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1. Zusammenfassung

Listeria monocytogenes, ein Gram-positives, fakultativ intrazelluldres Bakterium, kann bei im-
munsupprimierten Menschen schwere Infektionen des Zenfralnervensystems auslosen. In Folge
seines ubiquitGren Vorkommens, sowie seiner hohen Resistenz gegenuber Lebensmittel-
Konservierungsmethoden besteht ein groBes Interesse an seiner raschen Identifizierung und Dif-
ferenzierung gegenuber den apathogenen Spezies seiner Gattung. Sein P60 als essentielles
Housekeeping-Gen bietet sich auf Grund der zwischen den einzelnen Spezies konservierten
und variablen Bereiche fur die Etablierung gaffungs- und speziesspezifischer Nachweissysteme
an.

Mit Hilfe des EPITOP-SPOT-Mappings wurde eine Immunogenitatskarte des P60 von L. innocua
bzw. L. monocytogenes erstellt, P60-spezifische CD4-T-Zellinien charakterisiert und das Epitop
eines dieser T-Zellklone exakt bestimmt, Transferexperimente mit diesen T-Zelllinien und Booster-
infektionen mit L. monocytogenes bzw. L. innocuaq zeigten, dass L. innocua alleine zwar nicht in
der Lage ist, einen Immunschutz gegen L. monocytogenes zu etablieren, diesen jedoch in
vifro und in vivo erhalten kann, indem es durch kreuzreaktive Epitope Geddchtnis-T-Zellen sti-
muliert.

Die in vifro-Transkription von Py, Pyea UNd Poea erfolgt strikt PrfA-alohdngig, wahrend Py, Porarse
und - unerwarteter Weise - auch P,,,, PfA-unabhdngig franskiibiert werden. Sie erfolgt - ausge-
nommen bei P, - nur bei ausreichender VerfUgbarkeit von ATP nicht jedoch GIP. Um eine effi-
ziente Transkription zu gewdhrleisten, mussen die ersten drei initierenden Nukleotide in hdherer
Konzentration vorliegen. Die verschiedenen, Uber eine Heparinsdule aufgetrennten RNAP-
Fraktionen von L. monocytogenes zeigten je nachdem, ob die Kulturen einer Hitzeschockbe-
handlung bei 48°C (RNAP,s) ausgesetzt, in MEM geshiftet (RNAP,g,) oder aber direkt aus dem
BHI-Medium (RNAPg,) geemtet wurden, mit den oben genannten Promotoren unterschiedliche
Aktivitatsprofile. Demnach bendtigen actA und hly fur ihre optimale Transkription womaoglich ei-

nen alternativen Sigmafaktor (als c—43).
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1.1. Summary

Listeria monocyfogenes, a Gram positive, optionally infracellular bacterium is capable of
causing heavy infections of the central nervous system in immunocompromised humans. Due
o its ubiguitous occurrence, as well as its high resistance o preservation methods there is a
great interest in its rapid identification and differentiation towards the apathogenen species of
Listeria. Due fo the preserved and variable domains P60 as an essential housekeeping gene
represents a promising target in order to establish genus- and species-specific detection sys-
fems.

An immunogenic map of the P60 of L. innocua and L. monocytogenes was generated by EPI-
TOP-SPOT-mapping. Furthermore CDA4-T-cells specific for P60 were hereby characterized and
for one of them the epitope was exactly determined. Transfer experiments with these T-cells
and booster infections with L. monocytogenes and/or L. innocua showed that L. innocua alone
is not capable of establishing an immune protection against L. monocyfogenes, while in vitro
and in vivo it was sufficient to maintain an existing immunity through stimulating memory T-cells

by cross-reactive epitopes.

In vitro-transcription from Py, P,ca and Poa OCcurs strictly PrfA-dependent while that of P,
Poare ONd, unexpectedly, also from Pmpl is PrfA-independent. It requires — except with P, -
high concentrations of ATP but not GIP. In order to ensure an efficient franscription, the first
three initiating nucleotides have to be available in higher concentration. RNAP separated over
a heparin column after preparation from L. monocyfogenes either exposed 1o heat shock
treatment at 48°C (RNAP,), shifted 1o MEM (RNAP, ), Or cultured directly in BHI (RNAPy,,) showed
different activity profiles with the promoters mentioned above. Therefore actA and hly may re-

quire an alternative sigma factor (not 6-43) for their optimal transcription.

1. Summary 2







2. Einleitung

2.1. Taxonomie der Listerien

Listerien sind Gram-positive, reguldre, asporogene, fakultativ anaerobe, kurze (0,4-0,5 x 0,5-2 um) Stab-
chenbakterien mit peritricher Begeilelung (Seeliger et al. 1994). 16S-IRNA-Vergleiche ordnen Listerien in
die Gruppe der Gram-positiven Bakterien mit niedrigem GC- Gehalt von 36-42% ein. Es besteht eine
enge Verwandtschaft zur Gaftung Brochothrix, mit der die Listerien zwischen Lactobacillus und Bacillus
anzusiedeln sind. Ferner verwandt sind sie mit Sfrepfococcus, Lactococcus, Enterococcus, Staphylo-

coccus, Kurthia, Gemella und Erysipelothrix (Jones 1988).

Man unterscheidet sechs Arten: L. monocytogenes, L. innocuq, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, so-
wie L. grayi mit subsp. grayi und subsp. murrayi (Sallen et al. 1996). Die zuvor eigensténdigen Spezies L.
murrayi und L. grayi wurden friher auf Grund von DNA-DNA-Hybridisierungen aus der Gattung ausge-
grenzt (Stuart et al. 1974), nach 16S-IRNA-Sequenzanalysen wieder reintegriert (Rocourt 1988). SchlieBlich
konnte anhand weiterer molekulargenetischer Analysen L. murrayi in die Spezies L. grayi, als Subspezies
eingegliedert werden (Rocourt et al. 1992). Listeria denifrificans musste aus der Gaftung Listeria in die
neue Gattung Jonesia, als J. denitrificans, Uberfuhrt werden (Rocourt 1988). L. monocyfogenes ist als
einziger Vertreter dieser Gattung human- und tfierpathogen. L. ivanovii ist bis auf Einzelfdlle nur tierpatho-
gen (Schafe), wahrend L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua und L. grayi als harmlose Saprophyten gel-
fen (Hof et al. 1988; Schwarzkopf 1996).

2.2. Mikrobiologie der Listerien

Llisterien sind in der Natur ubiquitér verbreitet; so kommmen sie z.B. in Gewdssern, im Abwasser, Boden, auf
bzw. in Pflanzen (Pushkareva et al. 1996), in Nutztieren, wie Kihen und Schafen, somit auch in Milch und
Milchprodukten (Kase), ronem Gemuse und Fleischprodukten, sowie im Darm von gesunden Menschen
vor (Weis et al. 1975; Schlech 2000; Capita et al. 2001; Pingulkar et al. 2001).

Listerien lassen sich auf komplexen, mit verschiedenen Aminosduren, Biotin, Riboflavin und Thiamin
supplementierten Medien zUchten. Je nach Spezies (vgl. Tab. 1) kdnnen sie verschiedene Kohlenhydrate
ohne Bildung von Gas fermentieren (Pine et al. 1989). Zusammen mit der bei einigen Artfen vorhande-
nen Fahigkeit zur B-Hamolyse, die als Unterscheidungsmerkmal mit Hilfe des CAMP-Tests gesteigert wer-
den kann, zieht man diese Kriterien zur biochemischen Differenzierung heran. Bei dem, nach den Ent-
deckern Christie, Atkins und Munch-Petersen benannten CAMP-Phdnomen verstarken von Staphylococ-
cus aureus bzw. Rhodococcus equi sekretierte Faktoren synergistisch die B-Hamolyse bei L. ivanovii und

L. monocyfogenes (Christie et al. 1944; Schuchat et al. 1991; Fernandez-Garayzabal et al. 1996).
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Tab. 1: Biochemische Differenzierung von Listerien (frei nach (Pine et al. 1989)):

Art L. mono- | L. in- L. ivano- |L. see- L. wels- |L. grayi
Kennzeichen cyfogeney nocua vii ligeri himeri
B-H&molyse +1 - + + - -
CAMP-Test (S. aureus) + - - + - -
CAMP-Test (R. equi) + - + - - -
SAureproduktion aus Methyl- + + . . + n. b.3
a-D-mannopyranosid
D - Glucose + + + + + +
D - Mannit - - - - - +
Rhamnose + v2 - - v -V
Xylose - - + + + -
Nitratreduktion - - - - - -/+
Md&usevirulenz + - + - - n. b.

T4 pzw, ' 1> 90% der Stdmme waren positiv bzw. negativ
2y = variabel
3n. b. = nicht bestimmt

L. monocyfogenes ist sogar zu einer Acetaldehyd-induzierten Chemolumineszenz fanhig, bei der ein ext-
razellul@res Superoxidanion gebildet wird (Roth et al. 1980). Des Weiteren verhalten sich Listerien, von ei-
nigen Ausnahmen (Bubert et al. 1997) abgesehen, Katalase-positiv, Oxidase-negativ, Methylrot-positiv
und Voges-Proskauer-positiv (Schuchat et al. 1991). Sie vermehren sich im vergleichsweise breiten Tem-
peraturbereich von -0,4°C bis 50°C (Walker et al. 1990). Selbst Temperaturen bis 60°C und Salzkonzentra-
fionen von bis zu 10% kd&nnen kurzfristig toleriert werden (Gray et al. 1966). Das Temperaturoptimum liegt
jedoch bei 37°C. Da die Regulation der Flagellinexpression auf transkriptioneller Ebene temperaturab-
hangig ist (Dons et al. 1992), sind sie bei dieser Temperatur unbegeilelt (Peel et al. 1988) und zeigen ei-
nen charakferistischen blaugrinen Schimmer, wenn sie in einem spitzen Winkel angestrahlt werden
(Henry 1933). Bei ca. 20°C bis 25°C dagegen beobachtet man - als Konsequenz der Ausbildung peritri-
cher GeiBeln - eine starke Motfilitat. Der minimale zum Wachstum notwendige pH liegt, je nach Tempe-
ratur, bei 5,0 bis 5,7 (4°C) bzw. bei 4,3 bis 5,2 (30°C) (Farber et al. 1989); der maximale bei 9,6. Optima-

les Wachstum wird allerdings bei 30-35°C und neutralen bis leicht alkalischen pH-Werten beobachtet.

2.3. Pathogenese, Therapie und Epidemiologie

Der Uberbegriff Listeriose steht fir ein komplexes Krankheitsbild mit grippalen Symptomen bei Krankheits-
beginn und haufig basalen Meningitiden (Himhaut-) bzw. Meningoenzephdlitiden (Hirnhaut- und Himpa-
renchyminfektionen), bis hin zur Sepsis im weiteren Krankheitsverlauf. Zusatzlich kann eine Vielzahl weiterer

Symptome die Diagnose verschleiem, weshalb die Entwicklung einer schnellen und einfachen Nach-
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weismethode fur eine effektive Therapie dringend notwendig ist. L. monocyfogenes kann als einziges
bisher bekanntes Bakterium eine Enzephdlitis hervorufen, da es die Fdhigkeit besitzt, die Blut-Him-
Schranke zu Uberwinden (Gray und Killinger 1966). Vielleicht ist es gerade diese, flr Bakterien einzigartige
Fahigkeit, die es dem Listerium ermdoglicht, auch die Plazenta zu passieren. Dadurch kann es zu Amnio-
nitis, vorzeitigem Einsetzen der Wehen und einem Befall des Fotus kommen, was sich in einer Sepsis, ei-
nem spontanen Abort oder einer Totgeburt manifestiert (Schuchat et al. 1991). Der harmlose Verlauf ei-
ner listeriellen Infektion in Form einer Gastroenteritis wurde in der Vergangenheit meist nicht mit

L. monocyfogenes in Verbindung gebracht (Dalton et al. 1997).

Eine fruhzeitige Therapie wird durch die Komplexitat des Krankheitsbildes, sowie die langwierigen Nach-
weismethoden (selektive Anzucht) erschwert. Durch rechtzeitige Applikation von Ampicillin, zusammen
mit einem Aminoglykosid-Antibiotikum (Gentamycin) oder mit Sulfamethoxazol/Timethoprim innerhalb

der ersten vier Tage, ist die Krankheit erfolgversprechend therapieroar (Hof 1990; Temple et al. 2000).

Obwonhl der opportunistische Keim ubiquitar vorkommt, manifestiert sich die Listeriose-Erkrankung nur sel-
ten, verlduft dann aber mit einer Wahrscheinlichkeit von 13 - 34% (fur das Jahr 1989, je nach Land) 16a-
lich. Die Listeriose-Risikogruppe stellen fast ausschlieBlich Menschen mit einem geschwdachten Immun-
system: Neugeborene, Schwangere und dltere Menschen, sowie Patienten mit AIDS, Diabetes, Alkoho-
lismus oder Krebserkrankung (Kampelmacher et al. 1972), bzw. solche, die Immunsuppressiva verab-

reicht bekommen.

Wenngleich alle Serovarianten von L. monocytogenes eine Listeriose verursachen kdnnen, freten klinisch
hauptsachlich nur die Serotypen 1/2a, 1/2b und 4b auf (Vines et al. 1998). Die Dominanz eines Seroty-
pen kann von geographischen Gegebenheiten (z.B. ist in Europa der Serotyp 4b besonders verbreitet),
der betroffenen Risikogruppe (perinatale Listeriose scheint insbesondere von den Serotypen 1/2b, 3b,
und 4b ausgelost zu werden (Gellin et al. 1991)) oder dem Trager (Nahrungsmittel), abhdngig zu sein. So
fritt z.B. Serotyp 1 vorwiegend in Fleisch, sowie bei Tomaten und Radieschen auf (Heisick et al. 1989). Ei-
ne besondere Gefahr geht von Nahrungsmitteln aus, die bereits ab Werk kontaminiert sind, da auf diese
Art Epidemien ausgeldst werden kdnnen. Listerien werden mit dem Nahrungsmittel weit verbreitet, weil
die Ublichen Konservierungsmethoden, wie Kuhlung und Osmolaritdtserhdhung (z.B. Salami) hier als se-
lektive Anreicherungsmethode wirken. Zum Beispiel waren 1985 81 von 93 schwangerschafts-assoziierten
Listeriosefdllen in Kalifornien Frauen spanischer Abstammung betroffen, die eine spezielle Sorte eines
kontaminierten mexikanischen Weichkdses zu sich genommen hatten. In dem Kdse konnte
L. monocytogenes Serotyp 4b nachgewiesen werden, der wahrscheinlich mit unpasteurisierter Milch in
den Kése gelangte. Dadurch wurde im Juli 1985 zum ersten Mal ein Produkt wegen Listerienbefall noch
wdhrend der Epidemie vom Markt gerufen und die Fabrik geschlossen (Linnan et al. 1988). Aber auch
RohgemuUse (Ho et al. 1986), Fertigsalate (Salamina et al. 1996; Aureli et al. 2000), pasteurisierte Milch
(Alavi et al. 1999) und weitere Milchprodukte (Goulet et al. 1995; Lyytikainen et al. 2000), sowie Fisch
(Tham et al. 2000), Meeresfruchte (Brett et al. 1998; Farber 2000), Fleisch (Anonymous 2000) und Fleisch-
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produkte (Jacquet et al. 1995) waren bereits Ursachen fur beschriebene listerielle Epidemien. Auch muss
bedacht werden, dass durch Silofutter infizierte Nutztiere (Vazquez-Boland et al. 1992; Wiedmann et al.
1996) entweder direkt oder indirekt, wie z.B. in Nova Scotia Uber die DUngung von Kohlifeldern mit liste-
rienhaltigem Dung, als Ubertrager dienen kdnnten (Davies et al. 1984). Zudem kénnen Listerien in der
Umwelt lange persistieren. So blieb z.B. gerade im Kidrschlammm die Zahl von L. monocytogenes uber
acht Wochen konstant (Watkins et al. 1981) und selbst Monate, bzw. gar Jahre spdter war das Bakterium
im Klérschlamm noch nachweisbar (Geuenich et al. 1984), da eine Unempfindlichkeit gegenuber der
aeroben Abwasserbehandlung existierte (De Luca et al. 1998). Jedoch konnte die Kontaminationszahl in
Klarschlammbldcken durch eine mindestens 8-wdchige Trocknungsperiode bei subtropischen Wetter-
bedingungen unter die Nachweisgrenze gesenkt werden (al-Ghazali et al. 1988). Die hier angesproche-
ne Problematik des Einsatzes von Klarschlamm oder tierischer Exkremente als Dungemittel, wird durch
die Verbreitung von L. monocyfogenes durch Wildvogel (Seemdwen), welche zur Futtersuche kontami-

nierfe Kidranlagen aufsuchen, erweitert (Fenlon 19895).

SchlieBlich kann es zu einer Ansteckung durch nosokomiale Keime kommen, wenn HygienemalRnah-
men nicht sorgfdltig genug durchgefuhrt werden oder Mehrweggerdte nicht grindlich sterilisiert werden.
Auch eine Ubertragung mittels Bluttransfusion kann nicht ausgeschlossen werden (Maayan et al. 1981;
Lin et al. 1994).
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2.4. L. monocytogenes - ein fakultativ intrazellulares Bakterium

L. monocytogenes wurde erstmals 1926 von E. G. D. Murray et al. aus den Monozysten infizierter Labor-
hasen und Meerschweinchen isoliert und als Bakferium monocyfogenes beschrieben (Murray et al.
1926). Von Pirie wurde es 1927 in Listerella hepatolytica und schlieBlich 1940 zu Ehren von Lord Lister,
dem Entdecker der Antisepsis, in L. monocyfogenes umbenannt (Piie 1940; Gray und Kilinger 1966).
Das Umweltbakterium hat einen Durchmesser von 0,4 bis 0,5 um und eine Ldnge von 0,5 bis 2 um.
Wenn es ausreichend Zeit zur Verfugung hat, ist es in der Lage, selbst bei Einhaltung der Kihlkette, in ver-
schieden Nahrungsmitteln Zellzahlen zu erreichen, die - fast ausschlieBlich nur bei immunsupprimierten
Individuen - zu einer Listeriose fuhren konnen.

Da die Pathogenese von L. monocyfogenes der von Rickettsia, Salmonella, Shigella, Legionella, Trypa-
nosomas cruzii und Yersinia ahnelt (Cossart und Mengaud 1989; Finlay und Falkow 1997; Meyer et al.
1997), ist dieses Modell fUr ein fakultativ intrazelluldres Bakterium - in Anbetracht der groBen Verbreitung
dieser Infekfionskrankheiten - von besonderem Interesse fur die Grundlagenforschung, in Hinblick auf die
Schaffung neuer Préventions- und Therapiemethoden. Insbesondere die leichte Handhabbarkeit, die
Ungefahrlichkeit far gesunde Menschen und die Einsatzfahigkeit im Mausmodell, sprechen fur
L. monocytogenes als Modellorganismus (Goebel et al. 1993). Pionierarbeit auf diesem Sektor leiste-
te1971 G. B. Mackaness, wodurch man heute ein recht gutes Bild davon hat, was bei einer Listerien-
Infektion geschieht. So fuhrt bei Mdusen eine infravendse Infektion mit subletaler Dosis (0,5 LDg,) zu einer
raschen Aufnahme der Bakterien durch die Makrophagen in Leber und Milz. Die Uberlebenden Keime
(ca. 50%) vermehren sich in den ersten drei Tagen exponentiell, bis sie schlieBlich im Ablauf der ndchs-
fen 3-7 Tage vom Immunsystem eliminiert werden. Danach sind diese Mduse gegen eine zweite Infeki-
on mit letaler Bakteriendosis (10 LDy,) immun, wogegen nicht behandelte Mduse am zweiten bzw. dritten

Tag sterben (Mackaness 1962).

p60/InlA/InlB

Abb. 1: Intrazellularer Vermehrungszyklus von L. monocytogenes (modifiziert nach Tilney und Portnoy 1989).
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Abb. 1 gibt einen Uberblick der aktuellen Vorstellung tber das Geschehen beim infrazelluléren Vermeh-
rungszyklus des Bakteriums. Das Pathogen gelangt durch die orale Aufnahme kontaminierter Nahrung in
den Darm, adnhdriert an den Darmepithelzellen (Racz et al. 1972) und induziert dort aktiv seine Phagozy-
tfose.

Infolge der Invasion wird es in ein Phagosom eingeschlossen. Obwohl im Phagosom, durch die Ver-
schmelzung mit dem Lysosom, die Zerstorung der Bakterien eingeleitet wird, schaffen es einige, sich
rechizeitig aus dieser Falle zu befreien, um sich dann intrazelluldr - fur die humorale Immunantwort uner-
reichbar - zu vermehren. Durch die Indukfion eines Aktinschweifs (‘comet tail') gelangt
L. monocyfogenes Uber Bildung von Pseudopodien in die angrenzenden Zellen. Diese befinden sich
dabei in den Pseudopodien und werden dort von Makrophagen oder - nach Indukfion - von normaler-
weise nicht phagocytierenden Zellen wie Epithelzellen, Fibroblasten oder dendritischen Zellen (Gaillard et
al. 1987; Portnoy et al. 1988; Kuhn und Goebel 1989; Guzman et al. 1995) assimiliert. Weiter erreicht das
Listerium Uber Makrophagen der darunter liegenden Lamina propria (Racz et al. 1972) die Leber, wo es
sich in den Hepatocyten vermehrt (Rogers et al. 1996). Uber die Blutbahn kann es dann schlieBlich auf

noch ungeklarte Art und Weise bis zum Gehirn gelangen (Greiffenberg et al. 1998; Huang et al. 2000).

8 Einleitung 2.




2.5. Beteiligte Virulenzfaktoren

2.5.1. innerhalb des Virulenzgenclusters

Eingebettet zwischen Genen fur essentielle Stoffwechselenzyme, dem prs (Phosphoribosyl-pyrophos-
phat-Synthetase) "upstream" und der Idh (Lactat-dehydrogenase) liegt das PrfA-abhdngige Virulenz-
gencluster (Goebel et al. 1993). Es enthdlt sechs gut untersuchte Gene: prfA (positively regulating fac-
tor A), pIcA, hly, mpl, actA und plcB, sowie drei weitere offene Leseraster (ORF X, Y, Z) mit noch unbe-
kannter Funktion. Sie kodieren fur Listeriolysin (hly), zwei Phospholipasen (plcA und plcB), eine Metal-

loprotease (mpl), ActA (actA) und den pleiotropen Transkriptionsfaktor (,positiv regulatory factor A" PrfA

(orfA ).

prin W inlAB-Operon
27 kDa 34 kDa 58 kDa 57/35 kDa 92/72 kDa 32/29 kDa
705 tpp 951 bp 1617 bp 1633 bp 1917 bp 867 bp
@ pIcA hly mpl >L| QCtA >+ plcB
SRse 1,8 kb 3.6 kb
,9 kb i i
.1 kb 1,8 kb 5,7 kb )

Abb. 2: Aufbau und Annordnung des PrfA-Regulons von L. monocytogenes mit den Genen prfA, plcA, hly, mpl, actA
und plcB. Die diinnen Pfeile zeigen die Leserichtung und die Lange der Transkripte an (frei nach (Portnoy
und Jones 1994)).

2.5.1.1. Listeriolysin O (LLO)

Das von hly codierte Listeriolysin O ist ein porenformendes, pH-abhdngiges, durch reduzierende A-
gentien (DTT) aktivierbares und durch Cholesterol inaktivierbares Zytolysin (Walton et al. 1999). Das pH-
Optimum von 5,5 ist ein weiteres Indiz fUr dessen Einsatz im sauren Milieu des Phagosoms (Geoffroy et
al. 1987). Innerhalb von 30 min befreit sich das Pathogen aus dem Phagosom mit Hilfe von LLO
(MG= 58 - 60 kDa) (Kreft et al. 1989; Goebel und Kreft 1997). Auch durch Zugabe von Histag-LLO zu
Nickel-umhuliten LLO-negativen Mutanten konnte gezeigt werden, dass LLO keinen Einfluss auf die
Bildung von Pseudopodien und die Ausbreitung zu den Nachbarzellen hat, jedoch entscheidend fur
das Entkommen aus der Doppelmemibranvakuole ist (Gedde et al. 2000). In HelLa-Zelllinien ist LLO far
die Aktivierung des Raf-MEK-MAP Kinase Signalweges (Tang et al. 1994; Weiglein et al. 1997; Tang et

al. 1998) und - insbesondere bei der Aktivierung von HUVECs im Verlauf einer Infektion - fur die Stimu-
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lation von NF-kB, Adhdsionsmolekulen (ICAM-1 und E- Selectin) und Chemokinen (IL-8 und das Mono-
zytenchemotaktische Protein- 1) verantwortlich (Kayal et al. 1999). Die MAP-Kinase(n) ERK-1 bzw. ERK-2
scheinen fur die Aufnahme und das infrazellulére Uberleben in J774 Makrophagen verantwortlich zu
sein (Kugler et al. 1997). Kurzlich konnte in HUVECs die Induktion verschiedener Signalfransduktionswe-
ge (einschlieBlich NF-kB und Phospholipase-Aktivierung) gezeigt werden, wobei LLO fUr die Produktion
der proinflamatorischen  Zytokine IL-6, IL-8 und des Granulozyten-Makrophagen Kolonie-

stimulierenden Faktors verantwortlich gemacht werden konnte (Rose et al. 2001).

Wdhrend in Makrophagen die lytische Wirkung durch Cholesterol inhibiert werden konnte, wurde die

IL-T Produktion dadurch nicht beeinflusst (Yoshikawa et al. 1993). Weiter wdre ein Einsatz von LLO zur

Verfugbarmachung von Eisen aus der HOmgruppe des Hadmoglobins durch die Lyse der Erythrozyten

denkbar, da Eisenmangel im Phagosom zur verstarkten LLO-Produktion fuhrt (Sword 1966).

Die Induktion des Listeriolysins in L. monocyfogenes mittels Hitzestress oder oxidativem Stress geht mit
der Co-Indukfion mindestens fUnf weiterer "neat-shock'-Proteine einher (Sokolovic und Goelbel 1989;
Sokolovic et al. 1990). Ebenso zeigt auch Eisen bzw. Selen (Fisher und Martin 1999) oder ein Chelator
induzierende Wirkung, wobei Chelex-100 spezifisch LLO Transkription induziert (Ermolaeva et al. 2000).
Unter Stressbedingungen ist die Aktivitat von LLO auch von der Serinprotease ClpP abhdngig (Gaillot
et al. 2000). Die Zerstdrung der Wirtszelle in Folge unkontrollierter LLO-Aktivitat wird durch dessen recht-
zeitige - von der PEST-Aminosdure-Sequenz vermittelte - Degradation verhindert (Decatur und Portnoy
2000).

2.5.1.2. Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC)

PI-PLC bewirkt, zusammen mit LLO, die Lyse der primdren phagosomalen Memibran (Portnoy et al.
1994; Goldfine et al. 1995). Sein pH-Optimum bei pH 5,5 - 7,0 ist ein weiterer Hinweis auf die Akfivitat
des Enzyms in der sauren Vakuole. Das 33 kDa schwere Uberstandsprotein verwendet als Substrat mit
hoher Sperzifitdt Phosphatidylinositol (Goldfine und Knob 1992). Fur sich alleine betrachtet scheint es
keine relevante Bedeutung fur die Pathogenitdt von L. monocyfogenes zu besitzen, jedoch bewirkt
die Deletion von pIcA zusammen mit pIcB (s.u.) eine 500-fach erhdhte LDy, (Wadsworth und Goldfine
1999). Es gibt Hinweise darauf, dass beide Phospholipasen verantwortlich fur die Ceramid- und E-
Selektin-Bildung, NF-kB Aktivierung und das ,rolling" bzw. die Adhdsion polymorphkemiger Leukozyten

an humanen Epithelzellen (in vifro) verantwortlich sind (Schwarzer et al. 1998). Makroskopisch werden

pIcA -Mutanten durch die verminderte Hdmolyse auf Blut-Agar-Platten (Kathariou et al. 1990) und die

verlangsamte Ausbreitung auf Fibroblastenmonolayern (Sun et al. 1990), die zu kleinen Plaques fuh-

ren, charakterisiert.

2.5.1.3. ActA

10

Nach der Flucht aus dem Phagosom in das Zytoplasma, vermehren sich die Listerien frotz limitierten

Nahrstoffangebots mit einer Generationszeit von ca. eine Stunde (Gaillard et al. 1987). Nach ca. 2,5
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Stunden beginnen sie Wirtszell-Aktin zu einem "Schweif' (“comet tail*) zu polymerisieren. Dadurch sind
sie in der Lage, sich mit bis zu 1,5 mm/sek intra- und inferzelluldr forfizubewegen (Dabiri et al. 1990).
Verantwortlich fur die Rekrutierung des Wirtszellaktins ist als einziger listerieller Faktor das 610 Aminosdu-
ren lange (ca. 90 kDa) Oberfldchenprotein ActA (Kocks et al. 1992; Smith et al. 1995; Cameron et al.
1999), wobei die N-terminale Domdne allein hinreichend hierfir wie auch fUr die Dimerisierung ist
(Mourrain et al. 1997). Infrazelluldere Listerien besitzen - auf Grund von Phosphorylierung - drei ver-
schiedene ActA Varianten, die der Regulierung der ActA-Akfivitat dienen konnten (Brundage et al.
1993).

Infolge der Zeliteilung entsteht an den neuen Polen eine verminderte ActA-Konzentation (Kocks et al.
1993). Diese Polarisierung legt die Bewegungsrichtung fest. An den ,alten® Polen induziert ActA zwi-
schen der Bakterienoberfldche und dem ,Schweif* die Akfinpolymerisation (Smith und Portnoy 1997),
daher ist es nicht im Akfinschweif zu entdecken (Niebuhr et al. 1993). Die stark positiv geladene N-
terminale Domdane ist dabei fur die Aktinbindung zusténdig, wdhren der prolinreiche Bereich mit VASP
interagiert (Gertler et al. 1996). Uber Profiin wird so die Polymerisierungsfunktion des wirtszelleigenen
Arp2/3-Komplexes aktiviert (Skoble et al. 2000). Mit Hilfe des ,Yeast Two-Hybrid"-Systems konnte
LaXp180 als weiteres ActA-bindendes Protein identifiziert werden (Pfeuffer et al. 2000).

ActA ist auch mit verantwortlich fUr die Internalin-unabhdngige Aufnahme von L. monocyfogenes
durch Epithelzellen (Alvarez-Dominguez et al. 1997). Die Entfernung des Heparansulfats von den Epi-
thelzellen mittels Heparitinase Il zeigte dabei, dass die Interakfion von ActA mit Heparansulfat-
Proteoglykan-Rezeptoren, die sowohl auf professionell als auch auf nicht professionell phagozytieren-

den Zellen vorkommen entscheidend ist.

2.5.1.4. Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C (PC-PLC)

AuBer der hochspezifischen Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC), kennt man
noch eine weitere Phospholipase mit breiterem Substratspekirum: die Phosphatidylcholin-spezifische
Phospholipase C (PC-PLC) hydrolisiert auch Phosphatidyl-Ethanolamin, Phosphatidyl-Serin und mit ge-
ringerer Aktivitdt auch Sphingomyelin, nicht aber Phosphatidylinositol. Die alte Bezeichnung "Lecithina-
se" stammt von den beobachteten Trubungshdfen auf Eigeloagar-Platten (FUzi und Pillis 1962). Ihren
heute gebrduchlichen Namen hat sie vom Phosphatidylcholin, einem im listeriellen Lebenszyklus
funktionell wichtigen Substrat (Geoffroy et al. 1991). Nachdem die Zellausstulpungen von den Nach-
barzellen oder von Makrophagen phagozytiert wurden, befinden sich die Bakterien nun von einer
Doppelmembran umgeben in der neuen Wirtszelle. Offensichtlich ist die PC-PLC - zusammen mit
Listeriolysin bzw. PI-PLC - verantwortlich fUr die Lyse dieser Doppelmembran, wodurch die Ausbreitung
in die nGchste Zelle ermodglicht wird. Bei Henle 407-Zellen konnte gezeigt werden, dass auch /lo - De-
letionsmutanten mit Hilfe von PC-PLC und einer Metalloprotease auch in der Lage waren, die primdre
phagosomale Membran zu lysieren (Marquis et al. 1995). Parameter fur die optimale Funkfion der
zinkabhd&ngigen Phospholipase C sind: pH-Werte zwischen pH 6 und 7, 0,5 M NaCl sowie 0,05 mM

NSO, (Goldfine und Knob 1992). Auch kann die Zn-Metalloprotease (mpl) fur die Prozessierung des
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32 kDa Proteins zum 29 kDa Protein verantwortlich sein (Marquis et al. 1997). Dabei spaltet die Metal-
loprotease die Proform, sobald der pH-Wert in der Vakuole unter sieben fallt, wobei keine de novo
Proteinsynthese n&tig ist, sondern der bereits vorhandene Pool an proPC-PLC genutzt wird (Marquis
und Hager 2000). In der murinen Makrophagen-dhnlichen Zellinie P388D, sorgen die beiden
Phospholipasen zusammen mit Lipoteichonsduren fur eine persistente NFkB-Akfivierung indem sie
vermutlich direkt in den Signaltransduktionsweg eingreifen und so standig kBB abbauen (Hauf et al.
1997). Im Mausmodell ist PC-PLC ein wichtiger Virulenzfaktor der listeriellen Meningitis (Schiuter et al.
1998). Im Gegensatz zu Sauger-Zellkulturen zeigen plcB - Mutanten bei infizierten Mdusen verminder-
tes Wachstum in Leber und Milz (Raveneau et al. 1992). Auch die LDg, ist im Vergleich zum Wildtyp

um zwei GroRenordnungen kleiner.

2.5.1.5. Metalloprotease

Kodiert wird die zinkabhdngige Metalloprotease von dem Gen mpl, dem ersten Gen des "Lecithina-
se-Operons" (Vazquez-Boland et al. 1992). Offenbar wird das 60 kDa Praprotein zur fertigen 35 kDa
Metalloprotease gespalten (Mengaud et al. 1991), von der nur geringe Mengen im Uberstand von
L. monocytogenes nachgewiesen werden (Domann et al. 1991).

Seine proteolytische Aktivitdt ist — neben einem mlp-unabhdngigen Weg - wichtig fur die posttransla-
fionale Prozessierung des 32 kDa PC-PLC-Vorl@ufers (Marquis et al. 1997) und des ActA-Proteins
(Sokolovic et al. 1996).

2.5.1.6. Das PrfA-Regulatorprotein

Das erste Gen des Virulenzgenclusters prfA kontrolliert die Transkription der meisten bekannten Viru-
lenzgene (Leimeister-Wachter et al. 1990; Mengaud et al. 1991; Dramsi et al. 1993; Freitag et al.
1993; Sheehan et al. 1995; Engelbrecht et al. 1996). Es kodiert flr ein 237 Aminosduren langes plei-
ofropes Regulatorprotein mit einem Molekulargewicht von 27 kDa, das zur Crp/Fnr Transkriptionsaktiva-
tor-Familie z&hit (Lampidis et al. 1994; Sheehan et al. 1996). Allen Proteinen dieser Familie gemein ist
ein konserviertes "Helix-Turn-Helix"-Motiv im C-Terminus. PrfA besitzt zuséizlich noch eine "leucine zip-
per'-adhnliche Domdne mit putativer DNA-Erkennungsfunktion und ein weiteres "Helix-Turn-Helix"'-Motiv
am N-Terminus (Kolb et al. 1993). Auch fuhrt ein Aminoséureaustausch (Position 145 Gly -> Ser), der
an einer &hnlichen Stelle bei Crp zur Arretierung in einer aktiven Form fihrt, ebenfalls zur Uberexpressi-
on der Virulenzgene (Ripio et al. 1997). Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch PrfA nach Interak-

fion mit einem Cofaktor von einer inaktiven in eine aktive Form Ubergeht (Vega et al. 1998).

Das PrfA-Regulon sorgt dafur, dass die Virulenzgene nur dann gebildet werden, wenn sie auch ge-
braucht werden, d.h. dass die Virulenzgene erst bei dem Ubergang aus dem saprophytischen Habi-
fat in den eukaryontischen Wirt angeschaltet werden (Freitag und Jacobs 1999). Im Vergleich zu plcA
und hly werden mpl, actA und plcB viel spater, im Zytosol induziert (Dietrich et al. 1998). So wird auch
bei 20°C - obwohl bei dieser Temperatur ein deutliches Wachstum zu beobachten ist - keines der Vi-

rulenzgene induziert, wahrend bei 37°C alle PrfA-konfrollierten Gene transkribiert werden (Leimeister-
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Wachter et al. 1992). Auch Glucose und Cellobiose kdnnen unabhdngig von PrfA supprimierend auf
die Transkription von hly und plcA wirken (Klarsfeld et al. 1994; Milenbachs et al. 1997; Huillet et al.
1999). Neben dem unspezifischen Mechanismus Uber Katabolitrepression wurde auch ein spezifi-
sches 2-Komponenten-System Uber Bvr identifiziert (Brehm et al. 1999). Glucose-1-Phosphat dage-
gen, das hauptsachlich in SGugerzellen als primdares Abbauprodukt von Glykogen vorkommt, wird

durch PrfA positiv reguliert und reprimiert nicht die Transkription der Virulenzgene (Ripio et al. 1997).

Vermutlich induziert PrfA seine eigene Synthese Uber die konstitutive Transkription an den durch PrfA
selbstderegulierten Promotoren prfAP1 und prfAP2, wobei Glucose (0,5%) prfAP1 akfiviert, wahrend
priAP2 gehemmt wird (Freitag et al. 1993). Das dabei gebildete zundchst inaktive PrfA kann dann ei-
ne selbstregulierende Schleife (,autoregularory loop®) akfivieren, in der Uber den plcA-Promotor ein

bicistronisches plcA-prfA Transkript gebildet wird (Mengaud et al. 1991).

Die Regulation des Virulenzgenclusters ist jedoch nicht allein von der Konzentration an prfA-Transkript,
sondern auch von der PrfA-,Qualitaf” und vielen weiteren miteinander vernetzten Faktoren abhdngig
(Bohne et al. 1996; Milenbachs et al. 1997; Renzoni et al. 1997; Bubert et al. 1999). Der Einfluss von
AuReren Reizen Uber dritte Regulationssysteme zeigt sich z.B. an der - von ,heat-shock"-Proteinen
vermittelten - gesteigerten LLO-Produktion unter Hitzeschock-Bedingungen (Sokolovic et al. 1990;
1993). Auch Chelex-100 induziert spezifisch LLO, wahrend durch die Behandlung mit Aktivkohle alle
PrfA-abhdngigen Virulenzgene induziert werden (Ripio et al. 1996; Ermolaeva et al. 2000).

AuBerdem hangt zumindest in BHI die Bindung des PrfA-Dimers von der ,Qualitat* der spezifischen 14
bp-Palindromsequenz (olcA/hly: 5°-TIAACANNTGTAN-3 *; ,PrfA-Box") ab (Sheehan et al. 1995; Brehm et

al. 1996; Wiliams et al. 2000).

Tab. 2: PrfA-Boxen verschiedener Promotoren von L. monocytogenes (Brehm et al. 1996).

PROMOTOR PrfA-Box

pIcA TTAACA AA TGTTAA
AIyP1 TTAACg  Ac  gaTadA
hlyP2 TTAACA tt TGTTAA
mpl TTAACA A  IGTaBA
QctA TTAACA AA  TGTTAg
inlC TTAACg ct TGTTAA
InIAP3 aTAACA tA aGTTAA
PrfAP2 aTAACA At TGTTgt

asymmetrische Nukleotide sind kleingeschrieben, komplementare unterstrichen.
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Neben den PrfA-abhdngigen hly-Promotoren P1 und P2, kennt man noch einen weiteren PrfA-
unabhdngigen Promotor P3, mit sigD-homologer Konsensussequenz, der flr eine geringe H&mMolysi-
nexpression verantwortlich ist (Domann et al. 1993). Bei mpl sind zwei weitere Promotoren bekannt, die
zumindest in vifro PrfA-unabhdngig sind. Der eine initiiert eine monocistronische 1,8 kb mRNA bzw.
auch zusammen mit actA und plcB (sowie drei weiteren unbekannten Genen x, y, z), eine 5,4 - 5,7 kb
MRNA. Der andere Promotor der direkt vor dem actA-Gen liegt, fuhrt zu einem 3,6 kb langen bicistroni-
schen Transkript aus acfA und plcB (Bohne et al. 1994).

Dartber hinaus wird die AktivitGt von mindestens funf weiteren Genen, die nicht zum Virulenzgencluster
gehoren, von PrfA reguliert (Sokolovic et al. 1993; Kuhn und Goebel 1995; Engelbrecht et al. 1996). Aus
der Auswertung des EU-geférderten ,Listeria-Genom Sequenzierungsprojektes™ erhofft man sich die |-

dentifizierung weiterer PrfA-abhdngiger Gene.

2.5.2. auBerhalb des Virulenzgenclusters

2.5.2.1. kleine sekretierte Internaline

Das kleine sekretierte inlC (Engelorecht et al. 1996), (auch irpA genannt (Domann et al. 1997)) scheint
nicht am Internalisierungsprozess beteiligt zu sein, da es in phagocytierenden J774-Zellen nur im spa-
ten Infektionsstadium exprimiert wird. Es gehort ebenso wie die kieinen Intemaline i-inlC, i-iniD, i-inlF und
i-inlE aus L. ivanovii zu den MEM-induzierberen PrfA-abhdngigen Genen (Engelbrecht et al. 1998a; En-
gelbrecht et al. 1998b). Im Gegensatz dazu sind alle anderen bisher bekannten Internaline nur partiell
(s.u.) PrfA-abhangig (Lingnau et al. 1995; Bohne et al. 1996; Raffelsbauer et al. 1998).

2.5.2.2. die groBen Internaline

Diese Oberfldchenproteine besitzen, zusatzlich zu dem allen Internalinen gemeinsamen N-terminalen
Signalpeptid und den 15 Leucin-reichen Aminosdure-Wiederholungen (.leucin rich repeats®, LRR), noch
den sog. B-repeat, gefolgt von einem C-terminalen Zellwandanker (Kobe und Deisenhofer 1994). Or-
ganisiert sind sie in Clustemn (inlAB, inIC2DE bzw. inIGHE) oder (wie auch inlC) einzeln (Gaillard et al.
1991; Dramsi et al. 1997; Raffelsbauer et al. 1998).

INIA und InIB kdnnen sowohl PrfA-abhdngig, als auch PrfA-unabhdngig transkribiert werden (Lingnau et
al. 1995; Sheehan et al. 1995; Bohne et al. 1996; Dickneite et al. 1998), so ist lediglich einer der vier in-
IA-Promotoren (inlAP3) PrfA-abhdngig. Die durch Eisen induzierbare Transkription (Conte et al. 1996) er-
folgt entweder bi- oder monocistronisch (vgl. Abb. 2). Wie fur Caco-2 Zellen gezeigt wurde, ist das 80
kDa groRe InlA an der Adhdrenz und Invasion von Epithelzellen beteiligt, indem es an den Wirtszellre-
zeptor E-Cadherin bindet (Gaillard et al. 1991; Mengaud et al. 1996). Wird es in L. innocua exprimiert,

so erlangt auch diese die Fahigkeit zur Invasion.
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Weiterhin ist Internalisation nicht abhdngig von der Stoffwechselaktivitar oder dem Differenzierungsgrad,
vielmehr vom Vermdgen zu proliferieren: wahrend InlA alleine fUr die Invasion bei nicht prolieferieren-
den Zellen verantwortlich ist, vermittelt InlA synergetisch mit InIB die Aufnahme bei proliferativen Zellen
Uber das E-Cadherin (Velge et al. 1997).

Internalin B vermittelt die Adhdrenz an Hepatocyten und Endothelzellen (Dramsi et al. 1995; Braun et al.
1998; Greiffenberg et al. 1998; Parida et al. 1998). Dabei wird mittels der 213 Aminosduren groBen
LRR-Region (Braun et al. 1999) Uber den Rezeptor Met (Shen et al. 2000) die Phosphoinositol 3-Kinase
aktiviert (Ireton et al. 1999). Bereits funf Minuten nach dem ersten Zellkontakt des Bakteriums werden
dadurch InlA/B-abhdngig verschiedene Wirtszellproteine einschlieBlich der pp60°*© Substrate phospho-
ryliert (Van Langendonck et al. 1998). Da die Hemmung des srcFR Signals durch Herbimycin A den Ein-
fritt von L. monocytogenes verhindert scheint die Familie der src verwandten (,SrcFR", src family-

related) Proteine eine entscheidende Rolle im Internalisationsprozess zu spielen.

Uber die anderen groBen Internaline (INIC2, InID, InlE, InIG, InH und InlE) ist erst wenig bekannt. Da die
Deletion des PrfA-unabhdngigen inlGHE-Clusters zu einer reduzierten Erregerzahlen in Leber und Milz

fUhrt, kann eine Funktion fur die Virulenz vermutet werden (Dramsi et al. 1997; Raffelsbauer et al. 1998).

2.5.2.3. tbp

Das 55,3 kDa Protfein Fbp gehdrt vermutlich auf Grund seiner ,PrfA-dhnlichen™ box ebenfalls zu den
PrfA-regulierten Proteinen (Gilot et al. 2000). Es wird an der listeriellen Zelloberfldche exprimiert und bin-

det an das humane dimere Glykoprotein Fibronektin.,

2.5.2.4. das vom igp-Gen kodierte P60

Das Protein P60 stellt einen am Adhdrenz- und Invasionsprozess von L. monocyfogenes beteiligten Fak-
tor dar. P60 ist ein aus 484 Aminosduren bestehendes bifunktionales Protein, das in erster Linie essentiell
fUr den Zellmetabolismus ist und gleichzeitig das Hauptantigen der Listerien darstellt (Pamer 1994). Der
Name stammt vom scheinbaren Molekulargewicht, das bei 60 kDa liegt, wdhrend der tatsachliche
Wert 47,5 kDa betrdgt. Diese Diskrepanz Iasst sich dadurch erkidren, dass selbst unter den denaturie-
renden Bedingungen des SDS-PAGE stark basische Bereiche der Sekunddrstruktur noch gefaltet bleiben
und so das Laufverhalten negativ beeinflussen (Kohler et al. 1991). Experimentell lie sich fur das P60
ein ungewdhnlich hoher isoelektrischer Punkt von pl = 9,3 feststellen (Kuhn und Goebel 1989). Unter Be-
ricksichtigung der Tatsache, dass diese Bestimmung des isoelektrischen Punktes im gerade noch
messbaren Grenzbereich stattfand, kommmt er dem theoretischen Wert von pl = 10,0 sehr nahe. Das
vom iap (invasion associated protein) -Gen kodierte Protein wird hauptsdchlich sezerniert und liegt zu
25% Oberfldchen-assoziiert vor (Ruhland et al. 1993). Die Transkription des 1452 bp langen Gens er-
folgt monocistronisch und unterliegt nicht der Kontrolle von PrfA. Sie wird vielmehr auf posttranskriptio-

naler Ebene reguliert (Kohler et al. 1991).
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P60 wird von allen Listerien produziert, wobei jedoch Unterschiede im Molekulargewicht und der Reakti-

vitat mit dem gegen das L. monocytogenes-P60 gerichteten Anfiserum zu beobachten sind (Bubert et

al. 1992). Betrachtet man die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Aminoséuresequenz aller P60

Proteine, so I&sst sich folgendes Schema ableiten:

L. welshimeri

L. seeligeri
L. ivanovii

L. grayi
Signal N-terminale Region Insertion  “Repeat” C-terminale Region

R | B

27 AS 100 AS 200 AS 54 AS 33-50 AS 120 AS

konserviert variabel var.

L. monocytogenes

L. innocua

L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri

L. grayi
Abb. 3: Schematische Zusammenfassung der homologen und variablen Bereiche der P60 Proteine von Listeria,

Ansammlung von T und N

It. Aminosaure-Sequenzvergleich. Oberhalb sind die Arten, die eine Insertion in ihrem P60 besitzen, auf-
gefuhrt. Die Struktur der Repeatregion der einzelnen Arten ist darunter angedeutet (nach Bubert et al.
1992).

Die N- und C-terminalen Enden stellen stark konservierte Bereiche dar, wahrend der mittlere Teil der

Proteine variabel ist. Dies konnte fur die Entwicklung Spezies- und Gattungs-spezifischer Tests sehr nitz-
lich sein. Obwonhl kurze Bereiche des P60 homolog zu anderen Zellteilungsproteinen sind, scheint die

P60-Produktion ausschlieBlich auf Listerien beschrénkt zu sein.

P60 enthdlt eine bis zu 20-malige Repetition des Aminosdure-Paars Threonin-Asparagin, die durch ein
PSK-Motiv unterorochen ist (Rasmussen et al. 1995). Nur beim L. monocytogenes-P60 ist eine spiegel-
bildliche Symmmetrie an diesem Motiv vorhanden. Dies kénnte der Grund fur Unterschiede, trotz 90%

Sequenzhomologie zum L. innocua-P60 (Bubert et al. 1992) sein.

Der einzige Cysteinrest des P60, im konservierten C-Terminus, der auch bei allen anderen Arten an
dieser Position (396) konserviert ist, gerdt dadurch in Verdacht, ein Bestandteil des akfiven Zentrums zu
sein (Wuenscher et al. 1993). Beim Sequenzvergleich des C-terminalen Bereichs mit dem P54 von En-
terococcus faecium und der Endopeptidase Il von Bacillus sphaericus zeigt sich eine starke Homo-
logie, welche die Vermutung nahe legt, dass es sich hierbei auch bei P60 um die katalytisch aktive
Domdane handelt (Bubert et al. 1992). Dass P60 gegenuber Micrococcus lysodeikticus gattungsuber-

greifende bakteriolytische Aktivitdt zeigt (Wuenscher et al. 1993), unterstutzt diese Hypothese ebenso,
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wie die starke Sequenzhomologie zum CwiIF einer Zellwandhydrolase von Bacillus subtfilis (Ishikawa et
al. 1998). Ein anderer Bereich, der bei Autolysinen anderer Bakterien vermutlich Substratbindungsakti-
vitat besitzt, kommt bei L. monocytogenes und L. innocua ebenfalls zweimal vor. In allen anderen
P60 Proteinen ist diese 54 AS-Sequenz drei Mal vorhanden. Diese Homologien unterstutzen die bis-
lang vorliegenden funktionalen Analysen, dass das P60 aller Listerienarten als Zellteilungsprotein agie-
ren kann. Daher geht man davon aus, dass es sich um eine, in einer spdten Phase der Zellteilung
bendtigte, Mureinamidase, -hydrolase oder -endopeptidase handelt, wenn auch die genaue Spalt-

stelle im Murein noch nicht ermittelt werden konnte (Wuenscher et al. 1993).

Die spontan auftretende Rauh-Mutante (R 1ll), die eine drastisch reduzierte P60-Expression aufweist ist
nur vermindert invasiv und im Tiermodell weitgehend avirulent (Potel und Schulze-Lammers 1985;
Kuhn und Goebel 1989). Charakteristisch fur den Phénotyp ist auch die Ausbildung langer Ketten von
vielen einzelnen Zellen mit Doppelsepten dazwischen. Durch die externe Zugabe von aus Kulturiber-
stdnden angereichertem L. monocytogenes-P60, Iasst sich der Zerfall dieser langen Ketten, bis hin
zum wildtypischen Phénotyp oder bei Uberdosierung gar bis hin zur Lyse, induzieren. Diese Akfivitéit
von P60 kann durch DIT gesteigert bzw. durch lodacetat gehemmt werden (Bubert pers. Mitteilung),
SO dass ein moglichst naturgetreues System zur Untersuchung PrfA-spezifischer Genexpression ge-
schaffen werden konnte (Bubert et al. 1997). Die Verktrzung der Ketten durch Ultraschall fUhrt nicht zur
Wiederherstellung der wildtypischen Adhdrenz. Nur die Zugabe des L. monocytogenes-P60, nicht a-
ber die von P60 anderer Listeria-Arten, kann dies bewerkstelligen (Bubert 1993). Mit Hilfe dieser Rlll-
Mutante konnte gezeigt werden, dass P60 in vivo fur die Invasion der intestinalen Epithelzellen verant-
wortlich ist (Hess et al. 1996).

Eine andere Rauh-Mutante (R IV), die adhdrent, jedoch nicht invasiv fur Maus-Fibroblasten ist, produ-
ziert P60 in wildtypischer Menge mit normaler Kettenzerfallsaktivitt (Kuhn und Goebel 1989). Durch

Zugabe von P60 lassen sich inre Ketten nicht verklrzen, jedoch wird Ihre Invasivitat wiederhergestellit,

Neben den Rauh-Mutanten, deren Ketten aus mehreren Zellen bestehen (MCR genannt), kennt man
auch noch eine andere atypische Gruppe rauher filamentdser Spontanmutanten, deren Ketten —
bestehend aus einzelnen oder Paaren von Bakterien - sich nicht durch Zugabe von P60 verkurzen las-
sen. Sie sind ebenso adhdrent, invasiv und zytotoxisch fur humane Hep-2, Caco-2 sowie Hela Zellen
und produzieren P60 in gleicher oder sogar hdherer Menge als der Wildtyp (Rowan et al. 2000). Die-
ser Phanotyp 1asst sich im Labor mittels Hitzeschock bzw. erhdhten Wachstumstemperaturen induzie-

ren.

Mit Hilfe Fluoreszenz-akfivierter Durchflusszytometrie und Konfokallaser konnte P60 fUr die spezifische

Bindung an Caco-2 Zellen verantwortlich gemacht werden (Park et al. 2000). Des Weiteren ist P60
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nicht nur fur die Funktion von LLO, sondern auch fur die von PI-PLC, das ohne P60 eine um 31,46%

reduzierte Aktivitat aufweist wichtig (Wisniewski und Bielecki 1999).

2.5.2.5. spl/p45
Das P60-ahnliche 45 kDa Protein besitzt 55% Ahnlichkeit (zu 38% identisch) mit P60 (Schubert et al.
2000). Es ist ebenfalls sowohl im Uberstand als auch an der Zelloberfldiche anzutreffen. Benannt wurde

es nach seiner Fahigkeit, Peptidoglykan spalten zu kdnnen (spl: secreted protein wih lytic property).

2.5.2.6. lap/p104

Das zunachst p104 benannte 104 kDa Oberfldchenprotein LAP (,Lisferia Adhesion Protein®) ist Vermittler
der Adhdésion an Caco-2-Zellen (Pandiripally et al. 1999). Nicht bei 25°C, sondern lediglich bei 37°C
bzw. 42°C lieR sich eine zeitabhdngige Zunahme an LAP beobachten, die sich jedoch nicht in einer

gesteigerten Invasivitdt manifestierte (Santiago et al. 1999).

2.5.2.7. Superoxiddismutase, Katalase und LmaA

Beim ,oxidativen burst® im Phagolysosom versucht die Wirtszelle mittels Ansduerung, Defensinen, hydro-
lytischen Enzymen und Sauerstoffmetaboliten (z.B. Hydroxyradikal OH', Superoxidanion O,, Wasserstoff-
peroxid H,O, und Hydroperoxyradikal HOO") die Listerien unschadlich zu machen (Kaufmann 1993). Die
bakteriellen Enzyme Superoxiddismutase (SOD) und Katalase (CAT) neutralisieren synergistisch die Effek-
fivitat dieser Angriffe (Bortolussi et al. 1987; Ohya et al. 1998; Geisen 1999), wobei v.a. fur SOD die pro-
tektive Wirkung in vivo gegen Ozon gezeigt werden konnte (Fisher et al. 2000). Die 202 Aminosduren
lange SOD aus L. monocyfogenes zeigt starke Homologien zu Mangan enthaltenden Superoxiddismu-

tfasen anderer Organismen (Brehm et al. 1992).

Obwohl Katalase-negative L. monocyfogenes im Mausmodell eher von aktivierten Makrophagen ab-
getdtet werden als der Wildtyp (van Dissel et al. 1993), scheint die Katalase nur von untergeordneter
Bedeutung fur die Virulenz zu sein, wie Untersuchungen an Transposonmutanten (Leblond-Francillard et
al. 1989) und das Auftreten virulenter carf-negativer klinischer Isolate (Swartz et al. 1991; Elsner et al.
1996, Bubert et al. 1997) zeigten. Interessanter Weise ist, zumindest bei den in kleinen Kolonien intrazel-
luldr in Pflanzen vorkommenden Pathogenen, eine erhdhte CAT-Aktivitat zu beobachten (Pushkareva et
al. 1996).

Durch Optimierung der Salzkonzentration (Dallmier und Martin 1990) oder die Zugabe von Eisen zum
Medium kann die Akfivitat von SOD und CAT gesteigert werden (Fisher und Martin 1999). Das fUr deren
Synthese bendtigte Eisen wird dabei - kompetitiv mit der Wirtszelle - mittels einer Cu*-ATPase durch die

bakterielle Membran gepumpt (Agranoff und Krishna 1998).

LmaA (Listeria monocytogenes antigen A) ist ein sehr hydrophobes, sekretiertes Zellwandprotein, das in

Mdausen eine Hypersensitivitatsreaktion des verzogerten Typs verursacht (Gohmann et al. 1990). Das
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speziesspezifische ImaA-Gen bildet zusammen mit drei weiteren Genen das ImaDCBA-Operon, wel-
ches die 16.7 (LmaD), 16.4 (LmaC), 14.9 (LmaB), und 21 kDa (LmaA) Proteine kodiert (Schaferkordt und
Chakraborty 1997). Nur bei 20°C wird es vermutlich wie Flagellin Uber ein Typ Il Sekretionssystem sezer-

niert.

2.5.2.8. ClpP
ClpP ist eine Stress-induzierte 21 kDa Serinprotease, die an der Signalkaskade zur Stressantwort und der
Aktivierung von LLO beteiligt ist (Gaillot et al. 2000).

2.5.2.9. GAD
Um die Aufzdhlung der listiellen Virulenzfaktoren abzuschlieBen soll noch das Glutamat Decarboxylase
(GAD) System erwdhnt werden. Es schutzt das Pathogen im Magen vor dem sauren Milieu, indem Glu-
tamat bei der Spaltung zu y-Aminobutyrat mit einem intrazelluldren Proton beladen wird (Cotter et al.
2001). Das GAD-System besteht aus zwei homologen Glutamatdecarboxylasen gadA und gaadB, sowie

einem putativen Glutamat/y-Aminobutyrat Antiporter gadC.
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2.6. Immunologie

Wie vor allem Untersuchungen an SCID (,severe combined immunodeficient”) Mdusen, die weder B-
noch T- Zellen besitzen zeigen, werden vor allem im frihen Stadium der Bekampfung einer listeriellen In-
fektion mit L. monocyfogenes viele unspezifische, angeborene Abwehrmechanismen, die abhdngig
vom Gewebetyp das koordinierte Zusammenwirken vieler verschiedener Faktoren, Zytokine und Zelltypen

voraussetzen aktiviert (Kuhn und Goebel 1998).

So wird unmittelbar nach dem Eindringen in J774-Zellen das Hitzestressprotein HSP70 (,heat-shock prote-
in") induziert (Schwan und Goebel 1994). Die Expression von HSP60 und HSP90 dagegen bleibt von der
Infektion unbeeinflusst. Die Phagozytose des Bakteriums scheint hierbei eine notwendige Voraussetzung
zu sein, da Cytochalasin D die Induktion hemmt (Kuhn 1998). Auch die anschlieBende Lyse des Phago-
soms ist fUr die Induktion der Protein-Tyrosine Phosphatase (PTP) und des HSPQ0 unentbehrlich. Wie an infi-
Zierten Ratten gezeigt werden konnte werden auch yd-T-Zellen in dieser frihen Phase der Infektion rekru-

fiert (Kimura, Tomida et al. 1996).

Bei einem anderen Beispiel, der Infektion der murinen Makrophagen-ahnlichen Zelllinie P388D, mit
L. monocyfogenes und verschiedenen Deletionsmutanten, konnte eine schnelle Induktion von IL-Ta, IL-
18, IL.-6 und TNF-a mRNAs beobachtet werden, wdhrend abgetdtete Listerien nur IL-18 induzieren (Kuhn
und Goebel 1994). Einhergehend mit der induzierten mRNA steigt, mit Ausnahme von IL-Ta, auch der
Gehalt an den entsprechenden Proteinen. Vergleichbare Ergebnisse erhdlt man, bei Einsatz ahdmolyti-
scher Mutanten, ebenso mit aus dem Knochenmark stammenden Makrophagen. Uberdies werden

auch IL-10, IL-12 und der IL-1-Rezeptorantagonist in diesen Zellen induziert.

Das mutmaRliche Primarsignal bei Infektionen von Schleimhautoberfldchen, Interleukin-8, wird in polari-
sierfen humanen Zellen vor allem an der basolateralen Seite (unabhdéngig von TNF-a) induziert (Eckmann
et al. 1993). Parallel kann durch die listeriellen Phospholipasen der DNA-bindende Transkriptionsfaktor NF-
kB induziert werden (Baeuerle 1991; Hauf et al. 1997). In intestinalen Epithelzellen fuhrt auf Grund von NF-
kB gebildetes IL-15 dann zur Proliferation und INF-y Produktion (Hirose et al. 1998). Dass transgene Maus-
hepatocyten, deren NF-kB-Aktfivierung blockiert wurde, hochst empfdanglich fUr listerielle Infektionen wa-
ren, unterstreicht dessen grundlegende Bedeutung, evil. durch die Koordination der angeborenen Im-
munabwehr in der Leber, fur systemische Infektionen (Lavon et al. 2000). Auch seitens infizierter
Makrophagen produzierte - proinflamatorische Schilsselzytokine der angeborenen Immunabwehr - TNF-
o und IL-12 (neben IL-1 o/B), wirken synergistisch auf die INF-y Ausschuttung von naturlichen Killerzellen
(Dunn und North 1991; Tiipp, Wolf et al. 1993; Demuth et al. 1996). INF-y, das schlieBlich auch NK-
unabhdngig von CD8a.* dendritischen Zellen zur Verfugung gestellt werden kann (Ohteki et al. 1999),
bewirkt dann zusammen mit TNF-a die vollstandige Akfivierung (einschlieBlich ,oxidativem burst") der
Makrophagen (Portnoy et al. 1989; de Chastellier und Berche 1994; Dai et al. 1997). Durch die von TNF-

o und INF-y induzierte CR3-Expression wird auch die komplementvermittelte Phagozytose Uber C3-CR3
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Interaktion verstarkt (Drevets et al. 1996). AuBerdem bewirkt INF-y die Verstarkung der Antigenprdsentation
durch Induktion von MHC |, TAP, MECL-1, PA28, LMP2 und LMP7 (Pamer und Cresswell 1998; Fruh und Y-
ang 1999). Das erst kurzlich entdeckte Zytokin Eta-1 (Osteopontin) scheint dabei eine regulierende Funk-
fion auf die Produktion von IL-12, IL-10 und INF-y auszuuben (Ashkar et al. 2000).

Wahrend die Menge der Zytokine zunimmt, versuchen die Bakterien dem durch die Verminderung der
entsprechenden Rezeptoren TNF-Rezeptor | und INF-y Rezeptor entgegenzuwirken (Demuth et al. 1996).
Zudem wird durch Inhibition von MHC | und MHC Il mRNAs versucht, die Immunantwort negativ zu beein-
flussen (Schuller et al. 1998). Des Weiteren verkurzt MPA (monocytosis producing activity) aus virulenten
Stdmmen bei Listeria-resistenten Mdusen uber einen labilen endogenen 38 kDa Faktor (EM) die Genera-
tionszeit der Monocytenvorldufer und die Halbwertszeit der Monocyten. MPA besteht aus anionischem
Material ohne Aminosduren oder Kohlenhydrate, ist mit der Plasmamemibran assoziiert und besitzt ein
MG von 1 kDa (Shum und Galsworthy 1982; Galsworthy 1990).

Weitere angeboren unspezifische Abwehrmechanismen waren: die komplementvermittelte Phagozytose
uber C1qg (Alvarez-Dominguez et al. 1993), TNF o und B (Rothe et al. 1993), y/8-T-Zellen (Hiromatsu et al.
1992), deren Rolle z.Zt. kontrovers diskutiert wird (Egan und Carding 2000; Bregenholt et al. 2001; lkebe
et al. 2001), sowie die Neutrophilen die - neben den Makrophagen - eine bedeutende Rolle bei der Eli-
minierung von Listerien spielen, da diese ebenfalls zu deren Phagozytose befahigt sind (Conlan 1999).
Die polymorphkernigen Neutrophilen sind mit 50-70% (Makrophagen < 7%) die im Blut am starksten rep-
résentierten weilen Zellen, wahrend die Makrophagen in groBeren Mengen in den Geweben anzutref-
fen sind (Davey 1989).

Da es sich bei L. monocytogenes um ein intrazelluldres Bakterium handelt, nimmt man an, dass die
humorale Immunantwort nur von untergeordneter Bedeutung ist (Bhunia 1997). Obwohl Antikdrper gebil-
det werden, geht man davon aus, dass diese streng T-Zell-vermittelt erfolgt (Berche et al. 1987; Kauf-
mann 1993). Daher werden in Folge einer L. monocytogenes-Infektion vor allem Bruchstlcke von P60,
aber auch von hly- und mpl-Proteinen zusammen mit MHC | Molekllen (major histocompatibility
complex class 1) von Makrophagen bzw. dendritischen Zellen présentiert, so dass cytotoxische T-Zellen
(CD8") mit passenden Rezeptoren daran binden und die Bek&mpfung der im Inneren der Wirtszelle loka-
lisierten Pathogene einleiten (Pamer et al. 1991; Harty und Pamer 1995; Busch et al. 1997). Sekretierte
Antigene haben gegenuber zytoplasmatischen Antigenen den Vorteil, dass sie bereits fur die Prasentati-
on zur Verfugung stehen, wdhrend das Bakferium noch intakt ist (Hess et al. 1996). Im Mausmodell kon-
nen nur sezemierte Peptide die endogen prozessiert werden, CD8*-T-Zell vermittelte Immunitat induzie-
ren (Shen et al. 1998). Die Degradation im Proteosom ist dabei eine Voraussetzung, damit sezemierte
Proteine Uber den klassischen MHC | Weg prozessiert und prasentiert werden (Sijts et al. 1996). Wie Expe-
rimente mit LLO-negativen Mutanten, die sich nicht aus dem Phagosom befreien kdnnen, zeigten, ist
dabei jedoch nicht einmal notwendig, dass sich das Bakterium im Zytosol aufhdlt (Zwickey und Poftter

1999). Antigene werden TAP (,fransporter associated with antigen presentation®) abhdngig oder unab-
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hdngig aus dem Zytosol in das ER transportiert; dort bindet das Dodekamer an MHC | MolekUle, um uber
den Golgi-Apparat und das Trans-Golgi Netzwerk an die ZelloberflGche transportiert zu werden
(Townsend und Trowsdale 1993; Rock et al. 1994; Darji et al. 1997; Rolph und Kaufmann 2000). Die Ef-
fekfivitat der Antigenprozessierung und somit die Starke der T-Zellantwort ist dabei von vielen Faktoren
abhdngig, wie der relatfiven Dichte eines Proteins an der Zelloberfldche (Bouwer und Hinrichs 1996) und
der relatfiven Haufigkeit eines Epitops (im Verhdltnis zur Zahl weiterer Peptidibruchsticke) (Vih et al. 1998),
der AS-Sequenz am N-Terminus, da P60 im Zytosol nach der N-Regel abgebaut wird (Siits et al. 1997)
und schlieBlich der Dissoziationskinetik (nebben der Bindungskinetik) von MHC | Molekilen mit P60 Pepti-
den im ER (Sijts und Pamer 1997). Andererseits kommt es bei der Reifung der T-Zellen nicht zu einer
Kompetition. Die gegen unterschiedliche Epitope gleichen Ursprungs spezifischen T-Zellpopulationen

entwickeln sich parallel (Vijh et al. 1999).

Durch die Prasentation mit MHC | werden CD8*-T-Zellen induziert, wogegen Uber MHC |I CD4*-T-Helfer-
Zellen TH1 oder TH2 induziert werden (Kaufrann 1993). Wahrend TH1-Zellen durch die Ausschuttung von
IL-2 und INF-y Makrophagen aktivieren (zelluldre Immunantwort), 16sen TH2-Zellen mittels IL-4 und IL-5 die
Reifung der B-Zellen aus (humorale Immunantwort). Je nach Zytokinmilieu z.Zt. der Antigen-Prasentation
induziert das mit MHC Il exponierte Antigen eine TH1- oder TH2-Antwort. Dabei Ubt IL-12 auf THT und IL-4
auf TH2 einen positiven Einfluss aus. Inwieweit die lange Lebensdauer der Geddchtnis T-Lymphozyten ei-
ne fur diese typische Eigenschaft darstellt oder durch die wiederholte Stimulation seitens kreuzreaktiver
Anfigene erfolgt, ist ungewiss (Ahmed und Gray 1996; Zinkemagel et al. 1996; Sprent 1997). Fur LLO
konnte gezeigt werden, dass es ein potentes Anfigen sowohl fur CD8*-T-Zellen, als auch fur CD4*-TH-

Zellen darstellt (Pamer et al. 1991; Safley et al. 1991; Pamer 1994).

Allerdings ist fur eine vollstandige T-Zell vermittelte Langzeitimmunitdt die Replikation der Bakterien im Zy-
fosol unerl@sslich (Brunt et al. 1990; Pamer 1993), was sich auch nicht durch einen hohen Gehalt an Bak-
terien kompensieren 1asst (Berche et al. 1987). Vor allem MHC Ib (nebben MHC ) restringierte CTL (eyto-
toxic lymphocytes) sollen dabei essentiell sein (Seaman et al. 2000). Durch die Ubertragung LLO- und
P60-sperzifischer CD8*-T-Zellkione konnte die protektive Wirkung gegen L. monocytogenes in vivo transfe-
riert werden (Harty et al. 1992; Harty und Pamer 1995). Die so erworbene Immunitdt ist nicht zu verwech-
seln mit der unspezifischen Resistenz, die durch einen Immunmodulator, wie z.B. abgetdtete Zellen von
Bordetella pertussis, ausgeldst wird (Hof et al. 1978). Diese kann wie die Hypersensitivitat des verzégerten
Typs (.delayed-type hypersensitivity reaction”) nur durch Lyt123*-T-Zellen auf andere Mduse Ubertragen
werden (Mackaness 1969; Blanden und Langman 1972; Lane und Unanue 1972; Youdim et al. 1973;

Kaufmann et al. 1979).

Bzgl. der Prozessierung nicht sekretierter listerieller Antigene werden mehrere INF-y abhdngige bzw. un-
abhdngige Szenarien diskutiert. Neben der Mdglichkeit, dass endogene Peptide im Phagosom abgetd-
teter Listerien mittels LLO (das auch noch nach deren Tod akfiv ist) in das Zytosol gelangen (vgl. hierzu
auch Higgins et al. 1999), wadre auch das Abtdten ins Zytosol entkommener Bakterien durch Ubiquicidin

denkbar (Hiemstra et al. 1999). Ein INF-y unabhdngiger Weg wdre eine von dendritischen Zellen vermit-
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telte CD87-T-Zell Antwort, bei der entweder die Neutrophilen Antigene endogener Pathogene apoptoti-
scher Zellen prdsentieren (Albert et al. 1998), oder die dentritischen Zellen diese selost, durch die Pho-
gocytose von Listerien, die nach der Listerien-induzierten Apoptose von Hepatocyten fUr diese zugdng-
lich wurden, erwerben (Tvinnereim und Harty 2000).

Wahrscheinlich wird die schutzvermittelnde Wirkung der MHC Klasse | restringierten T-Zellen noch durch
Kreuzprasentation MHC |l restringierte T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) verstarkt (Bennett et al. 1997). MHC-Klasse
[l-prasentierte Peptide werden zwar hauptsdchlich nach der Endozytose durch saure Proteolyse im Endo-
som generiert (Germain 1994). Doch trotz der frihzeitigen Flucht aus dem Phagosom und den oben er-
wdhnten Schutzmechanismen gegen den oxidatfiven Burst, als auch der intrazelluldren Lebensweise, ist
in vielerlei Hinsicht Kontakt mit extrazelluldren listeriellen Peptiden denkbar. So z.B. in Folge der Sekretion

bakterieller Proteine, sowie der Lyse vieler Keime, vor der Invasion und nach Phagozytose.

Als das starkste bekannte B-Zell- und T-Zell-

o e $
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ENCHC OSSN Antigen, induziert P60 - auch bei gesun-
& 0°°@O°o F LI S fg & o : -
L EITEET T2, den Personen - einen hohen Titer an a-
kDa P60 Antikérpemn (Gentschev et al. 1992;
Pamer 1994; Harty und Pamer 1995;
- @ = - Kolb-Maurer et al. 2001). Diese Beobach-
¥V -- = eo ) ) )
-G tung, sowie die Feststellung, dass die P60-
-e =

Proteine der verschiedenen Listeria-
Spezies Kreuzreaktive Bereiche besitzen
(Abb. 4), legt die Vermutung nahe, dass

ein haufiger Kontakt mit apathogenen

Spezies (insbesondere L. innocuQq) vor ei-

Abb. 4: Kreuzreaktive Bereiche verschiedener Listeria- Ner Infektion mit L. monocytogenes schit-
Spezies. Western-Blot: Antiserum (1:500) a- zen kdnnte.
L. monocytogenes Sv1/2a-P60.

Attenuierte Listerien (AactA), die im Wirtszellzytosol aktiv replizieren kdnnen sind attraktive Vektoren fur spe-
zifische immunogene Epitope anderer pathogener Mikroorganismen, da sie einen Langzeitschutz indu-
zieren kdnnen (Goossens et al. 1995; Dietrich et al. 1998). Ein Vorteil gegenuber Gram-negativen Carrier-
Bakterien ist das Fehlen von LPS und die Moglichkeit zur Prasentation sekretierter Peptide in Kombination
mit LLO (Hess et al. 1996; Hess et al. 2000). Auch eine bereits bestehende Immunitdt gegenuber
L. monocyfogenes bzw. anderen Epitopen des einzusetzenden Antigens wirkt sich nicht storend aus
(Bouwer et al. 1999; Viih et al. 1999). Diese Vorteile sprechen fur die Vakzination mit Hilfe von listeriellen
Lebendimpfstoffen gegenuber alternativen Methoden wie dem Einsatz herkdbmmlicher Vakzine oder von

Genpistolen (Fensterle et al. 1999).
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2.7. Detektion

Den ersten Schritt beim Nachweis von Listerien stellt deren Anreicherung in geeigneten Nahrmedien dar. Die hierfur
gebrauchlichsten Medien wurden von Farber und Peterkin zusammengefasst (Farber und Peterkin 1991). Mit Hilfe
von Despierres Agar (Golden et al. 1988) oder PSU-Medium (Suh und Knabel 2001) lassen sich hitzegeschwdchte
Listerien, deren Wachstum sonst (z.B. in modifizietem Oxford Agar) gehemmt werden wlrde (Kang und Fung
1999), besser rekonstituieren. Wahrend in Europa bevorzugt PALCAM-Agar (van Netten et al. 1989) eingesetzt wird,
verwendet man in Nordamerika hauptsachlich LPM und Oxford Medien.
In  gewdhnlich sterlen klinischen Isolaten aus Blut, Fruchtwasser und Gehimnflussigkeit  liegt
L. monocyfogenes angereichert vor (Swaminathan et al. 1988), so dass bereits durch Ausplattieren fest-
gestellt werden kann, ob Listerien enthalten sind. Bei Isolaten aus Umwelt oder Nahrungsmitteln steht
man vor dem Problem der Kontamination mit anderen Keimen. Zur selektiven Anreicherung machte
man sich daher friher inre Fahigkeit, selbst bei noch relativ niedrigen Temperaturen wachsen zu konnen,
zu Nutze (Gray et al. 1948). Wegen des hohen Zeitaufwands von 3-4 Wochen (Hayes et al. 1986) und
der Gefahr, dass andere Bakterien die Listerien Uberwachsen kdnnten, ging man dazu Uber, nach ande-
ren Mifteln zu suchen. Durch den Einsatz selekfiver Agentien wird versucht, das Wachstum anderer Spe-
zies zu hemmen und gleichzeitig das von L. monocytogenes spezifisch zu fordern (Klinger 1988; Schu-
chat et al. 1991). LMBA (.Listeria monocytogenes blood agar®) z.B. baut auf frypsinisiertem Sojomedium
auf, dem 5% Schafblut, sowie als selekfive Agentien Lithiumchlorid (10 g/l), Polymyxin B Sulfat (10 mg/l)
und Ceftazidime (20 mg/l) zugegeben wurden (Johansson 1998). Es soll eine deutlich hdhere Sensitivitat
far L. monocytogenes als die Ublicherweise verwendeten PALCAM und Oxford Medien vorweisen. Neue-
ren Studien zu Folge soll auch ALOA-Medium zur Anreicherung von L. monocytogenes besser geeignet

sein, als die allgemein gebrduchlichen Selektionsmedien (Viaemynck et al. 2000).

Jedoch bergen auch selektive Ausplattierungsmethoden die Gefahr falsch negativer Ergebnisse, wenn
gleichzeitig hohe Zahlen an L. innocua vorhanden sind, da beim Auszdhlen die grolen L. innocua Kolo-
nien einzelne kleine L. monocytogenes Kolonien Uberdecken k&nnen (Beumer et al. 1997; Scoftter et al.
2001).

Im Anschluss an die Anreicherung ist daher zumeist die genauere Charakterisierung anhand biochemi-
scher Unterscheidungsmerkmale erforderlich (vgl. 2.2.). Da die biochemischen Eigenschaften einzelner
Isolate stark voneinander Abweichen konnen (z.B. unterschiedliche Hamolysefdhigkeit bzw. Identifizierung
pathogener Katalase-negativer Stdmme (Bubert et al. 1997)), werden altemnativ auch neue Techniken
eingesetzt, die kurzere Detektionszeiten und zuverldssigere Resultate versprechen. Dabei muss neben
der Forderung nach héchstmaoglicher Sperzifitdt und Sensibilitét auch auf die unkomplizierte Durchfuhr-
barkeit des Tests Wert gelegt werden. Daher scheiden Zellkulturassays (Bhunia et al. 1994; Caron et al.
1994), als einfache Schnellinachweissysteme aus, da sie ein gut ausgerustetes Labor voraussetzen. Das
gilt auch fur Verfahren, die auf Durchflusszytometrie (Donnelly et al. 1988), Infrarotspekiroskopie (Holt et
al.  1995), radioakfiver Markierung (Wang et al. 1991), Analysen von Restriktionsfragment-

Langenpolymorphismen (Harvey und Gilmour 1994; Comi et al. 1997) oder Pulsgelelekirophorese
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(Harvey und Gilmour 2001) aufbauen. Durchsetzen konnte sich dagegen (A. Bubert personliche Mittei-
lungen) die kommerziell erhdltlichen Gattungs- (.Pathalert Listeria®) bzw. Speziesspezifischen (,Pathalert
L. monocyfogenes™) ELISA-Kits der Merck KGoA, Darmstadt, die von unserem Institut mit entwickelt wur-
den (Bubert et al. 1994). Im Gegensatz zu anderen immunologischen Systemen (Mattingly et al. 1988;
Siragusa und Johnson 1990) zeigen sie keine Kreuzreaktivitdt mit anderen Spezies und erlaubben auch die

Differenzierung gegenuber L. innocua (mit ,Pathalert L. monocytogenes®).

Neben immunologischen Methoden verspricht der Einsatz DNA-basierter Sonden, die mit Hilfe der PCR
zu einer vielfachen Amplifikation des Gens fuhren, eine Verbesserung der Detektion. Das iap-Gen hat
dabei gegenuber hly (Mengaud et al. 1988) oder ImaA den Vorteil, als essentielles listerielles ,House-
keeping-Gen" mit seinen konservierten Bereichen in allen Listerien vorhanden zu sein und Dank der spe-
ziessperzifischen variablen Genbereiche - selbst in einer einzigen Multiplex-PCR-Reaktion - adlle einzelnen
Arten diskriminieren zu kdnnen (Bubert et al. 1992). Sogar die Unterscheidung zwischen einzelnen Seroty-

pen ist mit iap-Primern moglich (Saito et al. 1998).

EEETI e

Hybridisierungsbereich der Primer an die entsprechenden listeriellen iap -Gene Identifizierung mit PCR von:

URILIS Arrrrrrrrsssss e Lis1B alle Listeria - Spezies
G2 -+ v e ere e et Lis1B t ivanoyii, L‘, seeligeri,
. welshimeri
[E o Lis1B L. innocua
MORNOA: « v Lis1B L. monocytogenes
MONOA: -+ MonoB L. monocytogenes
Mugra -+ Lis1B L. grayi, L. murrayi

Abb.

5: Primerkombinationen firr gattungs- und speziesspezifischen PCR-Nachweis von Listerien

Der PCR-Nachweis Iasst sich noch durch die Probenaufarbeitung mit Hilfe von Dynabeads (Uyttendaele
et al. 2000) oder die enzymatisch verstarkte Detektion in gecoateten Mikrotiterplatten nach spezifischer

Hybridisierung des Digoxigenin-markierten PCR Produktes (Cocolin et al. 1997) optimieren.
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2.8. Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit soll zum einen durch die Identifikation moglicher Targets und die Verbesserung von Verfah-
rensabldufen bzw. Methoden die immunologische bzw. molekularbiologische Detektion von
L. monocyfogenes optimieren helfen. Ein zweiter Aspekt dieser Arbeit versucht die Frage zu kldren, ob
L. innocua als nicht pathogenes Umweltbakterium einen Beitrag zur Induktion lbzw. den Erhalt der Immu-
nitGt gg. L. monocyfogenes leistet. SchlieRlich solle die in vifro-Transkription der Promotoren des Virulenz-
genclusters in Hinblick auf inre Abhdngigkeit von der PrfA-Konzentration, der Frakfion und den Anzucht-

bedingungen im Zuge der RNAP-Aufbereitung untersucht werden.
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3.

3.1. Bakterienstdmme

Material

Nr.: Spezies : Stamm : Serotyp :
1. L. monocytogenes EGD NCIC 7973 1/2a
2. L. monocytfogenes SLCC 2755 1/2b
3. L. monocyfogenes NCTC 5348 1/2 ¢
4, L. monocytfogenes NCTC 5105 3a
8 L. monocytogenes SLCC 5543 3b
6. L. monocytogenes SLCC 2479 3cC
7. L. monocyfogenes L 99 4a
8. L. monocytogenes SLCC 4561 4 ab
9. L. monocytogenes SLCC 4013 4b
10. L. monocytogenes ATCC 19116 4c
11, L. monocyfogenes ATCC 19117 4d
12, L. monocytogenes ATCC 19118 de
13. L. monocytogenes SLCC 2482 7
14. L. ivanovii
15, L. seeligeri
16. L. welshimeri
17. L. innocua NCTC 11288 6a
18. L. grayi ssp. murrayi
19. L. grayi
22. Escherichia coli
23! L. innocua 6b
24. L. monocytogenes EGD +P60 Uberproduzent 5 ug/mlEM + CM | Nr.: 178 MG
25, L. monocytogenes AprfA A42 B. Middendorf
31. L. monocytogenes (EGD) AactA (in frame) AB: 215
30. E. coli JM 109 (fur komp. Zellen) MG
32. DH10b E. coli (fir komp. Zellen) MgSO,
Legende:

NCTC : National Collection of Type Culture, London, UK
ATCC : American Type Culture Collection (Rockville, Md.)
SLCC : "Special Listeria Culture Collection" des Instituts fur Hygiene und Mikrobiologie in Wirzburg
L 99 : nach T. Chakraborty (Gielken)

EM: Erythromycin, CM = Chloramphenikol
Alle verwendeten Listerienst@mme wurden der institutseigenen Stammsammlung entnommen.

3.2. Versuchstiere

3.2.1. Legehuhner

Acht legereife Junghuhner (21 Wochen alt) der Rasse Rhodeldnder-Hybride (rot), Arokanerhahn x Blau-

sperberhenne (grin) bzw. Lohmann selected Leghorn (LsL; weiB) aus der Landes-Kleintierzuchtanlage

Ochsenfurt, Deutschland.

3.2.2. MGuse
Sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/cOlaHsd (H-2%), C57BL/6J (H-2°) bzw. C3H/HeNHsd (H-24)

Mduse wurden von Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland bezogen und nach Standardbedingun-

gen behandelt. Lediglich fur Infektionsversuche wurden die Mduse in einer Laminar-Flow-Box keimfrei

gehalten.

Material
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3.3. Peptide fur die Immunisierung
Die zur Immunisierung verwendeten Peptide aus L. innocua wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
D. Palm (Physiologische Chemie |, TBI fur Biowissenschaften, Wirzburg), in Anlehnung an das Protokoll von

TentaGel® MAP, mit einem Lysin-"Baum" synthetisiert. Allerdings wurde auf die POE-beads verzichtet:

Nr.: | Sequenz: N -> C-Terminus | Name |AS | Anmerkung
1. ' TEQQTTTKAPTQ INOA |12 |, Lysinzweig*
2. |GQKPAIKQPTKT INOB |12 |, Lysinzweig"
3. |TSTPVVKQEVKK INOC |12 |, Lysinzweig"
4. |PAIKQPTKTVAPK INOD |13 |, Lysinzweig*
5. |TNNNTNASTPSKN INOE |13 |, Lysinzweig"

Abb. 6: Schematische Darstellung der Lysinverastelung (Lys) eines gekoppelten Peptides

3.4. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide stammten von der Firma MWG BIOTECH GmbH. Alle Sequenzen sind in
5’-> 3’-Richtung dargestellt. Abweichungen von der Originalsequenz sind durch Fettdruck hervorgeho-
ben, und die eingefUhrten Schnittstellen sind unterstrichen. Bezugssequenzen (falls nicht anders ange-
geben). prfA: (Leimeister-Wachter et al. 1990); hly: (Mengaud et al. 1989); inlA: (Gaillard et al. 1991); ac-
fA: (Vazquez-Boland et al. 1992); igp: (Kohler et al. 1990).

3.4.1. Oligonukleotide zu Reverse Dot-Blot und PCR-Primer

Nr: | Art.-Nr.: | Name: Position: | Orient.1| b 2 |Basensequenz (5° — 37):

M 850 Siwi 2 212-237 20 |TAA CTG AGG TAG CGA GCG AA
M 851 | Mugra 1 |1066-1086 21 |CCA GCA GIT TCT AAA CCT GCT
M 852 | Mono A | 736-756 21 |CAA ACT GCT AAC ACA GCT ACT
M 853 = MonoB |1086-1106 21 |GCA CTT GAATIG CTG TTA TIG

M 854 Lis 1B 1434-1454 21 [TTATAC GCG ACC GAA GCC AAC
B | M 857 Biolis1B | 1434-1454 21 |w. o. -biotinyliert

M 855 | Unilis A 28-47 20 (GCTACA GCT GGG ATT GCG GT
M 856 Ino 2 433-457 22 |ACTAGC ACT CCA GITGITAAAC

! Orient.: = Orientierung: C: (Complement) komplementar zu; I: Identisch mit kodierender Sequenz
2 b: Anzahl der Basen

CURARRWN—O
- T o000 T T
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3.4.2. Oligonukleotide zur Herstellung von DNA-Sonden fur Footprint

hly-Promotor (109 bp).

BM1 127*TCCTAICTAGAAGTGACTTTTATGTT '
BM2 1 GCTTCTCTAGATGAAACGCAATATTA'®70

Xbal-Schnittstelle
Xbal-Schnittstelle

actA-Promotor (97 bp):

CDI1 2GATGCTICTAGAAAAGTIGCTGAAGC?
B-actA  entspricht CD1 mit biotinylieter 5°-Ende
CD2 2TATICTAGAATTATTITAAGAATATCAS®

Xbal-Schnittstelle
Xbal-Schnittstelle
Xbal-Schnittstelle

3.4.3. Oligonukleotide zur Herstellung der Plasmide fur in vitro-Transkriptionsassays

acrtA
5'- GAAGAGAATTCAAAAAAGTTIGCTGA-3'
5-CTCCCTCCTCTAGATACGGTAA-3!

iap
5-ACAGAATICTTACAAATAGTIGGT-3'
5-ATCCCAGCTCTAGACGCGATA-3!'

3.4.4. Radioaktive Markierung der DNA-Sonden

1 x STE Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM
Markierungsansatz: 10 x One-Phor-All-Buffer (Pharmacia) | 2 ul
2 mM dNTPs (bis auf radioaktives) je1ul
[a-*2P]dATP / [a-*?P]dCTP (10 uCi) jelul
Klenow-Enzym (1 U/ul) 2 ul
H2Odes1 ad 20 /Jl
Bindungsansaiz; H,0est ad 15 ul
(in Pipettier- 5 x Bindungspuffer 3 ul
Reihenfolge) MgSO, 5mM
BSA (15 ng/ul) 1 ul
Poly (dI-dC) (1ug/ul) 1 ul
gereinigtes Protein 10-500 ng
[32P]-markierte DNA-Sonde 140000 cpm
ev. Proteinextrakte 2-15 ul

3.4.5. Radionukleotide

Alle radioaktiv markierten (P32-a.-) Ribonukleotide wurden bei ICN (oder Amersham) bestellt,

INTP Bestellnummer ICN:;
2P o-ATP ICN (600 Ci) 32014H.2
2P o-CTP ICN (600 Ci) 32015H.2
2P o-GTP ICN (600 Ci) 32010H.2
2P o-UTP ICN (600 Ci) 39313X.2

3.5. verwendete Kits

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(PERKIN ELMER)

Quantum Plasmid-Miniprep Kit (BioRad)

QIA quick PCR Purification Kit (QIAGEN)
NucTrap™-Sdule (Stratagen)

3. Material

GeneClean Kits (Bio 101 Inc.)

Jetprep Miniprep Kit (Genomed)
Nucleobond AX100-Kit (Macherey-Nagel
Qidfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen)
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3.6. Puffer und L6sungen:

3.6.1. Standardpuffer

Anodenpuffer | 25 mM Tris-HCI, pH 10,4 3.05 g/l oder 250 ml 100 mM Tris ad 11
20% (v/v) Methanol
Anodenpuffer Il | 300 mM Tris-HCI, pH 10,4 36,3 g/l
20% (v/v) Methanol
Bindungspuffer |1 m Tris pH 8,0 50 mM 0,5 ml
(Tris-Cl- 1 M MgCl, 50 mM 0.5ml
Bindungspuffer): | ! M CaCl, 25 mM 0,25 ml
(@d 10 mI H,O 0.5MDTT 1 mM 2 ul
1,248 ml) 1 MKCI 250 mM 2,5ml
Glyzerin 50% 5ml
Blaupuffer (Farb- | Glyzerin 10 mM 73 ml
puffer) fir Bands- | Bromphenolblau 0.01% 0,1 mg
hift (1 ml) HEPES 10mMm 10 ul
Hybridisierungs- | Blockierungsreagens 2% in 2xSSC
puffer + N-Laurylsarcosin 0,5%

+ Heringssperma DNA fr. denat. 20 Minuten bei 100°C 10 mg/mil
5 Minuten bei 90°C gekocht- noch hei hinzupipettieren

Kalium- pH Vol. T M K,HPO, (in ml) Vol. T M KH,PO, (in ml)
Phosphatpuffer 5,8 8.5 91,5
1 | Préparation 6.0 13,2 86,8
von 0,1 M Kali- 2'2 12‘775 ggg
um-Phosphat- élé 38'1 6] '9
puffer bei 25° 6.8 497 50.3
7.0 61,5 38,5
7.2 71,7 28,3
7.4 80,2 19.8
7,6 86,6 13.4
7.8 90.8 9,2
8.0 94,0 6,0
Kaliumcacody- | Kaliumcacodylat 200 mM
lat Puffer Tris-HCI 25mM PH = 6,6 bei 25°C
BSA Kobaltchlorid 250 mg/ml
arip 1,2 mM-1,56 mM
Kathodenpuf- | 25 mM Tris-HCI, 3,05 g/l oder
fer: 40 mM e-Amino-n-Capronsdure | 250 mi Transferpuffer 2 ad 11
20% (v/v) Methanol PH 9,4
Laemmli- Na,EDTA: 041¢g Puffer
Probenpuffer 5 |NaH,PO,x2H,O: 0,169 Puffer
X SDS: 1.1g Detergens
(AB-DA) 2-Mercaptoethanol: 1,1 ml zum Denaturieren
(1:1 ad 10 ml mit H,O) PH 7,2 einstellen und dann ad 10 ml
Bromphenolblau in Die hohe spetzifische Dichte des Glyzerins hindert die Probe
50% Glyzerin: 0,2% daran, aus den Taschen nach oben hin herauszudiffundieren.
Laemmli- Tris 1 M 100mM | 1Tml (= pH 6.8) als Puffer
Probenpuffer Glyzerin 86% 10% 1,16 ml hohe spezifische Dichte
(MG) 2x SDS 10%-ig 2% 2ml Detergens
2-Mercaptoethanol [ 0,4 mM 0,5 ml zum Denaturieren (5%)
dd H,0O (5),3 ml uv. 0,3 mijverd. 5,3 ml
Bromphenolblau 1% | 0,05% 5,0mg Farbstoff
Laemmli- Tris2 M 400mM | 2ml (= pH 6.8) als Puffer
Probenpuffer Glyzerin 86% 40% 4,64 ml hohe spezifische Dichte
(Mio) 4x SDS Pulver 8% 089 Detergens
- 2-Mercaptoethanol | 1,6 mM 2 ml zum Denaturieren
dd H,0 0,54 mi Farbstoff zum Sichtbarmachen der Pro-
Bromphenolblau 1% | 0,2% 20 mg be und als Indikator der Laufmittelfront.
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Lysepuffer Tris-HCI, pH 8,0 10,0 mM
EDTA 1,0mM
SDS 1%
Proteinase P 500 ug/mi
Natrium- pH Vol. 1 M Na,HPO, (in ml) Vol. 1 M NaH,PO, (in ml)
Phosphatpuffer 5.8 7.9 92,1
1 | Préparation von 6,0 12,0 88,0
0.1 M Natium- 6.2 178 82,2
. 6,4 25,5 74,5
Phosphatpuffer bei 6.6 352 64.8
25°C (1 M) 6,8 46,3 53,7
7.0 57,7 42,3
7,2 68,4 31.6
7.4 77,4 22,6
7,6 84.5 15,5
7.8 89.6 10,4
8.0 93.2 6.8
PBS 10 x NaCl 80¢g 0,02 M Na,HPO, Lsg. A: 2.74 g NoH,PO, x H,O + 8.7 g NaCl
KCl 2g |0,02 M NaH,PO, (ad 100 mi)
Na,HPO,:11,5g |0,15 NaCl Lsg. B: 3.54 g Na,HPO, x 2H,0 + 8.7 g NaCl
KH,PO,: 29 ad 1 I mit HyO0yeq (ad 1 1) Lsg. B mit Lsg. A auf pH 7.6 einstellen.

Phosphat-Citrat

0,1 M NaH,PO, mit Citrat auf pH = 3,0 einstellen

Proteineluations-
puffer

10 x ansetzen

25 mM ,Tris

132 mM, Glycin
max. 0,025% SDS

far 1 1 Stammidsung (10 x)
30,275 9g

1441 g

25 ml (10% -ig)

Puffer A 0,01 M Kaliumphosphatpuffer 7,17 ml K,HPO, + 2,83 ml KH,PO,
0.1 M NaCl pH=72ad1l
$SC 20 x 3 M NaCl 175,39
0,3 M Trinatriumcitrat pH 7,0 88,29
H,0 st ad 1000 ml
SDS-PAGE Laufpuf- [ 10 x ansetzen (fur UN) / | 5 x TURBO (fur schnelleren Lauf) / |
fer: 144 g Glycin 144 g Glycin
30 g Tris 30 g Tris
10 g SDS 5 g SDS
STE 0,1 MNaC1,10 mM Tris - Cl (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0)  (auch TEN genannt)
STET 0,1 MNaCT1, 10 mM Tris - Cl (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0) +5% Triton X-100

Stoppuffer 10 x EDTA: 100 mM
Glyzerin: 30%
Bromphenolblau: 0,05%
Xylencyanol: 0,05%
Strippingpuffer Tris-HCI: 62,5 mM pH = 6,8
2-Mercapto-EtOH: SDS: 100 MM / 2% (= 7 mlfl)
TAE (50 x) Tris 242 gl ad 1| mit Hy0yeq
Essigsdure 51,7 mil
0,5 M EDTA 100 ml pH=8,0
TBE (10 x) Tris 108 g/l | 890mMM | Flr das 1%-ige Gel: 200 mI 0,5 x TBE
Borsaure 55 g/l; 890 mM | mit 2 g Agarose aufkochen
EDTA (Autoklavieren) 7,45 g/l 20mM pH=8,2-8.,4 (nicht nachstellen)
TBS (1 x) Tris 6,1g/l;pH =70 |T-TBS (1 X)
NaCl 8.0gl/ wie TBS + 0,05% Tween® (0,5 ml ad 1
KCl 0.2 g/l l)
TE PH 7.4 PH 7,6
10 mM Tris - Cl (pH 7,4) 10 mM Tris - CI (pH 7,6)
1 mM EDTA (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0)
TNT 10 mM Tris - CI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,05% Tween? |
Transformations- A: LB-Medium B: LB-Medium
medium 10,0 mM MgSO, 10,0 mM MgSO,
0,2% Glucose 36% Glyzerin
12% PEG (MW 7500)
3. Material
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3.6.2. Puffer fur die Gewinnung der Proteinextrakie (RNA-Pol)

TBP,, /Tris-Cl-Bindungspuffer bzw. Dialysepuffer (2 x 3 1) :
Stammlsg. TBPs, 10ml 11 21 31 6| 115x
1 mTris pH 8,0 10 mM 0,1 ml 10 ml 20 ml 30 ml 60 ml 50 ml
1 M MgCl, 10mM 0.1 ml 10 ml 20 mi 30 ml 60 ml 50 ml
1 M CaCl, 5mM 50 ul 5ml 10ml 15 mil 30 ml 25 ml
0,5 M EDTA 1 mM 20 ul 2ml 4ml 6ml 12 ml 10ml
1 M DTT 0.2mM 2l 0,2 ml 0,4 ml 0,6 ml 1.2 ml T ml
1 MKCI 50 mM 0,5 ml 50 ml 100ml [ 160mI | 300 ml | 250 ml
Glyzerin 10% 1ml 100 ml 200 ml | 300ml 600 ml | 500 ml
H,O 8,228 ml 822,8ml | 1,6461 2,471 4,941 114 ml
Wasch- und Eluationspuffer
TWP5og 11 TEP 000 11
1 m Tris pH 8,0 10 mM 10 mil 10 MM 10 ml
1 M MgCl, 10 mM 10 ml 10 mM 10 ml
1 M CaCl, 5mM 5ml 5mM 5ml
0,5 M EDTA 1T mM 2ml 1 mM 2ml
1 M DITT 0,2 mM 0,2ml 0,2mM 0,2ml
2 M KCI 300 mM 150 mil ™M 500 ml
Glyzerin 10% 100 ml 10% 100 ml
H,O 722,8 ml 372,8 ml
Puffer A Firma | 100 mi
1 M HEPES Serva |1 ml pH 7,9 mit NaOH einstellen
1 MKCI Tml
0,5 M EDTA 20 ul pH 8,0
0,5 M EGTA S30 20 ul pH 8,0 (Ethylenglycol-bis-(Aminoethylether) N,N " -Tertraessigsdure)
1 mM DTT Roth 20 pl (Stamm 0,5 M) Dithiotreithol oder -erythrit
0,5 mM PMSF Sigma | 50 ul (Stamm 0O, 1M) Phenyimethysulfonylfluorid genereller Inhibitor von Serinprotea-
jeweils frisch sen (Trypsin, Chymotrypsin, Thrombin) und die Cysteinprotease Papain, instabil in
zugeben: wasseriger Lsg. (t;,=1h) daher bei jedem Schritt frisch zufUgen, gut 16sl. in I-
sopropanol/MeOH + EtOH

3.6.3. Blockpuffer

Verschiedene Blockreagenzien (Heringssperma DNA, ELISA-Blockpuffer A, Event Blockreagens, BSA, Co-

sein aufgereinigte Fraktion, Puffer mit Denhardt Losung und Blockpuffer B mit boehringerschem Block-

reagens)
Blockreagens A Anmerkung Menge:
2xSSC
SDS 0,1%
EDTA 1 mM
5 x Deinhardt ‘s Losung 100 x Deinhardt s Lésung: 2 g Ficoll
Polyvinylpyrrolidon 29
BSA ad 100 ml H,O 29
Heringssperma DNA Sigma |fr. denat. 20 Minuten bei 100°C | 100 mg/ml
5 Minuten bei 90°C gekocht auf Eis stellen
Blockpuffer B Firma Best.-Nr.. Menge:
Blockierungsreagens Boeringer Mannheim 1096176 | 2% in 2xSSC
N-Laurylsarcosin Fluka 61744 |1 0,5%
Heringssperma DNA Sigma |fr. denat. 20 Minuten bei 100°C | 10 mg/ml
5 Minuten bei 90°C gekocht | - noch hei .zupipettieren

32

Material




Blockreagens C Anmerkung: (Urdea et al. 1988) Menge:
4xSSC 1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,01 M Natriumcitrat pH = 7)
SDS 0.1%

BSA ad 100 ml H,O 19
Heringssperma DNA mit polyA funf Minuten im Ultraschalll 1 mg/ml
mit 10 atto-pmol Oligo / eine Stunde bei §5°C im Wasserbad (Parafilm) 20 ul

Hybridisierungspuffer incl. Block

Blockierungsreagens

SSC

Tween? oder SDS

05-1%
5 x
0,1/0,02%

Zu der frisch angesetzten Losung wird Blocking Reagenz zugeben und fur eine Stunde bei ca.
70°C unter stndigem Ruhren erhifzt. (Anm.: Die Flussigkeit wird dabei nicht kiar.)

3.6.4. Lbsungen

3.6.4.1. Lésungen fur das EPITOP-mapping

Losg. B: 0,02% H,O, Losg. (33 ul 30% - ige) in 50 mi 0,1 M Tris-HCI pH 8,5
Unmitteloar vor der Detektion werden Losung A und Lésung B im Verhdltnis 1:1 vermischt und so-
fort auf den Filter geben.

Derivatisierungslésung 5ml 10 ml
0.2 M F-moc-a-Ala oder Fmoc-Ala-OPfp (in DMF) | 311/447 mg | 623/895 mg
bzw. fur I6sliche Peptide 0,2 M Fmoc-Pro-OPfp 503,5 mg 1007 mg
0,24 M DIC 186 372 ul
0,4 M HOBT in NMI 159 ul 318 ul
Lésung fur das Spotten des Grundmusters
0,3 M F-moc-B-Ala 134 mg/ml
bzw. 0,5 M F-moc-Lys (Boc)-OH 234,3 mg/ml |
0,36 M DIC 56 ul } Akfivierungs-
0,45 M HOBT in NMP 61 mg/mil cocktail
Lésungen zum Abspalten Iéslicher Pepti-
de:
HCI in Methanol/Wasser 1:1 0,1%
Phosphat-Citrat Puffer 0,1 M pH = 3,0
Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,0f0r3 h
Luminollésung Firma Best.-Nr..
Losg. A.: 22,5 mg Luminol (3-Aminophthalhydrazid) Fluka 09253
in 0,5 mI DMSO Iésen.
+ 50 ml 0,1 M Tris-HCI pH 8,5
+ 220 ul 90 mM trans-p-Hydroxyzimtsaure in DMSO Fluka 56670

3.6.4.2. Standardidsungen

1. Trenngel in ml (pH= 8,8)

2. Sammelgel in ml (pH = 6,8)

1xdunn | 1x=50ml| 3x=150mlIl 4 x = 200 ml Ixdunn |1 x=20ml|{4x =78 ml
4,12 9,24 27,3 &7 H.0... 7,35 14,7 58,8

11,5 21 62,25 84 30% Acrylomid 1 2 8
9.5 18,95 56 75,8 Tris-HCI 1 M 1,25 2,5 10
0,25 0,5 1,5 2 10% SDS 0,1 0,2 0,8
0,097 0,195 0,575 0,78 APS 10% 0,064 0,128 0,512
0,025 0,05 0,15 0,2 TEMED 0,01 0,02 0,08
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Acrylomidlésung: 40 g Acrylamid mit 0,2 g Bisacrylamid ad 100 mi H,O; APS: Ammoniumperoxodisulfat: 0,1 g/Tml frisch

Bestell-Nr.: | Menge:
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1 x PAGE | Konzentration Anmerkung

Tris 69

Glycin 28,89

SDS 19 ad 11

Farbeldsung Konzentration Anmerkung

Methanol 50%

Essigsure 10%

Coomassie® Briliant Blue R250 0.05%

Fixierldsung Konzentration Anmerkung

Methanol 50%

Essigsure 10%

Entfarbelésung Konzentration Anmerkung

Methanol 5%

Essigsure 7%

3.6.4.2.2. Losungen zum Immunoblotting

Ponceau S-Losung Menge Anmerkung

Ponceau S 059

Eisessig 1 ml

H,Ouest 98,5 ml

Basispuffer Menge Anmerkung

BSA 1%

Tween® 0,05% | in TBS-Puffer

Substratreaktion Menge Anmerkung

TBS 47 mi

Chloronaphthol 3 ml | Fluka 25328

H,O, 40 mi

3.0.4.2.3. PCR

PCR-Mix: | Konz, | Firma:

10 x One-Phor-All Puffer Pharmacia Biotech

Nukleoftide (AATP, dCTP, dGTP, ATTP) 20mM Pharmacia Biotech

RNAguard pro ug RNA 1yl | Pharmacia Biotech

3.6.4.2.4. Agarosegelfdroung

Ethidiumbromidbad Konz. Anmerkung

von der Stocksolution 10 mg/ml

gibt man 20 ul in 100 Ml H,O geqt

3.6.4.2.5. Waschlosung

Waschldsung Konz. Anmerkung

NaOH 04 N

SDS 0,25% erwdarmt auf 50°C

3.6.4.2.6. ABTS-Detektionsiosung

ABTS-Detektionslésung | Anm.: | Fima: |

L&sg. A.: ABTS (2,2 Azino-di-(3-Ethylbenz-thiazolin-sulfonat)) | Sigma A-1888

Losg. B: Citrat + Sigma 241
Di-Natriumperborat Sigma 6586
Natriumperborat Sigma 6560

1.95 mg/ml
19,2 mg/ml
14,2 mg/ml

0.4 mg/ml

in 100 ul HyOueq. 16sen und durch 0,45 um Memlbran filtrieren; (pH-Soll = 4,3). Die Losungen A und B
werden kurz vor Gebrauch im Verhdaltnis 1: 2 gemischt.

Stoppldsung: Natriumazid in HyO yee

| giftig !

Material
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3.7. Chemikalien und Enzyme

3.7.1. Chemikalien fur immunologische Analysen: Filter-Synthese und Antikdrper-Assay

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA, Gibco BRL, Difco, ICN, Amersham,

Aldrich, Oxoid, Sigma, Boeringer Mannheim, Roth, Serva, Aldrich und Fluka bezogen.

Name Gefahren-  |Firma Artikel- MG Verbrauch
hinweis nummer
Bromphenolblau Merck 8122 0,59
BSA rein Serva 11 930 67 kDa 17,5 mg
Dichlormethan, (DCM: CH,Cl,) > |3 Riedel de| 24 233 84,93 11
98%, reinst, DAB, stabilisiert mit Amy- [R 20 Haen
len (~25 mg/l) S24
N,N "-Diisopropylcarbodiimide  (DIC: | £ Fluka 38 370 126,20 <1,5ml
C,HuN,) d=1.33
Dimethylformamid p.a. &/R 20, 21- |Riedel de|33 120 73,10 111=5Flo-
[DMF: HCON(CHj),] 36/S 28-36 |Haen schend 2,51
Essigsdureanhydrid p.a. [(CH,CO),0|® Merk 102,09 60 mi
2%
Ethanol (Primasprit) B 31
Ethanol (CH;CH,OH) B vergaillt 51
1-Hydroxylbenzotriazole 6/ Fluka 54 802 135,13 300 mg
(HOBT: C,HsN,O aq.) aq.
N-Methylimidazole ® Fluka 67 560 82,11/ Tml
(99%)/(NMI : C,H.N,) d=1,033
1-Methyl-2-pyrrolidon (NMP/CsH,NO)  [R 36/38 Fluka 69118 99,13/ 50 ml
S41 & d=1,032
Piperidin (99%) T/ 8 Fluka 80 640 85,15 300 ml
(CsHiN) d=0,86
Triflouressigsaure ®, R20, 35/ |Solvay 50514 85,15/ 100 m
(TFA: CF;COOH) S9,26-28 d=0,862
Triisobutylsilan (99%) pod Aldrich 27 878 -5 d=0,764 3,6 mi

Legende:

: sehr giftig

: giftig

: minderqiftig

. leicht entzundlich
: lichtempfindlich

. Gtzend

' reizend

BOO "B X

Anm.: Piperidin wurde nur 20% -ig und Essigsdureanhydrid
nur 2% -ig eingesetzt.
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3.7.2. Aminosduren:

Cade | Bezeichnung Bestell-Nr.: MG | mg/ml
B-A | Fmoc-RAla-OH 04-12-1044 311,3 |103.8

A | Fmoc-Ala-OPfp 04-12-1500 477,4 159,13
C | Fmoc-Cys-(Tr)-OPfp 04-12-1504 751.8 |250,60
D | Fmoc-Asp-(iBu)-OPfp 04-12-1502 577.5 | 192,50
E | Fmoc-Glu-(1Bu)-OPfp 04-12-1506 591,6 197,20
F | Fmoc-Phe-OPfp 04-12-1514 553,5 | 184,50
G | Fmoc-Gly-OPfp 04-12-1507 463,4 | 154,47
H | Fmoc-His-(Trt)-OPfp 04-12-1526 785,8 |261,93
| Fmoc-lle-OPfp 04-12-1509 519,5 173,17
K | Fmoc-Lys-(Boc)-OPfp 04-12-1511 634.6 |213,33
L Fmoc-Leu-OPfp 04-12-1510 519.5 | 174,67
M | Fmoc-Met-OPfp 04-12-1512 537,6 | 179,20
N | Fmoc-Asn-(Trt)-OPfp 04-12-1538 762,7 | 254,23
P | Fmoc-Pro-OPfp 04-12-1515 503,5 | 167,83
Q | Fmoc-GIn-(Tr)-OPfp 04-12-1539 776,8 | 258,93
R | Fmoc-Arg-(PMC)-OPfp Bachem 828,9 | 276,30
S | Fmoc-Ser-(tBu)-ODhbt NOVA 528,6 | 176,20
T | Fmoc-Thr-(tBu)-ODhbt NOVA 542,6 | 180,87
V | Fmoc-Val-OPfp 04-12-1520 505.5 | 170,00
W | Fmoc-Trp-OPfp 04-12-1518 592,5 197,50
Y | Fmoc-Tyr-(tBu)-OPfp 04-12-1519 625,6 |208,53

Anm.: Serin und Threonin der Firma Bachem sollen eine verbesserte Lagerfahigkeit besitzen und sind auch mit OPfp-

Schutzgruppen erhditlich. Sie I6sen sich jedoch schlechter als das vergleichbare Produkt von Nova Biochem. Arg (PMC)

sollte man taglich neu ansetzen. Die oben angefuhrten Bestellnummern gelten jeweils fur die Firma Nova Biochem.

3.7.3. Antikorper

Detektions-Enzym:

Ziege o—Maus-IgG, Fcy,
Peroxidase-konjugiert

Schwein-o-Kaninchen-IgG,
Fcy, Peroxidase-konjugiert

Firma
Best.-Nr.:
Ausgangskonz.:

Konz. eingesetzt:
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3.7.4. Enzyme und Seren

Die Enzyme stammen von dianova, DIFCO, Pharmacia, Boehringer Mannheim, Appligene, Gibco-BRL,

New England Biolabs, Promega bzw. Stratagene.

3.7.4.1. fr den Aufschluss

Aufschluss:

Lysozymidsung | fur Listrerien 120 ug/ul | in H,O

Proteinase K 12 ug/ul | in H,O

Lysozymldsung Il (gepuffert fur Zellen) 20 mg/ml |in 0,01 M Na,PO,
20% | Saccharose

3.7.4.2. fur immunologische Analysen: Filter-Synthese und Antikdrper-Assay

Antikbrper Bemerkung Titer (CN/ECL) Hersteller

1. Ziege-a-RNAP-UE (aRB ) polyklonal 1:1000/1:2000 H. Heumann

2. Kaninchen-o-Ziege HRP-konjugiert  1:2000/1:2500  Sigma

3. Serum aus Kaninchen Anti- | polyklonal 1:500/1:2000 (Kohler et al. 1990)
P60 L. monocytogenes EGD

CN: Entwicklung mit 4-Chloro-1-Napthol (0,5 mg/ml)
ECL: Entwicklung mit Chemolumineszenz (Amersham)

Detektions-Enzym: Ziege a—Maus-IgG, Fcy, Pe-

Schwein-ai-Kaninchen-IgG,
roxidase-konjugiert

Fcy, Peroxidase-konjugiert

Firma dianova dianova |
Best.-Nr.: 115-035-008 115-600-081

Ausgangskonz.: 0,8 mg/ml 1,3 mg/ml |
Konz. eingesetzt: 1:5 000 in TBS 1:5 000 in TBS

Detektions-Enzym: Kaninchen a-Mensch-IgG, Fcy, | Schwein a-Huhn-IgY, Fcy, Peroxidase-
Peroxidase-konjugiert konjugiert

Firma Dako dianova |

Best.-Nr.: P 0161 10

Ausgangskonz.: 0,8 mg/mi 0,8 mg/mi |

Konz. eingesetzt: 1:5 000 in TBS 1:100 in TBS

Humanseren:

1. |AB. gesund \ Die Seren 1. und 2. stammen von phdnotypisch gesunden

2 E L o calie Freiwiligen unseres Instituts, 3. und 4. von Patfienten mit

3. |76C keine Listeriose ? | o '

4. | GroBhadern | keine Listeriose ?  Listerioseverdacht.

3.7.4.3. fur molekulargenetische Versuche

Enzym: DNA-Polymerase | Streptavidin-(HRP)  Pero- | Terminale  Transferase
xidase-konjugiert (aus Kalbsthymus)
Firma Perkin Elmer dianova Pharmacia Biotech
Best.-Nr.: N808-0097 016-030-084/lot. 29703 27-0730
Konz.: 500 U 1 mg/ml 19 200 U/m
spez. Akt 1U 1:1000 in 2xSSC 76 800 U/mg
Enzym: Reverse Transkriptase, AMV | Reverse Transkriptase, AMV
Firma Pharmacia Biotech Stratagene
Best.-Nr.: 27-0922 6000 81
Ausgangskonz.: 17 000 U/ml 17 000 U/ml
Konz. eingesetzt: | 28,333 U/mg 28,333 Umg
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3.8. Medien, Agarplatten und Antibiotika

3.8.1. Medien

BHI-Medium Menge Anmerkung

BHI (Brain Heart Infusion) Merck KGaA 38,09 ad 1000 ml HyOyeion.
LB-(Luria-BertaniMedium: Menge Anmerkung
Bacto-Tryptone (Pepton) 109 (PH = 7.9)

YE yeast extrakt (Hefeextrakt) 59 ad 11

NaCl (zur osmotischen Stabilisierung) 109 Autoklavieren
LB-(Ampicillin) Medium: Menge Anmerkung

zum LB-Medium (w.0.) gibt man pro mi nach! dem Autoklavieren
Ampicillin 100 ug

3.8.2. Agarplatten

Agar-Medium | Menge | Anmerkung

BHI-Medium + ad 11
1,5% Agar 15,0 g/l

Nach dem Autoklavieren wird die ca. 50°C warme Flussigkeit (evil.

Dem Medium wird 1,5% Agar zugegeben.

nach Anfibiotikazugatbe) in Petrischalen gegossen.

3.8.3. Antibiotika

Antibiotikum Stammibsung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml Hy0ueq 50 ug/ml
Chloramphenikol 25 mg/ml 96% EtOH 25 ug/ml E. coli
Chloramphenikol 5 mg/ml 96% EtOH 5 ug/mi Listeria
Erythromycin 100 mg/ml 96% EtOH 300 ug/ml E. coli
Erythromycin 5 mg/ml 96% EtOH 5 ug/mi Listeria
Gentamycin 50 mg/ml H,0 ey 10 pug/mi
Kanamycin 25 mg/ml Hy0eqt 25 pg/mi E. coli
Kanamycin 25 mg/ml Hy0eqt 15 ug/ml Listeria
Penizillin 40 mg/ml in 70% EtOH 10 ug/ml
Tetracyclin 10 mg/ml 96% EtOH 10 ug/ml
Streptomycin 40 mg/mlin 70% EtOH 10 ug/ml

Alle in H,04.¢ angesetzten Antibiotika mussen steriffiltriert werden. Die Lagerung erfolgt bei -20°C.

3.9. EDV-elekironische Datenverarbeitung

Die densitometrische Analyse der Rontgenfiime zu den in vifro-Transkriptionsassays wurde an einem Mao-
cintosh Computer mit Hilfe des frei erndlflichen NIH Image Programms V. 1.6.1. laut der beiliegenden
Anleitung durchgefuhrt (entwickelt am U.S. National Institutes of Health; erhdltlich unter
http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Weitere verwendete Programme CorelDraw, Microsoft Office (Word,
Exel).
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3.10. Molekulargewichtsstandards

PROTEIN DNA
LW low weight-marker DRIgesTTM Il 1 kb-Ladder ko DNA Ladder
Protein in kDa GroBe (in bp) in bp in bp in ng
Myosin 23 130 12216 12 000 50
B-Galactosidase 116,25 9416 11198 10 000 50
Phosphorylase b 97.4 6557 10180 9 000 50
BSA 66 4361 9162 8 000 50
Ovalbumin 45 2322 8144 7 000 50
Carboanhydrase 31 2027 7126 6 000 40
Trypsininhibitor 21,5 1353 6108 5000 42
Lysozym 14,4 1078 5090 4 000 42
Apoprotinin 6,5 872 4072 3 000 43
603 3054 2 000 40
310 2036 1 500 10
281 1635 1 000 8
271 1018 750 8
234 516/506 500 7
194 394 250 10
344
298
220
200
154
142
Firma: Bio-Rad Amersham Amersham Stratagen
Best.-Nr.: 161-0303 27-4060-01 274001-01 201115
Konz.: 1:20 500 ng/ul
Menge: 1l 0.7-1,0 ug 1 ug/Spur 6 ul

3.11. Verbrauchsmaterial

200

50

ca. 500
1 Rolle
el

30

20

1

1 Rolle

1 Rolle

5

ca. 1000
ca. 2500
1

2 B6gen
4

1 Packg
ca. 3000

1 Packg
1 Packg

1 Rolle
3 Packg.
4 Bbgen

Centricons 10 kDa (grun) von Amicon
Einwegplastikkivetten
EppendorfreaktionsgeféBe & 1,5 ml/2 mi (Sarstedt)
Frischhaltefolie

Gilson Pipetten 2 ul/20 wl/200 ul und 1000 ul
PP-R&hrchen zu 15 und 50 ml (Greiner)
Mikrotiterplatten (high absorbance) mit Deckel
Ni-NTA Resin (Qiagen)

Nitrozellulose (Amersham)

Papierttcher

Parafilm (Noras)

Pasteurpipetten (kurz)

Petrischalen 92x16 mm (Sarstedt)
PCR-EppendorfreaktionsgefdBe mit Schraubverschluss (BIOzym)
PD 10-Saule (Sephadex 25) von Pharmacia
Polytrap 296 PE; Schleicher & Schull
PP-Schalen mit Glasplatten

RONtgenfim (Kodak X-OMAT)

Spitzen gelb

sterile Spritzen (z.T. mit Kandlen)

Sterilfilter

Teflonbdllchen fur French press

Verbandmull

Vinyl-Einweghandschuhe (rotiprotect Nr.: 1904)

Whatman Filterpapier Rundfilter @150 cm bzw. 540 /3 MM: 13 x 9 cm

Whatman S 5 Filterpapierbégen zum Trocknen
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3.12. Gerdte

N — D — — (O — — — a1 DWW — =N =N =N — — N — —
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—_ — —

—_ o —

Gerdtebezeichnung Hersteller
Absaugkammer EVENT 4160 Eppendorf

Autoklav Webeco
automatische Dispensoren fur DMF und EtOH Eppendorf
Begasungsbrutschrank NuncCellstar, Heraeus
Blot-Kammer Bio-Rad

Brutschranke Heraeus, Memmert

Elektroelutionskammer
Elekirophorese-Kammern
ELISA-Photometer

Erlenmayerkolben (2 |, 500 ml, 100 ml, 50 ml)
Exsiccator (25 cm)

Feinwaage

Filmkassetten

Fotomaterial

Fraktionssammler

French-Press

Geiger-Muller-Zahler

Gelfrockner

Gelelekirophoresekammern
Grobwaage

Haartrockner mit Kaltgebldse

Heizblbcke

Klettohotometer

KUhlzentrifugen, Modelle J-21B und J2-21
Mikro Rapid K; mit JA10- und JA20-Rotoren
Magnetruhrer

Messzylinder verschiedene GroRen
Mikrowellengerat

Minigelkammer Mini Protean |
Netzgerate 500 V/ 100 mA / Modell 1000/500
Plastik- (Nylon-) pinzetten

pH-Meter

Photometer PM 6; DM 4/LKB Ultrospec ll.
Pipettierroboter

PP-Schalen mit Glasplatten

RNA/DNA Calculator
Rontgenfiimentwickler
Rontgenfiimkassetten

Schere

Schuttelinkubator

Schuttler, Clim-O-Shake

Speedvac Konzentrator

Sterilbank

Szintillationsz&hler

Thermocycler

Tischzentrifugen 5415 C bzw. Sepatech Biofuge 15

Trockenofen
Ultraschallgerat
UV-Lampe
Verstarkerfolien
Videoprinter

Vortex
Wasserbadinkubator

Biotrap BT 1000 (Schleicher & Schuell)
(Semidryblotter (Glas-Kohle-Fasern, CTI)
Dynatech MR600

Schoftt

Schoftt

Sartorius 2304

BRL

AGFA

Broma LKB 2112 Redirec, Biotech
SLM Amicon

Berthold LB 1210 B

Bio-Rad Modell 11258
Mechanikwerkstatt des Instututs
Sartorius

Braun

Liebisch

Klett-Summerson Modell 900-3
Beckmann/Hettich

Gerhardt

Brandt

Siemens Meisterkoch electronic
BioRad

Desaga Netzgerat / Bio-Rad
Sarstedt

WIW pH523, Metronm-Herisau
Zeiss/Pharmacia
Auto-Spot-Robot ASP 222 (Abimed)
Mechanikwerkstatt

Gene Quant Il

Kodak M 35 X-OMAT Processor
Dr. Goos Suprema

Solingen (Hartenstein)

Infors AG, Braun-Melsungen
System Kuhne

Savant, Modell RH40-11
Heraeus, Nuaire

Beckmann LS 1800

bio-med Thermocycler 60
Eppendorf / Heraeus

Heraeus

Branson Sonic Power B12
Desaga

Dr. Goos

Cybertech

Heidolph, Boskamp

Memmert
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4. Methoden

1. Detektion

2. Immunologie 3. PrfA-Regulation

|1 .1. molekularbiologisch | | 1.2. immunologisch | 3.1. Aufreinigung |3.2. in vifro Transkription
Prea - Initiation
P60-Gewinnung aa o
s - PrfA-Abhangigkeit
PCR-Ampilifikation b - RNAP (BHI / 48° / MEM)
@ - Wachstumsbedingungen
v v - 4 -
Nachweis anti-P60 HUhnereier- . | 3.3. Gelretardationsexperimente
Antikérper BRI TN
Membian  Mikofiterplatte [2.1. Epttopmapping | | 2.2. Tzelkone |
- Generierung
- Charakterisierung

- Protektion durch Transfer

Abb.

7: Ubersichtsschema zu den Versuchen

Roufinearbeiten, die nicht mit einem Quellenverweis versehen sind, wurden dem Laborhandbuch "Mo-

lecular Cloning" entnommen (Sambrook 2001).

4.1. Diagnostik

4.1.1. Multiplex-PCR (Polymerase Chain Reaction)

N-terminale Region Insertion “Repeat"  C-terminale Region
[T————
5 s konserviert variabel variabel variabel konserviert | 3 4
P P D) - o P
360 b 600 b 160 b 60-150 by 360 b
GroRke des Tanskrips in kbp zur |dentifizierung von
o T <«— dllen Listeria Spezies
LisTA Lis1B
e T T <« L. monocyfogenes
0,66 MonoA Lis1B oo
0,2 e e e e e e < L. monocytogenes
MonoA2 MonoB
..................................... L. ivanovii, L. seeligeri
1.2 Swis e L welshimeri
1 "| B T T T T T T T T T T T T T T S <« L. ivanovii
Ival Lis1B
.............................. < |[. seeligeri
11 o 0s1e g
1 ,O5 B L T T T T <« [, welshimeri
Well Lis1B
0,87 R I T T <« L. innocua
Ino2 Lis1B
=P e <« L. qrayi
0,48 Mugra g = 9V

Abb. 8: Schematische Zusammenfassung der flr die verschiedenen Listeria PCR-Nachweisreaktionen verwende-
ten Primerkombinationen.

Bei 92°C I16sen sich die Wasserstofforickenbindungen zwischen den Nucleinsdurepaaren, somit wird die
Dopypelstrang-DNA (ds DNA) in die Einzelstrange (ssDNA = single strand DNA) aufgebrochen. Nach dem

Abkuhlen auf ca. 55°C kénnen komplementdre Oligonukleotide mit den enfsprechenden DNA-
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Abschnitten hybridisieren und dienen dann der DNA-Polymerase als Primer. Diese ergdnzt vorzugsweise
bei ca. 72°C die vorliegenden Einzelstrange zur volistandigen Doppelhelix-DNA, wodurch eine Verdopp-
lung erreicht wird. Die Tag-DNA-Polymerase stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquati-

cus und toleriert auch eine kurzzeitige Erhitzung auf 95°C. Daher kbnnen die drei Schritte

- Hitze-Denaturierung: 92°C; 1 Minute

- Primerannealing: 55°C; 45 Sekunden

- Polymerisation: 72°C; 1 Minute
automatisiert mehrfach wiederholt werden, so dass geringe Mengen DNA in vifro um den Faktor 10° bis
10® vervielfaltigt werden kénnen. Die angegebenen Zeiten wurden in ausgewdhlten Versuchen auch
modifiziert, so lassen sich z.B. unspezifische Produkte durch Erhdhen der "annnealig'-Temperatur unter-
drcken. Vor den 30-40 Zyklen wird ein initialer Denaturierungsschiritt (first step delay) von 3 Minuten bei
94°C, sowie nach dem letzten Zyklus ein finaler Syntheseschritt von ebenfalls 3 Minuten bei 72°C (last
step delay) durchgefuhrt.

4.1.2. Reverse-Dot-Blot zur Post-PCR-Detekiion von Listerien

Zur Steigerung der Empfindlichkeit eines (__RT- oder Standard PCR )

auf PCR basierenden Nachweissystems Biotin L Biofin
wurde - vergleichbar mit der auf ELISA ITL*ELVW M
(Enzym-Linked Immunoabsorbent Assay) DNA

basierenden Methode von Landgraf, ABTS.SUbstat —
Reckmann und Pingoud (Running et al. IWW ﬁp/”

1990) — das generierte PCR-Produkt auf

Streptavidin
Pri Pi Biotin
einer Membran bzw. in einer Mikroti- e \4 rimer

terplatte  immobilisiert und durch die

Capture

Hybridisierung spezifischer Sonden detek- _ TTTTTTIT
[ Mikotiterplatte/Nylonmembran |

fiert. Dabei wurde das Signal in Folge ei- Abb. 9: Schema zum spezifischen Nachweises eines PCR-
ner enzymatischen Farbreaktion noch Produktes nach DNA-Hybridisierung.

verstarkt,

4.1.2.1. Kolonieblothybridisierung auf Memibranen

4.1.2.1.1. Kolonie-Transfer

Der Kolonie-Transfer kann auf drei unterschiedlichen Wegen erfolgen:

A. Der Filter wird blasenfrei auf eine Ndhragarplatte aufgelegt, die Kolonien mittels Zahnstocher auf
den Filter Ubertragen und die Platte bei 37°C Uber Nacht bebrutet.

B. Der Filter wird blasenfrei auf eine mit Kolonien bewachsenen Agarplatte aufgelegt, wobei die Positi-
on des Replikafilters markiert wird, bevor man den Filter langsam abzieht.

C. Via Dot-Blotf, indem das Zellmaterial direkt durch Aufreioen oder Durchsaugen mit einer an einer

Wasserstrahlpumpe angeschlossen Dot-Blot-Apparatur, auf den Filter auftragen wird.
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Der Filter wird zur Lyse der Bakterien mit der Kolonieseite nach oben fur 20 Minuten auf ein Whatman
3MM Papier, welches mit Denaturierungslosung (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) getrankt ist, gelegt. An-
schlieBend wird dieser - wie auch vor Applikation aller folgenden Losungen - fur funf Minuten auf fri-
schem 3 MM Papier getrocknet. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. Dann kommt der Filter far 15
Minuten auf ein mit 0,2% Triton-X100, 0,5 N NaOH getranktes Whatman 3 MM Papier. Der getrocknete
Filter wird auf einem mit 1M Tris-HCI (pH 7.5), 1,5 M NaCl getrédnkten Whatman 3MM Papier neutralisiert
und erneut getrocknet. Nach dem Waschen mit 2xSSC wird der Filter zur DNA-Fixierung auf die Nylon-
membran zwischen zwei Whatman 3MM Papiere gelegt und bei 80°C fUr ein bis zwei Stunden geba-

cken.

Falls notwendig kénnen Zellreste vorsichtig mit einem Wattestab entfernt werden bevor der Filter mit
2xSSC/1% SDS bei 50°C, 20 Minuten gewaschen wird. Es folgen noch zwei weitere Waschschritte bei RT
zu je 20 Minuten mit 2xSSC, 0,1% SDS und 2xSSC.

Zundchst werden die Filter in einer verschweiBten Plastiktasche mit 20 ml Hybridisierungsiosung pro 100
cm? Filterfldche bei 68°C fir eine Stunde vorhybridisiert (dabei von Zeit zu Zeit die Losung Uber den Fil-
ter verteilen). Die Prahybridisierlosung ersetzt man durch 2,5 ml frische Hybridisierungslosung pro 100
cm? Filterfldche. Der Hybridisierungslésung wird die Sonde zugegeben, die zuvor durch Aufkochen fur
zehn Minuten bei 95°C und sofortigem Abkuhlen auf Eis fr funf Minuten denaturiert wurde. Die Hybridi-

sierung erfolgt Uber Nacht im Wasserbad bei 60°C.

4.1.2.1.5. Waschen

Die Filter werden zwei Mal funf Minuten bei RT in mindestens 50 ml 2xSSC/0,1% SDS pro 100 cm? Filter-
gréle unter leichtem Schutteln waschen.

Ein spezifischer Waschschritt, der Basenpaarungen mit weniger als 95% Homologie zwischen der Hybori-
disiersonde und der DNA auf dem Filter verhindern soll, erfolgt fur zwei Mal 15 Minuten bei 60°C mit ei-

ner Losung aus 0,04xSSC/0,1% SDS.

4.1.2.1.6. Farbereaktion

Nachdem der Filter ca. eine Minute in Puffer 1 gewaschen wurde, 1asst man ihn 30 Minuten in ca. 100
ml Puffer 2 bei RT unter leichtem Schufteln inkubieren, wdscht emeut (in Puffer 1, eine Minute) und
schuttelt fur 30 Minuten mit 20 ml Antikdrperkonjugat (fube 8) (1:5000 in Puffer 1 verdunnt) bei RT. Nach
zwei weiteren Waschschritte zu je 15 Minuten in Puffer 1 aquilioriert man zwei Minuten in 20 ml Puffer 3.
Fur die Farbereaktion wird der Filter mit 10 ml Farbeldsung in eine Plastikiasche einschweien und im

Dunkeln bis zum Sichtbarwerden der Banden inkubieren. Die Farbereaktion wird schlieRBlich durch Wao-

Methoden 43




schen des Filters in 50 ml TE-Puffer abbgestoppt. Der Filter kann nach dem Trocknen bei RT fUr IGngere

Zeit (ebenfalls bei RT) aufoewahrt werden.

4.1.2.2. Immobolisierung im Mikrotiterplattenformat

Voraussetzung ist allerdings, dass einer der in der PCR-Reaktion eingesetzten Primer eine zur Immobili-
sierung (z.B. Biotin an Streptavidin gecoateter Oberflédche) befdhigende Markierung trégt. Es wird soweit
nicht anders angegeben jeweills eine Minute lang gewaschen. Zum Entfernen der Losung klopft man

die Mikrofiterplatte auf einem Papiertuch aus.

Die Fangsonde wird Uber einen Spacer, den Poly-T-Schwanz, an der Oberflache der Mikrofiterplatte
immobilisiert. Mit Hilfe der, erstmals von Bollum aus Kalbsthymus isolierten, Terminalen Deoxynucleotidyl
Transferase werden am 3"-OH-Ende ca. 600 Thyminreste angehdngt (Deng et al. 1983).

200 pmol (1,5 ug) der Fangsonde Mono A werden mit

Puffer (Kalium-Cacodylat-Puffer)| 20 ul
H,O 72,5 ul (@d 100 ul)
d TP 1,2 ul (100 mmol = 1,2 mmol)

auf 37°C vortemperiert. Nach der Zugabe von 75 Units (1,2 ul) Terminaler Transferase wird fur 1,5 Stun-
den bei 37°C inkubiert und schlieRlich mit 2 ul 0,5 M EDTA abgestoppt.

Vier verschiedene Methoden zur Immobilisierung der Fangsonde werden miteinander verglichen. Jede

einzelne davon wirde in mindestens drei Ansatzen durchgefuhrt:

o UV Licht:
Um die mit dem Poly-dT-Schwanz versehene Fangsonde zu immobilisieren, gibt man 10 pmol des O-
ligomers zusammen mit 100 ul dest. Wasser in die Vertiefung der Mikrotiterplatte und bestrahlt funf
Minuten bei 300 nm mit UV-Licht (Galindo 1993).
Nach der Aktivierung der Mikrotiterplattenoberfldche durch simple Inkubation mit Organosilanen in
wassriger Losung, binden 10 pmol der Fangsonde ohne Poly T-Schwanz direkt an.
Die dritte Methode gewdhrleistet dass fast alle eingesetzten Sonden fur die Hybridisierung zur Verfu-
gung stehen (Landgraf et al. 1991). Zundchst muss die Polystyren-Mikrotiterplattenoberfldche mit Poly-
(Lys-HBr, Phe) aktiviert werden. Dann bindet man die mit EGS (Ethylen-Glykol bis-succinimidylsuccinat)
aktivierte Fangsonde (hierbei kann ein 20-150 mer ohne Poly T-Schwanz eingesetzt werden) an die
Mikrofiterplatte.

44 Methoden 4,




Zundchst wird die Mikrotiterplattenoberfléche (Nunc Maxisorp-Platte) mit 25 ul frisch angesetztem und
vorgekuhltem 40 mM EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyljcarbodiimid-hydrochlorid) aktiviert. Die
aus dem Agarosegel aufgereinigte DNA wird zehn Minuten bei 95°C denaturiert und fur ca. zehn Mi-
nuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1/10 Vol 0,1 M 1-Methylimidazol pH=7,0 (1-Melm,) werden
je 75 ul der Proben in den Napfen der vorgekuhlten Mikrotiterplatte verteilt (auf Eis). Die Anbindung er-
folgt entweder fur vier bis funf Stunden bei 50°C oder Uber Nacht bei 37°C (Rasmussen et al. 1991;
Nikiforov et al. 1994).

Es folgen zwei Waschschritte mit H,O und drei weitere mit 2xSSC, bevor man mit der Hybridisierung
fortfahrt. Alfemativ wird drei Mal mit 10 mM Tris-HCI pH = 7,5; 150 mM NaCl, 0,05% Tween® gewa-

schen (bozw. drei Mal mit Nunc Immuno wash) und zwei Mal fur zehn Minuten mit der Waschldsung.

4.1.2.3 DNA-Hybridisierung

Durch vorheriges Prahybridisieren (15 Minuten) wird der Hintergrund deutlich reduziert. Man gibt darauf-
hin die vorgekuhlten markierten Oligonukleotide (evil. mit Poly T-Schwanz) bzw. die markierte DNA (auf
Eis) auf 0,05 pmol/ul in Hybridisierungspuffer (150 ul) verdunnt in die Mikrotiterplatte und inkubiert 30 Mi-

nuten bei 54°C in einer feuchten Kammer (Wasserbad-Thermocycler).

Nach der Hybridisierung wird mit unterschiedlichen Konzentrationen an SSC mit 0,1% Tween?® gewa-
schen (drei Mal waschen, 15 Minuten einwirken lassen, drei Mal waschen), um unspezifisch gebunde-
ne Nukleinséuren zu entfemen. Nach dem Blocken UN (mind. eine Stunde) in 3% BSA gibt man den
Streptavidin-HRP-konjugierten sekunddren Antikdrper 1:1 000 in 2xSSC fur eine weitere Stunde hinzu. Es
wird zwei Mal mit T-TBS und 1 Mal mit TBS gewaschen, bevor die Detekfion mit 100 ul ABTS-
Substratiésung pro Napf erfolgt. Hierzu Iasst man 30 Minuten bei RT (im Dunkeln) inkubieren und stoppt
die Reaktion mit 10 ul Stoppldsung ab. Bei 405 nm gegen 490 nm kann die Intensitdt der Farbreaktion

im Mikrotiterplatten Reader bestimmt werden.

4.1.2.4. Alkaline Phosphatase vermittelte Detektion im Mikrotiterplattenformat

Alternativ werden pro Mikrotiterplatte 5 mg 4-Nitrophenyl-phosphat (PNPP) als Substrat in 10 mM Dietha-
nolamin (pH = 9,5) mit 0,5 mM MgCl, geldst. Nach dem letzten Waschschritt mit PBS wird die Platte
zwei Mal mit 10 mM Diethanolamin (pH = 9,5) das 0,5 mM MgCl, enthdlt gewaschen. Mit je 50 ul Sub-
stratldosung Iésst man 10 - 30 Minuten bei RT bis zur Férbung inkubieren. Positive Proben erscheinen hell-
gelb. Sobald die gewunschte Farbintensitat erkennbar ist, wird die Substratreaktion mit 10 ul Stopplod-
sung abgebrochen. Eine quantitative Auswertung kann nun durch Messung bei 405 nm gegen 490

nm im Mikrotiterplatten-Reader erfolgen.
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4.2. Immunologie

4.2.1. Gewinnung von P40 Uberstandsprotein aus L. monocytogenes EGD

4.2.1.1. Anzucht

Beim Ausplattieren des P60-Uberproduzenten ist darauf zu achten, dass eine vorgewdmie (37°C) BHI-
Platte benutzt wird, da das enthaltene Plasmid temperatursensitiv ist. Die Kultur wird mit Ubernachtkultur
(1:20) in BHI (von DifCo; kein Merck Medium) mit je 1 ul/ml Erythromycin und Chloramphenikol im Er-
lenmayerkolben angeimpft (z.B. 40 ml ad 11 im 2| Erllenmayerkoloen). Unter stndigem Schutteln bei

37°C lasst man die Zellen bis 340 Klett wachsen.

4.2.1.2. Isolierung des P60

1 ml Ubemachtkultur (stationdre Phase) des jeweiligen Bakterienstamms wird abzentrifugiert (funf Minu-
ten / bei 14.000 Upom). Der Uberstand wird mit eiskalter Trichloressigsdure bis zu einer Endkonzentration
von 7% versetzt und eineinhalb Stunden bei 0°C gefdlit. Nach erneuter Zentrifugation (zehn Minuten)
wascht man das Pellet mit Aceton und frocknet es zwei Minuten lang im Vakuum. Aufgenommen in 15
M H,O, T ul'5 N NaOH und 4 ul 5xLaemmli-Prolbenpuffer, werden die Proteine durch Kochen (funf Minu-
ten bei 95°C) denaturiert und auf ein Polyacrylomidgel aufgetragen (Ludwig 1987).

4.2.1.2.2. Im Labormaistab:

Die Bakterien werden in der vorgekuhlten Zentrifuge max. 15 Minuten (10 000 U/min in JA 10 Rotor bei
4°C) abzentifugiert. Der mit 7% TCA (140 ml fur 2| bzw. 17,5 ml fir 250 ml) versetzte Uberstand wird UN
bei 4°C gefdllt. Am ndchsten Tag wird das ausgefallene Protein (v.a. P60) abzentrifugiert (15 Minuten
10 000 U/min, 4°C). nachdem das Pellet mit einem Viertel des Ausgangsvolumens Aceton (500 ml, ge-
kUhit auf -20°C) gewaschen wurde (15 Minuten 10 000 U/min), Iasst man es funf Minuten trocknen und
nimmt es in moglichst geringem Volumen (max. 5 ml pro 250 mi US) Laemmli-Probenpuffer (1:30 ver-
dinnt = 333 ul 2 N NaOH auf 10 ml) aufnehmen. Die Proben werden 20 Minuten bei 95° C gekocht
(Loch im Deckel nicht vergessen) und auf das SDS-GEL (dicke Spacer ohne Kamm, groRe Glasschei-
ben) aufgetragen.

Die Proteine werden UN bei 50 V (limitierfe Spannung und Stromstdrke) aufgetrennt. Nachdem die
blaue Lammlifront herausgelaufen ist, 1asst man das Gel noch gut eine Stunde weiterlaufen. Einen
schmalen Streifen schneidet man als Marker ab und farbt diesen zehn Minuten mit Coomassie (un-
verd.). Der Rest des Gels wird mit wasseriger Coomassie-Losung maoglichst leicht angefarbt, so dass auf
einem Leuchtkasten die P60-Bande (vgl. Marker) moglichst knapp ausgeschnitten werden kann. (Hier
kann die Reinigung unterbrochen werden, indem man die Gelstucke in Greinerrdhrchen gibt und bei -
20°C einfriert.)
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4.2.1.3. Geleluation

Die Biotrap-Kammer wird nach Anleitung zusammengesetzt (2 Membranen BT 1- Glyzerin-feucht, sowie
eine Memloran BT 2 - frocken) und mit den in ca. 0,5 cm? groBe Stlicke geschnittenen Gelstlicken ge-
fullt. UN eluiert man das P60 in 1 x Proteinelutionspuffer bei 100 V. Das Umpuffern in 50 mM Tris-Cl (pH
= 8,0) mit 0,025% Tween? kann ebenfalls in der Biotrap-Kammer (100 V 3 Mal eine Stunde) oder mit-

tels Dialyse erfolgen. Um die Molekule aus der Membran zu 16sen wird nach der Eluation fur 20 sek.

umgepolt.
Biotrap: Membran \
feucht / \Trocken feucht

Eluationspuffer

oo OO0 GO OO ||

zerkleinerte Gelstticke p60

) ®

Abb. 10: Schematische Darstellung zum Aufbau und zur Funktionsweise der Biotrap-Kammer

AbschlieRend wird das Eluat nochmals mit dem gewunschten Puffer (in 50 mM Tris-Cl pH = 8,0 mit
0,025% Tween?®) in Centricons gewaschen. Die Kontrolle des Proteins erfolgt mit mono- bzw. polyklona-
len Anfikdrperm im Westermn-Blot, wéhrend man zur Konzentrationsbestimmung ein SDS-Gel mit definier-
tfen Mengen an BSA als Referenz fahrt. Durch den Vergleich der IntensitGten der Banden I&sst sich so
die enthaltene Menge an P60 abschdtzen. Alternativ ist auch die Bestimmung nach Bradford entspre-
chend der Anleitung des BioRad-Kits moglich.

4.2.2. a-P60 Antikdrper aus Hihnereiern

4.2.2.1. Immunisierung von Huhnern

Acht legereife Junghthner (21 Wochen alt) wurden im Tierstall der Physiologischen Chemie | in Zu-
sammenarbeit mit Prof. Dr. D. Palm artgerecht gehalten und ad libitum mit Wasser und Futter versorgt.
Durch die Verwendung unterschiedlicher Rassekreuzungen, deren Eier sich anhand der Farbe (weil,
braun, gran) inrer Schale differenzieren lassen, ist auch die Haltung von zwei bzw. drei Tieren gleichzei-
fig in einem groBen Kafig mdglich. Die Immunisierung erfolgte (nach Abnahme des Nullserums) eine
Woche spdter mit dem Beginn der Eiablage durch intramuskuldre (. m.) Injektion mit
L. monocytogenes- (LM-P60) bzw. L. innocua-Pé0 (LI-P60) Peptiden mit Lysinbaum (TentaGel® PAP) in
PBS (400 ul) und Freudschem Adjuvans (600 ul). Der ersten Boost erfolgt nach drei Wochen. vier Wo-
chen spdater setzt man den zweiten Boost. Nach weiteren drei Wochen kénnen die Eier auf Antikdrper

unfersucht werden.
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4.2.2.2. Extraktion und Reinigung der 1gY

Der Dotter wird vom Eiklar getrennt, mit destillietem Wasser gewaschen und auf einem weichen Pa-
piertuch gerollt, um moglichst alles Eiklar zu entfernen. Die Dottermemiboran wird sodann mit einer Pin-
zette angestochen und der Dotter (2 - 20 ml) in einem Messzylinder aufgefangen.

Das Hauptproblem bei der Extraktion der IgY aus dem Eigelb ist die Abtrennung der granuldren Lipo-
und Phosphoproteine (Lipovitellin und Phosvitin) (Burley et al. 1961). Hierzu werden verschiedene Me-
thoden beschrieben (Jensenius et al. 1981; Bade ef al. 1984; Burger et al. 1985; Vater et al. 1989; So-
mowiyarjo et al. 1990; Yang et al. 1990; Fischer et al. 1996; Hiinak et al. 1996; Sriram et al. 1999).

Die Huhnereiantikdrper werden nach der von E. M. Akita und S. Nakai beschriebenen WD- (Water Diluti-
on) Methode aus dem Eigelb gewonnen (Akita et al. 1993). Bei dieser Methode kdnnen durch einfa-
che Wasserextraktion die wasserloslichen Plasmaproteine (inklusive der IgY) von den lipoidalen Granula
getrennt werden, da diese, angezeigt durch die gelbe Farbe fettidslicher Pigmente, bei niedriger 1o-
nenstarke zu einem lockeren Sediment aggregieren.

Der Dotter wird dabei mit destillierterm Wasser (mit 1 N HCI auf pH 2,1 - 2,2 angesduert) sechsfach ver-
ddnnt und durch Ruhren homogenisiert. Der pH-Wert der Dofttersuspension solite 5,0-5,2 betragen.
Nach Inkubieren Uber Nacht bei 4° C bildet sich ein lockeres gelbes Aggregat, das 30 - 80% des Vo-
lumens der Suspension einnimmt. Das lipoidale Aggregat Iasst sich durch 25 Minuten Zentrifugieren bei
10 000 g bei 4° C von dem klaren Uberstand abtrennen. Der Uberstand wird durch Verbandsmull filtriert
und mit 0,1 N NaOH auf pH 7,2 eingestellt.

Der kiare Uberstand enthalt die Antikérper, die durch Ammoniumsulfat-Féllung weiter von anderen
Plasmaproteinen abgetrennt werden kdnnen. Dazu wird eine gesattigte Ammoniumsulfat-Losung mit 1
N NaOH langsam auf pH 7,0 eingestellt und unter RUhren zu der IgY-Losung getropft bis die Konzentra-
fion an Ammoniumsulfat 40% betragt. Nach einer Inkubationszeit von mindestens einer Stunde wird mit
6000 g 20 Minuten zentrifugiert und das Sediment mit dem Dottervolumen an Puffer A resuspendiert.
Nach einer Wiederholung der Fallung bei 40% Sattigung mit Ammoniumsulfat wird das Prazipitat mit
dem halbem Dottervolumen in Puffer A aufgenommen.

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgt spekiroskopisch bei 280 nm. Der Extinktionskoeffizient wurde
mit Hilfe von y-Globulin aus Huhnerserum, das IgY entspricht, ermittelt und betragt 1,27 nm x mg’' x

cm. Die IgY-Lésung wird durch Zusatz von 0,02% Natriumazid konserviert und im Kihischrank gelagert.

4.2.3. Peptid-Spot-Synthese
Die Dekapeptide werden auf Filterpapier (Whatman 540 /3 MM: 13 x 9 cm) mit Hilfe des Abimed ASP
222 Pipetierroboters synthetisiert (Frank 1992). Um Kontaminationen zu vermeiden, werden die Filter nur

mit Handschuhen bzw. Pinzette beruhrt.
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4.2.3.1. Synthese des Spacers

Zundchst wird der erste Teil des Spacers, ein B-Alanin, an das Papier gebbunden, d.h. der gesamte Filter
wird mit F-moc-a-Alanin derivatisiert. Je 2,5 ml Derivatisierungsidsung gibt man auf das Papier, das mit
einer Glasplafte abgedeckt und mind. drei Stunden stehen gelassen wird. Vor dem ndchsten Derivati-
sierungsschritt wird drei Mal mit DMF gewaschen, die F-moc-Gruppen durch 20% Piperidin (20 Minuten)
in DMF abgespalten (mit Glasplatte abdecken, im Abzug!). Falls nicht anders angegeben, wird jeder
Waschschritt mit 14 ml Losung zwei Minuten lang durchgefuhrt. Bevor man fortfahrt, ist es unbedingt
notwendig das Piperidin vollsténdig zu entfernen, da Piperidin die Kopplung der ndchsten Aminoséure
inhibieren warde. Dies geschieht durch funf- bis siebenmaliges, sorgfdltiges Waschen mit DMF und zwei
Mal mit Ethanol. Das Ethanol wird zwischen zwei Filterpapieren erst mit einem Fon (Kaltluft), dann Uber
Nacht im Exsiccator getrocknet. Als nGchstes wird der Spacer vervollstandigt (vgl. 4.2.3.3.).

Alternativ kann zur Generierung I6slicher Peptide ein abspaltbarer Proline/Boc-Lysine Anker (staft B-Ala/B-
Ala) verwendet werden (Maeji et al. 1992). Um eine moglichst groBe Ausbeute (mmol-MaBstab) zu er-
reichen, verwendet man hierbei das grobe Raster mit 8 x 12 Spots (Datei SPOT8x12.XYZ) und stellt das
pipettierte Volumen so ein, dass die SPOTS nicht in einander laufen und ein kleiner Abstand zum spdte-

ren ausschneiden frei bleibt (zwischen 1-1,3 ul).

4.2.3.2. Programmierung des Pipetierroboters

Um die 484 Aminosduren lange Sequenz (entspricht 473 Spots) des listeriellen P60-Proteins in nur einem
Arbeitsschritt synthetisieren zu kdnnen, wurden (unter Berlcksichtigung aller Sicherheitsaspekte) die Spe-
zifikationen des Pipettierroboters optimiert. Durch folgende Anderungen in der Konfigurationsdatei
STANDARD.XYZ im Ordner C:\SPOTXL\ wurden die Zahl der maximal méglichen Spots pro Membran von
384 (16 x 24) auf 486 (18 x 27) gesteigert (,SPOT1827 .XYZ").

.CON

;configuration for 4 areas of 18x27 spots on 222 sampler XL-series

;reduce the YO offset by 350 (=35 mm) for A-series sampler

;use tray 1 and 2 for reagents, 3-8 for targets. Two more target areas possible
# OF TRAYS IS: 8

TRAY 1 2 3 4 5 6 7 8
X0 70 0 3850 1000 1000 2500 2500 O

XS5 200 0 45 45 45 45 45 0

NX 4 0 2 27 27 27 27 0

YO 730 0 670 610 1710 610 1710 O

Ys 200 0 45 45 45 45 45 0

NY 11 0 20 18 18 18 18 0

ZzD O 0 230 230 230 230 230 230

ZA 520 0 150 170 170 170 170 170

;ZD is needle height for dispensing, ZA for aspiration and movement between spots
;use only one set of heights for all target areas, always defined in tray 3
;aspire height in amino acid rack for 2 ml eppendorf tubes in centrifuge tubes
;data for the syringe follow. Please refer to the manual before making changes

SYR. VOL. IS: 5000,10
ATR VOLUME 0
ASPTRE SPEED 4

DISPENSE SPEED 6
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RINSE SPEED 50

EXCESS VOLUME 50

DILUTOR ID O

SAMPLER ID 10

RINSE PORT COORDINATE 140,350,500
WASTE PORT COORDINATE 0,350,300

Abb. 11: Spezifikationen der Konfigurationsdatei ,SPOT1827.XYZ" fuir 486 (18 x 27) Spots pro Membran.

Zun@chst gibt man die Aminosduresequenz ein (,EGD.SEQ" bzw. ,INO.SEQ" und I&sst das Pipetier-
schema errechnen. Daraufhin generiert das Programm automatisch die Datei ,NAME.REP" die alle be-
ndtigten Aminosduren und deren bendtigte Menge enthdlt. Diese wird unter dem Dateinamen (,NA-
ME.PEP") im Ordner C:\SPOTXL\ abgelegt. Hieraus errechnet man die Mengen fur die anzusetzenden
Aminosduren. Unter Berucksichtigung des Totvolumens muss stets die doppelte Menge des errechne-
ten Verbrauchs (entsprechend der Datei ,2NAME.REP"), mindestens jedoch 100 ul angesetzt werden, da
z.B. die Menge, welche in der Kanule verbleibt (und beim Wechseln der Aminosduren ausgespult wird)
mit berucksichtigt werden muss (=0,3 bis 1 ul). Die bendtigten Aminosduren werden als Stammldsun-
gen angesetzt. Man setzt 0,3 M Losungen der Aminos@uren im Aktivierungscocktail, bzw. deren Ester in
10 - 20% des Aktivierungscocktails an (61 mg/ml HOBT in NMP I6sen und 56 ul/ml DIC zugeben) und in-
kubiert sie eine Stunde. Die aktivierten Aminosduren lassen sich in 100 ul Aliquots bei - 20°C bis zu ei-
nem Monat lang lagem.

Die nun folgende Prozedur entspricht dem Synthesezyklus, der auch spdter bei der Peptidsynthese zwi-

schen jedem Schritt durchgefuhrt wird:

4.2.3.3. Der Synthesezyklus
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Eine zweite B-Alanin- bzw. Lysingruppe wird an den markierten Synthesespots aufgetragen.

Die Losung fur das Spotten des Grundmusters 1asst man eine Stunde vorinkubieren, dann tr&gt man je
1 ul pro Spot auf. Nach 20 Minuten wascht man drei Mal mit DMF und acetyliert die nicht abreagierten
Aminogruppen mit 2% Acetanhydrid in DMF (30 Minuten). Nach weiteren zwei Mal waschen mit DMF,
erfolgt die F-moc-Abspaltung (20% Piperidin fur funf Minuten). Erneutes sorgfdltiges Ausspulen mit DMF
(5-7 Mal) soll sicherstellen, dass das Piperidin wieder vollstandig entfernt wurde. Dazu sollte darauf ge-
achtet werden, dass man die Pinzette nach Kontakt mit Piperidin sGubert, und die Spitze des Absaug-
schlauches emeuert. Zur Kontrolle férbt man mit Bromphenolblau an. Die Stammidsung (60 mg in 60
ml DMF) wird als 1:3 bis 1:5 Verdinnung zugegeben. Sollte die geloe Farbe nach Blau umschlagen,
sind zwei weitere Waschschritte mit DMF nétig. SchlieBlich wird der Filter mit Ethanol (zwei Mal) gewa-
schen und vor dem Auftragen (1 ul) der n@chsten Aminosdure mit einem Kaltluftgebldse (Haartrockner)
getrocknet. Es kann auch ein Vorrat an Filtern, in Folie eingeschweilt, bei -20°C aufoewahrt werden.
Die Aminoscduren werden vom C-terminalen Ende her (sozusagen in umgekehrter Reihenfolge) in 1 ul-
Mengen aufgetragen. Bromphenolblau hilft dabei den Verlauf der Kopplungsreaktion, nach dem Auf-
fragen der einzelnen Aminosduren, zu kontrollieren: das dunkle Blau der Spots geht Uber in Gelb, wenn
die Peptidbindung ausgebildet worden ist. Gerade bei langsam reagierenden Aminoséuren und alten

Lésungen wird die Gelbférbung kaum erreicht, jedoch reicht hier wegen des groBen Uberschusses an
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Aminosduren bereits eine grine Verfarbung des Spots aus. Abhdngig von den vorhergehenden Ami-
nosduren, kann es auch bei sonst schnell reagierenden Aminosduren zu einer Hemmung kommen,
wenn z.B. nach einer Reihe hydrophiler Aminosauren, eine hydrophobe, gespottet wird. Es ist daher
unbedingt auf die Farbverdnderung der Spots wahrend der Inkubationsphase zu achten und blaue
Spots nach 15 Minuten emeut mit der jeweiligen Aminosdure zu behandeln. So wiederbehandelte Be-
reiche binden ausreichend Aminosduren, selbst wenn in den folgenden 15 Minuten Inkubationszeit die
gelbe Farbe nicht erreicht wird. Dies liegt nicht zuletzt an der ermeuten Zugabe des Aktivierungscock-
tails, der auch die Aminosa@uren, die beim ersten Mal nicht gebunden wurden, in die Lage versetzt, ei-
ne Peptidbindung auszubilden.

Um eine maximale Genauigkeit zu erreichen, wurde auch der vollstandige Synthesezyklus angewandt;
bei schnellen Synthesen z.B. wenn es nur um einmalige Anwendungen geht, kann auch das verkirzte
Protokoll (75 - 80 Minuten ohne Respotten und Acetylierung) und ein anderes Detfektionssystem ange-

wandt werden.

Synthesezykius (ca. 20 Minuten) :

1. Spotten (0,7-0,9 ul) der Aminoséure; 30 Minuten inkubieren; nach 15 min evil. respotten (Thr u. Pro)
. 2 Mal mit je 14 ml Acetanhydrid waschen (1 x 30 sek/ 1 x 3 - funf Minuten)

. 2 Mal mit je 14 mlI DMF waschen (& 2 Minuten)

2

3

4, 20% Piperidin (14 ml far funf Minuten) in DMF zur F-moc-Abspaltung

5. 5 - 7 x sorgfditig (so dass der Uberstand noch gelb bleibt) mit DMF waschen
6

. BPB-F&rbung: 1:3 bis 1:5 Verdinnung

7. 2 Mal mit Ethanol waschen

8. Zwischen 3MM-Papier frockenfénen

Abb. 12: Synthesezyklus fir die Synthese einer Aminosaure im Peptid-Spot-Verfahren
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4.2.3.4. finale Acetylierung und Abspaltung
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Abb. 13: Membran mit allen 473 Dekapeptiden des L. monocytogenes EGD P60 visualisiert mittels Bromphenol-
blaufarbung. Die elf Spotpositionen (X) in unmittelbarer Nahe der fiir das Fixieren der Filter auf dem Ar-

beitstisch benotigten vier Perforationen (jeweils an den Ecken) wurden ausgespart.
Nach der lefzten BPB-Farbung werden die fertigen Peptide mit 2%-Acetanhydrid (20 Minuten bzw. bis
zum Verschwinden der blauen Farbe) acetyliert, um eine Peptidbindung zu simulieren. SchlieBlich
wascht man je zwei Mal mit DMF und Ethanol und spaltet die Seitenketten-Schutzgruppen mit 2% Trii-
sobutylsilan in 50% Triflouressigséure und 50% DCM (14 ml) ab. Dieses Gemisch solite (unter dem Ab-
zug ') und mit einer Glasscheibe bedeckt eine Stunde lang auf das Filterpapier einwirken. Vier Wasch-
schritfte mit DCM entfernen die Triflouressigsure aus dem Filter, der noch mit drei Waschschritten mit
DMF und zwei weiteren mit Ethanol aquilibriert wird.
Zum Abspalten der Peptide werden die Filter 15 Minuten in Ultraschall mit 0,1% HCI in Methanol/Wasser
(1:1) exponiert, um die Ruckstdnde an Losungsmitteln volistandig zu entfernen. Danach aquilibriert
man funf Stunden in 0,1 M Phosphat-Citrat Puffer pH = 3. Die einzelnen Spots werden der Reihe nach
ausgeschnitten und zum Abldsen in entsprechend beschriftete ReaktionsgefélRe bzw. den Vertiefun-
gen einer Mikrofiterplatfte (je nach GréRe) mit 500 ul bzw. 150 ul 0,1 M Phosphatpuffer pH = 7,0 far drei
Stunden inkubiert. Durch den Wechsel in neutralen pH kommt es unter Diketopiperazinbildung zur Ab-
spaltung des Peptids.
Definierfe Mengen an Peptiden deren Fahigkeit zur Induktion der T-Zell-Proliferation Uberprift werden
sollte, wurden zu Kontrollizwecken mit Hilfe von TentaGel® RAM Sdulen an einem Zinsser Analytic SMPS
350 A Peptidsynthesizer erstellt und kontrolliert (Jung et al. 1995).
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4.2.4. Antikbrper-Assay:

Mit Hilfe der Filter kdnnen aus einem polyklonalen Antikérpergemisch diejenigen Antikdrper herausselek-
fiert werden, die hoch spezifisch mit groRtmaoglicher Intensitdt an das P60 binden (Kohler et al. 1990).
Dadurch lassen sich Immunitatskarten des P60 Proteins fur einzelne Individuen darstellen. Nach Art des
Western-Blots wird dabei mit den Antikdrpern die Immundetektion durchgefuhrt, Der sekunddre Antikorper
besitzt z.B. Meerrettich-Peroxidase als Reporterenzym, wodurch der Immunokomplex mittels Chemolu-
mineszenz nachgewiesen werden kann. Die Filter werden 3x mit TBS gewaschen und zum Blocken uber
Nacht in 3% BSA/0,05% Tween® geschwenkt. Am ndchsten Morgen wascht man mit T-TBS (pH = 7) und
inkubiert zwei bis vier Stunden mit dem polyklonalen a-P60 Antikdrpergemisch zur Epitopbestimmung
oder zur Seroanalyse mit den entsprechenden Patienten- bzw. Mausseren (Serum 1:500 = 2,5-10 ug/mil
in Blockpuffer). Nicht bzw. unspezifisch gebundene Antikorper werden mit T-TBS weggespult (drei Mal wa-
schen). Um die gebundenen Antikorper sichtoar zu machen, fugt man den sekunddren, Peroxidase-
gekoppelten Antikdrper (a-Kaninchen-, a-Mensch-, a-Maus-IgG- oder a-Huhn IgY-Fcy; 1:5 000) hinzu und
IGsst ihn ein bis zwei Stunden an den primdren Antikdrper binden. Nach vier Waschschritten mit TBS folgt
die Lumineszenzdetektion. Die Luminolldsung 1asst man funf Minuten im Dunkeln einwirken, legt den Filter
auf ein saugfahiges Papier und wickelt beide in Plastikfolie ein. In einer Bleikassette wird fur 10 - 60 sek ein
Rontgenfim aufgelegt und gleich entwickelt. Die Schwdrzungen auf dem Filter lassen sich dann eindeu-

tig bestimmten Spots und somit den entsprechenden Dekapeptiden zuordnen.

4.2.5. Strippen der Filter

Durch das sog. Stripping, kann der Filter mit den fest gekoppelten Peptiden nun von den Antikérpern be-

freit und fUr eine neue Untersuchung (mMit einem anderen Serum) wiederverwendet werden. 45 Minuten
(max. eine Stunde) bei 55 - 60°C im Stripping-Puffer reichen aus, um die Filterpapiere vollstindig von
den Antikdrpermn zu befreien. Da es dennoch zu "VerschleiBerscheinungen" kommt, nimmt die Intensitat
sukzessive ab, so dass die Wiederverwendung auf ca. 20 Anwendungen beschrdnkt ist. Zwischenzeitlich
kénnen die getrockneten Filter fur IGngere Zeit bei -20°C gelagert werden. Von allen stark immunogen
reagierenden Epitopen werden zur Feststellung ihrer Spezifitdt die dazugehdrigen Epitope von L. innocua
untersucht. Falls es dabei zu keiner Kreuzreaktion kommt, vergleicht man auch die anderen Arten auf ih-
re Kreuzreaktivitat. Nur Epitope die mit L. monocyfogenes eine deutliche Reaktion zeigen, jedoch bei al-

len anderen Arten kein Signal geben, werden zur Immunisierung der Versuchstiere benutzt,

4.2.6. Untersuchungen zu den T-Zell-Klonen

Die Generierung und Charakterisierung der P60-spezifische T-Zellklone, sowie die Untersuchung ihrer pro-
tektiven Wirkung erfolgte durch Herrn Dr. G. Geginat und dessen Mitarbeiter am Institut fir Med. Mikrobio-
logie und Hygiene an der Fakultat far Klinische Medizin Mannheim der Universitat Heidelberg wie be-
schrieben (Geginat et al. 1998; 1999).
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4.3. PrfA

4.3.1. Gewinnung von Proteinextrakten

4.3.1.1. Gewinnung der Proteinextrakte im groRen MaBstab

Die RNA-Polymerase der L. monocytogenes AprfA Deletionsmutante (A42) wurde entweder nach Wachs-
fum bei 37°C, 30 minutiger Inkubation bei 48°C bzw. in MEM (nach Sokolovic et al. 1993) mittels Ammo-
niumsulfat-Fallung und anschlieBender Heparin-Sepharose  AffinitGtschromatographie (3 g Heparin-

Sepharose CL6-B von Pharmacia) aufgereinigt (Bockmann et al. 2000).

Der Stamm A42 wird in 9/10 Vol. auf 37°C vorgewdrmten BHI Medium (450 ml bzw. 180 ml) angeimpff.
Bei 180 KE wird entweder bei 37°C weiterinkubiert, ein Temperaturshift bei 48°C oder ein Shift in MEM-
Medium fur jeweils 30 Minuten induziert.

Die Zellen werden im vorgekuhlten Rotor bei 8000 Upm/10 min abzentrifugiert und mit je 10 ml (2x) PBS in
50 ml Greinerrdhrchen gewaschen (6000 Upm/10 min). Nachdem der PBS-Uberstand abgenommen
wurde, kann man das bakterienhaltige Pellet bei -80°C einfrieren. Zum Aufschiuss der Zellen mittels
French Press IGsst man das Pellet in kaltem Wasser langsam auftauen, 10st es in je 6 ml Puffer A (pro 11
Zellen => 20 ml ohne PMSF) und saugt die Zellen (max. 20 ml) durch in die mit Ethanol gereinigte und
vorgekUhlte Druckbombe. Nach dem Druckaufoau mittels einer Hydraulik, IGsst man die Zellsuspension
langsam (Druck 100(00) darf dabei nicht absinken) heraustropfen. Dieser Vorgang wird noch zweimal
wiederholt, so dass durch die am Teflonbdlichen (neues Teflonbdlichen am Hahn einsetzen!) auftreten-

den Scherkrafte die Zellen lysiert werden.

AnschlieBend wird 0,1 M PMSF (0,5 ul/ml) zugegeben, mit einer Spatelspitze Glasbeads bei 6-7 Watt drei
Mal eine Minute mit je einer Minute Pause dazwischen auf Eis sonifiziert und eine Minute im Kuhlraum
gevortext. Man zentrifugiert (nach Entnahme eines 50 ul Aliquot fUr das Gel) bei 14 000 g/4°C fur 30 Mi-
nuten, fullt den Uberstand mit Puffer A (ca. zwei Mal 13,5 ml) auf zwei Mal 20 ml auf und fallt mit 60%
gemorserfern Ammoniumsulfat (7,22 g/20 ml (NH,)SO,) das man langsam spatelweise unter Ruhren hin-
zu gibft (solite ca. 15 Minuten dauem). Man Iasst zur vollstdndigen Fallung 30 Minuten bei 4°C weiterrdh-
ren, bevor die Proteine bei 18 000 g (mindestens 30 Minuten/4°C) abzentrifugiert werden. Diese werden
dann in 2 ml fischem TBAs, geldst und ebenso wie 2 mi Uberstand (zur Kontrolle abnehmen, sowie ein
20 ul Aliquot fir das Gel entnehmen) UN in 100-facher Menge (3l) TBAs,-Puffer dialysiert. Ein DNAse-
Verdau konnte nicht durchgefuhrt werden, da DNA-Protein-Bindestudien als Nachweismethode dienten.
Am né&chsten Morgen wird in frischem Puffer fur mindestens eine Stunde weiterdialysiert, wahrend man in
der Zwischenzeit die Heparinsdule vorbereitet, Dazu wird das Heparin zunéchst mit Hilfe einer Nutsche
und einer Wasserstrahlpumpe gewaschen. Heparin ist ein naturlich vorkommendes Glykosaminoglykan,
das unter anderem zur Aufreinigung von DNA-bindenden Proteinen eingesetzt wird, da es neben einer
hohen Affinitdt gegenuber Koagulationsfaktoren auch auf Grund seiner polyanionischen Struktur Analo-
gien zur DNA besitzt. Zum Enffernen alter Proteine wird das Heparin mit einem Liter 1 M KCI gewaschen

indem man die Flussigkeit unter RUhren zugibt, wobei die Séule jedoch nicht frockenlaufen darf. Darauf-
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hin wird mit zwei Litern H,O deion. und 200 ml TBPs, nachgespult bzw. aquilibriert. Das Heparin wird bei
500 Upm eine Minute lang abzentrifugiert und der Puffer im US bis auf ca. 2-2,5 ml abgenommen (ca.
75% Gel/25% Puffer). Die Adsorption erfolgt fur eine Stunde bei 4°C in einem 50 ml Greiner mit ca. 12,5
ml Heparin und 7,75 mi Proteinextrakt (100 ul abnehmen zur Kontrolle) das mit TBPy, auf 30 mi aufgefullt
wurde. Die Saule wird mit dieser Suspension beladen, abgedichtet und mit 50 ml TBPs,, sowie 300 ml
TWP,,, gewaschen (1,2 ml/min, DTT frisch zugeben). Nach ca. 250 ml wird die Absorption bei 280 nm
gemessen. Sobald die OD,g, unter 0,01 gefallen ist kann mit der Eluation begonnen werden. Der Gra-
dient liegt dabei zwischen 300 MM-TM (TWP545-TEP, 550 j€ 20 mil, Nachspulen mit 20 ml TEP, ). Je 32 Trop-

fen (ca. 1,5 ml) pro Fraktion werden mit Hilfe des Fraktionssammlers aufgefangen UN bei 4°C gelagert.

Das Umpuffern in Centricons erfolgt am darauffolgenden Tag. Diese werden zuvor mit 2 ml Puffer gewa-
schen, um vorhandenes Glyzerin und Natriumazid (Konservierungsmittel) wegzuwaschen. Nachdem sie
mit den RNA-Polymerase halfigen Frakfionen beladen wurden, wascht man zwei Mal mit T ml TBPy,.
Durch das Zentrifugieren fur zwei Minuten der umgedrehten Centricons, kann der Proteinextrakt in neuen
Eppendorfreaktionsgef@Ben aufgefangen werden. Man bestimmt das Volumen und fullt mit TBP, ohne
PMSF ad 450 ul auf und aliquotiert (20 ul fur Bandshift, 20 ul fur Silbergel und 100 ul far die ,run off*-
Assays) die Proteinextrakte. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Mikroassays nach

Bradford bestimmit.

4.3.1.2. Gewinnung der Proteinextrakie im kleinen MaRstab

Fur Versuche die nur geringe Mengen an Proteinextrakt voraussetzen kdnnen diese alternativ durch Zer-
maorsern gewonnen werden.

Wie oben beschrieben (4.3.1.1.) werden die Zellen aus 200 ml BHI-Medium gewonnen, fropfchenweise
in auf -80°C vorgekiihliten Mérsem verteilt und bei —80°C UN eingefrorenen. Der Aufschluss am ndchsten
Tag erfolgt unter dem Abzug (Aerosole!) durch Zermadrsermn mit zwei Spatelspitzen/Morser Aluminiumoxid-
puder (ca. 15 Minuten). Um dabei die Temperatur konstant zu halten, wird immer wieder fl. N, nachge-

gossen, sobald die Zellen auftauen (weich werden).

Die so aufgeschlossenen Zellen werden in 750 ul Puffer A (mit PMSF) geldst, in einer Wanne mit warmem
Wasser geschmolzen (sofort wieder auf Eis) und erneut gemorsert. Beim Abfullen in 12 ml Greinerrdhr-
chen wird der Mérser mit 250 ul Puffer A gespult. Die weitere Vorgehensweise entspricht dem oben be-

schriebenen Verfahren (4.3.1.1.) nach Aufschluss mittels French-Press.

4.3.2. Aufreinigung von PrfA

Das [His],-getaggte PrfA Protein (P2-7) wurde aus einem rekombinanten E. coli Stamm isoliert und in An-
lehnung an die Anleitung von Qiagen uber eine Ni-NTA Sdule (Qiagen) wie bereits beschrieben

(Bockmann et al. 1996) gereinigt. Die Reinheit wurde durch Coomassie® gefarbte SDS-Gele verifiziert.,
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Das E. coli-Bakterium besitzt ein Expressions-(pQE) Plasmid fur die Expression des modifizierten PrfAs, das
am N-Terminus zusatzlich mit der Sequenz MRGSHHHHHHGS versehen wurde, wodurch dessen Aktivitat
nicht beeintréchtigt wird. Zur Kontrolle der Expression befindet sich noch ein Repressorplasmid (pREP4)
mit dem Jlacl-Gen, das fur den Lac-Repressor codiert, in dem Bakterium. Zur Gewinnung des Phagenly-
sins wird E. coli erst als Ubemachtkultur in LB (Amp)-Medium (ca. 20 ml) angeziichtet, Mit der Ubemacht-
kultur inokuliert man, im Verhdltnis 1:25 eine 500 ml Kultur (LB-Amp Medium) und Iasst diese bei 37°C im
Schuttler bis zu einer OD4y, von 0,7-0,9 (= 90 Klett) anwachsen. Zu diesem Zeitpunkt induziert man die
Translation des Phagenlysins durch die Zugabe von 1,5 mM IPTG. Nach weiteren fUnf Stunden Inkubation,

folgt die Zellernte: Zentrifugation in einem JA- 20 Rotor (8 000 Upm/15 min).

Die Zellen werden dann noch einmal in Lysis-Puffer (gleiches Volumen: 500 ml) gewaschen. Um den
Aufschluss der Zellen zu unterstUtzen, 1asst man das trockene Pellet Uber Nacht bei -20°C im Eisschrank
stehen. Am ndchsten Morgen, nachdem es schonend in kaltem Wasser aufgetaut und in 10 ml Lysis-
Puffer mit 0,1% Triton X (10 ul) aufgenommen (dabei gleich ein Aliquot fur das Gel entnehmen) wurde,

kann man mittels French-Press den Aufschluss vervollsténdigen (s.o. 4.3.1.1.).

Alternativ kann das Protein auch mittels Ultraschallbehandlung oder Chloroform freigesetzt werden. Die
Zeltrimmer kénnen nun bei 4°C/15 000 g/10 min abzentrifugiert werden. Der zellfreie Uberstand wird un-
ter sterilen Bedingungen durch eine 2 um Membran filtriert und an der Ni-NTA-SAule fraktioniert. Die Auf-
reinigung mit Hilfe der Ni-NTA-Séule erfolgt nach der Anleitung von Qiagen (Quiagen 1992), mit folgen-

den Modifikationen:

e Da Lysin an Kohlenhydrate bindet, kbnnen Proteine unspezifisch, Uber ihre Lysinreste, an die Saulen-
matrix gebunden werden. Daher verwendet man eine gegenuber dem urspringlichen Protokoll von
Qiagen erhohte NaCl - Konzentration, um diese Proteine abzuwaschen. Der Lysis-Puffer (und auch
der Waschpuffer ) enthdlt somit 500 mM statt nur 300 mM NaCl.

* Als beste Eluationsmethode hat sich das Abwaschen mit einem Imidazolgradienten (40 - 250 mM)

erwiesen.
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Abb. 14: Ni-NTA-Saule, fir die affinitdtschromatographische Reinigung von PrfA.

4.3.3. Konstruktion der Template-Plasmide

Die Konstruktion der Plasmide fur die in vitro-Transkriptionsassays wurde wie beschrieben (Bockmann et
al. 2000) durchgefuhrt,

Mit Hilfe der entsprechenden Primerpaare wurde jeweils die Promotorregion zusammen mit Teilen der
benachbarten Sequenz amplifiziert, sowie eine EcoRI-Schnittstelle am &' Ende und eine Xbal-
Schnittstelle am 3'-Ende von actA bzw. igp eingefugt. Die gereinigte DNA wurde in den Vektor pUC19
hineingeklont und mit Xbal linearisiert. Auf Grund der geringen Effizienz des Verdaus mit Xbal, wurden
die anderen Promotoren von hly, mpl, pIcA und prfA1/2 entsprechend Uber eine Haell-Schnittstelle am
5' Ende und eine Hindlll -Schniftstelle am 3'-Ende in pMB? geklont und mit Hindlll linearisiert. Die lineari-
sierfe DNA diente dann als Matrize im ,run-off” in vifro-Transkriptionsassay mit Transkriptidngen von 132
Nukleotiden flr Py, 93 fUr Py, 1171 fr Py, 120 fUr P, 109 flr Poes und 221/137 fUr Pyayp,. Die LOngen
wurden durch den Vergleich mit einem radioaktiv markierten Marker definierter Lange (130 Nukleotide)

verifiziert.

4.3.4. In vifro-Transkriptionsassay

Jeder Ansatz enthdlt linearisierte DNA, eine Gquivalente Menge (ca. 0,5 ug) einer der drei RNAP-
Praparationen (RNAPg,, RNAP,5, RNAPev). PrfA im Sattigungsbereich und drei der vier dNTPs im Reakti-

onspuffer (Tatti et al. 1996; Bockmann et al. 2000). Abhdngig von der Fragestellung (relative transkripti-
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onale Akfivitat jedes einzelnen innerhalb einer RNAP-Préparation einerseits und den unterschiedlichen
AktivitGten zwischen den drei RNAP-Praparationen andererseits) wurde entweder die RNAP oder der
Promotor in dem frisch angesetzten Mastermix vorgelegt, gevortext und entweder mit der linearisierten
DNA oder der RNAP versefzt. Nach zehn Minuten Inkubationszeit bei RT wird das vierte radioaktiv a.-P*%-
markierte NTP zur Initiation der Synthese zugegeben. Unspezifische Transkriptionsinitiation wurde durch

die unmittelbar anschlieBende Beimengung von 6 ug Heparin unterdrick.

Die Transkription beginnt an dem zu untersuchenden Promotor auf der jeweiligen DNA, welche die PrfA
Bindungsstelle, die —10 Box, die in vivo bestimmte Transkriptionsstartstelle, die Ribosomenbindungsstelle
und (abhdangig von Promotor) bis zu 221 der ersten Ribonukleotide des dazugehdrigen Gens enthdilt,
Am 3’-Ende (Schnittstelle) des linearisierten Plasmids ,fallt* der Transkriptionskomplex vom Matrizen-
strang ab, daher auch der Name ,run off*-Assay. Nach zehn Minuten werden die initierten Transkripte
mit 0,5 ul des entsprechenden unmarkierten NTPs aufgefulit. SchlieBlich wird die Reaktion nach funf
Minuten durch die Zugabe von 20 ul Stoppmix abgebrochen.

Nach Denaturierung bei 90°C (eine Minute) frennt man 16 ul jeder Probe Uber ein denaturierendes 6%-
iges Harnstoffgel elekirophoretisch auf. Das Gel wird auf zwei Whatmanpapieren zwischen zwei Frisch-
haltefolien, zusammen mit einem Rontgenfilm und Verstarkerfolie, in einer Bleikassette fur 2- 24 Stun-

den exponiert und im Réntgenfilmentwickler entwickelt.

| _______________________________________] I— Bleikassefte

— Verstarkerfolie
— Réntgenfilm

— Frischhaltefolie
— Harnstoffgel

= |

— 2 Whatmanpapiere

L—J\ Frischhatefolie

Abb. 15:  Anordnung der einzelnen Lagen an Supportmaterial zur Exposition des radioakti-

ven Harnstoffgels auf dem Rontgenfilm.

4.3.5. Gelretardationsexperimente (Bandshift)

Die spezifische Bindung von gereinigtem PrfA-Protein und listeriellen Proteinextrakten an Promotoren der
Virulenzgene Iasst sich mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten untersucht. Eine radioaktiv markierte
hly-Sonde mit einer Proteinbindestelle kann nach elekirophoretischer Auftrennung in einem nativen Po-

lyacrylamidgel den gebundenen DNA-Protein-Komplex visualisieren (Review: Lane et al. 1992).

4.3.5.1. GieBen der Gele

Das 5%-ige native Polyacrylomidgel wird am Albend zuvor luftblasenfrei zwischen zwei gut gereinigte
Glasplaften (20 x 30 cm) gegossen, die Taschen, sowie die Laufstrecke (kurzes Fragment 12 cm (3

W)/langes Fragment 17 cm (4 1/2 W)) auf der groBen Platte aufgezeichnet und, nachdem es zwei
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Stunden auspolymerisieren konnte, Uber Nacht im Kuhlraum aufbewahrt, Die beiden duBeren Taschen

beladt man mit Blaupuffer.

4.3.5.2. Herstellung der P, - (bzw. P,,)-Sonde

hly-Promotor

-35 -10 S hly
5 : : [PrfA-Box] : I' | ] : RBS = 3
BM1 | | BM?2!
= : : — hly 109 bp
Phl hly2!
L, L0 hly 28 bp

PrfA-Box TTAACATTTGTTAA
AATTGTAAACAATT

Abb. 16: Schematische Darstellung der als Sonden eingesetzten hly-Promotorsequenzen. Abgebildet ist die PrfA-
Box, die -10-Box und der Transkriptionsstartpunkt (S) des PrfA-abhéngigen P2 Promotors. Die Positionen
der 109 bp und 28 bp langen hly-Sonden sind als graue Balken markiert. Die Pfeile geben die Lage und
Orientierung der verwendeten Primer an. Unterhalb ist die palindromische Sequenz der PrfA-Box darge-

stellt.

Durch eine PCR (Annealingtemperatur 55°C bzw. 54°C fur actA, 30 Mal je 45 sek.) mit den Primerpaa-
ren BM1/BM2, bzw. CD1/CD2, ehdit man die Sonden fur die hly- bzw. actA-Promotorregion mit einer
Xbal-Restriktionsschnittstelle fur 5 -Uberhdngende Enden. Nach der Konfrolle im Agarosegel (124 bp
Produkt vor Restriktion), werden die 109 (hly) bzw. 97 (actA) bp langen PCR-Produkte gefdllt, mit Xbal
verdaut und geleluiert. Nach der Konzentrationsbestimmung durch Messung der OD,, erfolgt die ra-
dioaktive Markierung von 0,5 ug Sonde mit 10 uCi [a-*?P]dATP bzw. [a-*?P]JdCTP durch Klenow Polyme-

rase.

Der Markierungsansatz wird 30-45 Minuten bei 37°C inkubiert bevor die Reaktion mit 1 ul 0,5 M EDTA
abgestoppt wird. Nicht eingebaute Nukleotide entfemt man mit Hilfe der NucTrap™-Saule (Stratagen)
nach beiliegender Anleitung. Dazu wird die dquilibrierte Saule mit dem Markierungsansatz (ad 70 ul mit
1x STE) beladen und mit 70 ul Tx STE gespult. 1 ul des radioaktiven Eluats werden zur Bestimmung der
spezifischen Akfivitat auf einen Glasfiberfilter (GF/C-Filter, Whatman) pipettiert, kurz getrocknet und der
Filter in ein Szintillationsrdhrchen mit 3 mil Szintillationsflissigkeit (Roth) gegeben. Die Einbaurate (cpm/ul)

kann dann in einem Szintillationsz&hler gemessen werden.

4.3.5.3. Bindungsreaktion

Die Bindungsreaktion erfolgt mit 2-15 ul Proteinextrakt, T mg/ml BSA, 0,07 mg/ml poly(dI-dC) als unspe-
zifischer Kompetitor-DNA und 200 ng gereinigtem PrfA Protein, ad 20 ul mit 1x Tris-Bindungspuffer (TBP).
Nach 15 Minuten bei RT gibt man 140 000 cpm. der [**P]-markierfen DNA-Sonde hinzu und inkubiert

weitere drei Minuten bei 37°C, sowie 27 Minuten auf Eis. Die sich bildenden Protein-DNA-Komplexe
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werden anschlieBend in einem nativen 5%-igem Polyacrylamidgel in 0,4 x TBE (oder 1xTANE) e-
lektrophoretisch aufgetrennt, (wobei die beiden duBeren Taschen mit Blaupuffer beladen werden) bis
die Blaufront die 17 cm Marke erreicht hat (ca. 3-5 h, 200-250 V, 15 mA/Norauf 1,5 h, bei RT, nach
Vorlauf Puffer erneuern), fur zehn Minuten mit Glasplatte in 10%-iger Essigsdure fixiert, vakuumgetrock-
net (zehn Minuten vorheizen, bei 80°C drei Stunden trocknen, 30 Minuten unter Vakuum abkdhlen las-

sen) und autoradiographisch (Exposition: 1-48h bei —20°C) ausgewertet,

2 x Whatman

frocken

I 1 Zellophan

Whatman mit Gel

1 x Whatman feucht

1 Zellophan

Abb. 17: Anordnung der einzelnen Lagen an Supportmaterial bei der Geltrocknung.

4.3.6. Densitometrische Analyse

Die densitometrische Analyse der Schwdérzungen auf den Rontgenfimen aus den in vifro-
Transkriptionsassays wurde an einem Macintosh Computer unter Verwendung des offentlichen, am U.S.
National Institutes of Health entwickelten, Programms NIH Image V. 1.6.1. durchgefuhrt, wie in der bei-

gefugten Anleitung beschrieben (erdltlich unter hitp://rsb.info.nih.gov/nih-image/).
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4.4, standardmethoden

4.4.1. molekularbiologische

4.4.1.1. Aufschluss von Listerien

Um die bakterielle DNA fur die Amplifikation verfugbar zu machen, muss die dicke Mureinschicht der Listerien zu-
ndchst einmal permeabilisiert werden. Hierzu werden diese in PCR-Puffer resuspendiert, lysiert und denaturiert. Falls
die mRNA fUr die RT-PCR erhalten bleiben soll, gibt man RNAguard hinzu, um die RNAsen zu inaktivieren. Zusatzlich
zur Temperatur-Druck-Behandlung kdnnen die Listerien enzymatisch vorbehandelt werden, indem man je 100 ul der
in PCR-Puffer geldsten Bakterien mit 2 ul Lysozymldsung 15 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Nach Zugalbe von 2 ul
Proteinase K, folgen weitere 15 Minuten bei 56°C-60°C. Der Aufschiuss kann durch Erhitzen der Proben im Heizblock
auf 110°C fUr funf Minuten erfolgen (Die Lyse von E. coli. dagegen bendtigt lediglich (ohne enzymatische Behand-
lung) acht Minuten Kochen bei 110°C). Da EppendorfgefdBe mit verschraubbarem Verschluss benutzt werden, kann

sich im Inneren ein erhdhter Druck aufbauen. Nach der angegebenen Zeit stellt man die Proben bis zur PCR auf Eis.

4.4.1.2. RT-PCR (Reverse Transkiiptase abhdngige Polymerase-Kettenreaktion)

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wird die mMRNA (messenger RNA) in cDNA (copy DNA) umgeschrieben. Diese
RNA-abhangige DNA-Polymerase wurde aus Retroviren (Avian Myeloblastosis Virus, AMV) isoliert. Inre primerabhdngi-
ge 5'->3" Polymeraseakfivitat kann von einer RNA- oder DNA-Matrize ausgehend DNA (bzw. cDNA) synthetisieren.
Uberdies besitzt sie eine 3"->5" RNAse H-Aktivitét, d.h. sie degradiert den RNA-Anteil von RNA-DNA-Hybriden. Das En-
zym besteht aus einer a-Untereinheit mit 62 kDa und einer B-Untereinheit mit 94 kDa. Gegenuber der M-MLV-RT (Mo-
loney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) hat die AMV den Vorteil, dass sie eine geringere Halbwertszeit
besitzt, bessere Prozessierung gewdhrleistet und im selben Puffer, wie Taq-DNA-Polymerase aktiv ist (Mallet et al.
1995). Dadurch kann die cDNA-Synthese und die DNA-Amplifikation miteinander gekoppelt werden. Somit werden
Verunreinigungen durch einen zusatzlichen Pipettierschritt vermieden, weil das Reaktionsgefd nicht mehr gedffnet
werden muss. Um Kontaminationen mit RNAsen, die als Bestandteil der kdrpereigenen Immunabwehr auf der Haut-
oberfldche zu finden sind, zu verhindern, sollfe man mit Handschuhen arbeiten und nur sterile GeféRe und Pipetten-
spitzen benutzen, die ebenfalls ausschlieBlich mit Handschuhen angefasst worden sind. Der Reaktionsansatz bestent

aus:

. ungekoppelte RT-PCR

80 ul aufgeschlossenem Bakterienlysat in PCR-Puffer

+ 2 ul entsprechendem Puffer (10 x) und

+10 ul MgCl (falls erforderlich)

+ 1 ul RNAse-Inhibitor

+ 1 ul 20 mM dNTPs

+ 0,5 ul Primer 1 (Syntheserichtung: stromabwarts; 1 ug/ul)
+ 0,5 ul Primer 2 (Syntheserichtung: stromaufwarts; 1 ug/ul)
+ 0,45 ul (10 Units) AMV-RT

ad 100 ul HyOpcx
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. kontinuierliche RT-PCR

80 ul aufgeschlossenem Bakterienlysat in PCR-Puffer

+ 2 ul entsprechendem Puffer (10 x) und

+10 ul MgCl (falls erforderlich)

+ 1 Ul RNAse-Inhibitor

+ 1 ul 20 mM dNTPs

+ 0,5 ul Primer 1 (Syntheserichtung: stromabwarts; 1 ug/ul)
+ 0,5 ul Primer 2 (Syntheserichtung: stromaufwarts; 1 ug/ul)
+ 0,45 ul (10 Units) AMV-RT

+ 0,5 ul (20 U/ul) Tag-DNA-Polymerase

ad 100 il HyOscr

Im Gegensatz zur ungekoppelten Reaktion enthalten die Ansatze der kontinuierlichen RT-PCR bereits vorab zusdizlich
2,5 U Tag-DNA-Polymerase. Nach zehnminutiger Erwé&rmung auf 65°C zur RNA-Denaturierung und Primerhybridisie-
rung (evil. erst dann AMV-RT zugeben) wurde die Reverse Transkriptase-Reaktion durchgefihrt. Zur Inakfivierung der
AMV und Denaturierung der cDNA bzw. RNA folgt ein 95°C-Schritt, Erst jetzt gibt man zum ungekoppelten Ansatz 2,5

U Tag-DNA-Polymerase hinzu und fuhrt die PCR, wie auch bei der kontinuierlichen Reaktion, durch.

4.4.1.3. Gelelekirophorese der DNA und Anfarbung

Nach kurzem Aufkochen von 0,7-1,5% Agarose in 0,5x TBE (250 ml evil. mit 25 ul EtBr) wird die (auf ca. 50°C) abge-
kUhlte Lésung in eine mit K&mmen versehene Gelelekirophoresekammer gegossen. Das Gel ist nach ca. eine Stun-
de vollstandig polymerisiert und kann mit 0,5xTBE als Laufpuffer Uberschichtet werden. Durch Gelelekirophorese I&sst
sich die DNA wegen ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit (abh. von Nettoladung, GroBe etc. des
Molekuls) im Gel auftrennen. Dazu werden 20 ul der Proben mit 5ul Probenpuffer versetzt und auf das Agarosegel
aufgetragen. Der Trennungsvorgang vollzieht sich bei 100 - 150 V. Die Banden werden sichtbar gemacht, indem
man das Gel anschlieBend fur zehn Minuten in ein Ethidiumbromid-Bad gibt. 3,8-Di-amino-5-ethyl-6-phenyl-
phenanthridinium-bromid fluoresziert unter UV-Licht (250-310 nm). Die Fluoreszenzintensitdt wird durch das Einschie-
ben des Ethidiumbromids zwischen Basenpaare der DNA-Doppelhelix stark erhdht. Da diese Interkalation die
Transkription stort, wirkt es mutagen (Handschuhel). Ein an der Kamera angeschlossener Thermosublimationsdrucker

kann sofort ein Abbild des Gels ausdrucken.

4.4.1.4. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des GeneClean Kits (Bio 101 Inc.) gemaR Herstellerangaben aus der

Agarose gelost.

4.4.1.5. Isolierung von Plasmid-DNA mit kommerziellen Produkien

Zur Praparation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab (bis 20 ug) wurde das Jetprep Miniprep Kit (Genomed) ver-
wendet. Fur die Isolation von Plasmid-DNA im Midi-MaBstab (bis 100 ug) wurden das Nucleobond AX100-Kit (Mache-

rey-Nagel) oder das Qidfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen) entsprechend der beiliegenden Anleitung eingesetzt.

4.4.1.6. Isolierung chromosomaler DNA aus Listerien

10 ml einer Ubernachtkultur in BHI werden bei 4500 g und 4°C 15 Minuten zentifugiert und das Pellet mit 0,1xSSC

gewaschen. Die Zellen werden in 1,0 ml Lysozymidsung resuspendiert und 30-45 Minuten bei 37°C geschuttelt. Da-
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nach gibt man 9 mi Lysepuffer zu und inkubiert weitere 45 Minuten bei 37°C. Das Zelllysat wird dann zwei Mal mit je
10 ml Phenol ausgeschittelt. Den wassrigen Uberstand extrahiert man mit je 10 ml Phenol/Chloroform (1:1, v/v), bis
sich keine Proteine mehr in der Interphase befinden. AbschlieBend wird noch einmal mit 10 ml Chloro-
form/lsoamylalkohol (1:24, v/v) ausgeschuttelt. Die chromosomale DNA wird mit zwei Volumina Ethanol,, bei -20°C
Uber Nacht gefdllt und bei 8 000 g und 4°C 30 Minuten lang pelletiert. Das DNA-Pellet wird mit 70%-igem Ethanol
gewaschen, im Speedvac-Konzentrator getrocknet und in 100-150 ul H,O aufgenommen. Die geldste chromoso-

male DNA kann bei 4°C aufbewahrt werden.

4.4.1.7. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur analytischen Spaltung von Plasmid-DNA inkubiert man 1 ug DNA mit der Restriktionsendonuklease in einem Vo-
lumen von 10-20 ul eine Stunde mit entsprechenden Reaktionspuffern bei enzymspezifischer Temperatur. Die Reak-

fion wird durch Phenolextraktion des Restriktionsenzyms oder durch Zugabe von DNA-Auftragspuffer beendet.

4.4.1.8. Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

50 ml Medium A werden 1:100 mit einer Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C bis zu einer ODyq,,, Von 0,4-0,6 an-
gezuchtet. Man kuhlit die Kultur zehn Minuten bei 4°C, zentrifugiert zehn Minuten bei 4°C mit 1500 g und resuspen-
diert das Bakterienpellet in 0,5 ml vorgekuhitem Medium A. Danach werden 2,5 ml eiskaltes Medium B zugegeben
und vorsichtig gemischt. Die Zellen werden in Aliquots von 100 ul aufgeteilt und entweder direkt verwendet oder bei
-70°C aufbewahrt. Zur Transformation mischt man die kompetenten Zellen mit 0,1-1,0 ug DNA, beldsst den Trans-
formationsansatz 30 Minuten auf Eis und erhitzt fur 2 Minuten auf 42°C. Danach werden die Zellen in 1T ml 2xYT Medi-

um fUr ein bis zwei Stunden bei 37°C ohne Selektion kultiviert, selektiv ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C bebrutet,

4.4.2. proteinchemische Methoden

4.4.2.1. SDS-Page

Mit Hilfe der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelekirophorese (SDS-PAGE) werden Proteine aufgetrennt und ih-
re Molmasse bestimmt. Dabei bewirkt Natriumdodecylsulfat (H,sC,,-O-SO;Na, ein Detergens mit hoher Bindungsaffi-
nitat fur Proteine - ca. 1,4 g pro g Protein), die Trennung nichtkovalenter Bindungen zwischen Untfereinheiten oligo-
merer Proteine. Die Polypeptid-Ketten binden SDS und werden durch die Sulfonsduregruppen des SDS stark negativ
geladen. Die Ladung des nativen Proteins wird dadurch maskiert, und es ergibt sich ein relativ konstantes Verhaitnis
von Ladung zu Masse. Die Polypeptidketten zeigen daher ein einheitliches Wanderungsverhalten im elekirischen
Feld, so dass sie wahrend der diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Disk-Elektrophorese) nach inrer Molmasse auf-

getrennt werden.

Die Bezeichnung "Diskontinuierliche Gelelekirophorese" grindet auf der Diskontinuitdt zwischen Porendurchmesser
und pH-Wert von Sammel- und Trenngel. Die Gele werden durch Polymerisation einer Acrylamidlésung hergestellt.
Das grobporige Sammelgel besitzt einen pH von 6,8 in dem die Proteinketten negativ geladen sind, weil bei diesem
pH die endstdndige a-Aminogruppe ihre positive Ladung verliert (-NH,* = -NH, + H*/pK = 8,0), wdhrend die end-
standige a-Carboxylgruppe als Anion die negative Ladung stellt (hach -COOH = COO" + H*/pK = 3,1) und das
Glycin als Zwitterion (ungeladen, daher am langsamsten) vorliegt. Der Proteinbande geht eine Chlorid-Bande vor-
aus, so dass zwischen dem Glycin und dem Chlorid ein Feldstérkegradient vorliegt der von oben nach unten zu-

nimmt, wodurch die Proteine dazwischen konzentriert werden. Infolge der negativen Ladung der Chlorid-lonen wer-
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den die ebenfalls negativ geladenen Proteine abgestoBen und die anliegende Spannung zum Teil kompensiert,
somit wird die Proteinbande abgebremst. Nachdem das Glycin das kleinporige Trenngel (immer 12%-ig) erreicht
hat kann in dem vorherschenden pH von 8,8 ein Proton vom Stickstoff abdissoziieren. Dadurch sind die Glycinmole-
klle ebenfalls negativ geladen und Uberholen in Folge ihrer geringeren Grélke die Proteine. Nun wird das Protein im

Trenngel gemdag seiner Ladung und GrélRe aufgetrennt.

Die Proben werden zum Denaturieren funf Minuten lang bei 95°C im Heizblock gekocht (Loch in Eppendorfreakti-
onsgef@lRe stechen, nicht vergessen 1) und mit 5 ul Probenpuffer in die Geltaschen geflllt. Bei 180 mV Iasst man
das Proteingemisch auftrennen, bis die Laufmittelfront den unteren Rand des Gels erreicht hat. Eine Markierung (z.B.
die untere rechte Ecke abschneiden) hilft bei der spateren Festlegung der Crientierung des Gels. Das Gel kann nun
entweder mit Coomassie® irreversibel angefarbt und mit Entfarberldsung entfarbt werden. Oder man Ubertragt die
Proteine auf eine Nitrozellulosememibran, um ein Immunobilotting (Western-Blot) durchzufUhren (Renneberg et al.
1990). Bei der Coomassie® Blau Farbung legt man das Gel mindestens 30 Minuten in Farbeldsung, 30 Minuten in Fi-

xierldsung und enffarbt es in Entfarbeldsung.

4.4.2.2. Transfer auf Nitrozellulose

Nach dem SDS-PAGE wird das Gel vermessen und mindestens 15 Minuten in Transferlbsung 3 aufbewahrt. Vor dem
Zusammenbau der Blotting-Apparatur werden 18 Chromatographiepapiere und die Nitrozellulosememibran exakt

auf GelgroBe zurechtgeschnitten. Der blasenfreie Zusammenbau wird wie folgt durchgefuhrt:

ey Fathods

9 Chromatographiepapiere
in T 3 getrankt

_—GelinT3
Lm0y gy

— Nitrocellulose in T 3

—— 3 Chroamtographiepapiere in T 1

T 6 Chroamtographiepapiere in T 2

|__.l + Anode

Abb. 18: Aufbau der Blotting Apparatur fir den Western-Transfer.

Die Chromatographiepapiere mussen ausreichend feucht sein, jedoch durfen die Lésungen nicht seitlich auslaufen.

Der Transfer erfolgt zwei Stunden lang mit 0,8 mA/cm? (stromkonstant) bei RT.

4.4.2.3. Western-Blot

Die Proteine auf der Nitrozellulose lassen sich nun auch mit Ponceau S reversibel Anfarben. Dazu schwenkt man
die Nitrozellulose ca. eine Minute in der Ponceau S-Lésung und spult mit Basispuffer den unspezifisch gebundenen
Farbstoff aus, bis die Banden sichtbar werden. Der Marker wird abgeschnitten und aufbewahrt. Die Nitrozellulose
wird vor der Immundetektion Uber Nacht in Blockpuffer aufoewahrt.

Den ersten Antikdrper gibt man in der Verdunnung 1:500 mit 15 mil Basispuffer zur Membran (evil. bla-
senfrei in Frischhaltefolie einschweien) und Iasst eine Stunde unter Schwenken bei Raumtemperatur
inkubieren. Um Hintergrund zu vermeiden muss sorgfaltig drei Mal zehn Minuten in Basispuffer gewa-

schen werden.
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/ Chloronaphtol \ Nun kann der zweite Antikdrper mit dem
schwarz Reporterenzym (1:750) in 15 ml Puffer
EEEE peroxidase hinzugegeben werden. Nach 60 Minu-
!5‘5;5;’5;’5;’ ten Inkubationszeit im Dunkeln wird je
zehn Minuten zwei Mal mit Basispuffer

Schwein-Anti-Kaninchen AK und ein Mal mit TBS gewaschen. Mit Hil-

fe der Peroxidase lassen sich schlieRlich
die an das P60 gebundenen Antikorper
Kaninchen-anti-p60 AK sichtbar machen. Als Substrat dient do-
bei Chloronaphthol, das sich bei der

p60 Enzymreaktion lila-schwarz  farbt,  Die
\ B Nitrocellulose ) Farbreaktion wird bei Erkennen einer
deutlichen Verféroung (max. 30 Minu-

Abb. 19: Antikérperreaktion: Farbreaktion durch HRP ten) mit H,0 . abgebrochen.

4.4.2.4. Antikorper-ELISA

Die ELISA-Platte wird mit 10 ug/ml Antigen (100 ul pro Napf ) in 200 mM Na,CO; pH 9,6 bei 4°C Uber Nacht gecoa-
tet. Gecoatete Plaften sind im Kuhlschrank bis zu vier Wochen haltbar.

Vor dem Einsatz wird jeder Napf mit Hilfe einer Multikanalpipette drei Mal mit PBS/0,05% Tween?° gewaschen und
30 Minuten (die lefzten zehn Minuten im Kudhiraum) mit PBS/10% FCS geblockt. Je 100 ul des nach Bedarf in
PBS/1% BSA verdunnten Serums (erster Antikdrper, 1:2000) IGsst man eine Stunde bei 4°C adsorbieren. Nach funf
Waschschritten mit PBS/0,05% Tween?® appliziert man den sekunddren Antikdmer (1:5000) in PBS/1% BSA. Zur
Schonung der Peroxidase erfolgt die Inkubation (45 Minuten bei Raumtemperatur) im Dunkeln. Nach Zugabe von
je 100 ul SIGMA-Detektionsldsung wird die ELISA-Platte nach ca. 15 Minuten (je nach Grad der Gelbfarbung) mit 30
ul 6N H,SO, fixiert und im ELISA-Reader bei 492nm ausgelesen. Wird die Farbreakfion nicht abbgestoppt so muss

unmittelbar nach erreichen der optimalen Farbintensitat bei 460 nm ausgelesen werden.

4.4.2.5. Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Proteinquantifizierung wurde mit einem Kit der Firma Bio-Rad durchgefuhrt. 2-5 ul der Proteinsuspension wurden
hierzu in 800 ul H,O verdinnt und mit 200 ul Farbereagenz versetzt (bzw. 400 ul Probe und 100 ul Reagenz). Nach
20-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Quantifizierung bei ODgosm. Als Eichprotein wurde BSA

verwendet,

4.4.3. sonstige

4.4.3.1. Rehydrierung gefriergetrockneter Bakterienstmme

Aus der instifutseigenen Stammsammlung wurden gefriergetrocknete und in Glasampullen eingeschmolzene
Stdmme entnommen. Eine in ein Tuch eingewickelte Ampulle wird durch einen gerzielten Schlag an dem oberen
Ende aufgebrochen, so dass das innere Rohrchen mit dem Bakterienmaterial enfnommen werden kann. Die Aktivie-
rung erfolgt, indem man einige Kémchen in wenige Millliter Nahrmedium gibt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Ausplattieren als Zwischenschritt, vor dem emeuten Animpfen einer Ubemachtkultur gibt zusatzliche Sicherheit Gber
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den Erfolg der Rehydrierung. Nach der positiven Identifikation des ausplatftierten Stammes legt man jeweils zwei Gly-

zerinkulturen an, auf die bei Bedarf zurickgegriffen werden kann (Anonymous 1997).

4.4.3.2. Anlegen von Glyzerinkulturen

800 I Ubernachtkultur werden mit 400 ul Glyzerin in ein Kryordhrchen gegeben und bei -70°C weggefroren.

4.4.3.3. Préparation der Dialyseschiduche

Die in 10-20 cm lange Sticke geschnittenen Dialyseschiduche werden zehn Minuten in 2% Na-bicarbonat (=Na-
Hydrogencarbonat)/T mM EDTA pH 8,0 gekocht, mit H,04.s gespult und wiederum zehn Minuten in T mM EDTA pH
8.0 gekocht oder autoklaviert. Dabei durfen die diese nur mit Handschuhen angefasst werden. Die Dialyseschldu-

che kénnen bei +4°C aufoewahrt werden.
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5. Ergebnisse

5.1. Molekularbiologischer Nachweis von L. monocytogenes

5.1.1.PCR-Amplifikation

5.1.2. Detektion via

5.1.2.1. Membran 5.1.2.2. Mikrotiterplatte

Nylon Nitrocellulose Biotin Digoxygenin

Abb. 20: Ubersicht zur molekularbiologischen Detektion von L. monocytogenes.

5.1.1. PCR-Amplifikation

N-terminale Region Insertion “Repeat  C-terminale Region
- 1
5 ’ konserviert variabel variabel variabel konserviert 3 4
] 360 bp 600 bp 160 bp 60-150 bp 360 bp [~
GroBe des Tanskrips in kbp zur Identifizierung von
1,60 —p o v o o e e e e e e < allen Listeria Spezies
LisIA Lis1B
........................ L. VI
0,66 MK)A :is_lB monocytogenes
0,20 T L. monocytogenes
’ MonoA2 l\To_noB
..................................... L. ivanovii, L. seeligeri
1,20 E;iZ fis_lB L. welshimeri
1.10 B s e e e e e e e e e e e e e e e e e e < L. ivanovii
’ Ival Lis1B
e T T T T T R L. i [
1,10 ol EIS_IB seeligeri
1’05 e e T T T T T T <«— L. welshimeri
Well Lis1B
0.87 TR R T T T T T T T, <«— L. innocua
’ [no2 LisIB
> e i
0,48 Mugra EIS_IB L. grayi

Abb. 21: Schematische Zusammenfassung der fir die verschiedenen Listeria PCR- bzw. Multiplex-PCR-

Nachweisreaktionen verwendeten Primerkombinationen.

Die mit den gaftungs- und spezies-spezifischen Primern generierten PCR-Produkte (Lalic-Muelthaler
1996), sollen durch Hybridisierung mit nicht radioaktiv markierten Sonden nachgewiesen werden. Dazu
werden die PCR-Produkte an Nitrozellulose-/Nylon-Membranen oder in Mikrotiterplatten immobilisiert und
Uber den inkorporierten Marker detektiert.

Die Listeria gatftungsspezifische PCR ergibt mit dem Primerpaar Unilis A und Lis 1B ein gut detektierbares

spezifisches PCR-Produkt (Abb. 22).
Spuren: 1 2 3 4
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Spur 1.: Unilis A und Lis 1 B (Merck)

Spur 2.: Unilis A und Lis 1 B (Pharmacia)

Spur 3.: Negativkontrolle (nur Unilis A ohne Lis 1 B)
Spur 4.: Marker (1 kb Ladder)

AR

Abb. 22: Standard-PCR: 33 Zyklen 15 sek. 95°C; 30 sek. 56°C, 30 sek. 72°C. Der Auf-

schluss erfolgte jeweils nach Proteinase K/Lysozym-Vorbehandlung.

5.1.2. Reverse-Dot-Blot zur Post-PCR-Detekiion von L. monocyfogenes

Durch den Einsatz des Reverse-Dot-Blot-Verfahrens sollite die Effizienz der Detektion von
L. monocyfogenes gesteigert werden, indem das PCR-Produkt - nach der Hybridisierung auf einer

Membran oder in einer Mikrofiterplatte - colorimetrisch visualisiert wird.

5.1.2.1.Detektion auf Memibranen:

Zur Immobilisierung wurden drei verschiedene Membranen eingesetzt:

1. Hybondmembran von Amersham,

2. fliesfaserverstarkte Nitrozellulose,

3. Nylonmemiran von Nunc
Auf diese wurden mittels Vakuumfiliration (Absaugkammer Event 4160, nur Nylonmemlbran), Auftropfen
oder Kolonieblothybridisierung die Sonden appliziert. Die Immobilisierung der Membranen erfolgte mit
UV oder durch zwei Stunden backen bei 80°C. Die besten Resultate wurden mit der Hybondmemlbran
von Amersham nach zwei Stunden backen bei 80°C erzielt. Die colorimetrische Detektion des

L. monocytogenes-PCR-Produktes erfolgte mittels ABTS-Substratidsung.

Verschiedene Hybridisierungstemperaturen zwischen 42°C und 68°C, sowie Hybridisierungszeiten zwi-
schen zehn Minuten bis zu zwdlf Stunden (UN) wurden untersucht. Die besten Ergebnisse konnten bei

einer Temperatur von 68°C und einer Hybridisierungszeit von zwdlf Stunden beobachtet werden.

Wegen der niedrigen Signalstarke, der umstdndlicheren Handhabung, des geringeren Probendurch-
satzes und der langen Inkubationsperioden (zur Immobilisierung zwei Stunden bei 80°, Hybridisierung

UN) der Membranen wurden alle weiteren Experimente in Mikrotiterplatten durchgefinrt.

5.1.2.2. Detektion in Mikrotiterplatten

Es solle gepruft werden, ob die Post-PCR Detektion im Mikrotiterplattenformat geeignet ist, geringe Men-
gen des L. monocytogenes-PCR-Produktes nachzuweisen. Wahrend das 5 -Ende mit einem biotinylier-

tem Lis 1B-Primer markiert ist, wurde am 3’-Ende ein UnilisA-Primer eingesetzt. Damit wird das gesamte
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iap-Gen einschlieBlich der internen Hybridisierungsstelle fur MonoA ampilifiziert. Das verdinnte (1,6x107)
L. monocyfogenes-PCR-Produkt wird zu der in einer Mikrotiterplatte immobilisierten L. monocyfogenes-
spezifischen Fangsonde (Mono A-poly T) gegeben. Die Intensitdt der vom Reporterenzym generierten

Verfarbung kann im Mikrotiterplatten-Reader gemessen werden.

Beim Vergleich der vier verschiedenen Methoden zur Fixierung des Capture-Oligos an der Mikrotiterplat-
tenoberfldche hat die Kopplung mit Hilfe von EDC (vgl. 4.1.2.2.2.) am besten abgeschnitten. Auch mit
der einfacher und schneller durchzufUhrenden Immobilisierung mittels UV-Licht beobachtet man eine
ausreichend gute Immobilisierungseffizienz.

Die Sperzifitat des Nachweises wird durch Zugabe des L. monocyfogenes-PCR-Produktes zu Wells mit feh-

lenden Linkern bzw. fehlenden Capture-Oligos verifiziert:

Tab. 3: Extinktionswerte der Reverse-Dot-Blot-Detektion im Mikrotiterplattenformat von verdiinntem

(1,6x107) L. monocytogenes-PCR-Produkt, bei Messung 405 nm gegen 490 nm.

Probe | Extinktion Fangsonde spezifisch fur erwartetes Signal
1A 1,317 Mono A-poly T L. monocyfogenes i Positivwert

2A -0,006 Ino 2-poly T L. innocua Negativkontrolle
1B -0,010 Mono A ohne poly T i L. monocytogenes | Negativkontrolle
2B -0,045 Ino 2 ohne poly T L. innocua Negativkontrolle
1C 0,002 ohne Fangsonde - Negativkontrolle
2C -0,038 ohne Fangsonde - Negativkontrolle

0 _

Extinktion

1A 1B 1C 2A 2B 2C

Abb. 23: Graphische Darstellung der Spezifitdt der Reverse Dot-Blot-Detektions-Methode im Mikrotiterplattenformat.
Verdiinntes L. monocytogenes-PCR-Produkt mit spezifischem (1A) und unspezifischem Capture (vgl. Tab.

3), Messung bei 405 nm gegen 490 nm.

Somit konnte gezeigt werden, dass L. monocyfogenes-PCR-Produkte mittels des Reverse-Dot-Blot-
Verfahrens im Mikrotiterplattenformat mit polyT verldngertem MonoA spezifisch detektiert werden kdnnen.
Die Negativkontrolle mit Ino 2-polyT fuhrte erwartungsgeman nicht zu einer Hybridisierung. Ebenso wenig
wie mit dem Mono A-Captureprimer ohne polyT,;-Spacer, da dieser fur die optimale Prasentation sehr
wichtig ist (Abb. 23).

5. Ergebnisse 69




Zur weiteren Optimierung wurde das Capture-Oligo maodifiziert (Mono A/B, mit/ohne Biotin bzw. Spacer),
die Hybridisierungszeit bzw. -temperatur variiert, der Einfluss eines Prahybridisierungsschrittes und eines zu-
saizlichen Denaturierungsschrittes untersucht: Es empfiehlt sich hierbei die Reinigung der Oligonukleotide
mittels PAGE (nach Urdea et al. 1988) durchzufthren.

Da die Hybridisierung bei RT bei allen untersuchten Zeiten (15 Minuten, 30 Minuten, ein, zwei, vier, sechs
Stunden bis UN) zu unspezifisch war (Daten nicht gezeigt), wurde die Hybridisierungsternperatur zundchst
in 10°C-Schritten zwischen 40°C und 80°C, sowie anschlieBend zwischen 50°C, 55°C und 60°C variiert.
Optimale Hybridisierungsergebnisse erhdlt man bei 55°C fur 30 Minuten mit einem zusdtzlichen Denatu-
rierungsschritt mit 150 mM NaOH-haltiger Waschidsung. Eine vorangestelite 30-minutige Préahybridisierung
reduziert dabei zusatzlich noch den unspezifischen Hinfergrund. Im Vergleich verschieden langer Pra-
hybridisierungszeiten von 15 Minuten, 30 Minuten, ein, zwei, vier, sechs Stunden bis hin zu UN, brachte
eine langere Inkubationsdauer Uber 30 Minuten hinaus keine weitere Verbesserung des Sig-

nal/Hintergrund Verhdaltnisses.

Abh. der Signalintensitat v. der Hybridisierungszeit

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6

o) D405I490

0,2

[

40° 50° 55° 60° neg. Kontr.
Hybridisierungstemperatur

Abb. 24: Abhangigkeit des Detektionsignals von verdiunntem L. monocytogenes-PCR-Produkt von der Hybridisie-
rungstemperatur im Reverse Dot-Blot-Detektions-Verfahren nach 30-minutiger Prahybridisierung bei 55°C

im Mikrotiterplattenformat. Messung bei 405 nm gegen 490 nm.

Zudem erzielte von den getesteten sieben Blockreagenzien (Heringssperma DNA, ELISA-Blockpuffer A,
Blockpuffer B mit Boeringerschem Blockreagenz, Event Blockreagens, BSA, Casein aufgereinigte Frakti-
on, Blockpuffer mit Denhardt Losung) der Blockpuffer B mit Boeringerschem Blockreagenz die beste Re-
duktion unspezifischer Signale. Des Weiteren war ein zusatzlicher Block mit Milchpulver oder 3% BSA vor

der Zugabe des sekunddren Antikorpers vorteilhaft.

Die Fangsonde und das PCR-Produkt wurden gegeneinander fitriert (mit Verdinnungsreihen von unver-

dunnt bis 10 fur das PCR-Produkt und von unverdinnt bis 10 fir das Capture), um die optimalen Kon-
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zentrationsverhdltnisse und den dynamischen Bereich zu bestimmen. Jedoch konnten auf Grund der
schwachen und unspezifischen Signale keine aussagekraftigen Ergebnisse erzielt werden. Dabei zeigte
sich, dass das biotinmarkierte PCR-Produkt auch unverdinnt nur ein sehr schwaches Signal ergab. In ei-
ner weiteren Verdunnungsreine mit dem PCR-Produkt aus Unilis A und Biolis 1B (Biotin-markiert), sowie ge-
reinigtem Biolis 1B (als Positivkontrolle) bzw. Lis 1B (ohne Biotin, als Negativkontrolle) wurde dies daher ge-

nauer untersucht:

Extinktion

Q.
+ Kontr - Kontr unverd. 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100 000 /O//',')
Biolis1B Lis1B

Abb. 25.: Extinktionswerte nach HRP-Substratreaktion mit Biolis 1B (Positivkontrolle) bzw. Lis 1B (ohne Biotin, Nega-

tivkontrolle), sowie einer Verdinnungsreihe mit gereinigtem PCR-Produkt (UnilisA, Biolis1B).

Das gereinigte PCR Produkt mit Biotin-markiertem Primer Biolis 1B und Unilis A (gatftungsspezifische Reakti-
on) gibt immobilisiert nur ein sehr schwaches Signal, wahrend der biotinylierte Primer Biolis 1B alleine (in
gleicher Konzentration) dagegen ein sehr starkes Signal zeigt. Offenbar erfdhrt das Biotin wdhrend der
PCR-Reaktion eine Verdnderung (Abldsen des Biotins), oder aber es liegen zu viele nicht biotinylierte Pri-
mer vor, so dass die Markierung des PCR-Produkts nur unzureichend ausfallt, Dadurch kommt es zur ver-
ringerten Sensitivitat des Tests, was man - wie Vorversuche zeigen konnten - mit Digoxigenin-markierten

Primern vermeiden konnte.

Zum spezifischen Nachweis von L. monocytogenes mittels Digoxigenin-markierten Primern vgl. Rauch
1997.
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5.2. Immunologie von L. monocytogenes

Da erste Hinweise existieren, dass moglicherweise ein hdufiger Kontakt mit apathogenen Spezies (insbesondere
L. innocuaq) vor einer Infektion mit L. monocytogenes schuitzen kénnte, sollte die Immunantwort auf P60 von ver-
schiedenen Listeria Spezies (insbesondere die Kreuzreaktivitat) und der Einfluss von P60-stimulierten TH1-Zellklionen

untersucht werden.

5.2.1. Aufreinigung des P60 Proteins

Zunéchst wurden sowohl fur die Immunisierung der Versuchstiere als auch die T-Zell Stimulierung groRere
Mengen an P60 bendtigt. Daher wurde aus dem listeriellen KulturGberstand P60 im groRen MaRstab
aufgereinigt. Die Reinheit konnte durch SDS-PAGE und den anschlieBenden Western-Blot mit polyklona-
lem a-P60-Serum bestatigt werden.

A B
M 1234 12 34

200 kDa—»
116 kDa—»

66 kDa—»
- . e e
45 kDa—»

Abb. 26: Gereinigtes P60-Protein von L. monocytogenes und L. innocua. A: Coomassie gefarbtes SDS-Page Gel.
B: Western-Blot (mit Kohlerschem polyklonalem a-P60-Serum, 1:103). Spur "M" Molekulargewichtmarker

(high range, Biorad); Spur 1: TCA gefalltes Uberstandsprotein; Spur 2: P60 Protein nach Geleluation.
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Bestimmung der P60 Proteinkonzentration aus L. monocytogenes EGD nach Bradford (Biorad)

Wie aus Abb. 27 ersichtlich ergibt sich aus der gemessenen ODsg.s = 0,458 eine Proteinkonzentration
von ca. 7 ug/ml = 7 ng/ul. Multipliziert mit der Verdinnungsstufe (1:10) folgt eine Endkonzentration von
70 ug/ml.

Eichgerade nach Bradford

0,9
0,8
0,7
0,6
00,5
20,4
0,3
0,2
0,1

1 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5
BSA-Konzentration in ug

Abb. 27: Eichgerade (2 x) erstellt mit 1/2,5/5/10/12,5/15/17,5/20/22,5/25 mg BSA ad 500 pl nach Bradford.

5.2.2. Peptid-Spot-Synthese

Die Identifizierung spezifischer immunogener Epitope des P60-Proteins erforderte die Synthese von Deka-
bzw. Dodekapeptiden auf einen Whatmanfilter, welche um jeweils eine Aminosdure versetzt die gesam-

te Aminosduresequenz abdecken.

Damit die 484 Aminosduren lange Sequenz des listeriellen P60-Proteins im synthetischen MaBstab in nur
einem Arbeitsschritt auf die Membran gespottet werden konnten, musste durch Optimierung der Spezifi-
kationen des Pipettierroboters, die maximal magliche Anzahl von 384 auf 486 Spots pro Membran ge-
steigert werden.

Die entsprechend modifizierte Konfigurationsdatei ,18x27.xyz" fur die Ansteuerung der Dispositionsnadel
des Abimed ASP 222 Pipetierroboters wurde im Ordner ,C:\Abimed\Daten\Mio" abgespeichert und ist in
4,2.3.2. (Abb. 11) beschrieben.

74 Ergebnisse 5.




5.2.3. Epitopmapping

An Hand der produzierten Filter kbnnen aus einem polyklonalen Antikdrpergemisch diejenigen Antikorper
herausselektiert werden, die hochspezifisch mit groBtmaoglicher Intensitat an das P60 binden (Kohler, et
al. 1990). Am Beispiel von IgA aus humaner Muttermilch und IgY aus den Eiern von mit
L. monocytogenes P60 immunisierten Hihnem wurde eine immunologische Landkarte des P60-Proteins
generiert. Im Anhang findet sich eine Immunitatskarte mit der Zusammenfassung aller Ergebnisse aus
Untersuchungen von z.B. IgG aus Humanseren, IgA aus humaner Muttermilch, IgY aus den Eiern von mit
L. monocytogenes P60 immunisierten Huhnern, 1IgG aus L. monocyfogenes P60 immunisierten Kanin-

chen, z.T. auch Ziegen und Antiserum aus L. monocytogenes infizierten Mausen.

5.2.3.1. Seroanalyse mit humanen Antikdrpern

Zum einen besitzen gesunde Menschen, die noch keine Listeriose durchgemacht hatten, Antikorper

die mit konservierten bzw. variablen P60 Epitopen aller Listerienarten kreuzreagieren.

o)
R \@@@\A\\ooo.
S S & S
& ¥ %@\40\00@

——

Abb. 28: Reaktivitat der Seren gesunder Individuen gegen listerielle Uberstandsproteine. Die Seren wurden 1:200

verdiinnt; als sekundarer Antikdrper diente a-human IgG (HRP-markiert; 1: 500).
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Obwohl diese Individuen somit noch keine Gelegenheit haften in Folge einer Infekfion mit

L. monocyfogenes eine spezifische Immunantwort auf L. monocyfogenes auszubilden, werden kreuz-

reaktive L. monocyfogenes-P60-Epitope erkannt.

Zum anderen existieren weitere Epitope, die nur von a-L. monocytogenes-P60 Kaninchenserum, nicht

jedoch von Seren gesunder Testpersonen erkannt werden. Obwohl es nicht zur Anbindung der Antikor-

per an diese L. monocytogenes-spezifischen Bereiche kommit, findet diese jedoch bei L. innocua-

spezifischen Bereichen statt. Bei einem Infekt werden sowohl L. mono-cyfogenes, als auch L. innocua-

spezifische Antikdrper induziert,

60 kDa—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112
Verdunnung: 1:100 1:200 1:100 1:200 1:500 1:500

Vorserum Infektserum Anti-P60
MS 1685 SL 3610 vom poly- Mono-
21.05.1996 23.07.1996 klonal klonal

Abb. 29: Kreuzreaktivitat eines Humanserums vor (Spur 1-4) und nach Infektion mit L. monocytogenes (Spur 5-8).
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Kontrolle: Spur 9 und 10: polyklonales a-P60-Serum; Spur 11 und 12 monoklonaler a-P60-Antikdrper. Es
wurden je 2 pg P60 aus L. monocytogenes und L. innocua. aufgetragen. Seren wurden in den Verdln-
nungsstufen 1:100 bzw. 1:200 und die Gattungs- bzw. Spezies-spezifischen Antikorper 1:500 eingesetzt.
Die in der Kontrolle verwendeten Antikérper wurden von MERCK Darmstadt KGaA als Gattungs- bzw.
Spezies-Nachweis-ELISA ,PATHALERT" auf den Markt gebracht.
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Indem Filter, die das gesamte P60 von L. monocyfogenes bzw. L. innocua als um jeweils eine Amino-
sAure versetzte Dekapeptide enthalten, vor jeder emeuten Inkubation mit einem weiteren Serum ge-

strippt wurden, konnte folgende Immunitdtslandkarte generiert werden:

1 MNMKKATIAAT-AGIAVTAFAAPTIASASTVVVEAGDTLWGIAQSKGTTVDATIKKANNLTTDKIVPGOKLOVNNEVAAAEKTEKSVSATWLNVRSGAGVDN 100
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Abb. 30: Mittels Epitopmapping identifizierte Epitope des LM-P60 und LI-P60, die von IgA aus humaner Muttermilch

erkannt werden.
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5.2.3.2. Seroanalyse mit Huhnereierantikdrpern 1gY

Auch wurden eine Epitopkarte mit Antikdrpern erstellt, die aus Eidottern von Hihnern gewonnen wurden,

welche zuvor mit L. monocytogenes Gesami-P60 immunisiert und zwei Mal geboostet worden waren:
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Abb. 31: Mittels Epitopmapping identifizierte Epitope des LM-P60 und LI-P60 die von IgY aus dem Eidotter von

L. monocytogenes-P60 immunisierten HUhner erkannt werden.

Hieraus lieRen sich sperzifische Sequenzen ableiten, die zur Indukfion spezifischer IgY-Antikdrper dienen
kénnten, mit denen das L. monocyfogenes P60 gegenuber dem L. innocua P60 diskriminiert werden

solite.

5.2.4. Antikorperisolierung aus Huhnereiern

Die in Folge gewonnenen IgY-Fraktionen, wurden im Western-Blot auf ihre Spezifitdt gegenuber

L. monocytogenes (EGD) bzw. L. innocua Uberstandsprotein untersucht.
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Spur 1. L. monocytogenes Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1:10
Spur 2. L. innocua Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1:10

Spur 3. L. monocytogenes Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1:100
¢! : Spur 4. L. innocua Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1:100
Spur 5. L. monocytogenes Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1:500
Spur 6. L. innocua Uberstandsproteine/ Verd. IgY 1: 500

Sekundarer Antikorper:

Iibesy Peroxidase gekoppelt, Schwein a-Huhn IgY.

| Detektion mit Chloronaphtol.
Abb. 32: Western-Blot der Ino A IgY-Dotterantikorper gegen das Peptid Ino A aus L. innocua P60.
Da der Antikdrper INoA stérker mit L. innocua-, als mit L. monocytogenes-Uberstandprotein reagiert (Spur
1/2 bzw. 3/4) kann durch Varieren der Verdunnung ein Bereich gewdhlt werden, bei dem nur mehr

L. innocua- nicht jedoch L. monocytogenes-Uberstandsprotein erkannt wird (vgl. Spur 5/6). Dies ist Vor-
aussetzung fur die Entwicklung eines L. innocua —spezifischen Antikérpernachweises.

5.2.5. Suche nach CD4 T-Zellen im Mausmodell und deren Charakterisierung

In Zusammenarbeit mit Dr. Gernot Geginat vom Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene an
der Fakultéat fur Klinische Medizin Mannheim der Universitat Heidelberg wurden P60-spezifische T-Zellkione

erzeugt und charakterisiert, sowie auf ihre protektive Wirkung hin untersucht (Geginat et al. 1998, 1999).

5.2.5.1. Gewinnung und Charakterisierung P60-sperzifischer T-Zell Klone

Zundchst wurden Milzzellen aus BALB/c Mdusen, die i.p. mit 5x10° CFU L. monocytogenes infiziert und
zwei Wochen spdter mit 1x10° CFU immunisiert wurden, nach einer weiteren Woche gewonnen. In ei-
nem IL-2-Assay konnte die konzentrationsabhdngige Aktivierung (zwischen 25 ug/ml und 0,2 ug/mil)
durch die Zugabe von P60 aus L. monocyfogenes oder L. innocua bzw. HKL gezeigt werden. Dabei fiel

die P60-spezifische Immunantwort bei 25 ug/mil vergleichbar stark wie mit HKL aus.
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Abb. 33: Milzzellen aus mit L. monocytogenes immunisierten (Dreiecke) oder unbehandelten (Kreise) BALB/c Mau-
sen wurden mit P60 von (A) L. monocytogenes bzw. (B). L. innocua bzw. HKL (eingesetzt in (A)) aktiviert.
Die relative IL-2-Aktivitat im Kulturiberstand wurde mittels Messung des [3H]-Thymidin-Einbaus in IL-2 ab-
hangigen HT-2 Zellen bestimmt. Die Ergebnisse geben den Mittelwert com + SD von je drei Versuchen wi-

eder.

Im Weiteren wurden einzelne T-Zellklone durch Verdunnung und sperzifische Stimulation mit gereinigtem
P60 in Gegenwart von inaktivierten Helfer-Zellen selektiv angezlchtet. Ihre Proliferation in Abhdngigkeit

von der P60-Konzentration wurde mittels [°H]-Thymidineinbbau detektiert.
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Abb. 34:
0 © Induktion der Proliferation von T-Zellen nach Zu-
5 ) . -
P60 (ug/ml) o gabe verschiedener Mengen an gereinigtem P60.

Die héchste P60-Sensitivitat hatte Klon 1A, der bereits bei einer Konzentration von 0,04 ug/ml P60 einen

signifikanten Anstieg zeigte, wahrend Klon 3D eine 5-fach hdhere Menge an P60 bendtigte. Bei den Klo-
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nen 5F und 6G war bei 5 ug/ml P60 eine signifikante Proliferation zu beobachten. Die Sensitivitat fur P60
konnte durch die Zugabe von 20 U rmiL-2 nicht weiter erhdht werden (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe von
syngenen BALB/c (H-2% bzw. allogenen C57BI/6 (H-2°) oder C3H (H-2" Milzzellen in Gegenwart oder Ab-
wesenheit von P60 konnte die MHC-Klassen-Zugehdrigkeit bestimmt werden (Abb. 36 B). Betrachtet man
den Stimulationsindex (SI= das Verhdltnis aus dem [*H]-Thymidineinbau mit und ohne P60), wurden in
Gegenwart syngener Milzzellen alle Klone deutlich induziert (1A 30-fach und 6G 120-fach), wahrend mit

allogenen Milzzellen die Induktion minimal ausfiel (nur Faktor 1,5 bis 4).
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LU Abb. 35:
FACS-Analyse des P60-spezifischsen T-Zell-Klons 1A
nach Markierung mit entsprechend markierten monoklo-
nalen Antikérpern TCR (FITC), CD4 (CyCr) und CD8
(PE). A: Ubereinandergelagerte Histogramme mit spezi-
fischer (schwarz ausgefiill) TCR-, CD4- und CD8-

Markierung bzw. unspezifischer Isotopen-

10°

107

0.07 0.0d

anti-CD4-CyCr

10’

Kontrollimarkierung (weilRes Histogram). B: Untersu-

chung der TCR-positiven Zellen auf Expression von CD4

10°

i 10 ’ ’ 10°
OnTi_C]:?:)B_PE 10 und CD8 (TCR+, CD4+, CD8-)

Die FACS-Analyse von Klon TA mit a-TCRaB-FITC, a-CD4PE und a-CD8 CyCr ergab einen strikien TCRa*
CD4*CD8 Phanotyp. Wahrend mit der FITC-gelabelten Konfrolle keine unspezifische Markierung nach-
zuweisen war (Abb. 35 A, weiBes Histogramm), zeigten Uber 99% aller Zellen den TCRaB*-Phdnotyp
(Abb. 35 A, schwarzes Histogramm). Von diesen sortierten TCRaB*-Zellen waren fast 100% CD4*CD8
(Abb. 35 B). Auch die andere T-Zell-Klone 3D, 5F und 6G zeigten zu Uber 98% den TCRap* CD4+*CD8
Phanotyp.
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Abb. 36: A: MHC Restriktion: Die Proliferation des TH1-Klons A1 wurde durch Zugabe verschiedener Verdin-
nungsstufen a-A spezifischer (Klon MKDG6) oder a-E¢ spezifischer (Klon 14.4.4S oder Klon 34-1-4S)
monoklonaler Antikdrper geblockt. Die akzessorischen Zellen wurden zuvor UN mit 5ug/ml gereinigtem
P60 stimuliert. Sechs Stunden nach Induktion wurde die IL-2-Aktivitat im Uberstand bestimmt. Die Er-

—_

gebnisse geben den Mittelwert cpm + SD von drei Versuchen wieder.
B: Die verschiedenen T-Zellklone wurden mit 25 pg/ml gereinigtem P60 und akzessorischen Milzzellen
aus syngenen BALB/c (H-2d) oder allogenen C57BI/6 (H-2b) bzw. C3H (H-2k) Mausen (nach Mitomyzi-

ne C-Inaktivierung) stimuliert.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine L. monocytogenes-Infektion bei BALB/c Mdusen P60-
spezifische, H-2%resrtingierte TCRaB ™ CD4* CD8" Zellen induziert, die nicht mit HKL kreuzreagieren.

5.2.5.2. Zytokinproduktion P60-spezifischer T-Zell Klone

Tab. 4: Die Interleukinproduktion der P60-spezifischer T-Zellklone 1A, 3D, 5F und 6G

Interleukinproduktion (pg/ml)?

Klone Stimulation’ IFN-y IL-2 IL-4 IL-10
1A +P60 25200 +3248 6436 + 393 116 +12 188 +17
Kontrolle 3320 + 392 <40 <40 80 +6
3D +P60 18124 + 480 5876 +420 <40 5768 + 336
Kontrolle 604 +60 <40 <40 89 +12
5F +P60 19200 +2120 320 +49 82 +20 432 +93
Kontrolle 348 +40 <40 <40 100 +8
6G +P60 18896 + 1204 78 +9 <40 204 +24
Kontrolle 172 +20 <40 <40 112 +16
neg. Kontr. +P60 <40 <40 <40 <40

Geklonte CD4™ T-Zellen (0,1x10¢ Zellen/Well) inkubierte man mit 0,4x10¢ inaktivierten akzessorischen Zellen und 25 ug/ml gerei-
nigtem P60 (+P60) oder ohne P60 (Kontrolle).

Nach 24 Stunden wurde die Zytokin-Konzentration im Uberstand mit Hilfe von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-10 spezifischen ELISAs be-
stimmt. Die Werte wurden unter Berlcksichtigung der VerdUnnungsstufe aus Zweieransatzen gemittelt und mit SD angegeben.

CDA4-T-Zellen lassen sich anhand der von |hnen produzierten Zytokine in TH1 und TH2 unterteilen
(Mosmann und Coffman 1989). Durch die Bestimmung des Gehalts an INF-y, IL-2, 1I-4 und IL-10 im Zell-
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kulturdberstand mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs konnten die P60-sperzifischen CD4* T-Zellkione genauer

typisiert werden (Tab. 4).

In Abhdngigkeit inrer Interleukinproduktion lieBen sich folgende Gruppierungen festhalten:

IFN-y, 1A>(5F>6G>3D); IL-2, (1A>3D)>(5F>6G); IL-4, (1A>5F); IL-10, 3D>(5F>6G>1A)

Somit zeigen alle Klone das fur TH1-Zellen typische Interleukinmuster: sehr viel IFN-y und nur sehr wenig

oder kein IL-4.

5.2.5.3. P60-sperzifische TH1-Klone lysieren L. monocytogenes-infizierte Makrophagen

Zur Untersuchung der zytolytischen Aktivitat der CD4* T-Zellklone wurden P60-spezifische CD4* T-Zellen in
einem vierstindigem °'Cr-Freisetzungstest mit L. monocytogenes-infizierten Knochenmarksmakrophagen

untersucht,

1A 3D

A infiziert mit
304 L. monocytogenes

QO Kontrolle

5F &G

% spez. Freisetzung
o

100 10 1 100 10 1
E:T-Verhdaltnis

Abb. 37: P60-spezifische TH1-Klone lysieren L. monocytogenes-infizierte Mausmakrophagen. L. monocytogenes—
infizierte (Dreiecke) oder nicht infizierte (Kreise) Knochenmarksmakrophagen dienten als Zielzellen in ei-
nem vierstiindigen Standard °'Cr Freisetzungsassay mit den Klonen 1A, 3D, 5F und 6G als Effekterzellen
(im Effektor/Target (E:T)-Verhaltnis 120:1, 40:1, 12:1 und 4:1). Die spezifische Lyse ist als Mittelwet dreier
Versuche (in%) dargestellt, nach Abzug der spontanen Freisetzung i.H.v. 23%. Die Sterne zeigen das
niedrigste E:T-Verhaltnis an, bei dem es zu einer signifikanten Lyse der Zielzellen kam (p<0,05 nach dem

Neuman-Keuls-Vergleichstest).
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Wie in Abb. 37 gezeigt, waren alle P60-spezifischen TH1-Klone in der Lage, spezifisch L. monocytogenes-
infizierte syngene Zielzellen zu lysieren, wobei der E:T-Quotient zwischen 120:1 und 4:1 lag. Eine Lyse un-

infizierter Makrophagen konnte nicht beobacht werden.

5.2.5.4. TH1-Klon 1A erkennt MHC-Klasse Il H-2A%restringiert P605; 51,

CD4 T-Zellen erkennen kurze — in der Regel 12-14 Aminosduren lange — Peptidbruchsticke, die an MHC-

Klasse II- Molekulen auf der Oberfléche von antigenprésentierenden Zellen exponiert werden.

Mittels einer durch Epitopmapping generierten Peptidbibliothek aus 94, einander um je funf Aminosdu-
ren Uberlappenden 20mer-Peptiden, die den gesamten Bereich des P60-Proteins abdecken, wurden
zundchst in einem IL-2-Aktivitats-Assay der spezifische Bereich fur Klon TA bestimmt. In Gegenwart von
akzessorischen Zellen und HT-2 Zellen induzierte das 20-mer P60, 5,5 (PKAPTEAAKPAPAPSTNTNA) als Einzi-

ges von allen 94 Fraktionen eine hohe IL-2-Aktivitat und starke T-Zell-Proliferation.
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Abb. 38: EPITOP-SPOT-Mapping des P60-spezifischen Klons 1A.
A. Zunachst wurde der Bereich mit einer Bibliothek aus 94 berlappenden (um finf AS versetzt, d.h. #1:
p60 1-20, #2 p60 16-35 ...) 20mer-Peptiden, welche die gesamte Sequenz des (1.) LM- bzw. (2.) LI-P60
abdeckten, durch Bestimmung der IL-2-Aktivitat eingegrenzt.
B. Der identifizierte Bereich PKAPTEAAKPAPAPSTNTNA (P602gs-315) wurde entsprechend mit einer (1.)

Dodekamer- bzw. (2.) Dekamer-Bibliothek mit je einer Aminosaure Versatz genauer untersucht.
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C. Das so identifizierte Epitop P60301-312 wurde mit Hilfe eines HPLC aufgereinigten neu synthetiseirten
Peptides (1.) des LM-P60301-312 bzw. (2.) des LI-P60299.310 bestatigt. Die Daten reprasentieren die Mittel-

werte von jeweils drei Versuchen.

Interessanter Weise zeigte sich auch mit dem entsprechenden 20mer von L. innocua eine deufliche,
wenn auch schwdchere IL-2-Aktivitat (Abb. 38 A2, vgl. auch Abb. 33, Abb. 38 C2 und 5.2.5.6.). Mit Hilfe
von Dodekamer- und Dekamerbibliotheken, die den Bereich des P60 von 289 bis 318 umfassten, konnte
das Peptid EAAKPAPAPSTN (P604,,. 51,) aus der Dodekamerbibliothek als alleiniges biologisch aktives Epi-
top identifiziert werden (Abb. 38 B1).

Keines der Dekamerpeptide, die, um jeweils eine Aminosdure versetzt, ebenfalls diesen Bereich abde-
cken, konnte IL-2 induzieren Abb. 38 B2). Die Spezifitdt von Klon 1A fur dieses Epitop konnte mit Hilfe ei-
nes neu synthetisierten HPLC-gereinigten Peptids (mit der zuvor bestimmten Sequenz P60y, .5,,) Verifiziert
werden. Bereifs 1x10° mol/l dieses Peptides oder aufgereinigtes P60-Gesamtprotein waren fir die Aktivie-
rung von Klon TA ausreichend, wahrend keiner der anderen Klone auf das Peptid P60;q,.5,, reagierte

(Daten nicht gezeigt).

MHC-Klasse |l positive BALB/c Zellen kénnen sowohl A% als auch E¢ Moleklle exprimieren. Die MHC-
Klassen-Restriktion von Klon 1A wurde durch die Hemmung der T-Zell-Aktivierung mittels MHC-Klasse I-
spezifischer, monoklonaler Antikorper bestimmt. Dazu wurden die T-Zellen zwei Stunden mit unterschied-
lichen Dosen der monoklonalen Antikérper gegen A% oder E® vorinkubiert und zu akzessorischen Zellen
gegeben, die UN mit gereinigten P60 vorbehandelt worden waren. In Abb. 36 A ist die IL-2-Aktivitét im US
der T-Zellen nach sechs Stunden dargestellt. Wahrend das Blocken der A®-Antikorper mit monoklonalen
a-A%-Antikdrpem zu einem 88%-igem Rickgang der IL-2-Aktivitat fUhrte, zeigte das Blocken der E°-
MolekUle mit zwei verschiedenen E-spezifischen monoklonalen Antikdrpem keinen Einfluss.

Daraus lasst sich ableiten, dass der P60-spezifische T-Zellklon 1A H-2%-restringiert ist und ein Peptid mit der

Sequenz P60;q,.5,, €rkennt.

5.2.5.5. P60-sperzifische TH1-Klone sind protektiv in vivo

Bisher galten zytolytische CD8 T-Zellen, die spezifisch bakterielle Uberstandsproteine erkennen kénnen, als
hauptverantwortlich fur die erworbene Immunitat gegen L. monocytogenes. Durch den Transfer P60-
spezifischer CD4 T-Zellklone solite daher das protektive Potential P60-spezifischer THT Zellen untersucht
werden. Nach Injektion i.v. von 1x10’ P60-spezifischer CD4-Zellen wurden die Mduse mit 1x10* CFU
L. monocyfogenes i.v. infiziert. 72 Stunden nach Infektion wurde der Gehalt an Listerien (als CFU) in der
Milz und der Leber bestimmt (Abb. 39). Die protektive Wirkung in der Milz war bei allen T-Zellklonen zu be-
obachten: der Unterschied in der log,, CFU betrug 2,32 (Klon 1A), 0,73 (Klon 3D), 2,09 (Klon 5F) bzw. 1,74

(Klon 6G). Die Zahl der Baktferien in der Leber, wurde - im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle - nur bei
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Klon 1A (0,65, p<0,05) und Klon 5F (1,33, p<0,05) signifikant reduziert, wdhrend bei Klon 3D (0p=0,07)

und Klon 6G (p=0,08) keine signifikante Reduktion zu beobachten war.

Milz Leber

ns ns

o
HEH

C
5
-C—) 5 | i **k
2 :
6 **k
f)
) *
O 4
* %
3

1A 3D &F 6G 1A 3D oF 6G

Klon C Klon C

Abb. 39: Darstellung der Reduktion der L. monocytogenes Keimzahl in Milz und Leber von L. monocytogenes infi-
zierten BALB/C Méausen. Die BALB/C Mause erhielten i.v. 1x10” P60-spezifischen CD4-T-Zellen, bevor
sie i.v. mit 1x10* CFU mit L. monocytogenes infiziert wurden, wahrend die Kontrollgruppe (C) unbehan-
delt blieb. Nach 72 Stunden wurde die Keimzahl in Milz und Leber bestimmt. Wahrend in der Milz alle
P60-spezifischen T-Zellklone die Keimzahl signifikant (**) reduzieren konnten, war in der Leber nur Klon

5F in der Lage eine adaptive Immunitat gegen Infektionen mit L. monocytogenes zu vermitteln.

Dadurch konnte gezeigt werden, dass individuelle TH1-Zellinien mit Spezifitdt gegen das P60-
Uberstandsprotein oder definierte P40-Epitope zu einem signifikanten Schutz gegen L. monocytfogenes

in vivo beitragen kénnen.

5.2.5.6. Kreuzreaktivitat LM-P60-spezifischer T-Zellkione mit LI-P60

Auf Grund der Uber 90%-igen Homologie zwischen dem LM-P60 und LI-P60 (Bubert et al. 1992) solite
kontrolliert werden, ob L. monocytogenes-spezifische CD4 mit LI-P60 kreuzreagieren. Dazu wurden ver-
schiedener T-Zellklone mit inaktivierten Milzzellen in Gegenwart von unterschiedliichen Mengen an gerei-
nigtem LM-P60 und LI-P60 kultiviert.

86 Ergebnisse 5,




Alle Klone zeigten eine L. monocyfogenes-spezifische Proliferation (Abb. 40, weilBe Balken), wdhrend nur
die Klone 1A und 3D von LI- P60 induziert wurden. Am starksten reagierte Klon TA auf das LI-P60. Die von
Klon 1A erkannte Sequenz LM-P604, 5, EAAKPAPAPSTN war zwischen den beiden Spezies stark konserviert.
Daher wurde auch eine Dekamer- und eine Dodekamer- Peptidbibliothek der entsprechenden LI-P60-
Region generiert. Die auf einer Filtermemibran synthetisierten Peptide umfassten den LI-P60-Bereich von
289-318 mit einer Uberloppung von jeweils einer Aminosdure.
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Abb. 40: Die T-Zellaktivierung wurde mittels H3-Thymidineinbau gemessen

und als Sl (stimulation index) dargestellt.

Mit Hilfe des abspaltbaren Ankers wurden die Peptide abgeldst und isoliert zu den LM-P60-spezifischen T-
Zellen gegeben. Lediglich das Peptid QAAKPAPAPSTN (LI-P60,4,.5,0) QUs der Dodekamerbibliothek war bio-
logisch aktiv (Abb. 38 B2.). Keines der Dekamere fuhrte zu einer Aktivierung. Dieses Ergebnis wurde durch
ein neu synthetisiertes, HPLC-gereinigtes LI-P60-Peptid mit der Sequenz 299-310 in einem Proliferations-
Assay mit Klon 1A verifiziert. Interessanter Weise fiel die Erkennung des LI-P60,4.5,, €twa 5-10-fach
schwdcher aus, als die von LM-P60;,.45,,, Obwohl das Gesamit-P60 beider Spezies eine dhnlich starke
Wirkung zeigte (Abb. 40 bzw. Abb. 38 C). Dies fuhrt zu der Annahme, dass einige LM-P60 spezifische
CD4-T-Zellklone mit dem, aus der nicht pathogenen Spezies L. innocua stammenden LI-P60 kreuzreagie-
ren kdnnen. Insbesondere das von Klon TA erkannte Epitop ist im P60 der beiden Spezies funktionell kon-
sewviert (LM-P60sg;.3,50 EAAKPAPAPSTN / LI-P60,99.5,0: QAAKPAPAPSTN).

5.2.5.7. Unterschiede in der P60-Antikdrperprésentation von L. monocytogenes und L. innocuq infizier-

ten Makrophagen

Die Induktion von T-Helferzellen oder zytotoxischen T-Zellen ist abhdngig von dem Zugang der Antigene
zu den entsprechenden Antigenprdsentationswegen (Germain 1994). Nach der bisher allgemein vertre-
tenen Ansicht erfolgt die Immunreaktion, auf Grund der LLO-vermittelten Flucht von L. monocytogenes

aus dem Phagolysosom in das Zytosol, in erster Linie Uber MHC-Klasse | Molekdle (Portnoy und Jones

Ergebnisse 87




1994). Unterschiede in der Antigenprdsentation zwischen L. monocytogenes- und L. innocua-infizierten

Zellen soliten Uber die genauen Abldufe ndher Aufschluss geben.

P60 217-225 P60 449-457
10000
E
g 1000 ] 1000 7
i
i 100 1 = 100
>
8 910 111213 8 9 10 1112 13 ;
B Peptid (-log,,M) L 1000 -
= 10000 LM-p60 LI-p60
£ 100 -
g 1000 1
?- 20 "
i 100 1 210-12-3-4210-1-2-3-4
moi (log,,M)
0 — g <Or g 0 — g 3 § —o— CD8 anti-P60 217-225
° 3 e 3 —0— CD8 anti-P60 449-457
P60 (ug/ml) —e— CD4 anti-P60 301-312

Abb. 41: P60-AG-Prasentation von P388D+-Zellen nach Infektion mit L. monocytogenes oder L. innocua. P6030+-
312 spezifische CD4-T-Zellklone (Rauten), P60217-225 spezifische CD8-T-Zellklone (Kreise) bzw. P60449.457
spezifische CD8-T-Zellklone (Quadrate) wurden mit P388D+-Zellen inkubiert. Die APZ wurden zunéchst
A: mit P60217.225 bzw. P60449.457 oder B: mit LM-P60 bzw. LI-P60 inkubiert, oder C: mit dem
L. monocytogenes-Wildtyp (LMwt), der AactA- bzw. Ahly-Deletionsmutante (LM AactA bzw. LM Ahly) o-
der mit L. innocua (LI) infiziert. Die Antigenprozessierung wurde sechs Stunden spater durch Fixieren mit
1% Paraformaldehyd abgestoppt. SchlieRlich wurden die APZ zu den T-Zellklonen gegeben und deren
Aktivierung durch Messung der INF-y Konzentration (pg/ml) im Uberstand bestimmt. Die Ergebnisse und
die SD stammen aus drei unabhangigen Versuchen. Die gepunktete Linie bei 20 pg/ml reprasentiert die

Nachweisgrenze des INF-y-ELISAs.

Die Interaktion Listeria-infizierter Makrophagen-ahnlicher P388D,-Zellen mit LM-P60,,,_5;5-Spezifischen
CD4- (Geginat et al. 1998) und LM-P60,,;.005- bzw. LM-P60,,4.45,-speZifisSchen CD8-T-Zellen (Sijts et al.

1996) wurde an Hand der INF-y Sekretion in den Kulturlberstdnden untersucht.

Mit LM-P60,,7.005 0zW. LM-P60,,46.45, VOrinkubierte P388D,-Zellen wurden konzentrationsabhdngig von den
enfsprechenden peptidspezifischen CD8 T-Zellen erkannt; jedoch Uberhaupt nicht von den P60-
spezifischen CD4 T-Zellklonen (Abb. 41 A). Mit LM-P60 oder LI-P60 beladene Antigen-prdsentierende Zel-
len wurden vergleichbar gut von dem P60, 5,,-Spezifischen T-Zellklon erkannt, nicht jedoch von den
P60-spezifischen CD8 T-Zellen (Abb. 41 B). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Uber MHC-Klasse |-
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Molekule prasentierten P60-Peptide nicht aus exogenem P60 prozessiert wurden. Wdhrend
L. monocyfogenes-infizierte P388D,-APZ vor allem von den P60-spezifischen CD8 T-Zellen erkannt wur-
den, war die Inferakfion mit den P60-spezifischen CD4 T-Zellen nur sehr schwach, wie an der geringen
INF-y-Produkfion in Abb. 41 C, links oben zu erkennen ist. Im Gegensatz zu den L. monocyfogenes-
infizierten Zellen, bei denen bereits 0,01 bis 0,001 CFU/Zelle fur die Erfkennung ausreichten, waren bei
L. innocua-infizierten APZ mindestens zehn Bakterien/Zelle notwendig. Interessanter Weise erfolgte bei
den L. innocua-infizierten Zellen die Présentation von P60 gleichermalen Uber MHC-Klasse | und MHC-
Klasse II-Molekule (Abb. 41 C rechts unten).

Um sekunddre Infektionen in Folge der Ausbreitung von Zelle zu Zelle mittels Pseudopodienbildung zu
vermeiden (Hiltbold et al. 1996), war der Versuchsablauf hierbei so modifiziert, dass die Prozessierung
und Prasentation des Anfigens auf max. sechs Stunden nach der Infekfion beschrankt blieb. Der Einfluss
der Aktinschweif-vermittelten Expansion von L. monocytogenes in umliegende Zellen auf die Anfigen-
Préasentation, wurde mittels einer ActA-Deletionsmutante (Domann et al. 1992) untersucht. Unter den an-
gegebenen Versuchsbedingungen war die Erkennung der mit der AactA-Mutante-infizierten Zellen durch
P60-sperzifische CD4- und CD8-T-Zellen vergleichbar mit der L. monocytogenes-Wi-infizierter Zellen (Abb.
41 C oben rechts). Dem zu Folge kann postuliert werden, dass in den ersten sechs Stunden nach Infekti-
on keine nennenswerte Ausbreitung auf Grund induzierter Phagozytose der in den Pseudopodien befind-
lichen Listerien erfolgt. Mit Hilfe einer hly-Deletionsmutante sollte die Rolle von LLO bei der Hermmung der
MHC-Klasse Il-Prasentation erforscht werden. Da die Erkennung der mit der Ahly-Mutante infizierten APZ
ahnlich gut mit den P60-spezifischen CD4- und CD8-T-Zellen erfolgte, kann davon ausgegangen wer-
den, dass LLO fur die unterschiedlichen Praferenzen bei der Antigenprdsentation L. monocyfogenes-
bzw. L. innocua--infizierter APZ verantworlich ist (Abb. 41 C links unten). Wahrend die starke P60-
Prasentation bei L. monocytogenes-infizierten Makrophagen-ahnlichen Zellen hauptsachlich auf MHC
Klasse |-Molekule beschrdnkt ist, erfolgt die Prasentation bei L. innocua-infizierten Zellen schwacher und

im Zusammenhang mit Molekulen sowohl der MHC Klasse |, als auch Klasse |l.

5.2.5.8. Eine L. innocua-Infektion kann in vivo keine P60-spezifische T-Zell-Antwort induzieren

Die Auswirkung der unterschiedlichen Antigenprdsentation L. monocytogenes- bzw. L. innocua-infizierter
Zellen in vifro auf die Haufigkeit P60-spezifischer CD4- und CD8-T-Zellen in vivo sollte mittels ELISPOT-Assay
bestimmt werden. Sie errechnet sich aus der Zahl der IFN-y Spots je 1x10° Milzzellen nach Zugalbe der
entsprechenden synthetischen Peptide zu den P60,,,..,5- 0der P60,,,.45,-Sp€Zifischen CD8 T-Zellen bzw.
gereinigtem LM-P60 oder LI-P60 nach Standardprotokoll (Mosmann und Coffman 1989). 14 Tage nach
Infektion mit L. monocyfogenes oder L. innocua erfolgte der Boost. Als Kontrolle dienten Mause die nicht

infiziert wurden. Zehn Tage spdter wurden die Milzzellen fur den ELISPOT-Test entnommen.
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Abb. 42: Haufigkeit AG-spezifischer T-Zellen in der Milz von L. monocytogenes- und L. innocua-infizierten BALB/c
Mausen bestimmt mittels ELISPOT-Assay. Dargestellt ist pro 1x10° Milzzellen die Anzahl der Zellen, die
auf P60449.457, P60217.225, P60301-312 und LI-P60 bzw. LM-P60 mit IFN-y- (weil) bzw. IL-4-Produktion
(schwarze Balken) reagieren. Die Kontrolle enthalt kein AG. Die gepunktete Linie bei 0,2x10° reprasen-
tiert die Nachweisgrenze des ELISPOT-Assays. Die SD beziehen sich auf jeweils drei Versuche, wah-

rend die Sternchen (*) Werte markieren die sich signifikant (p<0,05) von der Kontrolle unterscheiden.

L. monocytogenes-infizierte Mduse zeigten gegenuber der Kontrolle eine signifikante (* = p<0,08) Zu-
nahme der INF-y-produzierenden Zellen (Abb. 42 oberes Drittel) nach Stimulation mit P60,, ;.05 (115 x 10°
%), P60,49.457 (24x107), LM-P60 (101x10°®), LI-P60 (93x107°) bzw. P60, 5, (28x10°). Eine signifikante Steige-
rung der IL4-Produkfion konnte nicht beobachtet werden, was auf eine P60-spezifische T-Zellantwort des

Typs TH1 schlieBen I&sst.

Dagegen fuhrt die Infektion mit L. innocua nicht zu einer signifikanten Zunahme P60-reaktiver T-Zellen
(Abb. 42 Mitte). Da - wie bei der uninfizierten Kontrolle (Abb. 42 unten) - weder IFN-y noch IL-4 induziert
wurden, kann man davon ausgehen, dass durch L. innocua keine T-Zellantwort des Typs 2 ausgeldst

wird.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Infekfion mit L. innocua nicht ausreichend ist, um
eine P60-spezifische CD4- oder CD8-T-Zell-iImmunantwort auszulésen, wogegen eine L. monocyfogenes-
Infektion eine starke CD4- und CD8-T-Zellantwort bewirkt.

5.2.5.9. L. innocua verstarkt die T-Zellerinnerung nach einer L. monocytogenes-Infektion

LI-P60 wird zwar von Makrophagen prdsentiert, dies fuhrt aber nicht zu einer Immunantwort gegen
L. monocyfogenes. Es gibt experimentelle Hinweise darauf, dass zur Indukfion einer primdren Immun-
antwort ein anderer Reiz nétig ist, als fur die Aktivierung gereifter T-Zellen (Mosmann und Coffran 1989).
Daher sollfe getestet werden, ob L. innocua in der Lage ist, eine bestehende Immunitat auf Grund einer

vorherigen Infektion mit L. monocyfogenes aufzufrischen.

Die steril gehaltenen, specific pathogen free (SPF) Mduse wurden zundchst mit 1x10% CFU (niedrige Dosis)
bzw. 5x10° CFU (hohe Dosis) L. monocytogenes infiziert, Nach ein, zwei und drei Monaten wurde mit
1x10¢ CFU L. innocua geboostet. Die Zahl der Geddchtnis-T-Zellen wurde erst einen weiteren Monat spd-
fer bestimmt, da man in friheren Experimenten die Erfanrung gemacht hatte, dass bei einer Infektion
mit L. monocyfogenes die T-Zellen zun&chst expandieren, jedoch innerhalb von drei Wochen wieder ab-
sterben (Viih und Pamer 1997; Busch et al. 1998). Der ELISPOT wurde in Gegenwart von LM-P60, LI-P60,
P60301.510, P605;7.005 0ZW. P60,40.45, Oder onne Antigen (neg. Kontrolle) durchgefuhrt,

Die Negativkontrolle sponfan INF-y-produzierender Zellen (ohne Anfigen) war immer kleiner als 0,2x10°°.

L. monocytogenes Infektion mit
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! * ! .
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Abb. 43: Anzahl INF-y-sezernierender Zellen nach L. monocytogenes-Infektion in Abhéngigkeit von Infektionsdo-

sis und Antigen. L. innocua verstarkt eine bereits vorhandene LM-P60-spezifische T-Zellantwort. Nach

Ergebnisse 21




der Immunisierung A. mit 5x10° CFU (hohe Dosis) bzw. B. mit 1x10® CFU (niedrige Dosis)
L. monocytogenes wurde vier Monate nach der primaren Infektion mit L. monocytogenes (schwarze Bal-
ken) oder einen Monat nach der ersten Infektion mit L. monocytogenes und Restimulation mit 1x10° CFU
L. innocua nach ein, zwei und drei Monaten, wurde die Anzahl AG-spezifischer, INF-y-produzierender
Zellen im ELISPOT bestimmt. Dargestellt ist pro 1x10° Milzzellen die Anzahl INF-y-sezernierender Zel-
len, die auf LLOg1.g9, P60217.225, LM-P60 bzw. LI-P60 reagieren. Die Kontrolle enthalt kein AG. Die ge-
punktete Linie bei 0,2x10° reprasentiert die Nachweisgrenze des ELISPOT-Assays. Die SD beziehen
sich auf jeweils drei Versuche, wahrend die Sternchen (*) Werte markieren bei denen sich die Booster-

gruppe signifikant (p<0,05) von der Kontrollgruppe (nur die primare Infektion) unterscheiden.

Wiederholte Infektion mit L. innocua erhdhte signifikant (0<0,005) die Zahl der P60-spezifischen T-Zellen.
Die mit einer hohen Dosis an L. monocytogenes infizierten Mduse zeigten eine 9- bzw. 14-fache Zunah-
me an LM-P60- bzw. LI-P60 spezifischen TH1-Zellen und entsprechend eine 8-fache Zunahme der P60, ;.
205 Spezifischen Zellen (Abb. 43 A). In der mit geringer Dosis infizierten Gruppe war bei den LM-P60- bzw.
LI-P60-spezifischen TH1-Zellen eine 13- bzw. 15-fache und bei den P60,,,.,.5-spezifischen Zellen eine 11-
fache Steigerung zu beobachten. Bei beiden Gruppen hat sich die Zahl der LLOy, o-spezifischen Zellen
nach den L. innocua-Boosts nicht signifikant verandert. Deshalb kann angenommen werden, dass die
Expansion der P60-spezifischen T-Zellen in Folge der L. innocua-Infektion Antigen-abhdngig erfolgte.
Wenn die primdare Infektion nicht mit L. monocytogenes, sondern mit L. innocua durchgefuhrt wurde,
konnte keine P60- oder LLO-spezifische Induktion der Immunantwort beobachtet werden. Somit 1asst sich
festhalten, dass eine Infektion mit apathogenen L. innocua zwar nicht ausreicht, um in vivo eine primare
P60-spezifische T-Zellantwort zu induzieren, jedoch hinreichend ist, um die Expansion P60-spezifischer T-

Zellen, die bei einer vorherigen L. monocyfogenes-Infektion induziert wurden, zu gewdhrleisten.

5.2.5.10. Limitierte protektive Effizienz von L. innocua-Infektionen

Durch den wiederholten Kontakt mit L. innocua im Essen (Harvey und Gilmour 1993; Wilson 1995; Pinto
und Redli 1996; Wilson 1996; Capita et al. 2001; Cordano und Rocourt 2001; de Valk et al. 2001; Has-
san et al. 2001; Meier und Lopez 2001; Soriano et al. 2001; Johannessen et al. 2002) kénnte L. innocua
L. monocytogenes-kreuzreaktive T-Zellen stimulieren und somit einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhal-
fung des Immunschutzes gegen L. monocyfogenes leisten. Die oben beschriebenen Mduse wurden
vier Monate nach der primdaren Infekfion erneut mit L. monocytogenes infiziert und auf inren L. monocy-

fogenes-Gehalt in der Leber und der Milz hin untersucht.
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Bereits nach der primdaren Infektion mit hohen Dosen an L. monocyfogenes war in Leber und Milz eine
optimale Protektion (>6) zu beobachten, die auch durch L. innocua-boosts nicht verstarkt werden konn-
te. Nach Infektion mit niedriger Dosis L. monocytogenes fiel die Protektion zundchst geringer aus (2,9 in
der Leber und 3,8 in der Milz); konnte jedoch nach Boost mit L. innocua zumindest in der Leber signifi-
kant erhéht werden (auf 3,9), wahren in der Milz nur eine geringe Zunahme zu beobachten war (auf 4,0).
Da in der Negativkontrolle mit B. subtilis statt L. innocua keine Zunahme der protektiven Wirkung lbeo-
bachtet werden konnte, scheint eine unspezifische Reaktion unwahrscheinlich. Somit waren wiederholte
Boosts mit L. innocua unzureichend, um einen vollstdndigen Immunschutz gegen eine Infektion mit
L. monocyfogenes zu ereichen. Jedoch verstarkten diese den protektiven Schutz gegen
L. monocyfogenes in der Leber bei suboptimaler antilisterieller Immunitat,
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5.3. In vitro-Transkription PrfA-abhdngiger und -unabhdngiger Gene von
L. monocytogenes
5.3.1. PrfA-Abhdangigkeit der in vifro-Transkription von actA, pIcA, hly, mpl, prfA1+2, iap

Mit Hilfe des in vitro-Transkriptions-Systems, unter Einsatz von partiell aufgereinigter RNA-Polymerase von in
MEM-Medium inkubierten L. monocytogenes, konnte gezeigt werden, dass mit dieser RNA-Polymerase
(RNAPev) die Transkription von actA streng PrfA-abhdngig erfolgt (Bockmann et al. 2000). Unter Einsatz
von gereinigtem PrfA mit His-Tag (Bockmann et al. 1996), erfolgte die Transkription abhdngig von der ver-
wendeten PrfA-Menge und erreichte bei einer Konzentration von 25 ng PrfA den Sattigungsbereich
(Bockmann et al. 2000). Der Assay (Tatti und Moran, 1996) fuhrte zu einem einzigen Transkript, dessen
Grole die Annahme erlaubt, dass der Startpunkt bei der in vifro-Transkription von acfA, mit dem in vivo

durch Northermnblot bestimmten, Ubereinstimmit.

A D mpl
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0 25 5 10 15 20 ng 0 1,6 6,2 25 100 ng PrfA

L mee <t ’.Q-nd < 120t

E prfA1
B pIcA O 2Q ng PrfA
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0 20 ng PrfA
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Abb. 45:  In vitro-Transkriptions-Assays mit DNA die die Promotoren Pacta (A), Ppica (B), Pay (C), Pmpi (D), Porar (E),

Poriaz (F) und Pigp (G) enthalt (mit zunehmenden Mengen PrfA). Der in vitro-Transkriptions-Assay wurde

mit gleicher Konzentration (0,5 png) an RNA-Polymerase (RNAP) aus Fraktion 16 der RNAPyem wie in 4.3.

beschrieben durchgefuhrt. “nt” bezeichnet die Transkriptlange in Ribonukleotiden.

Das selbe in vifro-System wurde dazu eingesetzt um die Transkription von den Promotoren der Gene plcA
(Poica): DIy (Pry), mpl (Pro)s PITA (Poas UNd Pppap) Und iap (Py,) zu untersuchen. Frahere in vivo-Daten zeig-
ten, dass die ersten drei Promotoren durch PrfA positiv reguliert werden, wéhrend andere Indizien fur eine
negative Autoregulation der beiden Promotoren PT und P2 des PrfA-Gens durch PrfA sprachen (Freitag et
al. 1993; Freitag und Portnoy 1994). Da die Expression von igp unabhdngig von PrfA ist (Bubert et al.
1997), wurde der igp-Promotor als Kontrolle fur die Transkription von PrfA-unabhdngigen Promotoren be-
nuifzt. In Abb. 45 ist die PrfA-abhdngige in vifro-Transkription von Pyga, P

' ea UNA P, mit RNAP, ., deutiich zu

erkennen. In Abwesenheit von PrfA ist bei P, eine geringe Hintergrund-Transkription zu erkennen, wdh-
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rend P, keinerlei PrfA-unabhdngige Aktivitat zeigt. Diese Promotoren bendtigen fUr inre Transkription in
etwa die gleiche Menge an PrfA, wobei ca. 10 ng PrfA fur eine deutliche Transkription ausreichen. Wie
auch Py, flhrt Py, ebenfalls zu einem einzigen Transkript, wogegen man bei P, zwei Transkripte erhdlt.
Deren Lange erlaubt die Annahme, dass die Startpunkte der in vifro-Transkription mit den zuvor in vivo
bestimmten Sites Ubereinstimmen (Mengaud et al. 1989; Dickneite et al. 1998). Der in vifro-Transkriptions-
Startpunkt von P, ist elbenfalls mit dem in vivo identifizierten (Mengaud et al. 1991) identisch.

ErwartungsgemdB erfolgte die Transkription von P, unabhdngig von PrfA (Abb. 45 G). Jedoch erwies
sich die in vifro-Transkription von P, Gberraschender Weise ebenfalls als PrfA-unabhdngig (Abb. 45 D).
Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen aus friheren in vivo Untersuchungen (Mengaud et al. 1991).
Die Zugabe steigender Mengen an PrfA schien sogar die P, -Transkription zu hemmen. Auch in diesem
Fall stimmte, laut TranskriptgréBe, der Transkriptions-Startpunkt in vifro mit dem in vivo Uberein. Die
Transkription von P, und P, ist ebenfalls unabhdngig von PrfA (Abb. 45 E, F). Selost hohe PrfA-

Konzentrationen zeigten keine hemmende Wirkung.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass die in vifro-Transkription von actA, hly und plcA erwartungsgemai
PrfA bendtigt, wogegen die in vifro-Transkription von P, Poas Poraz UNd P, nicht von PrfA beeinflusst

wird.

5.3.2. In vitro ist die Transkriptions-Initiation bei allen Promotoren abhdngig von der Verfugbar-

keit der ersten drei INTPs und hohen Konzentrationen an ATP

Bei der Durchfuhrung der in vifro-Transkriptionsversuche mit den oben beschriebenen Promotoren war
die Abhangigkeit der Transkriptionseffizienz von der Verfugbarkeit der vier Ribonukleotidiriphosphate
(NTPs) auffallig. Dabei wurde das radioaktiv markierte INTP immer in 50-fach geringerer Konzentration als
die anderen drei INTPs (3 uM) im ,run-off* Experiment eingesetzt. Es lieB sich beobachten, dass alle ge-
testeten listeriellen Promotoren - auler P, - hohe Konzentrationen an ATP und UTP (100-150 uM) zur Ini-

fiation der in vifro-Transkription bendtigten.

Die selektive in vifro-Transkription an P, und P, wurde in Gegenwart von PrfA mit Hilfe eines DNA-
Fragments bestimmt, das beide Promotoren enthielt (Abb. 46 B). Die Transkriptions-Initiation kann ge-
steuert werde durch die Applikation des entsprechenden radioaktiv markierten Ribonukleotidiriphosphats
(rNTP), das fur die Transkriptionsinitiation vom jeweiligen Promotor optimal und fur jeden der Promotoren
unterschiedlich ist (CTP fdr P, und UTP flr P40, V@l Abb. 46 A). Flr die Initiation der Transkription von P,
(insbesondere von P,,,) wurden hohe Konzentrationen an GTP bendtigt. Da hingegen alle anderen
Promotoren lediglich sehr wenig GTP bendtigten, wurde radioaktiv markiertes GTP (bzw. CTP) fur die Mar-
kierung dieser Promotoren eingesetzt. Die jeweils fUr eine optimale in vifro-Transkription von den geteste-

tfen
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Promotoren bendtigten NTPs sind in Tab. 5 zusammengefasst. Diese enthdlt auch die ersten drei Ribo-
nukleotide des entsprechenden Transkripts, die Anzahl der vier Ribonukleotide innerhallb der ersten zehn

INTPs des ,run-off*-Transkripts, die PrfA-Abhdngigkeit und die Transkriptiange.

A R R R K B
RO PIfA
@
P —_—
,OI’fA7 . 2 x 27 kDa
- +
| Porfaz Foriat

Portao = | ™ 8 - <

Abb. 46: (A) Selektive Transkriptions-Initiation an jeweils einem der beiden prfA Promotoren Ppras bzw. Ppra2 mit
RNAPvewm (Fraktion 16; 0,5 pg) durch Variation des zugegeben gelabelten rNTPs (entspricht dem rNTP,
das jeweils in der geringsten Konzentration vorliegt). (B) Model der prfA-Transkription in vivo der beiden
PrfA Promotoren Ppfas und Ppia2. Die Zahlen geben die GroRe der initiierten Transskripte in kb an

(modifiziert nach Portnoy et al. 1994).

Tab. 5: INTP- und PrfA- Abhdngigkeit der in vitro-Transkription flir die getesteten Promotoren

o am bes-|am 2. |erste 3| die ersten 10 Ribo- [PrfA Transkript | Transkriptionseffizienz mit

° fen besten | INTPs . ab- -groBe | INTP in geringer Konz.
nukleotide (nt) N . _ .

E for die Markierun han- | innt (= markiertes rNTP)

o anetes NP 99

o geeignetes ATP U | CTP | GIP

Pio G u/C UCA 6A,3U, 1C0G - 93 - + + ++

Porca G C AUA | 5A,3U,2C, 0G| + 109 - - + | ++

Pror G C CAU |4A,4C,2U,0G | - 120 - e+

Pry G C UAU | 6A2U,1C,1G | + [im1ooss| - -1 + | ++

Pocia C G UAA |4A4U,1C, TG + 132 - +- | ++ +

Poras C - GUA |7A1U,1C, TG - 221 /- | H-- |+ | FH--

Poriaz U A AAG |4A, 11U, 1C, 4G - 137 + +4 | +/- -

Effizienz der Transkription: ++ sehr stark, + stark, +/- schwach, +/-- sehr schwach, - keine.

Auffallig war dalbei, dass das INTP, das jeweils nur in niedriger Konzentration vorhanden sein musste (in
50-fach geringerer, als die drei anderen rNTPs), niemails in den ersten drei initierenden INTPs enthalten

war.
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Erhdht man die Menge an hinzugeflgtem ATP, so wirkt dies induzierend auf die in vifro-Transkription aller

PrfA-abhdngiger Promotoren, sowie auch der von P, und P, Adenin ist in den ersten drei Ribonukleoti-

iap
den aller Transkripte enthalten. Durch die Zugabe von Didesoxy-Adenosintriphosphat (ddATP), das ledig-
lich als Energiequelle dient, konnte der Bedarf an hohen ATP-Konzentrationen nicht kompensiert werden

(Daten nicht gezeigt).

5.3.3. Effizienz der in vifro-Transkription von RNA-Polymerasen, die unter verschiedenen Wachs-

fumsbedingungen gewonnen wurden

Vorhergehende Untersuchungen der PrfA-abhdngigen Gene hly, plcA und acfA deuteten darauf hin,
dass deren Transkription reduziert ist, wenn die Bakterien in BHI-Medium gezuchtet wurden, jedoch deut-
lich zunahm, wenn ein ,Shift" in Minimalmedium (MEM) oder hin zu hdheren Temperaturen (48°C) durch-
gefuhrt wurde (Sokolovic et al. 1993). Daher sollte mit Hilfe des in vifro-Systems geklart werden, ob die
beobachtete Induktion der Transkription in Zusammenhang mit quantitativen oder qualitativen Verdnde-
rungen der RNA-Polymerase steht.

Dazu wurde RNAP aus L. monocytogenes-Kulturen, die fur 30 Minuten entweder in BHI inkubiert (RNAPg,),
nach 48°C (RNAP,) oder nach MEM (RNAP,q,) fransferiert wurden, Uber eine Heparinsdule affini-
tatschromatographisch aufgereinigt (Abb. 47). Die RNAP-Aktivitat wurde durch ,run-off*-Assays mit Py
und in Gegenwart von ausreichend PrfA bestimmt.

Wie in Abb. 47 A-C dargestellf, eluierte die RNAPg,-Aktivitdt in einem ziemlich engen Bereich (Frakfionen
13-17, Hauptfraktion 16), wahrend die Akfivitat von RNAP,s und RNAP,, ein breiteres Eluationsprofil, bis
hin zu Fraktion 21 (RNAP,g) bzw. Fraktion 22 (RNAP,,). aufwies. Die Konzentrationen an RNAP in den ein-
zelnen Frakfionen wurden mittels Antikorper-ELISA bestimmt. Der hierbei eingesetzte AntikGrper war gegen
die B-Untereinheit der E. coli RNAP gerichtet.

Die dabei erhaltenen Daten stimmten mit den zuvor gewonnenen Ergebnissen aus Immuno-Dot-Blots
und Silberf@rbungen der gelelektrophoretisch aufgetrennten BB “-Banden der RNAP Uberein. Die Intensi-
taten der BR“-Banden wurden mit denen der, als Referenz verwendeten, silbergefdroten Banden, defi-
nierfer Mengen an BSA verglichen. Dadurch konnte die Konzentration an RNAP in Fraktion 16 von RNAP-

vew Mit 0,5 ug/ul bestimmt werden.
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Abb. 47: Relative Konzentrationen und Profile der uber eine Heparinsdule aufgereinigten und fraktionierten RNA-
Polymerase-Praparationen (RNAP) aus unter verschiedenen Wachstumsbedingungen gezilchteten
L. monocytogenes-Kulturen: A. RNAPgy, B. 48°C (RNAP4g) und C. RNAPyem. Die relativen RNAP-
Konzentrationen der einzelnen Fraktionen wurden in einem ELISA mit Antikdrpern (1:2000) gegen die 3—
UE (der E. coli RNAP) und HRP-konjugierten Maus-a-Ziege IgG sekundaren Antikérpern (1:5000) be-
stimmt. Die hochste RNAP-Konzentration wurde gleich 100% gesetzt und in Bezug zu den anderen Wer-

ten gesetzt. Die SD wurde aus jeweils drei Versuchen ermittelt. Die Linie reprasentiert die im in vitro-
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Transkriptionsassay bestimmten Aktivitatsprofile der RNAP, unter Verwendung eines Templates mit Paca

und gleichen Mengen RNAP der entsprechenden Fraktionen (e).

Da die Hauptaktivitat aller drei RNAP-Aufloereitungen in Fraktion 16 beobachtet wurde, setzten wir fur alle
weiteren Tests RNAP dieser Fraktion und von Fraktion 20 (als Reprdsentanten einer spdter eluierenden
Fraktion) ein.

Unter Verwendung gleicher Mengen an RNAP (jeweils 0,5 ug pro Ansatz) wurde die spezifische RNAP-
Aktivitat in den beiden Fraktionen der drei RNAP-Préparationen (RNAPg,, RNAP,s und RNAP,) mit DNA-
Matrizen, welche die oben beschriebenen Promotoren (Poeiar Porars Pomazs Pigos Pry UNd P enthielten, an-
hand von in vifro-Transkriptionsassays bestimmt. Die optimalen Konzentrationen an PrfA und rNTPs wurden
in allen Versuchsansatzen sichergestelit (vgl. Abb. 45 und Tab. 5).

Reprasentative Ergebnisse dieser Assays wurden in Abb. 48 dargestellt, wogegen Abb. 49 alle Daten
dieser Experimente zusammenfasst. Um die RNAP-Aktivitaten der Fraktionen 16 und 20 mit den verschie-
denen Promoforen vergleichen zu konnen, wurde die RNAP-Akfivitat von Fraktion 16 mit der P
enthaltenden Matrize fur jede der drei RNAP-Praparationen gleich 100% gesetzt. Die AktivitéGten der an-
deren Promotoren wurden dementsprechend dazu in Relation gesetzt (, wobei wiederum jeweils die

gleiche Konzentration an RNAP der Fraktionen 16 und 20 verwendet wurde).

F16 F20
Promotor Pp,/M PprIAZ Ppr/M PprIA2
> S s s
RNAP T P
= S|IZ 2 T o
Promotor P,.op Pp/ o Pmp/ PW M s 2 59 FR = 5 %S
]
_ E _ 5 _ s s »
RNAP T 2 2 Z 5% Zo¥ ol *« e <« 221 nt
| < 130nt
- < 120nt
“h < 111 nt
<= 109 nt !
e e < 93nt T - | <1370t

Abb. 48:  In vitro-Transkription mit DNA-Matrizen mit den Promotoren (A) Piap, Ppica, Pmpi 0der Py und RNAP (0,5
ng) aus Fraktion 16 der RNAPgH, RNAP4s oder RNAPvem bzw. (B) den Promotoren Ppgar und Pprgaz mit
der selben Menge RNAPgy;, RNAP4s oder RNAPvewm der Fraktionen 16 und 20.
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Abb. 49: Relative RNAP-Aktivitaten der Fraktionen 16 und 20 von (A) RNAPgH (B) RNAP4s und (C) RNAPvewm.

100

Jeweils mit DNA-Matrizen, welche die Promotoren Paca, Ppriat, Ppra2, Piap, Py und Py enthielten, mit PrfA-
UberschuR (20 ng) und gleichen Mengen an RNAP (0,5 ng). Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte +

SD aus vier unabhangigen Experimenten. Die Aktivitdten wurden ins Verhaltnis zur starksten RNAP-Aktivitat
mit dem Promotor Pz, (=100%) gesetzt.
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Abb. 49 A zeigt, dass Fraktion 16 von RNAPg, mit den PrfA-unabhdngigen Promotoren P, P UNA Py,
die hochste transkriptionelle Aktivitat aufweist, wogegen die der PrfA-unabhdngigen Promotoren P, und
Puoas SOWIE die von P, (selbst bei sattigender PrfA-Konzentration) deutlich niedriger war. Mit Fraktion 20
von RNAPg,, war bei allen sechs untersuchten Promotoren nur eine geringe Aktivitat zu beobachten.

Bei Fraktion 16 von RNAP,; (Abb. 49 B) war die transkriptionelle Aktivitat mit den DNA-Matrizen, welche die
PrfA-abhdngigen Promotoren P, und P, enthielten, hoher als jene mit den PrfA-unalbhdngigen Promo-
toren. Dieser Unterschied war besonders stark mit Fraktion 20 von RNAP,, wo P, die hochste Aktivitat
aufwies. Interessanter Weise war auch die Transkription von P, in dieser Fraktion sehr hoch.

Bei den Frakfion 16 und 20 war die hdochste transkriptionelle Aktivitat mit den DNA-Matrizen der PrfA-
abhdngigen Promotoren P, und P, festzustellen. Anndhernd keine Aktivitar war bei P, mit RNAPy ¢, zu
beobachten (Abb. 49 C).

Die in Abb. 49 zusammengefassten relativen transkriptionellen Aktivitaten, wurden alle in Relation zur
spezifischen Aktivitat, die mit dem P,—enthaltenden linearisierten Plasmid erhalten und gleich 100% ge-

setzt wurde, dargestellt.
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6. Diskussion

6.1. Optimierung der Listeria Diagnostik

Als wichtiges Housekeeping-Gen kommt P60 bei allen Listeria-Spezies vor (Wuenscher et al. 1993). Seine
konservierten und variablen Bereiche innerhalb der verschiedenen Spezies sind bereits genau kar-
tfographiert (Bubert et al. 1992). Es stellt daher ein hervorragendes Target fur den Gattungs- und Spezies-
spezifischen Nachweis von Listerien dar. Dabei ist insbesondere die Probenaufbereitung und Anreiche-
rung auf Grund der komplexen Zusammensetzung verschiedener Proben eine grole Herausforderung.
Ein L&sungsweg ist der Verzicht auf langwierige Anreicherungsmethoden, um die Nachweiszeiten (in Fol-
ge langer Anzuchizeiten) zu verkirzen und Kontaminationsmaoglichkeiten auszuschlielen. Dies setzt je-
doch die Steigerung der Sensitivitat eines Tests voraus. In der vorliegenden Arbeit sollte daher durch die
spezifische Amplifikation des listeriellen igp-Gens und die Optimierung der Post-PCR-Detektion der

Nachweis von Listerien verbessert werden.

6.1.1. Molekularbiologische Detektion von L. monocytogenes

Es stelite sich heraus, dass die Benutzung von ELISA-Plaften aussichtsreicher war, als das PCR-Produkt
auf Membranen zu immobilisieren. In den 96er Well-ELISA-Platten konnte mit geringen Volumina gear-
beitet werden, wodurch auch die Hybridisierungszeiten um ein Vielfaches kurzer (30 Minuten) ausfielen.
Daher wurden die darauffolgenden Untersuchungen v.a. auf Mikrotiterplatten optimiert. Weitere Ver-
besserungen lassen sich mit NUNC-NucleoLink©-Strips redlisieren: Mit Hilfe eines immobilisierten Captu-
re-Oligos konnte die PCR in den selben Reaktionsgef@Ren wie Hybridisierungs- und Detektionsreaktion
durchgefuhrt werden. Hierbei war sowohl der Materialverlust minimiert, wie auch die Handhabung ver-
einfacht. DIG-dUTP-markierte Oligonukleotide erwiesen sich als zuverldssiger als biotinylierte Oligonukle-
ofide, da durch den hohen Anteil an nicht biotinylierten Primern (ozw. dem Abldsen des Biotins wah-
rend der PCR) das PCR-Produkt nur ungenugend markiert werden konnte. Daher erschien es ange-
bracht, die zusatzlich notwendige Terminale Transferase-Reaktion fur die DIG-dUTP-Markierung in Kauf
zu nehmen, um die Effizienz des Detektionssystem zu erhdhen. Eine weitere Verbesserung der Deteki-
onsgrenze erwarteten wir auf Grund der héheren Sensitivitdt durch die Anwendung luminometrischer

Verfahren.

Das unter 4.2, beschriebene Primersystem solite somit ermoglichen, in einer einzigen Multiplex-PCR in-
nerhall von funf Stunden nachzuweisen, ob Listerien in der untersuchten Probe enthalten sind, und um
welche Spezies es sich dabei genau handelt. Selost mehrere Arten, die nelbbeneinander in derseloen
Probe vorkommen, soliten sich damit, auf Grund der unterschiedlich langen PCR-Produkte, in einem

Ansatz differenzieren lassen. Erst klrzlich gelang mittels denaturierender Gradient-Gelelekirophorese
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(DGGE) die Differenzierung des iagp-PCR-Produktes fUnf verschiedener Listeria-Spezies direkt aus Le-

bensmittelproben (Cocolin et al. 2002).

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass es zu einer spontanen Bildung einzelner Mutanten kommt,
welche dann von einem Test mit einem zu einseitig ausgerichteten Detektionstarget nicht erfal@t war-
den, empfiehlt sich die Verwendung mehrerer relevanter Zielgene. So wurden in Milchprodukten ahe-
mdalytische L. monocytogenes identifiziert, die zwar fur Menschen apathogen waren (Allerberger et al.
1997), aber deutlich zeigten, dass man auf Verdnderungen eines Organismus mit kurzen Generations-
zeiten kurzfristig eingestellt sein muss. Demzufolge bietet sich z.B. eine Kombination jeweils mehrerer

konservierter Bruchsticke von ImaA, iap, hly und prfA an.

Wegen IP-Streitigkeiten bzw. Lizenzgebuhren im Zusammenhang mit PCR wurde nach Alternativen ge-
sucht. Zum einen wird beispielsweise die Entwicklung automatisierter Schnelltests, wie z.B. Stabchen
oder Schwdmmchen forciert, welche durch einfaches Eintfauchen in flussiges Medium Listerien detek-
fiemn. Das darin enthaltene Esculin bewirkt eine, durch die listerielle Hydrolyse bedingte Schwarzfarbung,
welche instrumentell Uber eine Semi-Flussigkeitsschicht detektiert wird. Dabei handelt es sich jedoch
lediglich um einen Gaftfungsnachweis, der zudem 26 Stunden in Anspruch nimmt (Firstenberg-Eden et
al. 2000). Zum anderen macht man sich zu Nufze, dass Listerien die Leitfahigkeit des Flussigmediums

innerhalb von 30 h um Uber 30% verdndern kdnnen (Capell et al. 1995).

6.1.2. Immunologische Detekiion von L. monocytogenes

Auch das P60-Protein stellt nicht zuletzt aus patentrechtlichen Grinden, vor allem aber wegen seines
Vorkommens bei allen Listerien und seiner konservierten und variablen Bereiche ein wichtiges Target fur
die Detektion mittels ELISA dar.

Zwar sind bereits wichtige Epitope des P60 bekannt und haben auch zur Entwicklung spezifischer Nach-
weissysteme wie z.B. des ,Pathalert Listeria™ von Merck geflUhrt (Bubert et al. 1994). Dennoch besteht
die Notwendigkeit, nach weiteren Epitopen zu suchen, um Antikdrper generieren zu kdnnen, mit deren
Hilfe die Sensitivitat und Zuverl@ssigkeit bestehender Tests weiter verbessert, bzw. andere Spezies (v.Q. L.
innocuq) detektiert werden kbnnen. Ein weiteres Manko der konventionellen Antikdrperproduktion ist die
Qualitatssicherung. Um Chargenvarianz in Folge der individuellen Antigenmuster, die ein immunisiertes
Tier (z.B. Ziege) als Reaktion auf die Immunisierung zeigt, zu reduzieren, kann die Antikorperproduktion
auf Antikdrper aus Huhnereidotfter umgestellt werden. Dadurch wird die langfristige Lieferung groBer
Mengen an Antikdrpern mit gleicher Sperzifikation sichergestellt. Hierbei muss das Tier nicht getotet wer-
den und produziert mit jedem gelegten Ei kontinuierlich identische Antikorper. Neben der leichteren
Haltung sind Huhner in Bezug auf Anschaffungskosten, den geringeren Aufwand fUr neue Immunisie-
rungen, sowie der Moglichkeit, gleich mehrere Immunisierungen parallel laufen zu lassen, wesentlich

gunstiger,
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Der sperzifische Nachweis von LM-P60 konnte erfolgreich mit IgY aus Huhnereiern gezeigt werden, ohne
dass Unterschiede zu Immunglobulinen aus anderen Quellen (z.B. Kanninchen, Mdusen oder huma-
nen Ursprungs) zu beobachten gewesen waren. Der eventuelle Einwand, die Antikorperproduktion
kénnte unspezifisch durch das Tradgermaterial bewirkt worden sein, Iasst sich durch den Hinweis auf die
Verwendung des Lysinbaumes (TentaGel® PAP) widerlegen. Im Gegensatz zu anderen Peptidcarriern
(z.B. KLH oder BSA) werden mit dem Polymer nur peptidspezifische Antikdrper induziert (TentaGel® J
Merkblaft). Durch Verwendung des Lysinbaums als Trager wahrend der Peptidsynthese kann auBerdem
auch anschlieBend auf die Abspaltung, Wiedergewinnung und ermneute Kopplung verzichtet werden.

Auch Léslichkeitsprobleme lassen sich so vermieden.

Somit stellen IgY aus Huhnereiem, wie erst kurzlich z.B. bei der Identifizierung neuer Zielproteine fur die
Medikamentenentwicklung gezeigt werden konnte (Zhang 2003) eine vielversprechende Alternative fur

die Herstellung kontinuierlicher Chargen an groBen Mengen spezifischer Antikdrper dar.
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6.2. Immunologie des P60-Proteins von L. monocytogenes bzw. L. innocua

Als das starkste bekannte listerielle B-Zell- und T-Zell-Antfigen, induziert P60 - auch bei gesunden Personen
- einen hohen Titer an a-P60 Antikdrpermn (Gentschev et al. 1992; Pamer 1994; Harty und Pamer 1995;
Kolb-Maurer et al. 2001). Fruhere Daten, wonach Listeriolysin O das Hauptantigen sei, sind moglicherwei-
se auf das nahezu identische Molekulargewicht beider Proteine im SDS-Gel zurickzufihren. So konnte
durch direkte Extraktion der MHC Klasse | gebundenen Epitope gezeigt werden, dass pro infizierte Zelle
ein P60 Epitop (217-225) 3000 Mal prasentiert wird, wahrend von LLOy, 4, selbst nach neun Stunden nur

800 Epitope nachgewiesen werden konnten (Pamer 1994).

Um den Einfluss des apathogenen Umweltkeims L. innocua auf die Ausbildung und den Erhalt einer
L. monocytogenes-spezifischen Immunantwort zu untersuchen, wurde zundchst die protektive Wirkung
P60-spezifischer TH1-Klone, die L. monocytogenes-P60-spezifische Epitope erkennen, demonstriert. Diese
sekretierten P60-Peptide sind wichtige CD4 T-Zellantigene. Ein exakt definiertes Peptid wies — bis auf einen
Aminoséureaustausch — véllige Ubereinstimmung zwischen L. innocua und L. monocytogenes auf. Da-
her wurde als ndchstes untersucht, inwieweit diese Homologie von L. innocua zum Immunschutz gegen
L. monocyfogenes beitragen kdnnte. Obwohl die Infektion mit L. innocua nicht ausreicht, um eine pri-
mare T-Zell-spezifische Immunantwort gegen L. monocytogenes zu induzieren, kann sie bestehende

L. monocyfogenes-spezifische T-Zell-Geddchiniszellen erfolgreich stimulieren.

6.2.1. Die protektive Wirkung L. monocyfogenes-P60-spezifischer TH1-Zellen in vivo

Aus friheren Transferversuchen mit CD8 T-Zellen, die spezifisch auf die sekretierten Proteine P60 und
LLO von L. monocytogenes reagieren (Harty und Bevan 1992; Harty und Pamer 1995), gelangte man
zu der Annahme, dass sekretierte Proteine die wichtigsten Antigene fur CD8 T-Zellen wdren. Auch wurde
mittels rekombinanter bakterieller Vektoren gezeigt, dass nur sezernierte Proteine antigen sind und somit
eine wirksame T-Zellantwort induzieren (Hess et al. 1996). Hier wiederum gelang es, eine starke P60-
spezifische TH1-Immunantwort wahrend einer L. monocyfogenes-Infektion im Mausmodell nachzuwei-
sen. Durch den Transfer von phdnotypisch gut definierten TH1-T-Zellkionen, mit hoher Sperzifitdt gegen
P60, genauer sogar dessen Peptid P604q,.51,, UNd ohne Kreuzreaktivitdt gegenuber HKL, konnte ein wirk-
samer Schutz gegen eine L. monocyfogenes-Infektion vermittelt werden. Damit konnte die Wichtigkeit
von Uberstandproteinen  als Zielantigene fUr eine L. monocyfogenes-spezifische CD4  T-
Zelimmunisierung demonstriert werden.

Zwar waren bereits L. monocyfogenes-spezifische CD4 T-Zellantigene bekannt (LLO (Safley et al. 1991),
P60 (von Koenig et al. 1983; Kohler et al. 1990; Bubert et al. 1992; Hess et al. 1995)), doch zum ersten
Mal konnte in der vorliegenden Arbeit am Beispiel des P60 fur ein L. monocytogenes-CD4 T-ZellAntigen,

die Signifikanz der Erkennung durch antigenspezifische CD4 T-Zellklone in vivo gezeigt werden.

Auf Grund seines charakteristischen infrazelluldren Lebenszykius (Tiney und Portnoy 1989) und der Ver-

fUgbarkeit eines Mausmodells, dient L. monocytogenes seit Jahrzehnten als Modellsystem fUr infrazellu-
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|&re Pathogene. Als zytoplasmatisch lokalisierter Organismus 16st er nach allgemeiner Auffassung eine
CD8 T-Zellantwort aus. Im Gegensatz dozu bewirken im Endosom verweilende Bakterien - wie Myco-
bacterium tubercolosis oder Salmonella ssp. — eine CD4 T-Zellantwort. Dieser allgemein verbreiteten
Annahme, dass erworbene Immunitét gegen L. monocytogenes hauptsdchlich durch CD8 T-Zellen
vermittelt sei, folgte bald der experimentelle Nachweis mit MHC-Klasse Il-defizienten CD4 T-Zell-
negativen Mausen, dass CD4 T-Zellen einen wichtigen Beitrag zur Immunitdt gegen L. monocytogenes
leisten (Ladel et al. 1994). Zwar wurden auch L. monocyfogenes-spezifische CD4 T-Zellklone fransferiert,
doch waren methodenbedingt auf Grund wiederholter Stimulation mit HKL die Zytokinproduktion und
die Antigensperzifitdt nur unzureichend charakterisiert (Kaufmann et al. 1987; Magee und Wing 1988).
AuRerdem bendtigten die T-Zellklone z.T. in vivo Zugaben von IL-12 (Kaufmann et al. 1987), wdhrend
unsere P60-sperzifischen T-Zellkione keine Kreuzreaktion mit aus HKL prozessierten Antigenen zeigten.
Dies unterstufzt die Hypothese, dass diese P60-spezifischen T-Zellen Antigene erkennen, die aus P60
prozessiert wurden, das von lebenden Listerien sekretiert wurde. Untermauert wird dies durch die An-
nahme, dass P60 ein dominantes Anfigen fur TH1-Zellen darstellt, auf Grund der Beobachtung, dass
die Proliferation von Milzzellen L. monocytogenes-infizierter Mause dhnlich stark von gereinigtem P60
wie von HKL induziert wird.

Es bestunde die Moglichkeit, dass durch die kunstlichen Kulturbedingungen in vifro Kione mit unphysio-
logischen funktionellen Eigenschaften herausselektiert wirden. Dies erscheint jedoch angesichts der
hohen funkfionellen Heterogenitdt, die sich im protektiven Potential, in der P60-Spezifitdt und IL-
Produktion zeigt, eher unwahrscheinlich. Interessanferweise war kein linearer Zusammenhang zu erken-
nen, zwischen der protekfiven Wirkung in vivo und der Empfindlichkeit bei der Erkennung von P60 bzw.
bei der Fanhigkeit, L. monocytogenes-infizierte Knochenmarksmakrophagen zu lysieren. Allerdings konn-
te eine Korrelation zwischen der IL-10-Produktion und der reduzierten Protekfion gegen
L. monocytogenes in vivo beobachtet werden. So unterschied sich Klon 3D von allen anderen Klonen
durch seine 10-fach hdhere IL-10-Produkfion und deutlich geringere protektive Wirkung in der Milz. Dai
et al. konnten 1997 zeigen, dass die angeborene und auch die erworbene Immunitdt gegen
L. monocyfogenes bei IL-10-defizienten Mdusen verstarkt wird. Andererseits wurde kein Zusammenhang

zwischen der IL-2 Produktion und dem Schutz vor einer L. monocytogenes-Infektion festgestellt,

Die Klone zeigten alle das fur TH1-Zellen typische Zytokinmuster mit hohen IFN-y- und niedrigen IL-4-
Konzentrationen. Die protekfive Wirkung von L. monocytogenes-spezifischen CD4 T-Zellen wird auf die
INF-y-Produktfion zurdckgefuhrt, wahrend bei den CD8 T-Zellen die Perforin-vermittelte Zytolyse hierfur

verantwortlich ist (Mosmann und Coffrnan 1989; Kagi et al. 1994).

Eine mogliche Erkidrung fUr die bessere protektive Wirkung von CD 4 T-Zellen in der Milz im Vergleich zur
Leber ware die Praferenz der Hepatozyten fur MHC-Klasse I-Antigene. Phagozytische Zellen hingegen
exprimieren MHC Klasse | und Il Molekule bzw. kénnen zumindest die Expression von MHC-Klasse |l in-

duzieren. AuBerdem zeigten Transferexperimente von CD8 T-Zellen in M&use mit chimdrem Knochen-
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mark, dass die antilisterielle Wirkung nach Indukfion durch Knochenmark-abhdngige phagozytische
Zellen wirksamer war als die nach Kontakt mit Knochenmark-unabhdngigen Zielzellen (Harty und Bevan
1996). Interessanterweise war die protektive Wirkung der CD4 T-Zellklone in der Milz im Vergleich zur Le-
ber starker. Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen wurden bisher in vergleichbaren Transferexperi-
menten mit HKL starkere Effekte in der Leber als in der Milz beobachtet. Dies kann womoglich auf die
praferenzielle Erkennung der Antigene abgetoteter Bakterien (HKL) durch aktivierte Makrophagen - in
Folge der Freisetzung aus den Hepatozyten - zurdckgefuhrt werden (Rakhmilevich 1994). Im Gegensatz
zu den HKL-sperzifischen Zellen setzt die Antigenerkennung seitens der P60-spezifischen TH1-Zellen die
akfive Sekretion von P60 innerhalb der infizierten Zelle voraus. Somit kdnnte in vivo der Tropismus von
Listeria-spezifischen CD4-Zellen bzgl. Milz und Leber durch die Art der Antigenprdsentation beeinflusst
sein. Des Weiteren konnte an i.p. L. monocyfogenes-infizierten Raften gezeigt werden, dass die dabei
generierten CD4* TCR a-T-Zellen vor allem TGF-B1 und IL-10, wahrend HKL-induzierte T-Zellen vor allem
INF-y produzieren (Kimura et al. 1998). Demnach legen spezielle HSP70-reaktive CD4* T-
Zelluntergruppen im naturlichen Ablauf der Infektion (mit lebenden L. monocytogenes) auch gleich
den Grundstein fur das Beenden der T-Zell-vermittelten Infekfion, nachdem die .Schlacht” gegen
L. monocytogenes vom Immunsystem gewonnen wurde. In dieser Hinsicht kénnte es sehr interessant

sein, unsere T-Zellklione auf Reaktivitdt gegenuber HSP70 zu testen.

Das von Klon 1A erkannte Epitop (P604y;.51, EAAKPAPAPSTN) wird vom MHC-Klasse |l Molekul A® présen-
tiert. Es weist zwar keine Ahnlichkeit mit der typischen A-Bindungssequenz auf (Setfte et al. 1988; Sette
et al. 1989; Hunt et al. 1992), besitzt jedoch ebenso wie der A%-Ligand HSVQd,s 50 (APYSTLLPPELSETP)
einen hohen Prolingehalt. HSVgd,,s.,, hat statt drei sogar vier Proline und ebenfalls kein A
Bindungsmotiv. Daher untermauert P60, 5, die Hypothese, dass durch die Prolinreste bestimmte se-
kunddre Strukturen aufgebrochen werden, wodurch prolinhaltige Sequenzen im Hinblick auf die Erken-

nung durch A® anderen Regeln unterliegen als prolinfreie Peptide (Sette et al. 1988).

Trofz seiner raffinierten Virulenzmechanismen hat L. monocytogenes aus der Sicht des Pathogens nur
eine sehr geringe Erfolgsquote. Fur gewdhnlich werden lediglich immunsupprimierte Individuen (Neu-
geborene, Schwangere, AIDS-Patienten, Diabetiker, Krelbbspatienten, dltere Menschen (Kampelmacher
et al. 1972), Alkoholkranke und Patienten, die Immunsuppressiva verabreicht bekommen) erfolgreich
infiziert. Bei Personen mit normalem Immunstatfus dagegen verlduft eine eventuelle Infektion asymp-
fomatisch (Gellin und Broome 1989). Die Wichtigkeit P60-spezifischer CD4-T-Zellen fUr den Schutz vor
L. monocyfogenes-Infektionen konnte im Mausmodell gezeigt werden. Zellkulturversuche zeigten auch,
dass Antikérper gegen P60 — mittels Opsonisierung der Bakterien — eine wichtige Rolle bei der Fc-
vermiftelten Aufnahme von L. monocyfogenes durch humane, von Monozyten abstammende dendiri-

tische Zellen spielen (Kolb-Maurer et al. 2001).

Da das P60 von L. innocua eine 90%-ige Homologie zum P60 von L. monocytogenes aufwies (Bubert
et al. 1992), und das von Klon TA erkannte H-2A%restringierte CD4-T-Zellepitop (P6040;.31, EAAKPA-

PAPSTN) bis auf den Aminosdureaustausch eines Glutamins bei L. innocua gegenuber einem Glutamat
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bei L. monocytogenes in Position 1 identisch war, solite geprift werden, inwieweit diese Homologie

zum Immunschutz gegen L. monocytogenes beitragen kann.,

6.2.2. Die Rolle von L. innocua beim Schutz vor L. monocyfogenes

Erstmals konnte experimentell die Hypothese untermauert werden, dass kreuzreaktive apathogene Mik-
roorganismen die Aufrechterhaltung des bestehenden Immunschutzes untersttzen (Beverley 1990; Zin-
kemagel et al. 1996; Sprent 1997).

Immer wieder machte man die Beobachfung, dass Geddchinis-T-Zellen nach adoptivem Transfer nur
schlecht Uberleben, wenn keine Stimulation mit spezifischem Antigen erfolgt. Auch auf Grund der feh-
lenden Bystander-Aktivierung wurde somit der regelmdaRige Antigenkontakt fur die Stimulation und Rei-
fung von Geddchinis-T-Zelle als essentiell angesehen (Gray und Matzinger 1991; Oehen et al. 1992;
Kundig et al. 1996; Busch et al. 2000). Demgegenuber wurde aber auch von Geddchtnis-CD8 T-Zellen
berichtet, die in volliger Abwesenheit eines spezifischen Antigens Uberlebten (Lau et al. 1994; Mullbo-
cher 1994; Bruno et al. 1995). Ein ErkiGrungsansatz war die wiederholte Stimulation mit kreuzreaktiven
Antigenen aus der Umwelt (Beverley 1990). Insbesondere wenn man die 10- bis 50-fach hdhere Sensiti-
vitdt gegendber Anfigenen berlcksichtigt (Bruno et al. 1995; Pinigren et al. 1996). Andere ErkiGrungs-
versuche, die auf Daten aus Experimenten mit viralen Systemen beruhen, gehen von einer Stimulation
ohne sperzifische T-Zell-Rezeptor-Interaktion als Bystanderzellen aus. Hier wirkt die Zytokinproduktion be-
nachbarter T-Zellen in Folge einer Immunantwort auf einen nicht verwandten Mikroorganismus (Tough
et al. 1996; Ehl ef al. 1997). Infolge des gewdhlten Versuchsaufbaus erfolgte die Expansion der Ge-
dachtnis-T-Zellen ausschlieRBlich antigenspezifisch, da die Haufigkeit der LLO-spezifischen T-Zellen nicht
beeinflusst wurde. Neuere Berichte stUtzen die antigenspezifische Akfivierung (Butz und Bevan 1998;
Murali-Krishna et al. 1998). Danach werden bei viralen Infektfionsmodellen hauptsdchlich spezifische T-

Zellen induziert, die bei Infektion mit einem nicht verwandten Virus nicht expandieren.,

Im Gegensatz zu LLO oder der Metalloprotease, die von L. monocyfogenes-spezifischen T-Zellen er-
kannt werden (Safley et al. 1991; Harty und Bevan 1992; Busch et al. 1997), kommt P40 bei allen Lisfe-
ria-Spezies stark konserviert vor (Bubert et al. 1992; Portnoy et al. 1992). Dies scheint auch nicht weiter
verwunderlich, wenn man bedenkt, dass P60 als (auch fur die Zeliteilung) wichtiges Housekeeping-Gen
fUr das Bakterium essentiell ist (Wuenscher et al. 1993). AulRer dem MHC-Klasse Il Epitop P604y;.31, (S.0.),
sind auch die beiden bekannten MHC-Klasse I-Epitope von L. monocytogenes, P60,; ;.55 UNd P60, 49 457,
bei beiden Spezies konserviert (Bubert et al. 1992) und werden von L. innocua-infizierten Makrophagen-
&hnlichen P388D;-Zellen présentiert. Uber die Antigenprésentation via MHC-Klasse | Pathway von
L. innocua (Zwickey und Potter 1996) oder LLO-negativen L. monocytogenes (Szalay et al. 1994) infizier-
ten Zellen, wurde bereits zuvor berichtet. Dabei wurde jedoch die Starke der MHC-Klasse |- bzw. MHC-
Klasse ll-restringierten Prasentation nicht direkt miteinander verglichen. Obwohl unsere Versuche mit

LLO-negativen L. monocytogenes zeigten, dass die MHC-Klasse I-restringierte Prasentation LLO-
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unabhdangig ist, machte der Vergleich mit LLO-sezemierenden L. monocyfogenes die Wichtigkeit von
LLO fur die effiziente Antigenprésentation Uber MHC-Klasse | deutlich.

Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen einer Untersuchung der LLO-Antigenprdsentation mit LLO-
spezifischen MHC-Klasse |- und MHC-Klasse ll-restringierten T-Zellnybridomen (Hiltbold et al. 1996), wo-
nach die MHC-Klasse I-restringierte Prasentation von LLO von der hdmolytischen Aktivitar des LLO ab-
hangig ist. Wir dagegen untersuchten den Einfluss von sezermniertem LLO auf ein unabhdngiges bakteri-
elles Protein. Der Vergleich der P60-Prasentation von Zellen, die mit wildtypischen oder LLO-negativen
L. monocytogenes bzw. mit L. innocua infiziert wurden, demonstrierte deutlich, dass die Sekretfion von
LLO die Prasentation listerieller Proteine Uber MHC Klasse | stark verstdrkt, wahrend die toer MHC-Klasse
I gehemmt wird.

Trotz der starken Inhibition der MHC-Klasse I-restringierten Antigenprasentation von P60 in vifro, konnten
in vivo P60-spezifische CD4 T-Zellen sehr oft beobachtet werden. Zellen sperzifisch fur des CD4 T-
Zellepitop P60, .51, fraten dnnlich haufig auf wie jene spezifisch fur das CD8 T-Zellepitop P60,,¢.45;,, AAS
im Vergleich zum Epitop P60,,.,,5 Subdominant ist (Vijih und Pamer 1997). So entsprach die Antwort auf
P60;5,.51, NUr 10% der gesamten P60-spezifischen CD4 T-Zellantwort. Die Anzahl der Gesamt-P60 spezi-
fischen T-Zellen entsprach der Zahl der immundominanten P60,,,.,.s-spezifischen T-Zellen. Die effiziente
MHC-Klasse lI-Présentation von P60 in vivo kdnnte mdglicherweise auf die MHC-Klasse II-Présentation
nach sekunddrer Wiederaufnahme von sezemiertem P60 oder der Aufnahme abgetdteter Bakterien
zurUckzufUhren sein; nach deren Freisetzung aus abgetdteten Wirtszellen seitens benachbarter, nicht
infizierter Zellen. So wird auch die MHC-Klasse [I-Prasentation von LLO in Kulturen nichfinfizierter

Makrophagen ermdglicht (Hiltbold et al. 1996).

Im Gegensatz zur starken P60-spezifischen T-Zellantwort auf eine L. monocyfogenes-Infektion konnte
auf eine primdare Infekfion mit L. innocua keine P60-spezifische CD4- oder CD8-Antwort induziert wer-
den, obwohl das LI-P60 von den L. innocua-infizierten Makrophagen prasentiert wurde, Womaodglich ist
die schnelle Beseitigung von L. innocua aus der Milz und der Leber nach einer Infektion (von Koenig et
al. 1983; Hof und Hefner 1988) hierfUr verantwortlich. Dementsprechend fuhrt eine Ampicillin-
Antibiotikatherapie, mit der erst am funften Tag nach der Infekfion begonnen wird, zu einer deutlichen
Verringerung des Schutzes gegen eine Zweitinfektion (North et al. 1981). Auf alle Fdlle demonstrierte die
Aktivierung bestehender P60-spezifischer CD4 und CD8 Geddchtnis-T-Zellen durch L. innocua - wie be-
reits auf Grund der in vifro-Antigenprésentations-Versuche vorhergesagt - dass in vivo das P60 von

L. innocua tatsachlich von MHC-Klasse | und Il présentiert wurde.

Somit kann angenommen werden, dass unterschiedliche Reize fur die Induktion sowie fur die Emeue-
rung der T-Zellantwort verantwortlich sind. Die Situation ist vergleichlbar mit den nichtimmunogenen Tu-
morzelllinien, die ausschlieRlich in zuvor immunisierten MAusen eine Geddchtnisimmunantwort induzie-
ren kdnnen (Kundig et al. 1993). Uber den Grund fiir diesen Unterschied kann nur spekuliert werden. So
wurde z.B. berichtet, dass tote Bakterien die IL-12-Produktion hemnmen, wogegen lebende diese in vivo
induzieren (Zhan und Cheers 1998). In Anbetracht der Wichtigkeit von IL-12 fUr die Induktion der Immu-
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nitat (O'Garra 1998), kbnnte die suppressive Wirkung abgetdteter L. innocua die Induktion der T-Zell-

Immunantwort verhindern.

Die Uberfragung von L. monocyfogenes erfolgt beim Menschen hauptsachlich Uber die Nahrung
(Tompkin 2002; Wing und Gregory 2002). Durch Versuche an abgeschnurten infizierten Dunndarmatb-
schnitten von Ratten konnte gezeigt werden, dass das primdre Durchdringen durch die Darmwand
unabhdngig von den listeriellen Virulenzfaktoren erfolgt. Dabei wird L. innocua mit vergleichbarer Effi-
zienz wie L. monocytogenes von den dendritischen Zellen unterhallb der Peyerschen Plaques aufge-
nommen (Pron et al. 1998, 2001). Auch die mittels Epitop-mapping von P60 mit Blutseren gesunder In-
dividuen identifizierten L. innocua-spezifischen B-Zellepitope unterstUtzen die Annahme, dass
L. innocua von Natur aus haufig in Kontakt mit dem Immunsystem gerdt. Da das P60 von L. innocua
90%-ige Homologie zum P60 von L. monocytogenes aufweist (Bubert et al. 1992), leistet L. innocua ei-
nen wichtigen Beitrag fur die geringe Inzidenz an Listeriosen. Durch den permanenten Kontakt mit L. in-
nocuq, als dem von allen Listeria-Spezies am haufigsten isolierten Umweltkeim (Dillon et al. 1994; Laci-
ar et al. 1999; Capita et al. 2001), wird die Immunitét gegenuber L. monocytogenes in Folge der Sti-

mulation kreuzreaktiver L. monocytfogenes-spezifischer CD4- und CD8-Geddchtniszellen verstarkt.

Diese Erkenntnis ist fUr die Listerien-Diagnostik insofern wichtig, als dass Lebensmittel-Kontrollen gezielt
auf L. monocyfogenes ausgerichtet sein mussen, um nicht einen moglicherweise nattrlichen Immun-
schutz durch Eliminierung von L. innocua zu unterbinden. Dies ware namlich auf Grundlage eines blo-
Ben Listeria-Gattungsnachweises zu befurchten. Zudem wirden unndtigerweise grolRe Mengen an
Nahrungsmitteln vernichtet, nur weil ein gattungsspezifischer Test L. innocua nachgewiesen hatte. Dar-
Uber hinaus wurde durch einen erhdhten Einsatz von bakteriostatischen bzw. bakteriziden Mitteln ein
Wettrlsten™ mit den Bakferien initiiert, da auch bei Listerien Stress in Folge verschiedener negativer
Umwelteinflisse zur Adaptation und sogar zur erhdhten Virulenz fahrt (Marron et al. 1997; Ripio et al.
1998, Rowan und Anderson 1998; Gnanou Besse et al. 2000; Begley et al. 2002; Wemekamp-
Kamphuis et al. 2002). Somit erscheint unter den oben genannten Gesichtspunkten eine Null-Toleranz

fUr Listerien in Lebensmitteln - wie sie z.B. in den USA gefordert wird - als nicht zweckmdaRig.

Auch ware zu prufen, ob nicht weitere Systeme existieren, bei denen bestehende T-Zellen mit Spezifitat
fUr virulente Keime durch nicht pathogene, genetisch nah verwandte Umweltbakterien stimuliert wer-
den, und so der Immunschutz auf naturliche Art geférdert bzw. erhalten werden kann. SchlieBlich ware
zu Uberlegen, ob nicht entsprechend auch fur andere pathogene Organismen, evil. sogar durch ge-
netisch verdnderte apathogene Listerien (Dietrich 2000; Gentschev et al. 2002) eine gut konfrollierbare
risikolose Verstarkung der naturlichen Immunitat erfolgen kann. Dabei konnte das ELISPOT-Verfahren ei-

ne wertvolle Dienste bei der Identifikation neuer CD4- und CD8-Epitope leisten (Geginat et al. 2001).
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6.3. prfA

Wir untersuchten die in vifro-Transkription an den Promotoren Py, Pycar Poeia UNd P, die zuvor als vom
Transkriptionsakfivator PrfA streng abhdngig beschrieben wurden (Leimeister-Wachter et al. 1990;
Chakraborty et al. 1992; Domann et al. 1992; Leimeister-Wachter et al. 1992), an den Promotoren P,
und P, deren Repression durch PrfA angenommen wurde (Mengaud et al. 1991; Freitag et al. 1993)
und bei Py,

mittels ,run-off“-Assays bestimmt und konnte bei allen untersuchten Promotoren erfolgreich induziert wer-

als PrfA-unabhdngigem Kontrollpromotor (Bubert et al. 1997). Die in vifro-Transkription wurde

den.

Die dabei erzeugten relativ kurzen Transkripte erlauben die exakte Bestimmung der transkriptionellen
Startpunkte in vifro, die in allen untersuchten Fallen mit denen der in vivo bestimmten Stellen Uberein-
stimmen. Die Transkription beginnend an Py, Poea Und Py, liefert einzelne Transkripte, wdhrend die
Transkription an P, zu zwei Transkripten flhrt, die beide jeweils ausschlieBlich in Gegenwart von PrfA er-
zeugt werden. Auf Grund der Lange dieser Transkripte ist anzunehmen, dass sie an den zuvor in vivo be-
stimmten Transkription-Startpunkten, P1 und P2 (Mengaud et al. 1989) initiert werden. Vergleichbar mit
der in vivo Situation, wird auch in vitro P1 starker transkribiert als P2.

Uberraschender Weise stimmt die in vifro gezeigte PrfA-unabhdangige Transkriptionsinduktion beginnend
bei P, nicht mit den in vivo-Beobachtungen Uberein (Mengaud et al. 1991; Freitag et al. 1993; Wiliams
et al. 2000). Daos in unserem Experiment eingesetzte mpl-Promotor-Fragment enthdlt die gesamte Se-
quenz, einschlieBlich der bereits frlher als putative PrfA-Binderegion bezeichneten Sequenz (5'-
TTAACAAATGTAAA-3 ), sowie 20 Basenpaare (5°-) upstream davon. Die Fehlpaarungen in der vermute-
ten PrfA-Binderegion von P, lassen annehmen, dass die Transkription an P, nur in Gegenwart hoher
Konzentrationen an PrfA gewdhrleistet ist, weil nur dann die Bindung an diese PrfA-Box erfolgen kann.
Ohne PrfA ist die Transkription in vifro an P, ebbenso stark wie am PrfA-unabhdngigen Promotor P, und
kann auch durch die Zugabe von groBeren Mengen an PrfA-Protein nicht weiter verstarkt werden. Viel-
mehr scheint die Transkriptionseffizienz durch die PrfA-Zugabe gehemmt zu werden. Die Sequenzierung
des in den in vitro-Transkriptions-Assays eingesetzten mpl-Konstrukts offenbarte keine Abweichungen in
der Nukleinsduresequenz, die fur eine andere Starfregion und somit fur ein Transkriptartefakt verantwort-

lich hatte gemacht werden kdnnen.

Frdhere in vivo-Daten flhrten zu der Annahme, dass die PrfA-abhdngige Transkription an P, zu einer po-
lycistronischen mMRNA fuhrt, die mpl, actA, plcB und einige kleinere, uncharakterisierte offene Leseraster
enthdlt (Mengaud et al. 1991). Bei anderen in vivo-Untersuchungen war nur eine geringe Transkription
von mpl festzustellen. Ebenso konnte keine Transkriptionsindukfion beobachtet werden, unter Bedingun-
gen, bei denen echt PrfA-abhdngige Gene (hly, plcA und actA) induziert wurden, wie z.B. in MEM (Bohne
et al. 1994). Die vorliegenden in vifro-Daten zur Transkriptionsinitiation bei P, zeigen auch héhere Akfivi-
tat mit RNAPg,, als mit RNAP,.,. An Hand dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob ein bzw. mehrere zu-

satzliche Faktoren oder eine besondere DNA-Terfidrstruktur notwendig sind, um das PrfA-Protein an die
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eher degenerierte PrfA-Box von P, zu binden, um die Transkription von mpl in vivo zu initieren. An dieser
Stelle sei hervorgehoben, dass im in vifro-System linearisierte DNA und gereinigtes PrfA-Protein eingesetzt
werden. Somit sind alle positiven und negativen Einflisse, sowohl einer spezifischen DNA-Tertidrstruktur als
auch zusatzlicher Fakforen auf die Bindung von PrfA an die verschiedenen Bindungsregionen ausge-
schlossen. Die beobachtete PrfA-unabhdngige in vifro-Transkriptfion an P, ist nicht so Gberraschend,
wenn man berlcksichtigt, dass die —10 Box von P, far die mit dem vegetativen Sigmafaktor 43 bela-

dene RNA-Polymerase eine perfekte Konsensussequenz darstellt (TATAAT).

Die Expression der prfA-Gene wird von mehreren Promotoren reguliert. Zusatzlich zum autoregulierten
Promotor vor pIcA, der durch PrfA induziert wird und zu einem bicistronischem plcA-prf -Transkript fuhrt
(Mengaud et al. 1991; Freitag et al. 1993), existieren noch zwei weitere Promotoren (P4, und P,) direkt
vor dem prfA Gen. Diese beiden letztgenannten scheinen auch in vivo aktiv zu sein (Freitag und Portnoy
1994). FUr P, wurde eine negative Regulation durch PrfA angenommen (Freitag et al. 1993). Diese Be-
hauptung scheint gestutzt durch das Vorhandensein einer PrfA-Box-Ghnlichen Sequenz in der upstream-
Region von P, (Lampidis et al. 1994). Jedenfalls konnte in anderen Arbeiten, die eine andere experi-
mentelle Herangehensweise aufweisen, eine negative Kontrolle von P, seitens PrfA nicht bestatigt wer-
den (Bohne et al. 1996; Bubert et al. 1997). P, und P, waren in vifro sowohl in Gegenwart als auch
bei Fehlen von PrfA akfiv, und selost hohe PrfA-Konzentrationen haften weder einen Einfluss auf die

Transkription an P, noch an Py .

Voraussetzung fur die erfolgreiche in vitro-Transkriptionsinitiation an den genannten Promotoren ist, dass
die ersten drei INTPs in ungeféhr 50-fachem Uberschuss gegentiber dem vierten radioaktiv markierten
NTP vorliegen. In den meisten Fallen ist ein Uberschuss an ATP nétig, um die Initiation der Transkription an
den unfersuchten Promotoren zu gewdhrleisten. Da es nicht moglich war, durch die Zugabe des ATP-
Analogons ddATP das ATP zu ersetzen, ist es eher unwahrscheinlich, dass ATP lediglich als Energiequelle
fungiert. AuBerdem war auch UTP in der Lage, die Initiation der Transkription von diesen Promotoren zu
verstarken. DarUber hinaus zeigte der kombinierte Einsatz beider rNTPs (ATP und UTP) den starksten Effekt.
Die einzige Ausnahme stellt P, dar, das entsprechend (erste drei INTPs: AAG) GTP in 50-fachem Uber-
schuss zur Transkriptionsinitiation bendtigte. Die Tatsache, dass die meisten Promotoren ATP (und UTP) in
hoheren Konzentrationen fur die Initiation der Transkription durch die listerielle RNA-Polymerase bendti-
gen, ist vergleichbar mit dem erhdhten Bedarf an GTP und ATP bei der Transkriptionsinitiation der E. coli
RNA-Polymerase. Diese bendtigt GTP (und/oder ATP), um in die enfsprechende Initiationskonformation
Uberfuhrt zu werden (Nierman und Chamberlin 1979).

In der Literatur hdufen sich die Berichte, dass auBer der zelluldren PrfA-Konzentration noch weitere liste-
rielle Faktoren oder Umwelteinflisse die differentielle PrfA-vermittelte  Genregulation beeinflussen
(Bockmann et al. 1996; Bohne et al. 1996; Bubert et al. 1997; Renzoni et al. 1997; Vega et al. 1998; Bu-
bert et al. 1999; Bockmann et al. 2000; Kreft und Vazquez-Boland 2001; Lalic-Multhaler et al. 2001; Con-
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te et al. 2002; Johansson et al. 2002; Shefron-Rama et al. 2002). Wahrend der Grossteil dieser Studien
davon ausgeht, dass es einen Faktor gibt, der PrfA aktiviert oder hemmt, zeigen unsere Ergebnisse, dass

hier auch die Modifikation der RNA-Polymerase eine entscheidende Rolle spielt.

Die verschiedenen Uber eine Heparinsdule aufgetrennten RNAP-Frakfionen von L. monocytfogenes zeig-
fen, je nachdem ob die Kulturen einer Hitzeschockbehandlung bei 48°C (RNAP5) ausgesetzt, nach MEM
geshiftet (RNAP, ) oder aber direkt aus dem BHI-Medium (RNAPg,) geemtet wurden, unterschiedliche Ak-
fivitGtsprofile. Alle untersuchten Promotoren waren in vitro mit Fraktion 16 der RNAPg, in der Lage die
Transkription mit hochster Effizienz zu initiieren. Die beobachteten Transkriptionseffizienzen der einzelnen
Promotoren nahmen wie folgt ab: Py, =Py =P0>Phy>Pocia>Pome, Wahrend bei allen Promotoren nur ei-
ne geringe Transkription mit der spdt eluierenden Fraktion 20 zu beobachten war. Bei Fraktion 16 der
RNAP,; entsprach die Reihenfolge P, =P, >Pocia=Poar>Prp>Poms, Und hier fand auch bei Fraktion 20
eine deutliche Transkription an den PrfA-abhdngigen Promotoren P, und P, staft. Die verstarkte Aktivitat
dieser beiden Promotoren wurde insbesondere fur P, mit RNAP,,, Noch deutlicher. Die beobachteten
Aktivitatsprofile der in vifro analysierten Promotoren stimmen gut mit den bereits frtuher gemachten Beo-
bachtungen Uber die Transkription dieser Gene nach der Anzucht von L. monocyfogenes in BHI, MEM

bzw. nach Hitzeschockbehandlung Uberein (Sokolovic et al. 1993; Bohne et al. 1996).

Ebenso wie unter in vivo-Bedingungen erfolgt auch in vifro bei allen drei RNAP-Préparationen die
Transkription von prfA am Promotor P, mit hoherer Effizienz als an Py,,. Interessanter Weise tiitt bei der
in vifro-Transkription an P, eine deutliche Verdnderung der Aktivitat in Abhdngigkeit von der verwende-
ten RNAP-Praparatfion auf. Die transkriptionelle Aktivitat der Promotoren P, und P, war sowohl bei
Fraktion 16 als auch bei Fraktion 20 mit RNAP,, starker als mit RNAPg,,, wahrend sie vor allem fur P, mit
RNAP, .\, bei beiden Fraktionen sehr niedrig ausfdllt. Dies fuhrt zu der Annahme, dass P, nicht zur in vivo
in MEM zu beobachtenden Induktion der priA-Expression beitragt (Bohne et al. 1994). Auffallend ist auch,
dass Py, zwar mit Fraktion 16 ebenfalls diese Abnahme der Akfivitat von RNAPg,, Uber RNAP,; nach
RNAP,ev Z€igt, jedoch in der spdtfen Fraktion 20 - entsprechend einem Switch von den frih eluierenden
Fraktionen zu den spdaten Fraktionen - der genau umgekehrte Effekt auftritt: RNAPg, < RNAP,s < RNAPgu.
AuBerdem kann angenommen werden, dass die in vivo auftretende prfA-Indukfion zum groBen Teil
auch auf das bei P, beginnende bicistronische plcA-prfA Transkript, zurGckzufdhren ist. In vifro waren
tatsGehlich ahnliche Transkriptionseffizienzen an P, wie an P, und Py, zu beobachten.

Obwohl die drei eingesetzten RNAP-Praparationen nur grob aufgereinigt waren, ist nicht anzunehmen,
dass die beobachteten Unterschiede der Akfivitat auf einen oder mehrere direkt mit PrfA inferagierende
Faktoren zurdckzufUhren sind. Denn alle RNAP-Aufreinigungen wurden aus Lysaten einer prfA-
Deletionsmutanfe gewonnen, so dass kein PrfA, das im Zuge der Abtrennung DNA-bindender Profeine
PrfA-bindende Faktoren an der Heparinséule dimerisieren kénnte, vorhanden sein solite. Uber die Urso-
chen fur die beobachteten Verdnderungen der in vifro-Transkription mit den drei RNAP-Préparationen
kann nur spekuliert werden. Bei Bacillus subtilis konnte gezeigt werden, dass RNAP, die mit verschiedenen

Sigmafaktoren beladen ist, nach der Auftrennung Uber eine Heparinsdule unterschiedliche Elutionsprofile
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aufweist (Tatti und Moran 1996). Wahrscheinlich wird RNAP,g ebbenso wie RNAP, g, mit unterschiedlichen
Sigmafaktoren beladen. Dies ware eine mogliche Erkidrung fur die erhohte spezifische Aktivitat, die in
den spdater eluierenden Frakfionen von RNAP,s und RNAP,, zu beobachten ist. Betrachtet man die In-
duktion der PrfA-abhdngigen Promotoren P, und P, mit diesen Stress-RNAP-Préparationen, so wdre es
denkbar, dass diese Promotoren zusammen mit einem anderen, erst unter Stressbbedingungen induzier-
tfen Sigmafaktor besser von der listeriellen RNA-Polymerase erkannt werden, als mit dem vegetativen
Sigmafaktor 43 (Metzger et al. 1994). TatsGehlich konnte erst kirzlich gezeigt werden, dass P, vom
Sigmafaktor sigB gebunden und die Transkription des Virulenzgenclusters Uber die Regulation von PrfA mit
beeinfludt wird (Nadon et al. 2002). Nichtsdestotrotz schlieRen unsere Daten auch andere Modifikatio-

nen der RNA-Polymerase unter diesen Bedingungen nicht aus.

Zusammenfassend IAsst sich sagen, dass das beschriebene in vifro-Transkriptionssystem ein vielverspre-
chendes Werkzeug ist, einerseits fur die detaillierte Erforschung der PrfA-abhdngigen Genregulation und
andererseits fur die |dentifizierung zusétzlicher Faktoren, die fuUr die differentielle Expression PrfA-
abhdngiger Gene bendtigt werden. Das in vifro-Transkriptionssystem bietet sich vor allem an in Kombina-
fion mit weiteren molekulargenetischen Separationsmethoden, wie dem vorangesteliten Fischen der
verschiedenen RNA-Polymerase-Formen miftels magnetischer Beads, die zuvor mit den enfsprechenden
Promotor-DNA-Sonden gecoated wurden.
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Abkurzungen

= enfspricht, bedeutet, ist gleich | m mili-

® Warenzeichen M molar

°C Grad Celsius Max. maximal

Abb. Abbildung MG Molekulargewicht = Molmasse
AG Antigen(e) MHC HaupthistokompatibilitGtskomplex
Amp. Ampicillin min Minute(n)

APS Ammoniumperoxodisulfat mind. mindestens

ATP Adenosintriphosphat MOI Multiplizitat der Infektion

B. Bacillus MRNA messenger-Ribonukleinsdure
BHI Brain Heart Infusion n nAano-

bp Basenpaar NK-Zellen | naturliche Killerzellen

BSA Rinderserumalbumin OD optische Dichte

bzw. beziehungsweise PAGE Polyacrylamidgelelekirophorese
ca. zirka PBS Phosphat-gepufferte Saline
CITL cytotoxische T-Zellen PEG Polyethylenglykol

CTP Cytidintriphosphat RNA Ribonukleinséure

dest, destilliert RNAP RNA-Polymerase

DNA Desoxyribonukleinséure RNase Ribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat | rom Umdrehungen pro Minute
ds doppelstrangig IRNA ribosomale RibonukleinsGure
DTT Dithiothreitol RT Raumtemperatur

E. coli. Escherichia coli S Salmonella

E. faecalis | Enferococcus faecalis S.0. sieche oben

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure s.u. siehe unten

ER Endoplasmatisches Retikulum SDS Natriumdodecylsulfat

et al. et dli = und andere sek Sekunde(n)

EtBr Ethidiumbromid SOD Superoxiddsimutase

etc., et cetera = und so weiter SP. Subspecies

EtOH Ethanol Ss einzelstrangig

g Gramm T Threonin

GITP Guanosintriphosphat 1 Zeit

h Stunde Tab. Tabelle

i. m. intramuskulér TCA Trichloressigsdure

i.p. intraperitoneal TEMED Tetraethylmethylendiomin
iV, infravends Th- T-Helfer-(Zellen)

IL Interleukin TNF Tumornekrose Faktor

INF-y Interferon gamma TP Thymidintriphosphat

kb Kilobase UK Ubemachtkultur

kDa Kilodalton UN Uber Nacht

KE Klett-Einheiten verd. verdunnt

L. Listeria val. vergleiche

LD lethale Dosis Vol Volumen

LI-P60 L. innocua-P60 YT Yeast Extract

Lit, Literatur Y Gamma

LM-P60 L. monocytogenes-P60 o- anti-

Lsg. Losung u mikro

Der internationalen Konvention zufolge wird die Kursivschreibweise fir Gene und GroRbuchstaben fur de-
ren PRODUKTE, verwendet.
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Anhang Epitop-Spot-Mapping

enerierten Peptidlibrary des listeriellen p60-Proteins

9.1. Aminosdureseguenz der

Aus dem File: C:\ANWENDER\MIO\18X27.SEQ fur je zwei Filter mit LM-P60 und LI-P60:

1022.4

5T TATAGIAVTATF

885.2
1736.2

l1RAAAAAAAAAA
2RRRRRRRRRRR
SRNNNNNNNNNN
4 RDDDDDDDDTPDD

1022.4

52 TTAGIAVTATFA

992.4
1018.5

53 TAGIAVTAFARA

1316.2

54 TGIAVTAEFARATP

1325.2

1062.5

55 TIAVTAFAAPT

1206.2

5 RCCCCcCccCcCcCccCcCcCcCCc

1062.5

5 TAVTAFAAPTTI

1456.2

6ROQO0QQO0QQOQQ0Q
TREEEEEEETEEE

1062.5

57 TVTAFAAPTTIA

1465.2

1051.2

56 TTAFAAPTTIAS

745.2
1546.2

8RGGGGGGGGGG
9 RHHHHHHHHHH
I0ORIITIITIITIITITI

1021.2

59 TAFAAPTTIASA

1038.0

60 TFAAPTIASAS

1306.2

991.9
1020.0

61l TAAPTIASAST

1306.2

11 RLLLLLLLLTLL

62 TAPTIASASTV

1456.2

12 RKK KKK KZKZKZK KKK

1048.1

63 TPTIASASTVYV

1487.2

1I3RMMMMMMMMMM

1050.1

64 TTIASASTVVYV
656 TI ASASTVVVE

1646.2

14 RFFFFFFEFFTEFTF

1078.1

1146.2

I5S5RPPPPPPPPPP

1036.0

66 TASASTVVVEARA
67
68

1053.2

16 RSSSSSSSSS S

174.2
174.2
1022.0

1185.2

17RTTTTTTTTTT

2037.2

IS8 RWWWWWWWWWW

69 TSASTVVVEAG
70 TASTVVVEAGD

1806.2

I9RYYYYYYYYYY

1049.2

1166.2

20RVVVVVVVVVV

1079.2

71 T STVVVEAGDT

885.2
1736.2

21l RAAAAAAAAAA

1104.5

72 T TVVVEAGDTL

22 RRRRRRRRRRR

1189.7

73 T VVVEAGDTTILW

1316.2

23 RNNNNNNNNNN

1147.6

74 T VVEAGDTTLWG

1325.2

24 RDDDDDDDDDD

1161.6

75 TVEAGDTTLWGI

1206.2

25 RCCCcCcCcCccCcccc

1133.5

7% TEAGDTILWGTIA

1456.2

26 RQQ00Q0Q0Q00Q0QQQQ

1132.6

77 TAGDTLWGTIA ADQ

1465.2

27 REEEEEEETEEE

1149.4

7 TGDTLWGTIAQS

745.2
1546.2

28 RGGGGGGGGGG

1220.5

79 TDTLWGTIAQSK

29 RHHHHHHHHHH

1162.5

80 TTLWGTIAQSKGEG

1306.2

S30RI IIITIITIITITI

1162.5

81l TLWGIAQSKGT

1306.2

31l RLLLLLLLILTLL

1150.4

82 TWGIAQSKGTT

1456.2

32 RKKKKKEKZKE KKK

1063.3

83 TGIAQSKGTTV

1487.2

33 RMMMMMMMMMM

1121.3

84 TIAQSKGTTVD

1646.2

3 RFFFFFFFEFEFF

1079.2

85 TAQSKGTTVDA

1146.2

35RPPPPPPPPPP

1121.3

86 TQ SKGTTVDATI

1053.2

36 RS SSSSSSSS S

1121.3

87 TSKGTTVDATIK

1185.2

37RTTTTTTTTTT

1161.6

88 TKGTTVDATIZKTK

2037.2

38 RWWWWWWWWWW

1104.5

89 TGTTVDATIZKEKA

1806.2

SO RYYYYYYYYYY

1161.6

90 TT TV DAIKZKAN

1166.2

40 RVVVVVVVVVYV

41 R

1174.7

91 T T VDAIZKKANN

174.2
1179.9

1186.8

92 TVDAIKKANNTL

93
94

42 TMNMEKEKATTIAA

174.2
174.2
1188.7

1149.7

43 T NMKKATTIAAT

1106.6

44 TMKKATTIAATA

95 TDAI KKANNTLT

1032.4

45 TK KATIAATAG

1174.7

96 TA I KKANNLTT

1017.4

46 TKATIAATAGTI

1218.7

97 TI KKANNTLTTD

960.3

47 TATIAATAGTIA

1233.7

98 TK KANNTLTTDK

988.4

48 TTIAATAGTIA AV

1218.7

99 TKANNLTTDIKTI
1000 TANNLTTDEKTIUV

988.4

499 TIAATAGIAVT

1189.7

946.3

50 TAATAGIAVTA
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1362.9

167 TWHZEXKTITYNDGK
168 THKITYNDGI KT

1215.8

10l TNNLTTDEKTIVP

1277.7

1158.7

102 TNLTTDEKTIVPG

1197.6

169 TKITYNDGEKTG

1172.7

103 TLTTDEKTIVPGDQ
104 TTTDKIVPGQOQK
105 TTDKIVPGOQKTL
106 TDKIVPGOQEKTLDOQ

1216.6

170 T I TYNDGKTGF

1187.7

1202.6

17T T TYNDGKTGTFV

1199.8

1215.7

172 TYNDGKTGF VN

1226.9

1109.6

173 TNDGKTGFEFVNG

1211.0

107 TKIVPGQKTLOQUV
108 TI VPGOQKLOQVN
109 TVPGQKLOQVNN

1123.6

174 TDGKTGFVNGK

1197.0

1171.7

175 TGKTGFVNGIKY

1198.0

1227.8

176 TKTGFVNGEKYTL
177 TTGFVNGKYLT

1227.9

110 TP GQKLQVNNE

1200.7

1229.9

111 TGQKLQVNNEYV

1214.7

178 TGFVNGEKYLTD

1243.9

112 TQKLQVNNEVA

1285.8

179 TF VNGKYULTDK

1186.8

113 TKLQVNNEVAA

1209.7

180 TVNGKYLTDIKA

1129.7

114 TLQVNNEVARAA

1209.7

181 TN GKYLTDKA AV

1145.6

115 TQVNDNEVAAAE

1183.4

182 TGKYLTDIKAVS
183 TKYLTDZXKAVST

1145.6

116 T VNNEVAAAETK

1227.4

1147.5

117 TNNEVAAAEKT

1196.4

184 TYL TDEKAVSTP

1162.4

118 TNEVAAAEZKTE

1132.4

185 TLTDKAVSTZPV

1176.4

119 TEVAAAEKTEHK
120 T VAAAEKTEIKS

1090.3

186 TTDKAV STPVA

1135.2

1086.4

187 TDKAVSTZPVATP
188 TKAVSTPVAPT

1135.2

121l TAAAEKTEZKSYV
122 TAAEKTEZEKSVS

1072.4

1152.0

1072.4

189 TAVSTPVAPTOQ

1152.0

123 TAEKTEZKSVSA

1130.4

190 TVSTPVAPTOQE

1182.0

124 TEKTEK SV SAT

1130.4

191 T STPVAPTQEYV
192 TTPVAPTOQEVK

1239.2

125 TKTEKSVSATW
126 T T EK SV SATWL

1170.7

1224.2

1197.8

193 TPV APTQEVKK
194 TVAPTOQEVKIKE

1237.3

127 TEK SV SATWILN

1229.7

1207.4

128 TK S VSATWILNV

1231.6

195 TAPTQEVKEKET

1235.4

129 T SVSATWILNVR
130 TVSATWLNVRS

1261.6

196 TP TQEVEKKETT

1235.4

1265.5

197 TTQEVKKETTT

1193.3

131 T SATWILNVRSG

1292.6

198 TQEVKKETTTQ

1176.5

132 TATWLNVRSGA
133 TTWLNVRSGAG®G

1292.6

199 TEVKKETTTQQ

1162.5

1234.6

2000 VKKETTTOQOQA

1160.6

134 TWLNVRSGAGYV

1206.5

200LT KKETTTOQOQARA
202 TKETTTOQOQAATP

1089.4

135 TLNVRSGAGVD
136 T NVRSGAGVDN
137 TVRSGAGVDNS
138 TRSGAGVDNSTI
139 TS GAGVDNGSTITI

1175.5

1090.4

1118.4

20T ETTTQQARAPA

1064.1

1060.4

20T TTTQOQAAPARA
2060T TTQQAAPAAE
200 TQQAAPAAET

1078.1

1088.4

1035.1

1088.4

1048.3

140 TGAGVDNSITIT

1115.5

200 TQQAAPAAETK
206 T QAAPAAETXKT
20O TAAPAAETE RKTE

1079.1

141 TAGVDNSTITITS

1088.4

1121.2

142 TGV DNSITITSTI

1089.3

1192.3

143 TVDNSIITSTIK

1117.4

20 TAPAAETKTEYV

1150.2

144 TDN S I I TS TIKG

1174.5

211 TP AAETEKTEVK

1092.2

145 TN S I I TS IKGG

1205.5

212 TAAETKTEVKDQ

1079.1

146 TSI I TSIKGGT

1235.5

23T AETKTEVEKOQT
214 TETKTEVKQTT

1119.4

147 T I I TS IKGGTK

1265.5

1105.4

148 TI T SIKGGTZKYV
149 TTSIKGGTIKVT

1264.6

215 TTKTEVEKOQTTOQ

1093.3

1234.6

206 TKTEVKQTTOQA
217 TTEVEKQTTO QAT
2086 TEVKQTTOQATT

1091.4

150 TSI KGGTKVTYV
151 TI KGGTZKVTVE

1207.5

1132.6

1207.5

1120.5

152 TKGGTKVTVET

1175.6

219 TVKQTTOQATTP

1093.4

153 TGGTKVTVETT
154 TGTKVTVETTE
155 TTKVTVETTES

1147.5

220 T KQTTQATTPA

1165.4

1116.5

22 TQ T TQATTUPAP

1196.2

1116.5

222 T TTQATTZPAPK

1209.3

156 TKVTVETTESN

1114.6

223 T TQATTPAPKV

1138.2

157 TVTVETTESNG

1084.6

224 TQATTPAPKVA

1225.3

158 TTVETTESNGW

1085.5

225 TA T T PAPKVAE
226 T T TPAPKVAET

1261.4

159 TVETTESNGTWH

1115.5

1290.4

160 TETTESNGWHK
161 TTTE SNGWHKTI

1142.6

227 t TPAPKVAETK
228 t PAPKVAETKE
229 t APKVAETZKET
230t PK VAETKETP

1274.5

1170.6

1274.5

162 TTE SNGWHEKTIT

1174.5

1336.6

163 TESNGWHEKTITY

1200.6

1321.7

164 T S NGWHEKTITYN

1202.6

23l t K VAETKETZPV

1348.9

165 TNGWHEKTITYND

1173.6

232 t VAETKETPVV

1291.8

166 TGWHEKTITYNDG
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1144.5

299 t KAEVKTEAPA

1189.5

233 t AETKETPV VD
234 t ETKETUPVVDQ

1087.4

300t AEVKTEAPAA
301l t EVKTEAPAAE

1246.6

1145.4

1231.7

235 t TKETPVVDQN

1144.5

302t VK TEAPARAEHK

1201.7

236 t KETPVVDOQNA
237t ETPVVDQNAT
238t TPVVDQNATT
239 t PVVDOQNATTH

1173.5

303t K TEAPAAETZ KD

1174.6

1116.4

30t TEAPAAEEKQ QA
305t EAPAAEKOQARA
306t APAAEKOQAATP

1146.6

1086.4

1182.7

1054.5

1156.6

240 t VVDOQNATTHA

1082.6

307t PAAEKQARAPV

1156.6

241 t VDQNATTHAV

1084.6

308t AAEKQAAPVYV
309t AEKQAAPVVK

1185.6

242 t DQNATTHAVK
243t QNATTHAVKS

1141.7

1158.4

1199.7

3100t EKQAAPVVKE

1087.3

244 t NATTHAVEKSG

1184.8

311t KQAAPVVKEN
312 t QAAPVVKENT

1088.2

245 t AT THAVEKSGD

1157.7

1118.2

246 t T THAVEKSGDT
247 t THAVKSGDTI

1143.7

3133tAAPVVEKENTN
314 t APVVKENTNT
3155t PVVKENTNTN
316t VVKENTNTNT

1130.3

1173.7

1215.5

248 t HA VK SGDTTIW

1216.8

1149.4

249 t AVKSGDTTITWA

1220.7

1191.5

250 t VK S GDTIWATL
251 t K S GDTIWATLS

1192.6

317 t VKENTNTNTA

1180.2

1194.5

31388t KENTNTNTAT

1151.2

252t SGDTIWALS SV

1167.4

3199t ENTNTNTATT

1191.5

253 t GDTIWALS VK
254 t D TIWALSVKY
255 t TIWALSVKYG

1167.4

320t NTNTNTATTE

1297.6

1181.4

32l t TNTNTATTEK

1239.6

1208.5

322 t NT NTATTE KK

1237.7

256 t IWALSVKYGV
257 t WA LSVEKYGVS

1223.4

323t TNTATTEZ KK KE
32 t NTATTEIZ KKET

1212.4

1223.4

1125.3

258 t AL SVKYGV SV
259 t LS VKY GV SVQ
260t SVKY GV SVOQD
26l t VKY GV SVQDTI

1180.3

325 t TATTEKKETA

1182.4

1180.3

326 t AT TEKKETA AT

1184.3

1237.4

327t TTEKKETATQ
328t TEKKETATOQOQ
329t EKKETATOQOQOQ

1209.6

1264.5

1241.7

262 t KY GV SVQDTIM
263 t Y GV SVQDIMS

1291.6

1201.4

1263.6

330t KKETATQQOQT

1224.5

264 t GV SVQDIMSTW
2656t VSVQDIMSTWN

1206.5

331t KETATQQQTA
332 t ETATQQQTATP

1281.6

1175.5

1296.6

266 t SVQDIMSWNN
2600 t VQDIMSWNNL
268t O DI MSWNNTL S
269t DI MSWNNTLS S
270t I M SWNDNTIL S S S

1174.6

333t TATQQQTATPK

1321.9

1144.6

334t ATQQQTAPKA

1310.6

1170.7

335t TQQQTAPEKAP

1270.3

1170.7

336 t 0O QQTAPKAPT

1243.1

1171.6

337t QO Q TAPKAPTE

1217.8

271 t M SWNNUILS S S S

1114.5

338t QTAPKAPTEA

1199.7

272 t SWNNILSSSSI

1057.4

339t TAPKAPTEA AARA

1275.0

273 t WNNIL S S SSIY

1084.5

340 t APKAPTEA AAK
341 t PKAPTEAAKTP

1187.9

274 t NNL S S S SIYV

1110.6

1130.8

2715 t NL S S S SIYVG
276 t L S S S SIYVGQ

1084.5

342 t KAPTEAAKTPA

1144.8

1053.5

343 t APTEAAKPAP

1159.8

277 £t S S S SIYVGQK
278 £t S SSIYVGQKTL

1053.5

344 t PTEAAKPAPA
345 t TEAAKPAPAP
346 t EAAKPAPAPS
347 t AAKPAPAPST

1185.1

1053.5

1168.3

279 t S S I YV GQKTLA
280t S I YVGQKLATI

1040.3

1193.6

1012.3

1233.9

28l t I YVGQKTLATIK
282 t Y VGQKUILATIKDOQ

1055.4

348 t AKPAPAPSTN
349 t K PAPAPSTNT
350 t PAPAPSTNTN

1248.9

1085.4

1186.8

283 t VGQKLATIKOQT

1071.4

1158.7

28 t GQKLAIKOQTA

1045.3

351 tAPAPSTNTNA
352t PAPSTNTNAN

1215.8

285 t QO K LAIKOQTAN
286 t KLAIKQTANT

1088.4

1188.7

1119.4

353 t APSTNTNANK

1131.6

287 t LAIKQTANTA
288t AT KQTANTAT

1149.4

354 t PS TNTNANKT

1119.5

1166.4

355 t STNTNANEKTN

1145.6

289 t I KQTANTATP

1179.6

356 t TNTNANKTNT

1160.6

290 t KQTANTATPK

1192.7

357 t NT NANKTNTN
358 t TNANKTNTNT

1103.5

291 t Q TANTATPKA

1179.6

1104.4

292 t TANTATUPZKAE

1192.7

359 t NANKTNTNTN

1102.5

293t ANTATPKAEUV

1179.6

360 t ANKTNTNTNT

1159.6

294 t NT ATPKAEVK

1222.7

361l t NKTNTNTNTN

1146.5

295 t TATPKAEVKT
29 t AT PKAEVKTE

1209.6

362 t KTNTNTNTNT

1174.5

1195.6

363 t TNTNTNTNTN

1174.5

297 t TP KAEVKTEA
298 t PKAEVEKTEA AP

1195.6

364 t NTNTNTNTNT

1170.6
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1152.6

431 t W GGNGPTTED

1195.6

365 t TNTNTNTNTN

1069.5

432 t GGNGPTTTEFDC
433 t GNGPTTVEFDCS

1208.7

366 t NT NTNTNTNN

1100.3

1195.6

367t TNTNTNTNNT

1100.3

434 t NG PTTVFDCSG

1208.7

368 t NT NTNTNNTN

1149.3

435 t GPTTFDCSGY

1195.6

369 t TNTNTNNTNT

1193.3

436 t P TTFDCSGYT

1208.7

370 t NT NTNNTNTN

1224.3

437 t T TFDCSGYTK
438t TFDCSGYTKY

1195.6

37 t TNTNNTNTNT

1286.4

1191.7

372 t NT NNTNTNT P
3733 t TNNTNTNTP S

1284.5

439 t FDCSGYTKYUV
440 t DC SGYTKYVF

1165.4

1284.5

1192.5

37 t NNTNTNTP S K

1240.5

441 £t C S GYTKYVFEFA

1192.5

373 t NT NTNTZPS KN

1265.5

442 £t S GY TK YV FAK

1179.4

376 t TNTNTPSKNT

1248.7

443 t GYTK Y V F A KA

1192.5

37Tt NT NTPS KNTN

1248.7

444 £t Y TK YV FAKAG
445 t TK YV FAKAGTI

1179.4

37 t TNTPSKNTNT
37 t NT PSKNTNTN
380t TP SKNTNTNS

1198.7

1192.5

1185.5

446 t KYVFAKAGTIS
447 t Y VFAKAGTISL
448 t VF AKAGISLP

1166.2

1170.5

1179.3

381t PSKNTNTN SN

1104.5

1183.2

382 t SKNTNTNSNT

1161.5

449 t FAKAGISLPR
450 t AKAGISLPRT

1209.5

383tKNTNTNSNTN

1115.4

1182.4

38 t NT NTNSNTNT

1132.2

451 t KAGI SLPRTS

1182.4

385t TNTNSNTNTN

1061.1

452 t AGI SLPRTSG

1182.4

386 t NT NSNTNTNT

1061.1

453 t G I SLPRTSGA
454 t I SLPRTSGAQ
455 t SLPRTSGAQY

1182.4

387 t TNSNTNTNTN
388 t NS NTNTNTNS

1132.2

1169.2

1182.2

1169.2

389t SNTNTNTN SN

1165.4

456 t L P R T S GA QYA
457 t PR T S GAQYAS
458 t R T S GA QYA ST
459 t TS GAQYASTT

1182.4

390 t NT NTNTNSNT

1140.1

1182.4

391 t TN TNTNSNTN

1144.0

1152.4

392 t NT NTNSNTN A

1088.9

1152.4

393t TNTNSNTNAN

1144.0

460 t SGAQYASTTR
461 t GA QYA STTRI

1179.5

394 t NT NS NTNANQ

1169.3

1122.4

395 t TN S NTNANOQG
396 t NS NTNANOQG S
397 t SNTNANOQG S S

1200.1

462 t AQYASTTRTIS

1109.2

1258.1

463 t Q YA S TTRTISE

1082.9

1217.8

464 t YA STTR I SES

1109.2

398 t NT NANOQG S SN

1182.8

465 t ASTTRISESQ

1109.2

399 t TNANOQGS S NN

1182.8

466 t ST TR I SE S QA

1122.3

400 t NANQGS SNNN
401 t ANQGS SNNN S

1223.1

467 t TTR I SE S QAK
468 t TR I S ESQAKTP

1096.0

1219.2

1139.1

402 t NQ GS SNNNSN
403 t QG S SNNNSNS
404 £t G S SNNNSN S S

1175.2

469 t RI S E S QAKPG
470 t T SESQAKPGD
471 t SESQAKPGDTL

1112.8

1134.1

1072.5

1134.1

1086.5

405 t S SNNNGSNS S A
406 t SNNNSNSSAS

1145.4

472 t ESQAKPGDTLYV

473 R

1086.5

174.2
1163.5

1069.7

407 t NN NSNSSASA
408 t NN SNSSASATI
409 t NS NS SASATITI

474 £t SQAKPGDLVF
475 t Q AKPGDLVFEFF

1068.7

1222.8

1067.7

1209.7

476 t AKPGDLVEFEFD
477 t K PGDLVFFDY
478 t PGDLVEFFDYG
479 t GDLVFFDYGS
480 t DL VFFDYGSG
481 t LVF FDYGSGI
482 t VF FDYGSGTIS

1024.6

410 t SN S SASAIIA

1301.8

1065.8

411 t N S SASAITIAE

1230.7

1022.7

412 t S SASAIIAEA

1221.4

1063.0

413 t SASAIIAEAQ

1221.4

1103.3

414 t ASAIIAEAQK

1219.5

1169.4

415 t SAI I AEAQKH
416 t AI I AEAQKHTL
417 t I I AEAQKHTLG

1194.2

1194.7

1232.2

483 t F F DY G S GISH

1180.7

1184.2

484 t F DY G S GI S HV

1195.7

418 t T AEAQKHTLGK

1094.1

485 t DY G S GISHVG
486 t Y G S G I SHVGTI

1153.6

419 t AEAQKHLGKA

1092.2

1245.7

420t EAQKHLGEKAY
421l t AQ KHLGKAY S

1092.2

487 t GSGI SHVGIY

1204.5

1134.3

488 t S GI SHVGIYV
489 t GI SHV GIYVG

1319.7

422 t Q KHLGKAY S W
423t KHLGKAY S WG

1103.5

1248.6

1160.6

490 t I SHVGIYVGN
491 t SHVGIYVGNG
492 t HV GIYVGNGDQ

1177.5

424 t HL GKAY SWGG
425 t LG KA Y SWGGN

1104.5

1154.5

1144.8

1098.4

426 t GKAY SWGGNG

1138.9

493 t VG IYVGNGOQM
494 £t GI YV GNGQMI

1138.5

427 t KAY SWGGNGP

1152.9

1111.4

428t AY SWGGNGPT

1210.0

495 t T Y VGNGQMTIN
496 t Y VGNGQMINA

1141.4

429 t Y SWGGNGPTT

1167.9

1125.4

430 t SWGGNGPTTF
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1162.8

563 MAGDTLWGTIADQ

1132.9

497 t VG NGQMTINADQ
498 t GN GOQOQMINAOQD

499 R

1179.6

564 MGDTLWGTIAQOQS

1148.8

1250.7

565 MDTLWGTIAQSK

174.2
174.2
174.2
1205.9

1192.7

566 M TLWGTIAQSKSGEG
567 MLWGIAQSKGT
568 MWGIAQSKGTT

500 R

1192.7

501 R

1180.6

502t NGQMINAQTDN

1093.5

569 MGIAQSKGTTUV

1148.8

503t GOQMINAQDNG

1151.5

57 M I AQSKGTTVD

1190.9

504 t QMINAQDNGV

1109.4

57T MAQ SKGTTVDA
572 MQ SKGTTVDATI

1190.9

505t MI NAQDNGVK
506 t INAQDNGVKY

1151.5

1222.8

1151.5

573 MSKGTTVDATIK

1224.7

507t NAQDNGVEKYD
508t AQDNGVEKYDN
509t ODNGVEKYDNTI

1191.8

574 MKGTTVDATIKEK

1224.7

1134.7

57 M GTTVDATIZ KK KA
576 M T TVDATIEKEKAN

1266.8

1191.8

1275.8

510 t DNGVKYDNTIH

1204.9

577 M T VDAIZKKANN

1217.8
578 R

511 t NGVEKYDNTIHG
512 t GVKYDNTIHGS

174.2
174.2
1217.0

1191.5

579 R

1191.5

513t VKYDNTIHGSG

580 M VDAIKZKANNTL
581 M DAIKKANNTLT
582 MAIKKANNTLTT
583 MI KKANNTLTTD

1278.6

514 t KYDNTIHGSGW

1218.9

1207.5

515t Y DNI HGS GWG

1204.9

1172.5

516 t DNIHGSGWGK
517 t NI HGSGWGKY
518t T HGSGWGKYL

1248.9

1220.6

1263.9

584 MKKANNTLTT DK

1219.6

1248.9

585 M KANNTLTTDK I

1205.6

519t HGSGWGKYLYV
520t G S GWGKYLVG

1219.9

586 MANNULTTDIKTIUV

1125.5

1246.0

587 MNNLTTDEKTIVEP

1215.6

521 t S GWGKYLVGF

1188.9

588 M NL TTDEKTIVZPG

1184.8

522 t GWGKYLVGFEFG

1202.9

589 ML TTDKTIVPGDQ

1283.9

523 t WG K YLV GFGR

1217.9

590 M T TDKTIVZPGOQK
501 M TDKIVPGQKTL
502 MDKIVPGOQEKTLDOQ

1196.8

524 t GKYLVGFGRYV

525 R

1230.0

174.2
174.2
174.2
1210.1

1257.1

526 R

1241.2

593 MKIVPGQKTLOQUV

527 R

1227.2

504 MI VPGQKLOQVN
505 MVPGQKLOQVNN

5286 MMNMEKKATTIAA

1228.2

1179.9

5299 MNMKEKATTIAAT

1258.1

506 M PGQKLOQVNNE

1136.8

530 MMKKATIAATA

1260.1

597 M GQKLOQVNNEV

1062.6

531 MKKATIAATAG
532 MKATIAATAGTI

1274.1

598 M QKL QVNNEV A

1047.6

1217.0

599 MKLQVNNEVARA

990.5
1018.6

533 MATIAATAGTIA

1159.9

600 M L Q VNNEVARAA

534 MTIAATAGTIA AV
535 M I AATAGIAVT

1175.8

601 M Q VNNEVARARAE

1018.6

1175.8

602 M VNNEVARARAEHK

976.5
1052.6

536 MAATAGIAVTA
537 MATAGIAVTATF

1177.7

603 MNNEVAAAEIKT
604 MNEVAAAEZKTE

1192.6

1052.6

538 MTAGIAVTATEFEA

1206.6

605 M EVAAAEZKTEK
606 M VAAAEZKTETKS

1022.6

539 MAGIAVTAFARA
540 M GI AVTAEFAATP
541 MIAVTAFAAPT
542 MAVTAFAAPTI

1165.4

1048.7

1165.4

607 MAAAEKTETE KS SV

1092.7

1182.2

608 MAAEKTEZKS SV S

1092.7

1182.2

609 MAEKTEZKSVSA

1092.7

543 MVTAFAAPTTIA

1212.2

610 M EKTEZKSVSAT

1081.4

544 MTAFAAPTTIAS

1269.4

611 MK TEKSVSATW

1051.4

545 MAFAAPTTIASA

1254.4

612 MTEKSVSATTWL

1068.2

546 M FAAPTTIASAS

1267.5

613 MEKSVSATWILN

1022.1

547 MAAPTIASAST

1237.6

614 M KSVSATWLNYV

1050.2

548 MAPTIASASTYV

1265.6

615 M S VSATWILNVR
6l6 M VS ATWLNVRS

1078.3

549 M P TIASASTVYV

1265.6

1080.3

550 M TI ASASTVVYV
551 M I ASASTVVVE

1223.5

617 M SATWILNVRSG

1108.3

1206.7

618 M ATWILNVRSGA

1066.2

552 MASASTVVVEA

553 R

1192.7

619 M TWLNVRSGAG

174.2
174.2
1052.2

1190.8

620 M WL NVRSGAGYV

554 R

1119.6

621 ML NVRSGAGVD

555 M S ASTVVVEAG

1120.6

622 MNVRSGAGVDN
623 MVR S GAGVDNS
624 MRS GAGVDNSTI
625 M S GAGVDNSTITI

1079.4

556 M ASTVVVERAGD
557 M STVVVEAGDT
558 M TVVVEAGDTL

1094.3

1109.4

1108.3

1134.7

1065.3

1219.9

559 M VVVEAGDTTILW

1078.5

626 M GAGVDNSTITIT

1177.8

560 MVVEAGDTTLTWG
561 M VEAGDTTILWGTI

1109.3

627 MAGVDNSTITITS

1191.8

1151.4

628 M GVDNSTIITS STI

1163.7

562 MEAGDTLWGTIA
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1119.5

695 MAAPAAETI KTE

1222.5

629 MV DNGSIITSTIK

1147.6

696 MAPAAETIKTEYV

1180.4

630 M DNSIITSTIKSG

1204.7

697 M PAAETZKTEVK

1122.4

631 MNSITITSTIZKGSG

1235.7

698 MAAETIKTEVKDQ

1109.3

632 MSIITSIKGGT

1265.7

699 MAETKTEVEKOQT
700 M ETKTEVKQTT

1149.6

633 MI I TSIZKGGTHK

1295.7

1135.6

634 M I TSIKGGTZ KV

1294.8

701 M TKTEVEKOQTTQ

1123.5

635 M TS IKGGTZ KVT

1264.8

702 MKTEVEKQTTQA
703 MTEVKOQTTOQAT
74 MEVKQTTOQATT

1121.6

636 M ST KGGTZKVTYV

1237.7

1162.8

637 M I KGGTZKVTVE

1237.7

1150.7

638 MKGGTKVTVET

1205.8

705 M VKQTTOQATTP

1123.6

639 MGGTKVTVETT

1177.7

76 MKQTTOQATTPA

1195.6

640 M G T KV TVETTE

1146.7

707 M QTTQATTZPAP

1226.4

641 M TKVTVETTES

1146.7

708 M TTQATTZPAPK

1239.5

642 M KVTVETTESN

1144.8

709 M TQATTPAPKV

1168.4

643 MV TVETTESNG

1114.8

770 M Q ATTPAPIKVA

1255.5

644 M TV ETTESNGW

1115.7

771 MATTUPAPEKYVAE
712 MTTPAPKVAET

1291.6

645 M VETTESNGTWH

1145.7

1320.6

646 ME T TE S NG WHK
647 M T TE SNGWHTE KTI

1172.8

713 MTPAPKVAETK
714 M PAPKVAETEKE
7175 MAPKVAETEKET
776 M PKVAETEKETTP

1304.7

1200.8

1304.7

648 M TE SNGWHZKTIT

1204.7

1366.8

649 ME SNGWHKTITY

1230.8

1351.9

650 M S NGWHKTITYN

1232.8

7177 MKVAETEKETZPV

1379.1

651 M NGWHEKTITYND

1203.8

7178 MVAETEKETZPVYV

1322.0

652 MGWHZXKTITYNDG

1219.7

719 MAETKETPVVD
720 M ETKETPVVDQ

1393.1

653 MW HKTITYNDGK

1276.8

1307.9

654 MHKITYNDGK KT

1261.9

721 M T KE TPV VDQN

1227.8

650 M K I TYNDGEXKTG

1231.9

722 M KE TPV VDOQNA
723 METPVVDQNAT
724 M T PVVDQNATT
725 M PV VDQNATTH

1246.8

656 M I TYNDGKTGF

1204.8

1232.8

657 M TYNDGZKTGTFEFYV

1176.8

1245.9

658 MY NDGKTGFVN

1212.9

1139.8

659 MNDGKTGFVNG

1186.8

726 M VVDQNATTHA

1153.8

660 M D GKTGFVNGK

1186.8

727 MVDQNATTHAV

1201.9

66l M GKTGFVNGIKY

1215.8

728 M DQNATTHAVK
729 MQNATTHAVKS

1258.0

662 M KTGFVNGIEKYTL
663 M TGFVNGEKYTLT

1188.6

1230.9

1117.5

730 M NATTHAVEKSG

1244.9

664 M GFVNGZXKYLTD

1118.4

731 MATTHAVEKSGD

1316.0

6656 M F VNGKYTLTDK

1148.4

732 M T THAVEKSGDT
733 MTHAVKSGDTI

1239.9

666 M VNGKYLTDEKA

1160.5

1239.9

667 M NGKYLTDZ KAV

1245.7

734 MHAVEKSGDTTIW

1213.6

668 M GKYLTDEKAVS
669 MKYLTDKAVST

1179.6

735 MAVKSGDTTIWA

1257.6

1221.7

736 M VKSGDTTIWATL

1226.6

670 M Y LTDKAVSTP

1210.4

737 M KSGDTTIWATLS

1162.6

671 ML TDKAVSTZPV

1181.4

738 M SGDTIWALSYV

1120.5

672 M TDKAVSTTPVA

1221.7

739 M GDTIWATLSVK
740 M DT IWALSVKY

1116.6

6713 MDKAVSTZPVATP

1327.8

1102.6

674 M KAV STPVAPT

1269.8

741 M TIWALSVEKYG

1102.6

6715 MAV STPVAPTDQOQ

1267.9

742 M I WALSVEKYGV
743 MW AL SVKYGVS

1160.6

676 MV S TPVAPTOQE

1242.6

1160.6

677 M S TPVAPTOQEV

1155.5

744 MALSVEKYGV SV
745 M L S VK Y GV SV Q
746 M S VKY GV SVQD
747 M VKY GV SVQDTI

1200.9

678 M T PVAPTOQEVK

1212.6

1228.0

679 M PV APTOQEVKK
680 M VAPTOQEVEKEKE

1214.5

1259.9

1239.8

1261.8

681 MAPTQEVEKEKET

1271.9

748 M KY GV SV QDTIM
749 MY GV SV QDIMS

1291.8

682 MPTQEVKEKETT

1231.6

1295.7

683 MTQEVKEKETTT

1254.7

750 M GVSVQDIMSW

1322.8

684 M QEVKEKETTTQ

1311.8

751 MVSVQDIMSTWN

1322.8

685 MEVKKETTTOQQ

1326.8

752 M SVQDIMSTWNN

1264.8

686 M VKKETTTOQOQA

1352.1

753 MVQDIMSWNNL

1236.7

687 MKKETTTOQOQAA

1340.8

754 M QDIMSWNNTLS
755 M DIMSWNNTLS S
76 M IMSWNNTLSS S

1205.7

688 M KETTTOQOQARATP

1300.5

1148.6

68O METTTOQQAAPA

1273.3

1090.6

690 M TTT QQAAPAA
691 MTTOQQAAPARAE

1248.0

757 MM SWNNILSS S S

1118.6

1229.9

758 M SWNNILS S S S I

1118.6

692 M T QQAAPAAET

1305.2

759 MW NNILSSSSIY

1145.7

693 MQQAAPAAETHK

1218.1

760 M NNL S SSSIYV

1118.6

694 M QAAPAAETIK KT
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1140.8

827 m P KAPTEAAKTP

1161.0

761 MNL S S SSIYVG
762 ML SSSSIYVGQ

1114.7

828 m KA PTEAAKPA

1175.0

1083.7

829 mAPTEAAKPATP

1190.0

763 MS SSSIYVGQK
764 M S S SIYVGQKTL

1083.7

830 m P TEAAKPAPA
831 m TEAAKPAPATP
832 mEAAKPAPAPS
833 mAAKPAPAPST

1215.3

1083.7

1198.5

765 M S SIYVGQKTLA
766 M S I YVGQKLATI

1070.5

1223.8

1042.5

1264.1

767 M I YVGQKLATIK
768 MY VGQKILATIKDOQ

1085.6

834 mAKPAPAPSTN
835 mKPAPAPSTNT

1279.1

1115.6

1217.0

769 MVGQKLATIKOQT

1101.6

836 m PAPAPSTNTN

1188.9

77TM M GQKLAIKOQTA

1075.5

837 mAPAPSTNTNA

1246.0

77N MQKLAIKOQTAN
772 MKLAIKQTANT

1118.6

838 m PAPSTNTNAN

1218.9

1149.6

839 mAPSTNTNANK

1161.8

773 MLAIKQTANTA
77 MAIKQTANTAT

1179.6

840 m P S TNTNANKT

1149.7

1196.6

841 m S TNTNANIZKTN
842 m TN T NANKTNT

1175.8

775 M I KQTANTATTP

1209.8

1190.8

776 MKQTANTATPK

1222.9

843 m NTNANZKTNTN
844 m TN ANKTNTNT

1133.7

777 M Q TANTATZPKA

1209.8

1134.6

77 MTANTATPIKAE

1222.9

845 m NANK TN TN TN
846 m ANKTNTNTNT

1132.7

779 MANTATPKAEYV

1209.8

1189.8

780 M NTATPEKAEVK

1252.9

847 m NKTNTNTNTN

1176.7

71 M TATPKAEVKT
782 mATPKAEVEKTE

1239.8

848 m K T NTNTNTNT

1204.7

1225.8

849 m TN TNTNTNTN

1204.7

783 m T PKAEVKTEA
784 m PKAEVEKTEATP

1225.8

850 m N T NTNTNTNT

1200.8

1225.8

851l m TNTNTNTNTN

1174.7

75 mKAEVKTEAPA

1238.9

852 m NTNTNTNTNN

1117.6

786 m A EVKTEAPARA
787 m EVKTEAPAAE

1225.8

853 m TNTNTNTNNT

1175.6

1238.9

854 m NT NTNTNN TN

1174.7

788 m VK TEAPAAETK

1225.8

850 m TNTNTNNTNT

1203.7

789 mKTEAPAAEZ KD
790 m T EAPAAEZKOQA
791 m EAPAAEKOQARA
792 m A PAAEKOQAATP

1238.9

856 m NTNTNNTNTN

1146.6

1225.8

857 m TNTNNTNTNT

1116.6

1221.9

858 m NTNNTNTNT P

1084.7

1195.6

859 m TNNTNTNTP S

1112.8

793 m PAAEKQARAPV

1222.7

860 m NNTNTNTP S K

1114.8

794 m AAEKQAAPVV
795 m A EKQAAPVVK
796 m EKQAAPVVKE
797 m KQ AAPVVEKEN
798 m Q AAPVVKENT
799 M AAPVVEKENTN
800 mAPVVEKENTNT

1222.7

861l m NTNTNTP S KN

1171.9

1209.6

862 m TN TNTPSKNT

1229.9

1222.7

863 m NTNTPSKNTN

1215.0

1209.6

864 m TNTPSKNTNT

1187.9

1222.7

860 mNTPS KNTNTN
866 m T P SKNTNTN S

1173.9

1196.4

1203.9

1209.5

867 m P S KNTNTNSN

1247.0

80lm PV VEKENTNTN
802 mVVKENTNTNT

1213.4

868 m S KNTNTNSNT

1250.9

1239.7

869 m KNTNTNSNTN

1222.8

803 mVKENTNTNT A

1212.6

870 m NTNTNSNTNT

1224.7

804 m KENTNTNTAT

1212.6

871 m TN TN SNTNTN

1197.6

805 mMENTNTNTATT

1212.6

872 m NTNSNTNTNT

1197.6

806 mNTNTNTATTE

1212.6

873 m TN SNTNTNTN

1211.6

807 m TNTNTATTEK

1199.4

874 m N SNTNTNTN S

1238.7

808 m NTNTATTE KK

1199.4

875 m S NTNTNTNSN

1253.6

809 m TNTATTEZKIKE
810 mNTATTEZ KZKET

1212.6

876 m NTNTNTNSNT

1253.6

1212.6

877 m TN TNTNSNTN

1210.5

8l1lm TATTEIE KEKETA

1182.6

878 m NTNTNSNTN A

1210.5

812 mATTEKZKETA AT

1182.6

879 m TNTNSNTNAN

1267.6

813 mTTEZXKEKETATQ
814 m TEKKETATOQQ
815 mEKKETATOQOQQ
8le mKKETATOQQQT

1209.7

880 m NTNSNTNANQ
881 m TN SNTNANOQG
882 m NS NTNANOQG S

1294.7

1152.6

1321.8

1139.4

1293.8

1113.1

883 m S NTNANOQGS S

1236.7

817 mKETATOQQOQTA
818 mETATQQOQTATP

1139.4

884 m NTNANOQGS SN

1205.7

1139.4

885 m T NANOQGS SNN

1204.8

819 m TATQQQTATPK

1152.5

886 M NANQGSSNNN

1174.8

820mATQQQTAPIKA

1126.2

887 mANQGSSNNN S

1200.9

821l m T QQQTAPKATP

1169.3

888 m N Q GS SNNN SN
889 mMmQGSSNNNSNS
890 m G S S NNN SN S S

1200.9

822 mQ QQTAPKAPT

1143.0

1201.8

823 m QQTAPKAPTE

1102.7

1144.7

824 m Q TAPKAPTEA

1116.7

891 m S SNNNSNS S A

1087.6

825 m TAPKAPTERA AA

1116.7

892 m S NNNSNSSAS

1114.7

826 m A PKAPTEA AAK
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174.2
1193.7

893 m NNNSNSSASA 1099.9 959 R

894 m NN SNSSASATI
895 m NSNS SASATITI

960 m S Q AKPGDLVF

1098.9

1253.0

96l m Q AKPGDULVFEF

1097.9

1239.9

962 m A KPGDLVFFD

1054.8

896 m S NS SASAIIA

1332.0

963 m K PGDLVFFDY

1096.0

897 m NS SASAITIAE

1260.9

964 m P GDLVFFDYG
965 m G DLV FEFFDYGS

1052.9

898 m S SASAIIAEA

1251.6

1093.2

899 m SASAIIAEADQ

1251.6

966 m DLV FFDYGSG
967 m L VF FDYGSGTI
968 m VF F DY GS GIS

1133.5

900 m A SAIIAERAQK

1249.7

1199.6

90l m SAIIAEAQKH

1224.4

1224.9

902 mAIIAEAQKHTL

1262.4

969 m F FDYGSGTISH

1210.9

903 m I ITAEAQKHTLG

1214.4

970 m F DY G S GISHV

1225.9

904 m I AEAQKHTLGK

1124.3

971 m DY G S GISHVG
972 m Y G S GI SHVGTI

1183.8

905 mAEAQKHLGKA

1122.4

1275.9

906 m EAQKHLGEKAY
907 m A Q KHLGKAYS

1122.4

973 m GSGISHVGIY

1234.7

1164.5

974 m S G I SHV GIYV

1349.9

908 M Q KHLGKAYSW

1133.7

97 m GI SHVGIYUVG
976 m I S HV G I Y VGN
977 m S HVGIYVGNG

1278.8

909 mMKHLGEKAYSWG

1190.8

1207.7

910 m HL GKAY SWGG

1134.7

1184.7

911 m LGKAY SWGGN

1175.0

978 M HVGIYVGNGDQ
979 m VG IYVGNGO QM
980 mM G I YVGNGOQMTI

1128.6

912 m GKAY SWGGNG

1169.1

1168.7

913 m KA Y SWGGNGP

1183.1

1141.6

914 m A Y SWGGNGUPT

1240.2

981 m I YVGNGOQMTIN

1171.6

915 m Y SWGGNGPTT

1198.1

982 m Y VG NGQMINA

1155.6

916 m SWGGNGPTTF

1163.1

983 mMVGNGOQMINARQ

1182.8

917 m W GG NGPTTTFEFTD

1179.0

984 mM GNGQMINAQD

1099.7
985 R

918 m GGNGPTTTFDC

174.2
174.2
174.2
1236.1

1130.5

919 m GNGPTTVFDCS

1130.5 986 R

920 m NG PTTEFDCSG

1179.5 987 R

921 m GPTTFDCSGY

988 m NG QMINAQDN

1223.5

922 m PTTFDCSGYT

1179.0

989 mMmMGQMINAQDNG

1254.5

923 m T TFDCSGYTK

1221.1

990 m QO MI NA QDN GV

1316.6

924 m T F DCSGYTKY

1221.1

991 m M I NAQDNGVK
992 m I NAQDNGVKY

1314.7

925 m FDCSGYTEKYYV

1253.0

1314.7

926 m DC S GYTKYVF

1254.9

993 m NAQDNGVKYD

1270.7

927 m C S GYTZKYVFEFA

1254.9

994 m A Q DN GV KYDN

1295.7

928 m S GYTK YV FAK

1297.0

995 M Q DN GV KYDNTI

1278.9

929 m G Y TK YV FAKA
930 m Y TKYVFAKAG
931l m TKYVFAKAGTI

1306.0

996 m DNGV KYDNTIH

1278.9

1248.0

997 m NGV KYDNTIHG
998 m G VK YDNTIHG S

1228.9

1221.7

1215.7

932 m KYVFAKAGTIS

1221.7

999 m VK YDNTIHGS G
1000 mKYDNTIHGSGTW

1200.7

933 mYVFAKAGISTL

1308.8

1134.7

934 m VFAKAGISLP

1237.7

100l m YDNIHGSGWG

1191.7

935 m FAKAGISILPR

1202.7

1002 m DNIHGSGWGK

1145.6

936 m AKAGISLPRT

1250.8

1003 mNIHGSGWGKY
100 m I HG S GWGKYTL
1005 mHGSGWGKYULV
1006 m G S GWGKYULVG
1007 m S GWGKYLVGFEF

1162.4

937 m KAGISLPRTS

1249.8

1091.3

938 mAGISLPRTSG

1235.8

1091.3

939 m GI SLPRTSGA

1155.7

1162.4

940 m I SLPRTSGAOQ
941 m SLPRTSGAQY
942 m L PR TS GAQY A
943 M PR TS GAQYAS
944 M R TS GAQYAST
945 m T SGA QYA STT

1245.8

1212.4

1215.0

1008 m GWGKYLVGFEFG

1195.6

1314.1

1009 mWGKYLVGFEFGR

1170.3

1227.0

10100 m GKYLVGFGRYV

1011 R

1174.2

174.2
174.2
174.2
1182.0

1119.1

1174.2 1012 R

946 m S GA QYA STTR
947 m GAQYASTTRTI

1013 R

1199.5

1014 CMNMKEKATTIAA

1230.3

948 m A Q YA S TTRTIS

1151.8

10155 CNMKKATIAAT

1288.3

949 m Q YA S TTR I S E

1108.7

1016 CMKKATTIAATA

1248.0

950 m YASTTRTISES

1034.5

1017 CKKATIAATAG

1213.0

951 mASTTRTISESDQ

1019.5

10188 CKATIAATAGTI

1213.0

952 m S T TR I SESQA

962.4

10199 CATIAATAGTIA
1020 C T I AATAGTIAV
1021 CIAATAGIAVT

1253.3

953 m T TR I SESQAK

990.5

1249.4

954 m TR I SE S QAKTP

990.5

1205.4

955 m R I S ESQAKPG

948.4
1024.5

1022 CAATAGIAVTA

1164.3

956 m I S E S QAKUPGD

1023 CATAGIAVTATF

1164.3

957 m S ES QAKPGDTL

1024.5

1024 CTAGIAVTATFA

1175.6

958 m E S QAKPGDTLYV
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1236.5

1091 CE VA TEEZKAEHK

994.5
1020.6

1025 CAGI AV TAFARA
1026 CG I AV TAFARATP
1027 CI AVTAFAAPT

1195.3

1092 C VA TEEIKAEKS

1195.3

1093 CATEEKAEZKS SV

1064.6

1212.1

1094 CTEEKAEZKSVS
1095 CEEKAEKSV S A

1064.6

1028 CAVTAFAAPTTI

1182.1

1064.6

1029 CVTAFAAPTTIA

1154.1

109 CEKAEKSVSAT

1053.3

1030 CTAFAAPTTIAS

1211.3

1097 CKAEKSVSATW

1023.3

1031 CAFAAPTIASA

1196.3

1098 CAEK SV SATWL

1040.1

1032 CFAAPTTIASAS

1239.4

1099 CEKSVSATWLN

994.0
1022.1

1033 CAAPTIASAST

1209.5

1100 CKSVSATWLNYV

1034 CAPTIASASTYV

1237.5

1101 C S VSATWLILNVR
1102 CVSATWLNVRS

1050.2

1035 CPTIASASTVYV
1036 CTIASASTVVYV
1037 CI ASASTVVVE

1038 R

1237.5

1052.2

1195.4

1103 C SATWULNVRSG
1104 CATWILNVRSGA

1080.2

1178.6

174.2
174.2
174.2
1038.1

1164.6

1105 CTWLNVRSGAG
1106 CWLNVRSGAGV
1107 CL NVRSGAGVD

1039 R

1162.7

1040 R

1091.5

1041 CASASTVVVEA
1042 C S ASTVVVEAG
1043 CA STV VVEAGD
1044 C S TVVVEAGDT
1045 C T VVVEAGDTTL

1115.5

1108 C N VRS GAGVDH

1024.1

1089.2

1109 C VR S GAGVDHS

1051.3

1103.2

1110 CR S GAGVDHSTI

1081.3

1060.2

1111 C S GAGVDHSTITL

1106.6

1073.4

1112 CGAGVDHSITLT

1191.8

1046 CVVVEAGDTTLW

1104.2

1113 CAGVDHSIULTS

1149.7

1047 CVVEAGDTILWG

1146.3

1114 CGVDHSILTSI

1163.7

1048 CVEAGDTUL WG I

1217.4

1115 C VDHSILTSTIK

1135.6

1049 CEAGDTLWGTIA

1175.3

1116 CDHSILTSTIZKG®G

1134.7

1050 CAGDTLWGTIADQ

1117.3

1117 CHS I LTSIZKGG®G

1151.5

1051 CGDTLWGIAQS

1081.2

1118 C S I L TSIKGGT

1222.6

1052 CDTLWGTIAQSK
1053 CTLWGIAQSIKG

1121.5

1119 CI LTS IKGGTK

1164.6

1107.5

1120 C L TSI KGGTZ KV

1164.6

1054 CLWGIAQSKGT

1095.4

1121 C TSI KGGTKVT
1122 C S I KGGTKV TV
1123 CI KGGTKV TV E
1124 CK GG TKVTVET

1152.5

10556 CWGIAQSKGTT

1093.5

1065.4

1056 CGIAQSKGTTV

1134.7

1123.4

1057 CI AQSKGTTVD

1122.6

1081.3

1058 CAQSKGTTVDA

1095.5

1125 CGGTKV TV ETT

1123.4

1059 CQ SKGTTVDATI

1167.5

1126 CGTKV T VETTE

1123.4

1060 C S KGTTVDATIK

1198.3

1127 C T KV TVETTES

1163.7

1061 CKGTTVDATIIKEK

1211.4

1128 CKVTVETTESN

1106.6

1062 CGTTVDATIZKEKA

1140.3

1129 CVTVETTE SNG

1163.7

1063 C TTVDATIZKEKAN

1227.4

1130 CTVETTESNGTW

1176.8

1064 C T VDAIKEKANN

1065 R

1263.5

1131 CVETTE SNGTWH

174.2
174.2
1188.9

1292.5

1132 CETTE SNGTWHK

1066 R

1276.6

1133 CTTE SNGWHIE KI

1067 CVDAIKKANNL

1276.6

1134 CTE SNGWHKTIT

1190.8

1068 CDAIKKANNLT
1069 CAIKKANNLTT

1338.7

1135 CESNGWHEKTITY

1176.8

1323.8

1136 C S NGWHKTITYN

1220.8

1070 C I KKANNLTTD
1071 CKKANNTLTT DK

1351.0

1137 CNGWHEKTITYND

1235.8

1293.9

1138 CGWHKITYNDG

1220.8

1072 CKANNLTTDKTI

1365.0

1139 CWHEKITYNDGK

1191.8

1073 CANNLTTDZKTIUV

1279.8

1140 CHK I TYNDGKT

1217.9

1074 CNNL TTDZKTIVP

1199.7

1141 CK I TYNDGKT G
1142 CI TYNDGEKT G Y
1143 CTYNDGKT G YV

1160.8

1075 CNL TTDKTIVPG

1234.7

1174.8

1076 CL T TDKIVZPGOQ
1077 C T TDKTIVPGQK
1078 C T DK IV PGOQKTL

1220.7

1189.8

1233.8

1144 CY NDGK TG Y VN

1201.9

1127.7

1145 CNDG KT G Y VN G

1229.0

1079 CDKIVPGQKTLDQOQ
1080 CK I VPGQKTLOQYV
1081 CI VPGQKLOQVN
1082 CVPGQKLOQVNE
1083 CPGQKLOQVNEV

1141.7

1146 CDGK T G Y VN G K

1213.1

1189.8

1147 CGKTGY VNGKY
1148 CK T G Y VNGK YL
1149 C T GYVNGKYLT

1199.1

1245.9

1215.0

1218.8

1215.0

1232.8

1150 CG Y VNGKYLTD

1188.9

1084 CG QKL QVNEVA
1085 CQKLQVNEVAT

1303.9

1151 C Y VN G K Y L T D K

1232.9

1211.8

1152 CVNGK YL TDIKA

1233.8

1086 CKLQVNEVATE

1213.7

1153 C NGK YL TDKA AT

1234.7

1087 CLQVNEVATEE

1187.4

1154 CGKYLTDEKATS

1249.7

1088 CQ VNEVATETEK

1231.4

1155 CK YL TDKATS ST

1192.6

1089 CVNEVATETETKA

1200.4

1156 CY LTDKATS TP

1222.5

1090 CNE VA TEEZKAE
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1153.3

1223 C S GDTIWALSYV

1136.4

1157 CLTDKATS TPV

1193.6

1224 CGDTIWALSVK

1122.4

1158 C T DKATSTPVV

1299.7

1225 CDTIWALSVKY
1226 CT I WALSVKYG
1227 CI WALSVEKYGYV

1149.5

1159 CDKATS TPV VK

1241.7

1162.6

1160 CKA TS TPV VKDQOQ

1239.8

1163.5

1161 CA TS TPV VKQOQE
1162 C TS TPV VEKOQEV
1163 C S TPVVEKQEVK
1164 C T PV VKOQEVKK
1165 C P VVKQEVKEKE

1214.5

1228 CWALSVKYGVS

1191.6

1127.4

1229 CALSVEKYGV SV

1218.7

1184.5

1230 CL S VKY GV SVQ
1231 C S VKY GV SVQD

1259.0

1186.4

1287.0

1211.7

1232 CVKYGVSVQDTI

1290.9

1166 CVVKQEVEKKET

1243.8

1233 CKY GV SV QDIM

1292.8

1167 CVKQEVKKETT

1203.5

1234 CYGVSVQDIMS

1321.8

1168 CKQE VEKKETT Q

1226.6

1235 C GV SVQDIMSTW

1321.8

1169 CQEVKEKETTOQOQ

1283.7

1236 CVSVQDIMSTWN

1292.8

1170 CEVKKETTOQQV

1298.7

1237 CSVQDIMSWNN

1291.9

1171 CVKKETTOQOQ VK

1324.0

1238 CVQDIMSTWNNL

1289.9

1172 CKKETT Q Q VK P
1173 CKETTQQVZKZPA
1174 CET TQQVEKPAT
1175 C T TQQ VK PATE
1176 CTQQ VK PATEA

1312.7

1239 CQDIMSWNNTLS

1232.8

1272 .4

1240 CDI MSWNNIL S S

1205.7

1245.2

1241 CI MSWNNLS S S

1205.7

1219.9

1242 CMSWNNILS S S S

1175.7

1201.8

1243 C SWNNILSSSSTI

1202.8

1177 CQ Q VK PATEAK

1277.1

1244 CWNNL S S SSIY

1175.7

1178 CQVKPATEAKT

1190.0

1245 CNNL S S SSIVYV
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1146.9
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1248 ¢ S S SSIYVGQK
1249 ¢ S S S I YVGQKTP
1250 ¢ S S I YV GQKPA
1251 ¢ S I YVGQKPATI
1252 ¢c I YVGQKPATIK
1253 ¢c Y VGQKPATIKDQOQ
1254 ¢c VGQKPAIKOQP

1176.6

1181 CPATEAKTEVK
1182 CATEAKTEVEKDQOQ
1183 CTEAKTEVKOQP
1184 CEAKTEVEKQPT

1161.9

1207.6

1171.2

1233.7

1154.4

1233.7

1179.7

1205.7

1185 CAKTEVKQPTT

1220.0

1262.8

1186 CK TE VEKOQPTTQ
1187 CTEVEKQPTTOQQ
1188 CEVEKQPTTOQQT

1235.0

1262.8

1169.0

1262.8

1170.9

1255 c GQKPAIKQPT

1204.8

1189 CVKQPTTQOQTA

1242.0

1256 c Q KPAIKQPTK

1202.8

1190 CKQPTTOQQTATP

1214.9

1257 c K PAIKQPTKT

1145.7

1191 CQPTTQQTAPA
1192 CPTTQQTAPATP
1193 C T T QQ TAPAPK

1185.9

1258 c PAI KQPTKTV
1259 c AT KQPTKTV A
1260 c T KQPTKTV AP

1114.7

1159.8

1145.7

1185.9

1115.7

1194 C T QQ TAPAPKA

1200.9

1261 c K QP TK TV APK
1262 c Q PTKTVAPKA
1263 ¢c P TK TV A PKAE
1264 c TKTVAPKAET
1265 c KT VA PKAETK

1085.7

115 C Q QO TAPAPKAA

1143.8
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1144.7
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1144.6

1199 CPAPKAAETIKE
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1147.6
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1171.5

1385 ¢ SALIAEAQKH
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1387 c LI AEAQKHTLG
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1389 cAEAQKHLGEKA
1390 c EAQKHLGKAY

1057.5
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1196.8

1087.5

1320 c K PAPAPSTNT

1182.8
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1104.5
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1155.7
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1206.6
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1181.5

1325 ¢c PSTNTNKTNT
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1321.8

1392 c Q KHLGKAY S W

1185.4

1250.7

1393 c K HLGKAY SWG
1394 c HLGKAY SWGG
1395 c LGKAY SWGGN
1396 c GKAY SWGGNG

1211.7

1327 c TNTNKTNTTN

1179.6

1224.8
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1156.6

1224.8
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1100.5

1224.8
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1140.6

1397 c KAY SWGGNGP
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1224.8
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1143.5

1399 c Y SWGGNGPTT

1154.5

1127.5

1400 c SWGGNGPTTFEF

1141.4

1154.7

1401 c WG GNGPTTTED

1137.5

1071.6

1402 ¢c GGNGPTTZEFDC

1124.3

1336 c NNNTNASTPS

1102.4
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1138.3

1337 c NN TNASTZPS K

1102.4

1404 ¢c NG PTTFDCSG

1138.3

1338 ¢c NTNASTPSKN

1135.4

1405 ¢c GPTTFDCSGF

1125.2

1339 ¢c TNASTPSKNT

1179.4

1406 c P TTFDCSGFT

1138.3

1340 c NASTPSKNTN

1210.4

1407 ¢ T T FDCSGFTK
1408 ¢ T FDCSGFTEKY

1125.2

1341 c A STPSKNTNT

1272.5

1168.3
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1345 ¢c SKNTNTNTNT

1270.6

1409 ¢c FDCSGFTKYV
1410 c DC SGFTKYVFEF
1411 ¢c C S GFTKYVFEFEA
1412 ¢ S GFTK YV F AK
1413 c GF TKYVFAKS
1414 ¢c F TK YV FAKSG
1415 ¢c TK YV FAKSGI
1416 c K Y VFAKSGIS

1181.5

1270.6

1194.6

1226.6

1198.5

1251.6

1224.8
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1251.6

1197.7

1347 c NTNTNTNTNT

1251.6

1197.7

1348 ¢ TNTNTNTNTN
1349 ¢c NTNTNTNTNT

1217.6

1197.7

1204.4

1197.7

1350 c TNTNTNTNTN
1351 ¢c NTNTNTNTNT

1189.4

1417 c Y VFAKSGISL

1197.7

1123.4

1418 ¢c VF AK S GISLP

1197.7

1352 ¢c TNTNTNTNTN

1180.4

1419 c FAK S GISLPR

1197.7

1353 ¢c NTNTNTNTNT

1134.3

1420 c AK S GI SLPRT
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1354 ¢c TNTNTNTNTN
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1310.6

1619 HTTE SNGWHIE KI

1222.9

1553 HVDAIKKANNL

1310.6

1620 H T E S NGWHIKTIT

1224.8

1554 HDAI KKANNLT
1555 HA I KKANNLTT

1372.7

1621 HE S NGWHZKTITY

1210.8

1357.8

1622 H S NGWHKTITYN

1254.8

1556 HI KKANNLTTD

1385.0

1623 HN GWHZXKTITYND

1269.8

1557 HKKANNTLTT DK

1327.9

1624 HGWHKITYNDG

1254.8

1558 HKANNLTTDIKTI

1399.0

1625 HWHK I TYNDGK

1225.8

1559 HANNUL T TDK I V

1313.8

1626 HHK I TYNDGIK KT

1251.9

1560 HN NL TTDZKTIVP

1233.7

1627 HK I TYNDGEKTG

1194.8

1561 HN L T TDKTIVPG

1268.7

1628 HI TYNDGEKTG Y

1208.8

1562 HL T TDKTIVZPGOQ

1254.7

1629 HTYNDGKTG YV

1223.8

1563 HT TDKIVPGQK

1267.8

1630 HY NDGKTGY VN

1235.9

1564 HTDKIVPGOQEKTL

1161.7

1631l HNDGKTGY VNG

1263.0

1565 HDKIVPGOQKTLDO
1566 HK I VPGQKLOQYV
1567 HI VPGQEKLOQVN
1568 HVPGQKLOQVNE
1569 HP GQKLQVNEYV
1570 HGQKLQVNEVA

1175.7

1632 HDGKTGYVNGK

1247.1

1223.8

1633 HGKTGYVNGEKY

1233.1

1279.9

1634 HK TG YVNGZKYL

1249.0

1252.8

1635 HT GYVNGEKYTLT

1249.0

1266.8

1636 HGYVNGKYULTD

1222.9

1337.9

1637 HY VNGKYULTDK

1266.9

1571 HQKLQVNEVAT
1572 HK L QVNEVATE

1245.8

1638 HVNGKYLTDIK KA

1267.8

1247.7

1639 HNGKYLTDKAT

1268.7

1573 HL QVNEVATEE

1221.4

1640 HGKYLTDIKATS

1283.7

1574 HQ VN E VATEEK

1265.4

1641 HK YL TDKATS ST

1226.6

1575 HVNEVATEEZ KA

1234.4

1642 HY L TDKATSTP

1256.5

1576 HNEVATEEZKAE

1170.4

1643 HL TDKATSTPV

1270.5

1577 HE VA TEZEZKAEK

1156.4

1644 HTDKATSTZPVYV

1229.3

1578 HVATEZEIEKAEIKS

1183.5

1645 HDKA TS TPV VK

1229.3

1579 HATEEKAEZKS SV

1196.6

1646 HKA TS TPV VKDQOQ

1246.1

1580 HTEE KAEIKSV S
1581 HEEKAEIKSV S A

1197.5

1647 HA TS TPV VKQE
1648 H T ST PV VKOQEYV
1649 H S TPVVKQEVK
1650 H T PV VKOQEVKK
1651 H P VVKQEVKEKE

1216.1

1225.6

1188.1

1582 HEKAEKSVSAT

1252.7

1245.3

1583 HKAEKSVSATW

1293.0

1230.3

1584 HAEKSVSATWL

1321.0

1273.4

1585 HE K SV SATWLN

1324.9

1652 HVVKQEVEKKET

1243.5

1586 HK S VSATWILNYV

1326.8

1653 HVKQEVKKETT

1271.5
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1588 HVSATWLNVRS

1355.8
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1271.5

1355.8

1650 HQEVKEKETTQQ

1229.4

1589 H SATWILNVRSG

1326.8

1656 HEVKKETTOQQV

1212.6

1590 HATWILNVRSGA

1325.9

1657 HVKKETTQOQVK

1198.6

1591 HTW LNV RS GAG
1592 HW L NVRSGAGYV
1593 HL NV RS GAGVD

1323.9

1658 HKKETTOQQVKTP

1196.7

1266.8

1659 HKETTQQVKPA
1660 HE TTQQVKPAT
166l HT TQQVKPATE

1125.5

1239.7

1149.5

1594 HN VR S GAGVDH

1239.7

1123.2

1595 HVR S GAGVDHS

1209.7

1662 HT Q Q VK PATEA

1137.2

1596 HR S GAGVDHSTI

1236.8

1663 HQ Q VK PATEAK

1094.2

1597 H S GAGVDHSTITL

1209.7

1664 HQ VKPATEAKT

1107.4
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1210.6

1665 HVKPATEAKTE

1138.2

1599 HAGVDHSTIULTS

1210.6

1666 H K PATEAKTEYV

1180.3

1600 HGVDHSILTSTI

1210.6

1667 HPATEAKTEVK

1251.4

160l HVDHSILTSTIK

1241.6

1668 HATEAKTE V KQ
1669 HTEAKTEVEKQP

1209.3

1602 HDHSILTSTIEKSG

1267.7

1151.3

1603 HHSILTSTIZKSGG

1267.7

1670 HEAKTEVEKQPT

1115.2

1604 HSILTSIKGGT

1239.7

1671l HAKTEVKOQPTT

1155.5

1605 HI L TS IKGGTK

1296.8

1672 HKTEVKQPTTQ
1673 HTEVKQPTTOQOQ

1141.5

1606 HL T SIKGGTIZ KV

1296.8

1129.4

1607 H T SIKGGTIKVT
1608 HS I KGGTZKVTYV
1609 HI KGGTKVTVE

1296.8

1674 HEVKQPTTOQQT

1127.5

1238.8

1675 HVKQPTTOQOQTA

1168.7

1236.8

1676 HK QP TTQQTATP

1156.6

1610 HK GG TKVTVET

1179.7

1677 HQ P TTQOQTATPA
1678 H P TTQQTAPATP
1679 HT T QOQTAPATPK

1129.5

1611 HGGTKVTVETT

1148.7

1201.5

16122 HGTKVTVETTE

1179.7

1232.3

1613 HTKVTVETTES

1149.7

1680 HT Q Q TAPAPIKA

1245.4

1614 HKVTVETTESN

1119.7

1681 HQ QTAPAPKAA

1174.3

16155 HVTVETTESNG

1120.6

1682 HQ TAPAPKARAE

1261.4

1616 HTVETTESNGW

1093.5

1683 HTAPAPKAAET

1297.5

1617 HVETTESNGTWH

1120.6

1684 HAPAPKAAETK

1326.5

1618 HE T TE S NGTWHK
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1209.7

1751 h K T VA PKAETK

1178.6

1685 HPAPKAAETIKE

1182.6

1752 h TVAPKAETKT

1152.5

1686 HAPKAAETZKEA

1209.7

1753 h VA PKAETIKTOQ

1178.6

1687 H PKAAETEKEA AP

1181.6

1754 h APKAETEKTQA

1180.6

1688 HKAAETKEAPYV

1207.7

1755 h PKAETKTOQAP

1151.6

1689 HAAETKEAPVYV

1181.6

1756 h KAETKTOQAPA

1195.6

1690 HAETKEAPVVD

1124.5

1757 h AETKTOQAPAA
1758 h ETKTQAPARAE
1759 h TKTQAPAAEHK
1760 h K T Q A PAAEIKDQ Q
1761 h TQAPAAEKQT

1252.7

1691 HE T KEA PV VDQ
1692 HT KEAPVVDQN
1693 HKEAPVVDOQNA

1182.5

1237.8

1181.6

1207.8

1208.7

1180.7

1694 HE APV VDQNAT
1695 HA PV VDQNATT

1181.6

1152.7

1151.6

1762 h QA PAAEKOQTA

1218.8

169¢ H P VVDQNATTH

1120.6

1763 hAPAAEKOQTATP

1235.8

1697 HVVDOQNATTHN

1120.6

1764 h PAAEKOQTATPA

1235.8

1698 HVDQNATTHNYV

1122.6

1765 h AAEKQTAPAV

1264.8

1699 HDOQNATTHNVK

1179.7

1766 h AEKQTAUPAVK

1237.6

1700 HQ NATTHNVKS

1237.7

1767 h EKQTAPAVKE

1166.5

1701l HNATTHNVKSG

1222.8

1768 h KQ T A PAVEKEN

1167.4

1702 HATTHNVKSGD
1703 HT THNVKSGDT

1182.5

1769 h Q TAPAVEKENS

1197.4

1168.5

1770 h TAPAVKENSN
1771 h A PAVEKENSNA

1209.5

1704 HTHNVKSGDT I

1138.5

1294.7

1705 HHNVKSGDTTIW

1181.6

1772 h PAVKENSNAN

1228.6

1706 HN VK SGDTTIWA

1185.5

1773 hAVKENSNANT

1227.6

1707 HVKSGDTTIWATL

1185.5

1774 h VK ENSNANT A

1216.3

1708 HK S GDTTIWATLS

1187.4

1775 h K ENSNANTAT

1187.3

1709 H S GDTIWALSYV

1160.3

1776 h EN S NANTATT

1227.6

1710 HGDTIWATLS VK

1160.3

1777 h NS NANTATTE

1333.7

1711 HDTI WAL SVKY
1712 HT I WAL SVKYG
1713 HIWALSVEKYGYV

1174.3

1778 h SNANTATTE K

1275.7

1214.6

1779 h NANTATTEKK

1273.8

1229.5

1780 h ANTATTE KKE

1248.5

1714 HWALSVEKYGVS

1259.5

1781 hNTATTEZKKET

1161.4

1775 HALSVEKYGV SV
1716 HL S VK Y GV SVQ
1717 H S VKY GV SV QD
1718 HVKY GV SV QDI

1216.4

1782 h TATTEKZKETA

1218.5

1216.4

1783 hATTEKKETAT

1220.4

1274.4

1784 h TTEKKETATE

1245.7

1301.5

1785 h TEKKETATE Q

1277.8

1779 HKY GV SV QDIM

1328.6

1786 h EKKETATEQOQ

1237.5

1720 H Y GV SV QDTIMS

1300.6

1787 h K KETATEQQT

1260.6

1721 HGV SVQDIMSW

1273.5

1788 h K ETATEQQTT

1317.7

1722 HV SVQDIMSWN

1246.4

1789 h ETATEQQTTT

1332.7

1723 H S VQDIMSWNN

1245.5

1790 h TATEQOQTTTK

1358.0

1724 HVQOQDIMSWNNL

1215.5

1791 h ATEQQTTTZXK A
1792 h TEQQTT T KA P

1346.7

1725 HQ DI MSWNNTL S

1241.6

1306.4

1726 HD I MSWNNTL S S

1241.6

1793 h EQQ TTTEKAPT

1279.2

1727 HI MSWNNILS S S

1240.7

1794 h Q O T TTKAPTQ

1253.9

1728 HM S WNDNUIL S S S S

1183.6

1795 h QO T T TKAPTOQA

1235.8

1729 H S WNNUILS S S STI

1126.5

179¢ h T TTKAPTOQAA
1797 h T T KAPTOQAAK
1798 h TKAPTOQAAKTP

1311.1

1730 HWNNILS S S SIY

1153.6

1224.0

173l HNNL SSSSIVYV

1149.7

1166.9

1732 HNL S SSSIYVG

1119.7

1799 h KA PTQAAKTPA

1180.9

1733 h L S S S SIYVGQ

1088.7

1800 h A PTQAAKPATP
1801 h P TQAAKPAPA
1802 h TQAAKPAPATP

1195.9

1734 h S SSSIYVGQK
1735 h S SSIYVGQKTP
1736 h S SIYVGQKTPA
1737 h S T YV GQKPATI
1738 h I YVGQKPATIK

1088.7

1205.2

1088.7

1188.4

1075.5

1803 h QAAKPAPAPS

1213.7

1048.4

1804 hAAKPAPAPST

1254.0

1091.5

1805 h AKPAPAPSTN

1269.0

1739 h Y VGQKPATIZKDOQ

1121.5

1806 h K PAPAPSTNT

1203.0

1740 h VG Q KPAIKOQP

1107.5

1807 h PAPAPSTNTN

1204.9

1741 h GQKPAIKOQPT

1138.5

1808 hAPAPSTNTNK

1276.0

1742 h Q K P A I KQPTK

1168.5

1809 h PAPSTNTNKT

1248.9

1743 h K PAI KQPTKT

1185.5

1810 h APSTNTNIKTN

1219.9

1744 h PAI KQPTKTV
1745 h AT KQPTZKTVA

1215.5

1811 h PSTNTNEKTNT

1193.8

1219.4

1812 h STNTNKTNTT

1219.9

1746 h T KQ P TK TV AP

1245.7

1813 h TNTNKTNTTN

1234.9

1747 h KQ P T KTV A PK

1258.8

1814 h NTNKTNTTNN

1177.8

1748 h Q P T K TV A P KA
1749 h P T KTV A P KAE

1258.8

1815 h TNKTNTTNNN

1178.7

1258.8

1816 h NKTNTTNNNT

1182.6

1750 h T K TVAPKAET
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1174.6

1883 h KA Y SWGGNGP

1258.8

1817 h KTNTTNNNTN

1147.5

1884 h A Y SWGGNGPT

1201.7

1818 h TNTTNNNTN A
1819 h NTTNNNTNA S

1177.5

1885 h Y SWGGNGPTT

1188.5

1161.5

1886 h SWGGNGPTTFEF

1175.4

1820 h T T NNNTNAST

1188.7

1887 h WG GNGPTTFD

1171.5

1821 h TNNNTNASTP

1105.6

1888 h G GNGPTTTEFDC

1158.3

1822 h NNNTNASTPS

1136.4

1889 h GNGPTTZFDCS

1172.3

1823 h NNTNAS TP S K

1136.4

1890 h NG P TTFDC S G

1172.3

1824 h NTNA S TP S KN

1169.4

1891 h G PTTFDCSGF

1159.2

1825 h TNASTPSKNT

1213.4

1892 h PTTF DCSGFEFT

1172.3

1826 h NA S TPSKNTN

1244.4

1893 h TTFDC S GFTK

1159.2

1827 hASTPSKNTNT

1306.5

1894 h TF DCSGFTKY

1202.3

1828 h S TP SKNTNTN

1304.6

1895 h FDC S GFTKYV

1215.5

1829 h TP S KNTNTNT

1304.6

1896 hDC SGFTEKYVFEF

1228.6

1830 h P S KNTNTNTN

1260.6

1897 hCSGFTKYVFEA

1232.5

183l h SKNTNTNTNT

1285.6

1898 h S G F TKYVFAK

1258.8

1832 h K NTNTNTNTN

1285.6

1899 h G F TKYVFAKS
1900 h F TK YV FAKSG

1231.7

1833 h NTNTNTNTNT

1285.6

1231.7

1834 h TNTNTNTNTN

1251.6

1901 h TK YV FAKSGTI

1231.7

1835 h NTNTNTNTNT

1238.4

1902 h K YVFAKSGTIS

1231.7

1836 h TN TNTNTNTN

1223.4

1903 h Y VFAKSGTISTL

1231.7

1837 h NT NTNTNTNT

1157.4

1904 h VFAKSGISLP

1231.7

1838 h TNTNTNTNTN

1214.4

1905 h FPAK S GISLPR

1231.7

1839 h NTNTNTNTNT

1168.3

1906 h AKSGISLPRT

1231.7

1840 h TN TNTNTNTN

1185.1

1907 h K SGI SLPRTS

1231.7

1841 h NTNTNTNTNT

1114.0

1908 h S G I SLPRTSG

1231.7

1842 h TN TNTNTNTN

1097.2

1909 h G I SLPRTSGA

1231.7

1843 h NTNTNTNTNT

1168.3

1910 h I S L PRTSGAQ
1911 h SLPRTSGAQY
1912 h L PR TS GAQYA

1231.7

1844 h TN TNTNTNTN

1218.3

1231.7

1845 h NTNTNTNTNT

1201.5

1231.7

1846 h TN TNTNTNTN

1176.2

1913 h PR TS GAQYAS

1231.7

1847 h NTNTNTNTNT

1180.1

1914 hRTS GAQYAST
1915 h TS GAQYASTT

1231.7

1848 h TN TNTNTNTN

1125.0

1231.7

1849 h NTNTNTNTNT

1180.1

1916 h SGAQYASTTR

1231.7

1850 h TN TNTNTNTN

1205.4

1917 h GAQYASTTRTI

1231.7

1851 h NTNTNTNTNT

1236.2

1918 h A QYA STTRTIS

1231.7

1852 h TNTNTNTNTN

1294.2

1919 h Q YA STTRTISE

1258.8

1853 h NT N TN TN TN Q

1253.9

1920 h YA S TTRISES

1201.7

1854 h TN TNTNTNQ G
1855 h N T NTN TN Q G S

1218.9

1921 hASTTRISESQ

1188.5

1218.9

1922 h S TTRI SESQA

1175.4

1856 h TNTNTNOQGST

1259.2

1923 h T TR I S E S Q A K

1188.5

1857 h NT NTNOQGS TN

1255.3

1924 h TR I SE S QAKTP

1188.5

1858 h TN TNQG S TNN

1211.3

1925 h R I S E S QA KZPG
1926 h I SE S QA KUPGD
1927 h S ES QAKUPGDL
1928 h E S QAKPGDTLYV

1158.5

1859 h NT NQ G S TNN A

1170.2

1132.2

1860 h TN Q G S TNNAS

1170.2

1102.2

1861 h NQ G S TNNASA

1181.5

1075.9

1862 h Q GS TNNASAS

1199.6

1929 h SQAKPGDULVF

1018.8

1863 h G S TNNAGSASA
1864 h S TNNASASAL

1258.9

1930 h Q AKPGDLVFEF

1931 R

1074.9

174.2
174.2
1245.8

1100.2

1865 h TN NASASALTI

1932 R

1070.2

1866 h NNASASALTIA

1933 hAKPGDLVFEFEFFED

1085.1

1867 h NASASALIAE

1337.9

1934 h K PGDLVFFDY

1042.0

1868 hA SASALIAEA

1266.8

1935 h P GD LV FFDYG

1099.1

1869 h SASALIAERA ADQ

1257.5

1936 h G DLV FFDYGS

1139.4

1870 h A SALIAEAQK

1257.5

1937 h DL VFFDYGSG

1205.5

1871 h SALIAEAQKH

1255.6

1938 h LVFFDYGSGTI

1230.8

1872 h ALI AEAQKHTL
1873 h LI AEAQKHTLG
1874 h I AEAQKHLGK
1875 h AEAQKHLGKA

1230.3

1939 h VFFDYGSGIS

1216.8

1268.3

1940 h F F DY G S GISH

1231.8

1220.3

1941 h FDY G S GISHV

1189.7

1130.2

1942 h DY G S G I SHVG

1281.8

1876 h EAQKHLGKAY

1128.3

1943 h Y G S GISHVGTI

1240.6

1877 h A QKHLGEKAYS

1128.3

1944 h G S G I SHVGIY

1355.8

1878 h Q KHLGKAY SW

1170.4

1945 h S GI SHVGIVYYV

1284.7

1879 hKHL GKAYSWG

1139.6

1946 h G I SHV GIYVG
1947 h I SHV GIYVGN
1948 h S HV GI YV GNG

1213.6

1880 h HLGKAY SWGG

1196.7

1190.6

1881 h L GKAYSWGGN

1140.6

1134.5

1882 h GKAY SWGGNG
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1949
1950
1951
1952
1953
1954
1955
1956
1957
1958
1959
1960
1961
1962
1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969
1970
1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982

156

oo jiie e e Hie Bl N N i N B S B Nl N S Hie Nl = i = i B A A sl v e g g e S i = g )

AT OQOPOCDIHZOKRSQIZUOPZHROOZ
TN OPFPFOQIDHZOKXIOZ00 P 2H200
MR OQTQAPOQAOOIHZOKRSQZO00 P Z2HR0O
CHROQO=TQFODHZOKRSOZ00 P2 +HXR
<P XRQTIQPOQOIIHZOKRSQZIO0 = Z2H
QA<EPEERQTQAPQACIHZOKLKRSQZOO =2
fTOQ<HEHR"QTIQPODHZOoKRIOZ oo
QM Q<P ROQOTIQPOCDHZOKRSOQZ OO
TOoOHMOQO<HOEHRQTIOQOrPOQODHZOKNIO0ZU0
<o Q<EPETRQTIQAPOQIHZORSOZ

Q<K HGOJE
Zoa<<KHOI
Q=20 H®
O Q=20 < H
S0 0=z 0
HEoOo Oz
ZHE0Oz20

PZHROoO 0=
o =22HRO0Q

oo B =z2HK0

1180.
1175.
1189.
1246.
1204.
1169.
1184.

174.

174.

174.

174.
1242.
1184.
1227.
1227.
1258.
1260.
1260.
1302.
1311.
1253.
1210.
1210.
1297.
1226.
1191.
1223.
1222.
1208.
1128.
1218.
1204.
1304.
1216.
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9.2. Listeria P60 Aminosduresequenz

EGD 1 MNMKKATIAAT-AGIAVTAFAAPTIASASTVVVEAGDTLWGIAQSKGTTVD 50

Ga « Signalpeptid » i .
Imm « Signalpeptid » R T
Mack ....... ..., T e e e e e e e e et e e e
In6b ........... T e e e e e e e e e e e
Ivan ........... T T T T T TP D......
Seel ........... e DN.....
Wels ........... T e e e e e e e e e e e e e e
Gray «.o.o..o... VSAA. ..., SVV..N AS...... .. SKT.....
Murr ........ VSA=—. ... SVV..N AS........ SKT.....

Ga i ... T

Imm ¥ ... +4+

1= < T......
D 12 T 1 A H
Ivan .L....... S I IT- -S. e A
Seel L. Koo oioioi oo T- = TS
Wels J S e e T- = TS
Gray OL.QL.K.DS.R....... TIK- Q. V. iie.. HAPDANE
Murr OQL.QL.K.DS.R....... TIK- Q. V... HAPNANE

EGD 101 SIITSIKGGTKVIVETTESNGWHKITYNDGKTGEFVNGKYLTDKAVSTPVA 150

Ga e

Imm e e e +++++
1= <
Ino6b T Yoo, T....V
Ivan Vo.L.o.oo.oooo.. S..A...Y..S.GE....Y...... G-TT.TSAP

Seel VoL Lo S..A...N....GE....Y...... G-N..TSAPS
Wels JR VA AA..... N....GE....Y...... G.-..TSAPV
Gray K.L..L..R.V.K..SS.A...N..SFDN....Y...... S.AK.AA..*
Murr K.L..L..R.V.K..SS.A...N..SFDN....Y...... S.AK.AA..*

EGD 151 PTQEVKKETTTQ-QAAPAAETKTEVKQ-TTQATTPAPKVAETK-ETPVVDQONA 200

Ga . I s R iiiii iiii

Tmm ettt et AT

Mack ..o, R VA e e e e e e e e - ...I....
In6b -K........ -.—-.VK..T.A...... P...Q.A....A....—.A.......
Ivan e /R Ao P....-S.P..V-L..-....T...A..TT.
Seel A.P...Q.E...——....00....... -A.P.A.TEKDAV...TTA.A..T..
Wels AK. ... Q... K.-——-T......... ... -S.P.P.-...A....-TA....T..
Gray Fhkk T AV.HKAE.KV.A.STHA. . ****kkkkhkrhkhdkkkkhrxx T |
Murr *Axx T AV.HKAE.KV.A.STHA. ,****Fkkkdkkkhkxhkrhhkxrx T

EGD 201 TTHAVKSGDTIWALSVKYGVSVQDIMSWNNLSSSSIYVGOKLAIKQTA-NT

Ga Tw
Tmm ++
=2 < -..
Ino6b S P....PT-K.
Ivan S.YT. ... S. .. T N e e V..V..E.AK
Seel O A.... L. NI.V..S.AKN
Wels O N I.V..S.AK
Gray S.YK. oo i i i e P..KLIE. ... TI.V.EA.AKA
Murr S.YK. oo i i e e P..KLIE. ... TI.V.EA.AKA
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EGD 251 ATPKAEVKTEAPAAEKQ-AAPVVKENTNTNTATTEKKETATQQOQTA-PKAPT 300

Ga 1. . . e e A

Imm +. . R T . P Lot

Mack i T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — e
In6b VA....T..Q....... -T..A....S.A. ... E...T-T....
Ivan TS T....VS........ Q.*** _A...VTP.K..N-TQ..A
Seel TA....A.......... T....... S...S.T..V....T.EK..STT...A
Wels Ao V..ETST........ AAkxk V... VT..T..NTT...A
Gray .PTTVKQAAPAKV.P..EVKQTAPAKQEQAKPAAKETVKPAVSKPKAATPAP
Murr .PTTVKQAAPAKV.P..EVKQTAPAKQEQAKPAAKETVKPAVSKPKAATPAP

EGD 301 EAAKPAPAP/STNTNANKTNTNTNTNTNTNNTNTNTPSKNTNTNSNTNTNT 350

Ga /

Imm / A4+ o+ .
Mack ..., S o e Kkkx kR ...
Inéb Quvveenn. V2R KTN.TN.NTNASTPSKNTNTNTNT. . ... T.o....
Inéa /e KTN.TN.NTNASTPSKNTNTNTNT. . ... T * KK KK
Ivan Quevvnn. /TA...S.SNA.APT....N.TS..S.STPSK...T.S.AS*
Seel (o JA....T***A APT....N.TSSS..STPSK.N.T . ****x*
Wels Q... /T....N.SNT.APT...SN.N.SS..STPSK...T.T.***
Gray TAKPAVEQK/-KPKTAAPAKPAVSKPATSTPAKVTPTNTTN.STPT. .V.N
Murr TAKPAVEQK/-KPKPAAPAKPAVSKPATSTPAKVTPTNTTN.STPT. .V.N

EGD 351 NSNTNAN--QGSSNNNSNSSASAIIAEAQKHLGKAYSWGGNGPTTEDCSGYT 400

Ga 7
Tmm R
Mack ... T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
In6b B O N F.
Inb6a Fa o O o N FS
Ivan Fal o R O F.
Seel F R o B o F.
Wels kxR FT N I F.
Gray LTSHE xR kx g xRk xSA R, LY. .. K., ... P.T..AR..S...... F.
Murr LTSHExRx kxR G xR xAXSA FL LY.L KoL L. P.T..AR..S...... F.

EGD 401 KYVFAKAGISLPRTSGAQYASTTRISESQAKPGDLVEFEFDYGSGISHVGIY 450

Ga .S . 11 i

Tmm o ++ . +

= <O
Incb  ...... T
Ivan  ...... S.VT........... S. K. e e N..A.....
Seel S....08. . T, KV...E.Qve i v v iiiin.. A.....
Wels S..... S J S A.....
Gray S...NQV.L..SGN.AT...HSIK..K...Q....... N..K..A.....
Murzr S...NQV.L..SGN.AT...NS.K..K...Q....... N..... A.....

EGD 451 VGNGOMINAQDNGVKYDNIHGSGWGKYLVGFGRV*484
Ga

Imm

Mack e e e e e e e e e e e e e e e e
55 1Y T A....F.......
11027 o QF . ......
Sl e e e e e e e e e [
L O
Gray
Murr

Xk b X X X %
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Legende:

Ga: Bereiche die sich fur gattunggsspezifische Antikorper eignen:

"+ immunogener Bereich, der die gesamte Gattung ohne L. Grayi (einschlieBlich ssp. murray ) er-

kennt,

L' sperzifisch fUr L. monocytogenes und L. innocua (ob Kreuzreaktionen mit den anderen Arten auftre-

tfen kdnnen wurde nicht untersucht)

,S" sperzifisch fur alle Arten auBer L. Seeligeri und L. Grayi (einschlieBlich ssp. murray )

""" relativ schwach positive Reaktion wurde daher nicht weiter gepruft)

Imm: immunogener Bereich fUr L. monocytogenes

Insertion zwischen 309 und 310:

EGD 1
Mack
Ino6b
Inb6a
Ivan
Seel
Wels
Gray
Murr

EGD:

Mack:
Inb6a:
Ivan:
Seel:
Wels:
Gray:

khkkhkhkkhkhkhkkhkhhkhhhkkhhhkhhhh bk hhhhhhhhhhhrdhkhhhkhkhhkhkhkkhhkhkhrrhkrhkhkrhhkrkhx%k
KA KA AR A AR A AR A AR A A I A A I A A I AR A A d A A h A A hA Ak Ak hA Ak hA Ak A hA bk Ak Ak kA hhk
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ivanovii (M80350
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welshimeri (M80348)

grayi (M95579)

[l e I B o

Punkte enfsprechen identischen Aminosduren, Bindestriche -> Lucken (um der Homologie gerecht zu

werden) und Sterne stehen flr Deletionsbereiche.
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9.3. Zusammenfassung der Seroanalyse
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Abb. 50: Vergleich der Reaktivitat aller Seren mit LM-P60. unter den Ergebnissen sind jeweils die Abweichungen der
P60-Aminosauresequenzen gegenuber der L. monocytogenes-Sequenz im Ein-Buchstabencode dargestellt.
Die Buchstaben markieren immer die erste Aminosaure eines Dekapeptids der dazugehoérige Aminosaure-
sequenz. Sterne ("*") stehen fir Deletionsbereiche. Angegeben sind stark ("®") bzw. gut ("e") immunoge-
nen Bereiche. KA bzw. ZI| steht fiir Kaninchen bzw. Ziege a-P60-Serum, wahrend H1 bis 5 die Humanseren
und M1 bis M6 die Mausseren reprasentiert. Die von Bubert et al. (Bubert, A. et al. 1992b) 1992 mittels Epi-
topmapping untersuchten Bereiche "0") wurden erst zuletzt zur Kontrolle synthetisiert. Daher liegen fir diese
Bereiche keine Ergebnisse flir die Humanseren vor. Herausgenommen wurde die Insertion, zwischen 309

und 310, da sie bei L. monocytogenes nicht vorkommt.

Mausseren Humanseren
Ml |PK 4 | 1. Tag nach Infektion mit L. monocyfogenes Spe "$"'=Spezifitdt | L. monocytogenes
M2 |PK 5 |1. Tag nach Infektion mit L. monocytogenes H1 AB gesund
M3 |P 4 |3 Tage nach der Infekfion mit L. monocytogenes | H2 GL gesund
M4 [P 5 |3 Tage nach der Infektion mit L. monocyfogenes | H3 76 C keine Listeriose
M5 |K'4 |7.Tag nach der Infektion mit L. monocytogenes | H4 GroBhadern keine Listeriose
M6 |B 4 |nach 4 Wochen Belastungsinfektion 3. Tag H5 Kinderserum Patient mit Listeriose
® || stark immunogener Bereich grolte Intensitat
® | T | gutimmunogener Bereich sehr intensiv
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Abb. 51:
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Vergleich der Reaktivitat aller Seren mit L. monocytogenes- und L. innocua -P60. Der Abschnitt von 191 bis

239 ("-") wurde urspriinglich ausgespart, da er bereits in einer vorhergehenden Arbeit untersucht worden

war (Bubert et al. 1992). Die Ergebnisse aus den Versuchen mit Im-P60 sind in den Zeilen, die mit GroR3-

buchstaben beginnen (KA, ZI, H und M ), angegeben. Die Kleinbuchstaben zeigen die Ergebnisse die mit L.

innocua erhalten wurden. Sterne ("*") stehen fiir Deletionsbereiche. Die Buchstaben in der ersten Zeile

markieren immer die erste Aminosaure (im Ein-Buchstabencode) eines Dekapeptids der dazugehdrige Ami-

nosauresequenz. Angegeben sind stark ("®") bzw. gut ("e"), sowie wenig ("") immunogenen Bereiche. Die

Numerierung bezieht sich auf L. monocytogenes -P60 beginnend mit der ersten Aminosaure des Signalpep-

tids. Die Buchstaben markieren immer die erste Aminosaure (im Ein-Buchstabencode) eines Dekapeptids.
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