EC 293 GAGGATCCGAAACTATCGCTAAACATCG EC 294 GAGTGCGGCCGCTAGAGTTCCATGGTTTTACA
150 NP 417776 EC 297 CAGGATCCGCAGTTGTTAAATGTAAACC EC 298 GAGAGCGGCCGCAAGTGCAGGTCAATAAAAG
151 NP 417777 EC 299 GAGGATCCATTCGTGAAGAACGTCTG EC_300 CAGAGCGGCCGCCAACTGCCATTGTATTACTC
152 NP_417801 EC 311 CAGGATCCGCAACAGTTAACCAGCTG EC 312 GTGAGCGGCCGCCTTACTTAACGGAGAACCA
153 NP_418404 EC_375 GAGGATCCAAGGATAACACCGTGCCA EC_376 GAGAGCGGCCGCGTAGAAGAGGTCAGACTACG
154 NP 418411 EC 381 CAGGATCCGCTAAACTGACCAAGCGC EC 382 GAGAGCGGCCGCGGGGTAAGATTGTAGACAAAA
155 NP 416372 EC 485 CAGGATCCACAAGTCTGGTTTCCCTG EC 486 GAGAGCGGCCGCCCGGGAAATAATAATTCAA
156 NP 417101 EC 519 GTGGATCCTTTGATAATTTAACCGATCG EC_520 GAGAGCGGCCGCGACGAGCACATCCCGG

157 NP_414543 EC_001 GAGGATCCCGAGTGTTGAAGTTCGGC EC_002 GAGAGCGGCCGCGGGGCATAAACTTTAACCAT
158 NP 416150 EC_133 GAGGATCCAATAAAGCAAAACGCCTG EC_134 GAGTGCGGCCGCTAAAGAAAGGTTATCAATGG
159 NP 418415 EC 385 GAGGATCCGTGAAAGATTTATTAAAGTTTCTGA EC 386 GAGTGCGGCCGCTTACGTTATTTGCGGATTA
160 NP 417679 EC 253 CAGGATCCACACGCAAACCCCGTC EC 254 CTGAGCGGCCGCCATTCTGACTCATTGTTGCT
161 NP 418219 EC 351 GAGGATCCGTCGTAATATGGCGGGT EC 352 GAGTGCGGCCGCTTAAATATTCGGCACCTT

162 NP 417634 EC 241 CTGGATCCTCTCTAAGTACTGAAGCAAC EC 242 GTGAGCGGCCGCCATTAGTTTCCAGTGAATTG
163 NP_417645 EC 249 CAAGATCTGCGAAAAACCTAATACTCTG EC_250 GAGTGCGGCCGCTTCGGTACAAATACAGTCAT
164 NP_417646 EC_251 CAAGATCTACAGGTAAGAAGCGTTCT EC_252 GAGAGCGGCCGCCAAACTTTCGTCTGAAATC
165 NP 417698 EC 255 GAGGATCCAAAACTTTTACAGCTAAACCA EC 256 GAGAGCGGCCGCGTATTGATTTTCAGCCATT
166 NP 417755 EC 263 CAGGATCCGCAAGATATTTGGGTCCT EC 264 GTGAGCGGCCGCATTGTGTCCTCTCTTTGG

167 NP 417762 EC 271 CAGGATCCGCTCACATCGAAAAACAA EC 272 GAGTGCGGCCGCTGAGTAATTTTAATAGTCTTTGC
168 NP 417770 EC 287 CAGGATCCACCGATAAAATCCGTACTC EC 288 GTGAGCGGCCGCCGTTTATTCGTATTGAGAGA
169 NP_417773 EC 291 GTGGATCCGGTCAGAAAGTACATCCT EC 292 GTGGGCGGCCGCATTTTGTACGCTTTGGTT

170 NP 417775 EC_295 CAGGATCCCCACGTTCTCTCAAGAAA EC_296 GAGAGCGGCCGCATAGTTTCCATCTCTTCCTC
171 NP_417780 EC_305 GAGGATCCCAGAACCAAAGAATCCGT EC_306 CAGTGCGGCCGCTACCGACTAAACCAATCAT
172 NP 417800 EC 309 CAAGATCTCCACGTCGTCGCGTC EC 310 GTGAGCGGCCGCCATTTGTTTCCTCGTTTATCT
173 NP 415618 EC 459 GTGGATCCTTTTTAGTCGACTCACACT EC 460 GTGTGCGGCCGCTTTACTCGTTTTAGCCATTA
174 NP 416793 EC 499 CTGGATCCTCCCCCATTGAAAAATCC EC_500 CTCTGCGGCCGCGCTCTGTTTCATAGTGACC
175 NP_416821 EC_501 CGGTCTCCGATCCTCCGACCAGCAACAAC EC_502 CGGTCTCCGGCCCCCATCTTTCAGGCTGTAACTA
176 NP 417295 EC_529 GAGGATCCGTGGTAAAGGAACGTAAAA EC_530 GAGGGCGGCCGCTACGAGTGTTACGCATGT

177 NP 418188 EC_571 CAGGATCCGCTACTGGAAAGATTGTCC EC 572 GAGAGCGGCCGCGTAAGTCATTGCCATATCA
178 NP 418480 EC 589 GTGGATCCTGGTATCAAAAGACGCTC EC 590 CAGAGCGGCCGCATGCAATATTGTAGCAACTC
179 NP 418723 EC_607 GAAGATCTAGTTGGCTGAAAGAGGTT EC_608 GAGAGCGGCCGCAGAAGGGTTATTGCTCTTT
180 NP 414711 EC 029 CAGGATCCGCAACTGTTTCCATGCG EC_030 GTCAGCGGCCGCTACTATTTTGGGGGAGTTAT
181 NP 414725 EC_031 GAGGATCCATCGAATTTGTTTATCCGC EC_032 GTCAGCGGCCGCACTTAATCTCGACACAAGAA
182 NP 415251 EC 061 GAGGATCCAAATTGCCAGTCAGAGAAT EC 062 CAGTGCGGCCGCTAGCGATAAATTGAAAACTC
183 NP 415257 EC_065 CTGGATCCTCCATTTTAATCGATAAAAACAC EC_066 GAGAGCGGCCGCGAGGGCTATTTCTTATTACAG
184 NP 415693 EC 099 CAGGATCCGCACGCATTATTGTTGTT EC_100 GAGAGCGGCCGCAGAGAAAGAAATCGAGTAATG
185 NP 415725 EC_101 GAGGATCCGTGCCTGATATGAAGCTTT EC_102 GAGAGCGGCCGCCAAATGGATATTACAGACAAA
186 NP 416530 EC_169 GTGGATCCTTAACAGAACAACAACGTCG EC_170 GTCTGCGGCCGCAATATCGCATCCGCTTAC

187 NP 416532 EC_171 GAGGATCCAAAATCACCATTTCCGGT EC_172 GTGAGCGGCCGCAATAGCCCTGATAACAAGAT
188 NP 416832 EC 183 CAAGATCTGCTGGAAACACAATTGGA EC 184 GAGAGCGGCCGCCACAGGTTGGGTTATTTT

189 NP 417071 EC 209 CAGGATCCACTGTAACGACTTTTTCCG EC 210 GAGAGCGGCCGCCACTTTTAATACCAGGCTTA
190 NP 417090 EC 211 CAGGATCCACATCGGAAAACCCGTTA EC 212 GACAGCGGCCGCACAATCGCCAGTAATAATC
191 NP 417091 EC 213 GGGTCTCGGATCGGTTGCTGAATTGACCGC EC 214 CGGTCTCCGGCCCCGATCCAACCTGATGAAAAG
192 NP 417779 EC 303 GAGGATCCATTGGTTTAGTCGGTAAAAAA EC 304 GAGTGCGGCCGCTAATTCCATTGCTATCTCC
193 NP 415315 EC_609 GAGGATCCAATGATGCCGTTATCACG EC_610 GAGAGCGGCCGCCGTCTCTTTAACGCACAG

194 NP 416652 EC 619 GTGGATCCTTAACGAAAGATCTTTCGATT EC 620 CAGGGCGGCCGCAAGCTCAACATACTGATTTG
195 NP 418414 EC 383 GTGGATCCGTTTACTCCTATACCGAGAAA EC_384 CAGAGCGGCCGCAGTGACCTGTTTGAGCGAG
196 NP 415194 EC 449 CAGGATCCACCAAAAAACTCCATATTAAAAC EC 450 GTGAGCGGCCGCAATAAAGATGGGGATAAAGA
197 NP 417631 EC 543 GAGGATCCATGAGTTATGTAGACTGGCC EC_544 GAGAGCGGCCGCATTTTACAGATTGTGTTCGC
198 NP 417767 EC 281 CAGGATCCGCGAAACTGCATGATTAC EC 282 CAGTGCGGCCGCTTGCTTAGCCATTTAGTAAC
199 NP 417818 EC 313 CAGGATCCGCAATTGAACAAACAGCA EC 314 GAGAGCGGCCGCCTAAACCATCGGATAAGG
200 NP 414886 EC 437 GAGGATCCAACGGTAAAAAACTTTATATCTCG EC 438 GAGTGCGGCCGCTACAAAATGCACGTTCTC

201 NP_416451 EC_487 CGGTCTCCGATCCACCACGCGCCTGACTC EC_488 CGGTCTCCGGCCCCATCCTCTACCTCTTTTTCTG
202 NP 418500 EC 591 GAGGATCCAAACAGCCCAAAATACCG EC 592 GACAGCGGCCGCACATAATCTTCATCACCAGA
203 NP 414876 EC_037 GTGGATCCTTGAACATGCCAATGACC EC 038 GTGAGCGGCCGCGCGTATCAGGCAATTTTTAT
204 NP 415779 EC 113 CAGGATCCGCTGACATTCTGCTGCTC EC 114 CAGAGCGGCCGCAACCTCATTCTGAAAACTG
205 NP 415851 EC_123 GAGGATCCCTGAGATTACTTGAAGAAAAAAT EC_124 GAGAGCGGCCGCATAAAAGTGTGAACAAGCTG
206 NP 417241 EC 527 GAGGATCCGAACCTTTTAAATATATATGCC EC 528 GACTGCGGCCGCTCATTGATAACAATCATTCC
207 NP 414574 EC 013 CAGGATCCCCAAAACGTACAGATATAAAAAG EC 014 GAGTGCGGCCGCTTAGCGGATGAAAAATATC
208 NP 415434 EC 455 GAGGATCCCATAACGACAAAGATCTCTC EC_456 GTGAGCGGCCGCGATTCACCAGACCAGATT

209 NP 418663 EC_603 GTGGATCCTTTAAAGAAATTTTTACCCGGC EC_604 CAGAGCGGCCGCGAACAAAACTCACTTTGTCT
210 NP_415541 EC_457 GAGGATCCATTAATCGCATCGTATCGT EC_458 GTGAGCGGCCGCAGTAAACGTACTGGTGATTG
211 NP_414629 EC_427 GTGGATCCTTAGTTTGGCTGGCCG EC_428 GAGAGCGGCCGCATAATGACGACATTTTTACC
212 NP 416757 EC 497 GGGGATCCTTTGAAATCCACCCTGTT EC 498 GAGAGCGGCCGCGTAGGCAAAAACGACGG

213 NP 417663 EC 549 GAGGATCCCTTTTAGCTACGGCACTG EC 550 CTCAGCGGCCGCACTCTACGTGCGACATAAT
214 NP 417950 EC 561 GAGGATCCCTACATTTGTTTGCTGGC EC 562 GTCAGCGGCCGCACTATGTCACAATCTGAAGC
215 NP 418565 EC 595 GAGGATCCAGTGGACTCAAACAAGAA EC 596 GTCAGCGGCCGCCCTTGATCATAAAGACGAT
216 NP_415926 EC 615 CAGGATCCACGCTCTACCAGATAAAAC EC 616 GTGAGCGGCCGCAGTGTTGCCAGAGATTTT

217 NP_414985 EC 043 GAGGATCCAAGATAGCGACGATAAAAAC EC_044 GAGAGCGGCCGCTGTTTTTTGCAGTGCTTG

218 NP_415766 EC_105 GAGGATCCGTGAGTCACTGGGCTACA EC_106 CACAGCGGCCGCGCCCAATAAGTTTACTCTTC
219 NP 415946 EC 127 GAGGATCCCAGAGCGATAAAGTGCTC EC 128 GACTGCGGCCGCTCCAGTACTTCAGAGTGTGT
220 NP 416109 EC 131 GAGGATCCGTGTTTCATTGCCCATTT EC 132 GTGAGCGGCCGCATTGGTGAACTGCCTTAT

221 NP 417759 EC 269 CAGGATCCGCTAAACAACCGGGATTA EC_270 GAGTGCGGCCGCTTCATTTTTACTCTCCGTAA
222 NP 416170

223 NP 418675 EC_605 CTGGATCCTCCGGGTTTTATCATAAGC EC_606 GTGAGCGGCCGCGGTTTCCGCATCTTATAG

224 NP_414890 EC 439 GAGGATCCAAATCACGTGCTGCCG EC_440 GAGAGCGGCCGCCGGGGAGAGTATTAAGAACC
225 NP 414555 EC 425 GAGGATCCGGTAAAATAATTGGTATCGACC EC 426 GAGAGCGGCCGCGTCAGTATAATTACCCGTTT
226 NP 414646 EC 429 GAGGATCCCGTATTGAAGAAGATCTGAAG EC 430 GTGAGCGGCCGCAATGTATCTGCCAATTTTC
227 NP_414846 EC 433 CTGGATCCTCCCGAATGGCAGAAC EC_434 CACAGCGGCCGCGCACCAATAATGATGTAGTC
228 NP_415006 EC 441 GAGGATCCAAAGGACAAGAAACTCGTG EC_442 GAGAGCGGCCGCAGATGATGAAAAGAAAAATG
229 NP_415427 EC 453 CAGGATCCGCTCAAATCTTCAATTTTAGTT EC_454 GACTGCGGCCGCTCCATGAACTCAACTCTCTA
230 NP 415792 EC 463 CTAGATCTTCGTCAACCCTACGAGAA EC 464 GTGAGCGGCCGCATTGTGTAATTCATTTGCTT
231 NP 415816 EC_465 GAGGATCCAATTTTCATCATCTGGCTTAC EC 466 GTGAGCGGCCGCCGTAGTAACTGCTGGTATGT
232 NP 415996 EC 469 CGGTCTCCGATCCGATATTCAAAAAAGAGTGAGTG EC 470 CGGTCTCCGGCCCCTATGGATGAGATCTGAAAAA
233 NP 416128 EC 475 GAGGATCCAATACAGTACGCAGCGAA EC_476 GAGAGCGGCCGCAGCACCGTTATAAACCTC
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234 NP 416134 EC 477 GTAGATCTTTACGTCCTGTAGAAACC EC 478 GAGAGCGGCCGCGTAACTCAACAGGAAGAGC
235 NP_416533 EC_491 CTGGATCCTCCAAGCAACAGATCGG EC_492 GTGTGCGGCCGCTTTATTGTTGGTTAAATCAGA
236 NP 416557 EC 493 CTAGATCTTCAAAAGTCGCTCTCATC EC 494 GAGAGCGGCCGCAAAAACTCGTTGTTTACTCA
237 NP 416874 EC 507 CTAGATCTTCAGATCAACTTCAAATGAC EC 508 GAGAGCGGCCGCAGAGGAGACGATGTCAGTA
238 NP 416959 EC 513 GAGGATCCAACGAGTTAGACGGCATC EC 514 CTGTGCGGCCGCTTTCGGGACATATAACACT
239 NP 417021 EC 515 CAGGATCCGCCTTATTACAAATTAGTGAAC EC 516 GAGAGCGGCCGCAAATAACAATCTTTGGCATA
240 NP_417064 EC 517 GAGGATCCAAGAATATACGTAACTTTTCGA EC 518 GAGAGCGGCCGCATCAGGGCAAACATATTC

241 NP 417147 EC_523 GAGGATCCAAACTTAACGACAGTAACTTAT EC_524 GAGAGCGGCCGCCTCTTTATTGCTGTTCATTC
242 NP_417379 EC_535 CAGGATCCACACAGACGTTAAGCCAG EC_536 GAGTGCGGCCGCTTGTCATCTGACTAAAAAGG
243 NP 417392 EC 537 CTAGATCTTCTAACGTGCAGGAGTGG EC 538 GAGAGCGGCCGCGCGAATACTTTCTGCCAG

244 NP 417417 EC 539 CAAGATCTGCAAAACACCTTTTTACGT EC 540 GACAGCGGCCGCGCCTATCCAAAAGAAAAA
245 NP 417957 EC 563 CAGGATCCACTAAACACTATGATTACATCG EC_564 GACAGCGGCCGCACGTAATTAAGGGCTAAGAG
246 NP_418074 EC_565 GAGGATCCCGTGGAGAATTTTATCAGC EC_566 GTGTGCGGCCGCGATAACGCTTTCATCTCAC
247 NP_418190 EC_573 GAGGATCCCAACTGAATTCCACCGAA EC_574 GAGTGCGGCCGCTGCGATCTTACTACGTATCT
248 NP_418197 EC_575 CGGTCTCAGATCGTTTTATCCGGATCCTTTTG EC_576 CGGTCTCCGGCCCCGCTTACCAGGCATTTTTAAT
249 NP 418361 EC 583 CAAGATCTACTGAAAAAAAATATATCGTTG EC 584 GAGAGCGGCCGCCTTCATTCGGCATTTACA

250 NP 418553 EC 593 CTGGATCCTCTGAACAAGAAACACGG EC 594 CAGAGCGGCCGCCTGCTTCGTTCATTAAAGT
251 NP 417876 EC 557 CTGGATCCTCACAACCTATTTTTAACGAT EC 558 GTGAGCGGCCGCATTATCCAGACGTTTGCT

252 NP_418407 EC_587 CTGGATCCTCTAAAGAAAAGTTTGAACGT EC_588 GTGAGCGGCCGCGCATTGCGTCAAATGTTAT
253 NP 417025 EC_625 GAGGATCCAAATTACCGATTTATCTCGAC EC_626 CAGAGCGGCCGCAAGCCATTATAAATTCTCCT
254 NP 417633 EC_629 GTGGATCCTTGCTTAATCCGATCGTT EC_630 GAGAGCGGCCGCCTAACAAGGCGTCCTGC

255 NP 414658 EC 633 GAGGATCCAGTACTGAAATCAAAACTCAG EC 634 GAGAGCGGCCGCGTAAATTGCAGACGTAAAAA
256 NP 418045 EC 635 CAGGATCCACCAATAATCCCCCTTCA EC 636 GTGAGCGGCCGCCATGATAAGACGCGTAAG
257 NP 418578 EC 599 GAGGATCCGTGCAAACCTTTCAAGC EC_600 GAGAGCGGCCGCCAATTTTCAGGTTTTTCAT
258 NP 415017 EC 443 CTGGATCCTCACAAACTATCGACCTGA EC_444 GAGAGCGGCCGCGCATCCGCAATGATGTAC
259 NP_416843 EC_505 GAGGATCCGAAATGACATCAGCGTTT EC_506 GAGTGCGGCCGCTTCATATAGCTTTGACCTTC
260 NP_415903 EC_637 CAGGATCCACAGAGCCGCATGTAGC EC_638 GTGTGCGGCCGCTTTTACTTATGAGCGAACC
261 NP 414845 EC 431 GTGGATCCTTGCAATTTGACTACATCAT EC 432 GAGAGCGGCCGCAACGGTAACTCTCAATCTG
262 NP 414869 EC 435 CTGGATCCTCTTTTAGCGAATTTTATCAG EC 436 GAGAGCGGCCGCGACGCATCCGACAATAAC
263 NP 417298 EC 531 CAGGATCCCCCCGCAGCACCTGGT EC 532 GAGAGCGGCCGCCGCAAAGGATCTAGTGTCTCG
264 NP 417321 EC 533 GAGGATCCGTGATGAAAGACGTTGTG EC_534 GAGAGCGGCCGCATATTTATCGGTAAGGAGGA
265 NP 417811 EC_553 GGGGATCCATTGTTTTCTCCTCGTTACA EC_554 GAGAGCGGCCGCCAGATGACAATTGCTAAAGC
266 NP_418288 EC_581 GAGGATCCCTTTACAAAGGCGACACC EC_582 GAGAGCGGCCGCGACAATGACAACCTGTTC
267 NP 415931 EC 617 CGGTCTCCGATCCACAGAACAACAAAAATTGACC EC 618 CGGTCTCCGGCCCCTTTCTTTATCAGGCAAATAG
268 NP 416246 EC 631 CTAGATCTTCGCAACATAACGAAAAG EC 632 GAGAGCGGCCGCAAAGCGCACTATGTAAATC
269 NP 416119 EC 471 CTGGATCCTCTGGAGGATTAGTTACAGC EC 472 CTGAGCGGCCGCGATCTCAATAAAGAGTGACG
270 NP 416120 EC 473 GAGGATCCCGAATTGGCATACCAAGA EC_474 GTGTGCGGCCGCTGTAACTAATCCTCCAGACA
271 NP 415254

9.3.4 PCR mit Pathogenitatsfaktoren von E. coli

Nr. Gen 5’-Primer Sequenz (5’ - 3’) 3’-Primer Sequenz (5’ - 3’)

1 espB EC_669 GAGGATCCAATACTATCGATAATAACAATGCG EC_670 CAGAGCGGCCGCAAACACTTCATCATTAAACG

2 | dsbA EC_649 GAGGATCCAAAAAGATTTGGCTGGCG EC_650 GACAGCGGCCGCACGGGCTTTATGTAATTT

3 papA EC 715 GAGGATCCATTAAGTCGGTTATTGCC EC_7161G CACAGCGGCCGCTTACTGATAAGTCAGGTTGAA
4 espD EC 667 GAGGATCCCTTAATGTAAATAACGATATCCAG EC 668 CTGAGCGGCCGCATTCATAATAAACGCCTCTT

5 orfl9 EC_659 GTAGATCTTTTAGTCCAACGGCAATG EC_660 GAGAGCGGCCGCATAACAGCGCAGTAAGTTT

6 cs6 EC 677 GAGGATCCAAGAAAACAATTGGTTTAATTCT EC_678 GTGAGCGGCCGCAATACAATAGCCGGAATAAT

7 tir EC_661 CAGGATCCCCTATTGGTAACCTTGGT EC_662 GACAGCGGCCGCCCCAACCTCAACTAAATAC

8 | ipaB EC_689 GAGGATCCCATAATGTAAGCACCACAAC EC_690 GTGAGCGGCCGCTCAAGCAGTAGTTTGTTGC

9 ipgC EC 673 CTGGATCCTCTTTAAATATCACCGAAAATGA EC 674 GAGAGCGGCCGCATATTTTGGCAAGAGGAA

10 cesT EC 639 CTGGATCCTCATCAAGATCTGAACTTTTAT EC 640 CACAGCGGCCGCCCACAATGAGTTAGAATGAG
11 stx2B EC 645 GAGGATCCAAGAAGATGTTTATGGCGG EC_646 GTGTGCGGCCGCTGTGACACAGATTACACTTG

12 espA EC_665 GAGGATCCGATACATCAACTACAGCATC EC_666 GAGAGCGGCCGCCTCACAGACTGGATATCGT

13 papB EC 713 GAGGATCCGCGCATCATGAAGTCATC EC 714 CACAGCGGCCGCAACTCCGGAATGCCATAA

14 papK EC 717 GAGGATCCATAAAAAGCACAGGCGCT EC_718IG CACAGCGGCCGCCTAACGATATGTCAATTCAAAC
15 cs5 EC 657 GAGGATCCAAGAAAAATTTACTGATAACTTCAG EC 658 GAGTGCGGCCGCTTGGTATAAAAATAATGCAGA
16 ipaA EC 675 GAGGATCCCATAATGTAAATAATACTCAAGCG EC 676 CTGTGCGGCCGCTTTCTTCAGATAGTTTGCTG

17 espF EC 671 GAGGATCCCTTAATGGAATTAGTAACGCT EC 672 CTGAGCGGCCGCAATCGTTTTAAATTAGTTGG

18 senA EC_697 CAGGATCCCCATCAGTAAATTTAATCCC EC_698 GTGAGCGGCCGCTCAGCTTTTTATATTCTTCATA
19 sta3 EC_641 GAGGATCCAAGAAATCAATATTATTTATTTTTCTTTCT EC 642 GACTGCGGCCGCTCATCAGAATCAGAACAAAT
20 cs3 EC_685 GAGGATCCTTAAAAATAAAATACTTATTAATAGG EC_686 GTGAGCGGCCGCCGAAGGCTACGTCTATTATATA
21 IngA EC 695 GAGGATCCCTATCCGTGTATAACCGG EC 696 CACAGCGGCCGCTTAACGGCTACCTAAAGTAA
22 astA EC 653 CAGGATCCCCATCAACGCAGTATATCC EC_654 GAGTGCGGCCGCTTATCTGAGGATAGCGACT

23 icsA EC_687 GAGGATCCCCCTTGGGAGCTGGTG EC_688 GTGAGCGGCCGCTTAGACTACTGATTCCAGCTAAATT
24 hlyA EC_651 CAGGATCCACAGTAAATAAAATAAAGAACATTTTC EC_652 CTGAGCGGCCGCCATCACCTCCTCTTTTAGT

25 cltA EC 693 CAGGATCCAAAAATATAACTTTCATTTTTT EC 694 CACAGCGGCCGCTTCATAATTCATCCCGAA

26 aggA EC 679 GAGGATCCAAAACATTAAAAAATATGAGAAGAAAG EC_680 GAGAGCGGCCGCGGCTATTTCCCATATAGTTC
27 stx1A EC 691 GAGGATCCAAAATAATTATTTTTAGAGTGC EC 692 GTGAGCGGCCGCTCAACTGCTAATAGTTCTGC

28 stx1B EC 647 GAGGATCCAAAAAAACATTATTAATAGCTGCA EC_648 GAGTGCGGCCGCTGCTATTTTCACTGAGCTAT
29 papE EC 719 GAGGATCCAAAAAGATAAGAGGTTTGTG EC_7201G CACAGCGGCCGCTTACGAATATGATGCAACC

30 csdD EC_723 GAGGATCCAAAAAGATATTTATTTTTTTGT EC_7241G CACAGCGGCCGCTCATAAATTTTCGACACTG

31 aafA EC 655 GAGGATCCAAAAAAATCAGAATGTTTGCG EC_656 GAGTGCGGCCGCTTATATTGTCACAAGCTCAG
32 cfaC EC_703 GAGGATCCAAGCATAAAAAAAAGAATAGA EC_7041G CACAGCGGCCGCTTATCCTTTATCATTCTTTGC
33 cfaE EC_705 GAGGATCCAATAAAATTTTATTTATTTTTACA EC_7061G CACAGCGGCCGCCTAGAGTGTTTGACTACTTGGT
34 csdA EC 721 GAGGATCCAAACTGAAGAAAACAATTGG EC_7221G CACAGCGGCCGCTTAAGTTTTTTGAGTCATGAT
35 cfa/l EC 683 GAAGATCTAAATTTAAAAAAACTATTGGTGC EC_684 GAGAGCGGCCGCATAAACATACCCCCTCCT

36 afaE EC_681 GAGGATCCGAGATTCTGTATATGAATTTTACTAA EC_682 GTGAGCGGCCGCCATAATGAACTTCCTTGAAA
37 cac EC_663 GAGGATCCATTACTCATGGTTTTTATGCC EC_664 GAGAGCGGCCGCAAAATGTCCGACTAAAAGAT
38 stx2A EC 643 GAGGATCCAAGTGTATATTATTTAAATGGGTACT EC 644 GTGAGCGGCCGCCATAAACATCTTCTTCATGC
39 cfaA EC_701 GAGGATCCCATAAATTATTCTATTTACTAAGTT EC_7021G CACAGCGGCCGCTCAAGGAACCTTTAATTGTA
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