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1 Einleitung

1.1 Krebs und seine Therapie

1.1.1 Gesellschaftsproblem Krebs

Wie das folgende Diagramm illustriert rangieren die bdsartigen Neubildungen nach
den Herz- und Kreislauferkrankungen auf dem zweiten Rang der Todesursachen in
Deutschland. Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich zudem ihr Anteil an der

Gesamtsterblichkeit erhoht.
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Abbildung 1: Anzahl der Todesfalle und haufigste Ursachen in Deutschland

Diese unbefriedigende Situation verlangt nach neuen Therapiekonzepten, die auf ein
maoglichst breites Spektrum der Variationsbreite an Neoplasien anwendbar sind und

der Diagnose Krebs einen Teil ihres Schreckens nehmen kénnen.

Der Begriff Tumor bezeichnet eine autonom proliferierende, vom Normalgewebe
abgrenzbare Gewebsmasse, welche von den physiologischen Regulations-
Mechanismen des Organismus entkoppelt ist, das Aussehen und die Funktion des
Ursprungsgewebes aber in unterschiedlichem Ausmald nachahmen kann. Es werden
gutartige (benigne) von bdsartigen (malignen) Tumoren unterschieden. Erstere
zeichnen sich durch gute Differenzierung und gute Abgrenzungen zur Umgebung bei
geringer Veranderung der Zellstruktur aus, letztere bilden das aggressiv-
destruktivere Gegenstiick (Krams 2010). Aufgrund der grundséatzlichen
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Gemeinsamkeiten nahezu aller menschlichen Zellen bendtigen Tumorzellen durch
Veranderungen des Genoms eine definierte Reihe an Fahigkeiten, um sich von
schitzenden Regulationsmechanismen zu befreien, unter anderem diejenigen zur
unabhéangigen Wachstumsstimulation, Verhinderung der Apoptose und

Aufrechterhaltung der Gefal3neubildung (Hanahan und Weinberg 2000).

1.1.2 Chance Immuntherapie

Etablierte Tumortherapieverfahren sind v.a. die operative Entfernung, die durch
Lage, Ausdehnung und Metastasierung der Neoplasien sowie den Allgemeinzustand
des Patienten begrenzt ist, die Strahlentherapie mit limitierender Radiotoxizitat, die
supportive Therapie und die konventionelle Gabe von Chemotherapeutika.

Die konventionelle Chemotherapie aktiviert intakte Tumorsuppressor-Mechanismen
in malignen Zellen. Neben den massiven Nebenwirkungen auf gesundes Gewebe ist
sie durch die Selektion dysfunktionaler Tumorzellen limitiert, was mittelfristig zu
hoher Therapieresistenz fuhrt und nach neuen Therapiestrategien verlangt (Stagg,
Johnstone et al. 2007).

Das Ziel der Immuntherapie liegt in der Steigerung der Immunabwehr. Zur
unspezifischen globalen Aktivierung werden Thymuspeptide, Zytokine, pflanzliche
und bakterielle Substanzen verwendet. Zur spezifischen Therapie wird z.B. Herceptin
eingesetzt, bei der blockierende Antikérper gegen den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor erbB2 die Wirkung seiner Uberexpression dampfen und
das Wachstum des Mammakarzinoms hemmen. In Spezialfallen wie dem
Leberzellkarzinom wird durch Vakzinierung mit abgetoteten, diesen Tumor
induzierenden Viren, eine Immunprophylaxe erreicht. Ein weiterer Weg liegt in der
Steigerung der Antigenitat durch Infektion mit apathogenen Erregern (Bécker und
Aguzzi 2008).

Ein friher Beleg fir die Wirksamkeit der Imnmuntherapie bot die Gabe des von T-
Helferzellen sezernierten Interleukin-2 bei Patienten mit metastasiertem Nierenkrebs
oder Melanom, das Uber die Aktivierung von Lymphozyten mit Antitumor-Aktivitét in
nahezu der Hélfte der Félle zu deutlicher Tumorregression fiihrte. (Rosenberg, Lotze
et al. 1985)

Nach den Erfolgen der aktiven Vakzinierung gegen Pocken und Polio erdffnete die
molekulare Identifizierung humaner Krebsantigene die Aussicht, Krebspatienten aktiv
gegen ihren Tumor zu immunisieren. Krebszellen, deren Teile oder spezifische

Antigenstrukturen lassen sich in Kombination mit Adjuvanzien und Zytokinen zur
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gepulsten Stimulierung des Immunsystems einsetzen. In klinischen Studien hat die
Immunisierung von Patienten mit Krebsantigenen nachempfundenen Peptiden die
Isolation von Lymphozyten mit Antitumor-Aktivitat ermoéglicht, mit anschlielRender in
vitro Zuchtung zur Zelltransfer-Therapie. Auch mit Malignomen verkntipfte
Infektionserreger wie Helicobacter pylori beim Magenkarzinom, Schistosoma
mansoni beim Blasenkrebs oder Epstein-Barr-Virus beim Lymphom bergen Chancen
fur die Immuntherapie (Rosenberg 2001).

Nach dem Konzept des Cancer Immunoediting hat das Immunsystem
Uberwachungs- und Schutzfunktion, fordert durch den immunologischen Druck aber
auch die Entstehung Therapie-refraktarer Tumore (Stagg, Johnstone et al. 2007).
Ein Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapien liegt in der Aufklarung molekularer
Verbindungen zwischen Tumorsuppressor-Mechanismen und Malignomen. Zudem
scheinen einige Tumoren trotz der Uberwindung der Suppressormechanismen
regelrecht abh&ngig von spezifischen onkogenen Signalen zu sein. Zuklnftige
Therapiekonzepte sollten neben zytotoxischen, pro-immunogenen Substanzen die
immunologische Induktion des Tumorzelltodes, die zielgerichtete Blockade
immunregulatorischer Checkpoints und eine Verbesserung der
Tumorantigenpréasentation umfassen (Stagg, Johnstone et al. 2007).

Krebszellen bieten zahllose genetische Abweichungen und damit Ansatzpunkte fir
die Entwicklung von immunaktivierenden Krebsantigenen. Anhand von genomischen
Untersuchungen an pramalignen colorektalen Polypen und Karzinomzellen wird
deren Zahl pro Karzinomzelle auf etwa 11000 geschétzt. (Stoler, Chen et al. 1999)
Therapeutisch nutzbare Antigene kénnen beispielsweise Gberexprimiert, mutiert oder
viralen Ursprungs sein (Old 2003).

Derzeit durchlaufen 6 verschiedene immunologische Vakzintypen fortgeschrittene
klinische Studien, als Vektoren werden dabei ganze Zellen, Viren, Konjugate oder
Proteine verwendet. Auch Salmonellen befinden sich in der klinischen
Erprobungsphase (Old 2008).

1.1.3 Bakterielle Tumortherapie

Die Beobachtung, dass Tumorpatienten in fortgeschrittenen Stadien nach einer
Infektion spontan genasen regte intensive Nachforschungen an. Bereits 1868
versuchte Busch inoperable Tumoren durch Provokation von Erysipelen zu
behandeln. Fehleisen identifizierte 1882 moglicherweise Streptococcus pyogenes

als Verursacher des Erysipels. Anhand dieser Grundlagen entwickelte William Coley
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ab 1890 Coley’s Toxin, eine Kombination hitzeinaktivierter Streptococcus pyogenes
mit Serratia marcescens, die lange Zeit zur Therapie von Sarkomen eingesetzt
wurde. Erst 1976 gelang Morales, Eidinger und Bruce mit Bacillus Calmette-Guerin
ein weiterer Durchbruch, welcher heute die Therapie der Wahl des oberflachlichen
Blasenkrebses darstellt. Auch weiteren Bakteriengattungen wurden bevorzugte
Replikation im Tumorgewebe und tumorlytische Eigenschaften nachgewiesen, unter
anderem den grampositiven, anaeroben Bifidobacterien, den gramnegativen
fakultativ anaeroben intrazellularen Salmonellen und Listerien, sowie den
grampositiven, obligat anaeroben Clostridien. (Wei, Mengesha et al. 2008)

Auch bei einem auf seine Antitumor-Aktivitat in vivo hin selektierten genetisch
modifizierten Salmonella Typhimurium Al-Stamm konnte im Mausversuch nach i.v.
Applikation ein Wachstumsstop von Prostatatumoren erreicht werden, intratumorale
Applikation fihrte gar zu kompletter Remission. Besonders ausgepragt war das auf
den Tumor beschrankte Wachstum der Bakterien, die sich extratumoral nach
wenigen Tagen nicht mehr nachweisen lie3en (Zhao, Yang et al. 2005). Mit
Clostridium novyi-NT wird derzeit ein weiterer genetisch modifizierter Stamm klinisch
getestet (Wei, Mengesha et al. 2008).

Ein aktuelles Erfolgsbeispiel ist die Induktion von Apoptose in tumorassoziierten
Makrophagen mit einem daflr entwickelten attenuierten Stamm von Shigella flexneri,
was im Mausmodell zu einer deutlichen Reduktion der Tumormasse und sogar zu

kompletter Regression von Brusttumoren fuhrte (Galmbacher, Heisig et al. 2010).
1.2 Bestandteile des Projektes

1.2.1 Salmonella Typhi Ty21a

Salmonellen gehdéren zu den Enterobakterien. Es handelt sind um peritrich
begeilelte obligat pathogene gramnegative Stabchenbakterien, die nach dem
Kauffmann-White-Schema klassifiziert werden, welches die Salmonellen mittels der
Gruber-Agglutinationsreaktion anhand ihres Antigenmusters serologisch in mehr als
2200 Serovare unterteilt. Je nach Art verursachen sie relativ harmlose Enteritiden,
aber auch schwere septische und schwerste zyklische Allgemeininfektionen.
Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhi, kurz Salmonella Typhi, ist
Verursacher des Typhus abdominalis, wobei nach oraler Infektion die M-Zellen der
Dunndarmmukosa durchdrungen werden. Dazu bindet das InvA Protein an den EGF-

Rezeptor und aktiviert die MAP-Kinase, welche die Phospholipase A2 und
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Kalziumkandle aktiviert, was zur Membranfaltung und Aufnahme der Bakterien fuhrt.
Die Erreger vermehren sich in den lymphatischen Systemen des Darmes, kdnnen
praktisch alle Organe besiedeln, was zu Granulombildung fuhrt. Die Aktivierung des
Immunsystems flhrt zu Nekrotisierungen mit Darmblutungen und —Perforationen.
Typisch sind stufenformiger Fieberanstieg bis tiber 40°C mit Ubergang in ein
mehrwochiges Kontinuum, sog. Typhusroseolen, toxische Organschaden und
erbsbreiartige Stuhlentleerungen. Weltweit sind jahrlich mehr als 20 Mio. Menschen
von Typhus betroffen (Jones, Ghori et al. 1994; Lengeler 1999; Hahn 2009; Hof und
Dorries 2009).

Beim Einsatz von Salmonellen in der Tumortherapie gereicht ihnen im Vergleich zu
anderen Kandidaten zum Vorteil, dass sie fakultativ anaerob sind, wodurch sie
gleichermalRen sauerstoffreiche Metastasen und hypoxische Tumorzentren besiedeln

kénnen (Vassaux, Nitcheu et al. 2006).

Die Attenuierung von Salmonella Typhi Ty21a ist hauptséchlich auf die sog. gal E
Mutation zurtickzufiihren, deren gestorte Galaktoseverwertung in vivo durch
Galaktoseaufnahme zu einer toxischen, nach Tagen zur Bakterienlyse fihrenden
Akkumulation von Stoffwechselprodukten fuhrt. Bei klinischen Studien und
kontrollierten Feldversuchen am Menschen erwies sie sich als geeignet mittels oraler
Vakzinierung Immunitat gegeniber Typhus abdominalis zu erzeugen. Dabei traten
keine nennenswerten Nebenwirkungen auf (Germanier und Furer 1971; Germanier
und Fuer 1975; Gilman, Hornick et al. 1977; Germanier und Furer 1983). Salmonella
Typhi Ty21a ist Hauptbestandteil von Vivotif, dem einzigen attenuierten oralen
Lebendimpfstoff gegen Typhus, dem in gro3en klinischen Studien exzellente
Vertraglichkeit und eine Protektivitdt von 70-80% nachgewiesen wurden. Diese
Daten bestéatigten sich innerhalb von mehr als 2 Jahrzehnten bei Giber 200 Millionen
Impflingen (Gentschev, Spreng et al. 2007). Salmonella Typhi Ty21a wurde in
klinischen Studien als Trager fir Antigene von Helicobacter Pylori eingesetzt, wobei
teilweise eine zellulare Immunantwort nachgewiesen wurde (Bumann, Metzger et al.
2001; Metzger, Mansouri et al. 2004). Salmonellen erméglichen als bakterielle
Lebendvakzine bei geringen Nebenwirkungen tber die Prasentation heterologer
Antigene eine lang anhaltende Immunitatsinduktion. Diese wird durch die zusatzlich
mucosale Immunstimulation, folglich direkt an einem Hauptinfektionsweg, weiter

verbessert (Spreng, Dietrich et al. 2006).



Die Arbeitsgruppe ,Bakterielle Tumortherapie® nutzt attenuierte Salmonellen als
Tumorimpfstoffe, die tumorspezifische Antigene wie das prostataspezifische Antigen
produzieren und diese Uber das sehr flexible, aus Escherichia coli stammende
Hamolysin-a Sekretionssystem sezernieren, womit eine zytotoxische T-Zell-Antwort
hervorgerufen und damit Tumorwachstum verhindert werden kann (Fensterle,

Bergmann et al. 2008; Hotz, Fensterle et al. 2009).

1.2.2 Salmonella Typhimurium AroA SL 7207
Salmonella Typhimurium AroA SL 7207 soll aufgrund seiner Ahnlichkeit zu

Salmonella Typhi die Grundlage fur in vivo Versuche im Mausmodell bilden.

Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhimurium, kurz Salmonella
Typhimurium, ist eine ebenfalls humanpathogene Art, die beim Menschen jedoch
lokale Enteritiden hervorruft. Desweiteren wird Salmonella Typhimurium im
verbreiteten Ames Test zur Bestimmung des Karzinogenese-Risikos als mutagen

eingestufter Chemikalien verwendet (Lim 1998; Lengeler 1999).

Neben der Fahigkeit, multiple Tumororte zu erreichen betragt die bevorzugte
Replikation attenuierter Salmonella Typhimurium im Tumorgewebe in der Maus mehr
als 1000:1, was zu verlangsamtem Tumorwachstum und verlangertem Uberleben
fuhrt. Der Effekt lasst sich durch bakterielle, plasmidgestutzte Aktivierung von
applizierten Prodrugs im Tumorgewebe verstarken. Zahlreich vorhandene genetische
Techniken fur Enterobacteriaceae sind eine gute Grundlage fur kinftige
Vakzinierungsprojekte (Pawelek, Low et al. 1997).

Zur Attenuierung werden, wie beim verwendeten Vakzinstamm, am haufigsten AroA-
Mutationen eingesetzt, wodurch keine aromatischen Komponenten produziert
werden kdnnen. Im Mausversuch wurde diesen exzellente Vertraglichkeit bei

gleichzeitigem Schutz vor virulenten Stammen bestatigt (Hoiseth und Stocker 1981).

Salmonella Typhimurium AroA SL 7207 ist gut geeignet eine mucosale
Immunreaktion hervorzurufen sowie Antigendeliveryplasmide und damit deren
Produkte an fur Lymphozyten erreichbare Orte zu tragen. (Gentschev, Mollenkopf et
al. 1996). Durch Klonierung des humanen Tumorantigens Raf in das Vektorplasmid
pMOhlyl und dessen Sekretion Uber das Hamolysin-a Sekretionssystem konnte im

Mausversuch mit Salmonella Typhimurium AroA SL 7207 eine humorale



Immunantwort mit Raf-spezifischen Antikérpern und ein partieller Schutz vor

Lungenkrebs induziert werden (Gentschev, Fensterle et al. 2005).

1.2.3 Hamolysin-a Sekretionssystem

Im Gegensatz zu anderen Sekretionssystemen besitzen Typ 1-Sekretionssysteme
lediglich drei verschiedene Transportkomponenten, die eine Art Tunnel zwischen
aulRerer und innerer Membran bilden und Proteine direkt ins extrazellulare Medium
sezernieren. Dadurch kdnnen attenuierte bakterielle Impfstoffe dem Immunsystem
heterologe Antigene ohne vorherige Desintegration prasentieren. Beim Hamolysin-a
Sekretionssystem von Escherichia coli handelt es sich um das am besten
charakterisierte Typ 1-Sekretionssystem. Interessanterweise transportiert dieses
System verschiedenste Proteine zwischen 20 und >1000 Aminoséaure Lange, sowohl
pro- als auch eukaryotischen Ursprungs. Uber 400 Fusionsproteine mit HIyA 3‘ Ende
wurden angefertigt. Das Sekretionssystem arbeitet zudem in zahlreichen Salmonella-
Stammen vergleichbar effektiv wie in Escherichia coli.

Am Carboxyende kovalent mit HIyA verknipfte Proteine werden an der inneren
Membran vom HlyB-D-Komplex erkannt. Entscheidend fiir die Erkennung ist die
HlyA-Signalsequenz, welche aus 60 Aminosauren besteht. HlyD bildet mit dem an
der Aulzenmembran lokalisierten TolC, welches Bestandteil mindestens 4
verschiedener Exportsysteme ist, einen durchgehenden Tunnel. Daflr ist keine
Konformationsanderung notwendig (Gentschev, Dietrich et al. 2002; Dietrich, Viret et
al. 2003).

Im Mausversuch induzierten attenuierte Stamme von Salmonella Typhimurium
mittels Uber das Hamolysin-a Sekretionssystem sezerniertem Listeriolysin- oder p60-
HlyA-Fusionsproteinen eine protektive Immunitat gegen Infektion mit Listeria
monocytogenes (Gentschev, Mollenkopf et al. 1996).

Das Hamolysin-a Sekretionssystem konnte erfolgreich und mit effizienter
Sekretionsleistung in Salmonella Typhi Ty21a, den einzigen oralen Salmonellen-
Impfstamm, der zur Anwendung beim Menschen zugelassen ist, Ubertragen werden
(Gentschev, Dietrich et al. 2004).
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Abbildung 2: Expression und Sekretion heterologer Antigene in Salmonella mittels des Hamolysin-a
Sekretionssystems von Escherichia coli

(A) Eine ein Zielantigen kodierende Sequenz (blau) wird zusammen mit den Sequenzen fir HlyB und HIyD in
frame in einen Vektor geklont. Das Zielantigen wird Uber das Hamolysin-a System sezerniert.

(B) Das rot-blaue HlyAs-Fusionsprotein exprimierende Salmonellen infizieren eine Wirtszelle (1), sezernieren das
Fusionsprotein ins phagosomale Kompartiment (2), was zur Antigenprasentation mit der MHC Klasse Il fihrt (3).
Zusatzlich kann das Antigen teilweise Zugang zur MHC Klasse |-Prasentation Uber die alternative Route erhalten.

1.2.4 Antigendeliveryplasmid pMO
Im Vergleich zur Kodierung auf dem Bakteriengenom ermdglicht die Verwendung
mehrfach vorhandener Plasmide eine héhere Antigenexpression und damit eine

starkere Immunantwort (Curtiss 2002).

Das ca. 14000 bp groR3e Plasmid pMOhly-CtxB-PSA kodiert fiir ein Fusionsprotein
aus CtxB, dem tumorspezifischen Antigen PSA sowie der HIyA-Signalsequenz des
Hamolysin-a Sekretionssystems. Aul3erdem enthélt es eine Kanamycin-

Resistenzkassette (Fensterle, Bergmann et al. 2008).

1.2.5 Balanced Lethal System

Um dem Immunsystem mit Hilfe von Bakterien wie Salmonellen effektiv verschiedene
Antigene prasentieren zu kdnnen, muss das Grundproblem der Stabilitat des
antigentragenden Plasmides geldst werden. Extrachromosomale Replikons tragen
zur eigenen Replikation bei, doch bleiben nur dann tber Generationen erhalten wenn
sie einen Selektionsvorteil fur das Wirtsbakterium, dessen Replikationssysteme sie

extensiv benutzen, mit sich bringen (del Solar, Giraldo et al. 1998).
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Die stabile Replikation des Antigendeliveryplasmides pMO in den Salmonella-
Stdmmen des Vakzinprojektes ist unbedingte Voraussetzung fiir die Funktion des
Gesamtsystems. Der weitverbreite Weg, die Stabilisierung mittels
Antibiotikaresistenzgenen zu erreichen, verbietet sich in vivo, da dort kein
permanenter Antibiotikaselektionsdruck ausgetibt werden kann. Zudem sollte der
sich verschlechternden Resistenzlage nicht unnétig Vorschub geleistet werden, was

sich auch in wachsenden administrativen Restriktionen ausdrickt.

Ein alternativer, antibiotikafreier Weg zur Plasmidstabilisierung fuhrt Gber die
Erstellung eines Balanced Lethal Systems. Das erste derartige System in
Salmonellen beinhaltete eine chromosomale Deletion, die zum Mangel an 2,6-
Diaminopimelinsdure, eines essentiellen Bestandteils der bakteriellen Zellwand,
fuhrte. Das wildtypische Gen wurde auf dem zu stabilisierenden Plasmid
komplementiert. Da DAP weder im Wirt noch auf3erhalb natirlich vorkommt kann das
Bakterium nicht ohne Plasmid Giberleben. Spatere in vivo-Versuche zeigten jedoch
mangelnde Antigenexpression und einen zu schnellen Antigenabbau (Curtiss, Galan
et al. 1990; Spreng und Viret 2005).

Analog der etablierten Methode zur direkten Deletion von Genen in Hefen (Baudin,
Ozier-Kalogeropoulos et al. 1993) existiert ein in Escherichia coli entwickeltes
Verfahren, welches in einem Schritt den Ersatz eines nicht essentiellen,
chromosomal lokalisierten Gens durch ein lineares PCR-Fragment mittels homologer
Rekombination erméglicht. Dabei wird zun&chst via PCR ein Fragment amplifiziert,
das neben einer Antibiotikaresistenzkassette zwei Flipase-Recognition-Sites und zu
dem zu deletierenden chromosomalen Gen komplementare flankierende Enden
besitzt. Uber die auf dem Hilfsplasmid pKD46 kodierte Rekombinase wird das PCR-
Fragment gegen das Zielgen ausgetauscht. Im folgenden Schritt wird die
Antibiotikaresistenz mittels einer Flipase-Rekombinase, die auf dem Hilfsplasmid
pCP20 kodiert ist und eine homologe Rekombination herbeifiihrt, ausgeschnitten. Die
temperatursensitiven Hilfsplasmide kbnnen durch anschliel3ende Inkubation bei 37°C

entfernt werden (Datsenko und Wanner 2000).

Dieses Verfahren wurde in der Vorgangerarbeit zur Erstellung eines Balanced lethal
Systems in Salmonella Typhi modifiziert. Der Verlust des essentiellen Gens tyrS,
welches die Tyrosyl-tRNA-Synthetase kodiert, fihrt zum Absterben der Bakterien.

Das Absterben kann folglich nur vermieden werden, wenn bei chromosomaler
9



Deletion des tyrS-Gens dieses gleichzeitig auf einem Plasmid komplementiert wird.
Zuerst wurde das chromosomale tyrS-Gen durch eine von FRT-Sites begrenzte tyrS-
Chloramphenicol-Kassette ersetzt. Auf dem Antigendeliveryplasmid pMO wurden das
tyrS-Gen und eine von FRT-Sites flankierte Kanamycinresistenzkassette eingefugt.
Im finalen Schritt wurden mittels homologer Rekombination durch die Flipase-
Rekombinase sowohl die chromosomale tyrS-Cm-Kassette als auch die auf dem
Plasmid gelegene Kanamycinresistenz herausgeschnitten. Dieses Konstrukt erreicht
ohne Antibiotikaresistenzgene einhundert Prozent Plasmidstabilitat. Zur weiteren
Erh6hung der Sicherheit wurde eine 1S2-ahnliche Insertionssequenz, welche die
Rekombination homologer Sequenzen auf Chromosomen und Plasmiden erleichtert,
aus dem Plasmid entfernt. In eine dort angelegte Spel Schnittstelle wurde das
essentielle Gen tyrS zusammen mit einem HisTag zur Vereinfachung der Detektion

mittels Western Blot integriert (Diessner 2009).

Die notwendigen Modifikationen fuhrten zur dramatischen Abnahme der Funktion des
Sekretionssystems. Zur Verbesserung der Sekretionsleistung wurden Lage und Art
des Promotors variiert, die tyrS-Expressionskassette in eine Sall-Site und der

Promotor lacl in die Spel-Site integriert (Gesser 2010).

1.3 Ziel der Arbeit

Das Hauptziel meiner Arbeit bestand in der Charakterisierung zweier von Martin
Gesser erstellter Salmonella Typhi Knockout-Stdmmen, die als Vakzinkandidaten in
Frage kamen. Die entscheidende Fragestellung war neben der Plasmidstabilitat, dem
Wachstumsverhalten und der genetischen Integritat vor allem, ob die Optimierungen
am Sekretionssystem zur erwinschten Steigerung der Sekretionsleistung gefihrt
haben. Andernfalls kbnnen gewonnene Daten zur weiteren Optimierung des Systems

genutzt werden.

Da die Ergebnisse der Charakterisierungen Optimierungsspielraum aufzeigten
arbeitete ich zudem an einer weiteren Version des Impfstammes, die den
schwacheren lacl-Promotor in der Sall-Schnittstelle tragt, um die vermutete Toxizitat
des tyrS-Genproduktes zu reduzieren und damit die Sekretionsleistung zu

verbessern.
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Daruiber hinaus begann ich mit der Ubertragung des von Joachim Diessner erstellten
Balanced Lethal Systems in Salmonella Typhi Ty21a auf Salmonella Typhimurium
AroA SL 7207, um die Testung der verschiedenen Vakzinkandidaten im Mausmodell
zu ermoglichen. Dazu etablierte ich den ersten Schritt der chromosomalen Deletion

von tyrS in Salmonella Typhimurium.
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2 Material

2.1 Gerate

Gerat Hersteller
Analysewaage ScalTec
Blottingkammer BioRad
Brutschrank Heraeus
Eismaschine Scotsman
Elektroporator BioRad

Exponierkassette

Dr. Goos-Suprema

Filmentwickler

Kodak

Gefrierschrank

-20%C Liebherr

Gefrierschrank

-80+C Nunc Advantage

Gelelektrophoreseapparatur

BioRad

Heizblock Liebisch
Inkubator Heraeus
Kdhl- / Gefrierkombination Siemens
Kdihlschrank 4+C Liebherr
Magnetruhrer GLW
Netzgerdt fir Elektrophorese BioRad
und Blotting-Gerét

Orbitalschuttler BelicoBiot.
Pipettierhilfe Eppendorf
Pipetten Eppendorf
Sequencer ABI PRISM 377
Sterilbank Heraeus
Thermocycler Biometra
Timer Roth
Tischzentrifuge Eppendorf
UV Fotoanlage Sony

Vortexer

Scientific Industries

Speedvac-Konzentrator

Eppendorf concentrator

Wasserbad

GLW

Zentrifuge

Megafuge 1.0 R Heraeus
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Blottingpapier 3 mm 190 g/m*

Schleicher und Schil

Caps 1,5 ml Eppendorf
Caps 2.0 ml Eppendorf
Caps PCR Sarstedt
Elektroporationskiivetten Peglab
Greinerrohrchen 2 ml Sarstedt
Greinerrohrchen 15 ml Sarstedt
Greinerrohrchen 50 ml Sarstedt

Nitrocellulose Transfermembran

Schleicher und Schiill

Parafilm

Hartenstein Laborbedarf

Pasteurpipetten

Hartenstein Laborbedarf

Petrischalen 12 cm

Greiner

Pipettenspitzen

Hartenstein Laborbedarf

Reaktionsgefale

Hartenstein Laborbedarf

Réntgenfilme Konica

Serologische Pipetten 5 ml /10 ml / 25 ml Sarstedt

2.3 Bakterienstamme

Bakterienstamm Herkunft Verwendungszweck

Escherichia coli DH5a MSZ, Klonierungsarbeiten, Gewinnung von
Laborstamm Wiirzburg tyrS-Gen

Salmonella enterica serovar Typhi Ty 21a Berna Kontrollstamm

attenuierter Typhus-Impfstamm

Salmonella enterica serovar Typhi Ty 21a + pMO- MSZ Kontrollstamm

CTX-PSA

Salmonella enterica serovar Typhi Ty 21a mit tyrS- MSZ Kontrollstamm
HisTag-cat-Kassette

Salmonella enterica serovar Typhi Ty 21a A tyrS + MSZ Charakterisierung, Gewinnung lacl-
pMO-CTX-PSA/Spel Py, -TyrS Promotorfragment

Salmonella enterica serovar Typhi Ty 21a A tyrS + MSZ Charakterisierung
pMO-CTX-PSA/Sall P,-TyrS

Salmonella enterica serovar Typhimurium AroA SL MSZ Ausgangsstamm fir den

7207 chromosomalen Knockout
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2.4 Plasmide

Plasmid

Charakteristik

Herkunft

pKD46

Ampicillin Resistenz (Amp")

rep (oriR 101, temperatursensitive
Replikation)

enthalt y, # und exo Gene fur homologe
Rekombination

Datsenko / Wanner
2000

pKD3 tyrS HisTag Spel Klon 2

Chloramphenicol Resistenz (CmF)
tyrS in Leserichtung des cat-Gens
HisTag-as
FRT Sites

Diessner 2009

PMO-PSA-CTX

Kanamycin Resistenz (Kan")
Fusionsprotein Hdm-PSA-CTX

Fensterle et al., 2009

pPMO-PSA-CTX Spel P, TyrS Kanamycin Resistenz (Kan®) Gesser 2010
HisTag Fusionsprotein Hdm-PSA-CTX
pMO-CTX-PSA Sall Pyt TyrS Kanamycin Resistenz (Kan®) Gesser 2010

HisTAg

Fusionsprotein Hdm-PSA-CTX

2.5 Primer

Bezeichnung

Sequenz

Verwendungszweck

pdxHtyphimufor

5’-GTA-CCA-GCG-TAT-TGT-
GTTGCT-
CAA-GC-3’

Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.

typhimurium

pdxY -reverse2

5’ -GGG ACT GGA TAG
CGAGGATATTC -3

Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.
typhimurium, Nachweis & Sequenzierung des

chromosomalen TyrS Knockouts

Knockout-

forward

5’-GTG TAC CGG CAA AGG
TGC AGT CGT TTT ATA CAT
GGA GAT TTT GAT GGC AGT
GTAGGC TGG AGCTGC TTC
_3

Herstellung TyrS-HisTag-Spel-Knockout-Fragment

Knockout-reverse

5’ — GAT AGT GAC AGC GTT
GGA GGC GAT AGT CTT ACG
CGC CTG ACC ACG TGA CGG
ATG GG A ATT AGC CAT GGT
cCc -%»

Herstellung TyrS-HisTag-Spel-Knockout-Fragment
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pKD3-Spel seq2-
forward

5’-CCA GCT GAA CGG
TCT GGT TAT AGG -3’

Kontrolle Integritdt pKD3-TyrS-HisTag-Spel Klon
2, Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.

typhimurium

TyrS-reverse

5’-CTC-GTC-TGG-TTC-ACG-
GTG-AAG-AAG-3’

Kontrolle Integritdt pKD3-TyrS-HisTag-Spel Klon
2, Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.

typhimurium

Is2-

Del.seqlforward

5’—GCG TGG TGG CAT CAT
GCTTTATG -3’

Nachweis pMO-PSA-CTX Spel Py TyrS HisTag,

Plasmidstabilitatstest

TyrSseq 3

forward

5°—CAG ACA GGC GAA GTC
ATAACC-3

Nachweis pMO-PSA-CTX Spel Py TyrS HisTag

(pMO-)Sall-site
forward

5’-GCT-CAA-CGG-CCT-CAA-
CCTACT-
ACT-G-3’

Nachweis pMO-CTX-PSA Sall Pyt TyrS HisTAg,
Klonierung P, TyrS HisTag EPK in Sall
Schnittstelle, Sequenzierung der Klonierung Py
TyrS HisTag EPK in Sall Schnittstelle

(pMO-)Sall-site

reverse

5’-GTC-ATA-AGT-GCG-GCG-
ACGATA-
GTC-ATG-3’

Klonierung P, TyrS HisTag EPK in Sall
Schnittstelle , Sequenzierung der Klonierung Py
TyrS HisTag EPK in Sall Schnittstelle

TyrS seq 2

forward

5 CCA CCT GCT TAC GGA
TITTGTC-3

Nachweis pMO-CTX-PSA Sall Pyt TyrS HisTAg,

Plasmidstabilitatstest

Kan-forward

5’—GTT CAT CCATAGTTG
CCTGACTCC-3

Nachweis Ausschnitt Kanamycinresistenz

Kan-reverse

5’-CCTTTTTTG GTG TAG GCT
GGAGCTG-%

Nachweis Ausschnitt Kanamycinresistenz

pdx forward 3

5’-CCACACTTG AGG TGG
TGAGGT ATTTC-3

Nachweis & Sequenzierung des chromosomalen

TyrS Knockouts

lacl prom forw

5’-AAA-AGT-CGA-CTA-GTG-
CTA-GCG-ACA-CCA-TCG-AAT-
GGC-3’

Klonierung P, TyrS HisTag EPK in Sall
Schnittstelle, Herstellung neuen Fragmentes aus
Ursprungsplasmid pMO-PSA-CTX Spel Py TyrS
HisTag

lacl term rev

5’-AAA-AAA-GTC-GAC-TAG-
TGG-CAA-AAT-GCC-GCC-AGC-
3 b

Klonierung P, TyrS HisTag EPK in Sall
Schnittstelle

lacl term rev.s

5’-AAA-AAA-GTC-GAC-TAG-
TGG-TAC-CAA-AAT-GCC-GCC-
AGC-3’

Klonierung P, TyrS HisTag EPK in Sall
Schnittstelle, Herstellung neuen Fragmentes aus
Ursprungsplasmid pMO-PSA-CTX Spel Py TyrS
HisTag

TyrSseq 4 5’-CACGACTTT TCG CCA Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.
forward GATGC -3’ typhimurium
CMrev 2 5’— CCT ATA ACC AGA CCG Nachweis Integration TyrS-Cm-Kassette in S.
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TTCAGCTGG -3’ typhimurium
TyrSseq 1l 5~ GAG TCA CCT GCT CCG Sequenzierung der Klonierung Py TyrS HisTag
forward CCAGTAC-% EPK in Sall Schnittstelle
2.6 Enzyme
Enzym Hersteller
Pfu-Polymerase Stratagene

Taqg-Polymerase

NEB, Genecraft

Phusion-Polymerase

Finnzymes

T4-Ligase MBI Fermentas
Dpni Fermentas
CIAP Fermentas
Sall-Endonuklease Fermentas

2.7 Antikorper

Antikdrper Hersteller

Anti-HisTag-AK Anti-Rabbit (1:1000 in 5%

Magermilchldsung)

New England Biolabs

Anti-HamolysinA-Ak Anti-Rabbit (1:1000 in 5%

Magermilchldsung)

Immuno Globe

Anti-PSA-Ak Polyclonal Rabbit Anti-Human(1:1000 in
5% Magermilchlésung)

Dako Cytomation

Anti-TolC-Ak (1:1000 in 5% Magermilchlésung)

(Spreng, Dietrich et al. 1999)

Anti-Mouse-l1gG, HRP-linked AK (1:1000 in 5% Amersham
Magermilchlésung)
Anti-Rabbit-1gG, HRP-linked AK (1:1000 in 5% Amersham

Magermilchldsung)

2.8 Kulturmedien

BHI-Medium

37 g Brain-Heart-Infusion
Ad 11 H,04gion

LB-Medium (Luria-Bertani)

10 g Select-Peptone 140
5 g Yeast Extract Difco
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10 g Natriumchlorid
Ad 1l H,O4gion

2YT-Medium 16 g Select-Peptone 140

10 g Yeast Extract Difco

10 g Natriumchlorid

Ad 11 HyOgeion
TSA-Medium 2,5 g BBL Phytone-Peptone

12,5 g Yeast Extract Difco
5 g Natriumchlorid
Ad 11 H,O4eion

Zur Herstellung von Agarplatten wurden den Flussigmedien je 12 g Agar zugegeben.

Alle Medien wurden 20 min lang bei 121°C autoklaviert. Nach Abkuhlung auf ca.

50°C wurden die Agarmedien in Plastikschalen gegossen.

2.9 Antibiotika

Diese wurden sterilfiltriert, bei -20°C gelagert und, falls benétigt, den Medien nach

dem Autoklavieren zugesetzt. Aufgrund der Hitzeimpfindlichkeit der Antibiotika ist

dabei eine ausreichend lange Abkthlung der Medien nach dem Autoklavieren

erforderlich.

Antibiotikum Konzentration im Medium Konzentration Stock-Ldsung
Kanamycin 25 pg/ml 25 mg/ml

Chloramphenicol 5/7/8/10/20 pg/ml 20 mg/ml

Ampicillin 100 pg/ml 100 mg/ml

2.10 Chemikalien

Substanz Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid 40% Biorad

Agarose Applichem

AgarAgar Applichem

Ampicillin Sigma
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Brain Heart Infusion Medium

Difco

Chloramphenicol

Sigma

Desoxynukleotide (ANTPs)

MBI Fermentas

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
DNA-Ladder 1kb Invitrogen
DNA-Ladder GeneRuler 1kb Fermentas
DNA Ladepuffer Applichem
ECL" M Western Blotting Detection Reagents Amersham
Ethanol Applichem
Ethanol zur Analyse Roth
Ethidiumbromid Roth
Glycerol Sigma
Kanamycin Sigma
LB Broth Base Medium Sigma
Magermilchpulver AppliChem
Mercaptoethanol Sigma
Natriumchlorid AppliChem
PBS AppliChem
Ponceau S Sigma
Protein Ladder BenchMark Prestained Invitrogen
SDS Roth
Tango-Puffer mit BSA Fermentas
TBE-Puffer AppliChem
Tween-20 Sigma
2.11 Kits
Kit Hersteller
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
SPIN Miniprep Kit QIAGEN
Plasmid Midi Kit QIAGEN
DNEasy Tissue Kit QIAGEN
2.12 Grofdenmarker

Hersteller

. Ladder
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GeneRuler 1kb DNA-Ladder Fermentas

1 kb DNA-Ladder Invitrogen

BenchMark Prestained Protein Ladder Invitrogen

19




3 Methoden
3.1 Arbeiten mit Bakterien

3.1.1 Sterilisation der Medien und Gerate

Die Arbeiten fanden unter einer Sterilbank statt. Verwendete Materialien wurden, falls
autoklavierbar, bei 121°C 20 Minuten im Autoklaven sterilisiert. Daneben wurde
steriles Einwegmaterial verwendet. Arbeitsflachen sowie Gerate, wurden, soweit
maoglich und notwendig, mit Bacillol desinfiziert. Um selektive Kulturplatten und
Kulturmedien zu erstellen wurde nach dem Autoklavieren und Abkthlen das jeweils
passende Antibiotikum zugegeben, bei Agarplatten nach Unterschreiten von 50°C
vor dem Giel3en, bei Kulturmedien bei Raumtemperatur. Eine frihere Applikation

wirde die hitzelabilen Antibiotika unbrauchbar machen.

3.1.2 Kultivierung von Bakterienstammen in Fliissigmedien

Als Kulturmedien wurden LB, BHI, 2 fach konzentriertes YT und TSA verwendet. Zur
Herstellung einer Ubernacht-Flissigkultur wurde mit einer sterilen Impfése eine
Bakterienkolonie von einer Agarplatte in ein steriles Flissigmedium Uberfihrt. Bei
vorhandenem Antibiotikaresistenzgen wurde dem Flissigmedium das passende
Antibiotikum zugesetzt. Inkubationsdauer und —Temperatur variierten nach Bedarf.
Das Wachstum erfolgte in einem Schuttler bei 180 rpm und wurde durch Proben-

entnahmen zur Messung der optischen Dichte bis zum gewlinschten Punkt verfolgt.

3.1.3 Kultivierung von Bakterienstammen auf Kulturplatten

Die Anfertigung von Verdinnungsreihen, Einzelausstrichen und das gezielte Picken
von Bakterienkolonien erfordern das Ziuchten von Bakterien auf Kultur-Agarplatten.
Als Grundlage dienten Agarplatten mit LB- und BHI-Medien. Falls ein
Antibiotikaselektionsdruck erforderlich war, wurden den Agarplatten bei der
Herstellung entsprechende Antibiotika zugesetzt. Die Inkubation im Brutschrank

erfolgte bei je nach Bedarf variierender Temperatur und Dauer.

3.1.4 Herstellung von Glycerinstocks

Eine frisch ausgestrichene Bakterienkolonie diente als Grundlage fir eine
Ubernachtkultur. Aus dieser wurden am nachsten Tag 700 ul Bakterienkultur
entnommen, mit einer Glycerinldsung gemischt und in einem sterilen Gefafl3 bei -

80°C eingefroren. Das Mischungsverhaltnis betrug ein Teil sterile 80%
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Glycerinlésung (da 100% schwierig exakt zu pipettieren sind) zu zwei Teilen
Ubernachtkultur.

3.1.5 Erzeugung elektrokompetenter Zellen

Zur Aufnahme von freien DNA-Fragmenten oder Plasmiden durch Elektroporation
werden elektrokompetente Zellen benotigt. Das Herstellungsverfahren wurde sowohl
zur Gewinnung elektrokompetenter E. coli als auch elektrokompetenter Salmonella-

Stamme angewandt.

Die Anzucht der Bakterienzellen erfolgte aus einer frischen Ubernachtkultur. Ein LB-
Medium wurde im Verhaltnis 1:50 mit dieser angeimpft und bis zu einer optischen
Dichte von 0,6 bis 0,8 kultiviert. Um die Bakterien in der Wachstumsphase zu halten
wurde die Kultur 20 bis 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie3end bei 4°C und
4000 rpm 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wurde
mit 1 ml eiskalter 10% Glycerinldsung resuspendiert und mit weiterer Glycerinlésung
auf 50 ml aufgefillt. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C und 4000 rpm
fur 20 Minuten. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt, wobei das Pellet bei
der ersten Wiederholung in 25 ml 10% eiskaltem Glycerin, bei der zweiten in 10 ml
10% resuspendiert wurde. Die gewaschenen Pellets der elektrokompetenten Zellen
wurden letztendlich in ca. 0,5 ml 10% Glycerinldsung/50 ml Kultur resuspendiert und
als 100 ul Aliquots bei -80°C gelagert bis sie zur Elektroporation bendétigt wurden.

3.2 Molekulargenetische Arbeiten
3.2.1 Aufreinigung von DNA

3.2.1.1 aus dem PCR-Ansatz

Nach erfolgter Polymerasekettenreaktion liegen die amplifizierten DNA-Fragmente
nicht rein vor, sondern gemeinsam mit Storfaktoren wie Enzymen und Salzen. Zur
Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das Spin PCR Purification Kit von Qiagen
verwendet. Dieses bindet DNA-Fragmente in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen,
die der Puffer PB liefert, an eine spezielle Silikatmembran. Verunreinigungen wie
Enzyme, Oligonukleotide und Primer adsorbieren nicht an der Membran und kénnen
durch Zentrifugation entfernt werden. In der Silikatmembran vorhandene Salze
werden mittels ethanolhaltigem PE-Puffers weggewaschen. Die aufgereinigte DNA

wird mit EB-Puffer oder zweifach destilliertem Wasser (ddH,O bzw. Millipore Wasser)
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in je nach gewunschter Konzentration wechselnder Menge eluiert. Abweichend vom
gegebenen Protokoll wurde die Saule mit dem EB-Puffer respektive ddH,O vor der
Elution 10 min bei 50°C inkubiert.

Zunachst wurden die DNA-Bindebedingungen eingestellt, indem ein Teil PCR-
Produkt mit 5 Teilen PB-Puffer gemischt wurde, in aller Regel 100 pul PCR-Produkt
mit 500 pl PB-Puffer. Zur DNA-Adsorption wurde das Gemisch in die QIAquick spin
Saule Ubertragen und 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen. Die Silikatmembran wurde mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen und bei
14000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Der Restethanol
wurde durch erneute Zentrifugation der Séule fir 1 min bei 14000 rpm entfernt. Der
Durchfluss wurde verworfen, die Saule in ein neues 1,5 ml Cap gestellt. Zur DNA-
Eluierung wurde in die Mitte der S&dulenmembran 15 bis 50 yl EB-Puffer oder ddH,0O
pipettiert und die Saule fur 10 min bei 50°C inkubiert. Nach einer weiteren Minute

Zentrifugation bei 14000 rpm lag die reine DNA im Durchfluss vor.

3.2.1.2 aus der Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer
GrolRRe. Gleich grof3e Fragmente liegen anschlielend in Banden zusammen. Diese

werden zur Gewinnung der reinen DNA aus dem Gel isoliert und aufgereinigt.

Es wurde das Verfahren QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen verwendet. Dessen

Prinzip gleicht dem der Aufreinigung von PCR-Ansétzen.

Die Bande des DNA-Fragments das der Zielgro3e entspricht wurde aus dem
Gelektrophoresegel ausgeschnitten. Dann wurden die DNA-Bindebedingungen durch
Zugabe des dreifachen Gelgewichts an QG-Puffer und Inkubation des Gemisches bei
50°C fur 10 min unter gelegentlichem Vortexen bis zur vollstandigen Gelauflésung
und Gelbfarbung der Losung eingestellt. Zur DNA-Adsorption wurde das Gemisch in
eine QIAquick spin Séaule pipettiert und 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Die Reste der Agarose wurden durch Zugabe von 0,5
ml QG-Puffer und Zentrifugation fur 1 min bei 14000 rpm entfernt. Der Durchfluss
wurde verworfen. Die Silikatmembran wurde mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen und
bei 14000 rpm 1 min zentrifugiert. Zur Entfernung des Restethanols wurde die Séule
1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule in

ein neues 1,5 ml Cap gestellt. Die DNA wurde eluiert in dem 15 bis 50 ul EB-Puffer
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oder ddH,0 in die Mitte der Saulenmembran pipettiert und die Saule fir 10 min bei
50°C inkubiert wurde. Eine anschlieRende einminitige Zentrifugation bei 14000 rpm
lieferte die gereinigte DNA im Durchfluss.

3.2.2 Isolation von Plasmid-DNA

3.2.2.1 via Miniprep

Um reine, isolierte Plasmid-DNA zu gewinnen wurde in dieser Arbeit je nach
bendtigter Menge auf standardisierte Verfahren mittels Kits der Firma QIAGEN
zuruckgegriffen. Fur kleinere Mengen bietet diese das verwendete QIAprep spin
Miniprep Kit an. Mit diesem lassen sich bis zu 20 pg Plasmid-DNA pro verwendete

Saule isolieren.

Das Verfahren basiert auf einer alkalischen Lyse der Bakterienzellen nach einer
modifizierten Methode von Birnboim und Doly, die die zirkularen Plasmide
unbeschadigt lasst in dem die hochmolekulare chromosomale DNA selektiv
denaturiert wird. Die Plasmide werden anschlie3end auf Silicat-Gel gebunden. Das
folgende Waschverfahren entfernt Verunreinigungen des Lysats, wie Proteine, RNA
oder Zellbestandteile. Zuletzt wird die membrangebundene Plasmid-DNA eluiert und

in EB-Puffer oder ddH,O ankonzentriert.

Zunachst wurde in LB-Medium eine Bakterientibernachtkultur angeziichtet. Ist ein
Resistenzgen vorhanden wurde antibiotischer Selektionsdruck ausgeulbt. Zur
Bakterienkonzentration wurden 4-6 ml der Ubernachtkultur bei 14000 rpm eine
Minute zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250 pl P1-Puffer resuspendiert,
anschlieend 250 ul P2-Puffer zugegeben. Die Puffer fihren zur alkalischen
Bakterienlyse. Nach 4 Minuten wurde durch Zugaben von 350 ul N3-Puffer unter
Schitteln das Lysat neutralisiert. Zentrifugation ftir 10 min bei 14000 rpm fuhrte zur
Pelletbildung der denaturierten chromosomalen DNA und der Zellrestbestandteile.
Der Uberstand mit enthaltener Plasmid-DNA wurde auf eine QIAprep Spin Miniprep
Saule pipettiert und eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-DNA band
an die Sdulenmembran, der Durchfluss wurde verworfen. Zur Ankonzentration
kénnen mehrere Bakterienlysate auf einer Saule gebunden werden. Die Membran
wurde mit 0,5 ml PB-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert, was vorhandene
Nukleasen inaktiviert. Der Durchfluss wurde verworfen. Die Membran wurde

anschlieBend mit 0,75 ml PE-Puffer versetzt und zentrifugiert, der Durchfluss wurde
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verworfen. Eine weitere Zentrifugation entfernt Uberreste an Puffer und Ethanol. Die
adsorbierte Plasmid-DNA wurde mit 15-50 pl EB-Puffer oder ddH-O, je nach
gewunschter Konzentration, aus der Membran eluiert. Die Saule wurde zur
Verbesserung der Elution fir 10 min bei 50°C inkubiert. Zuletzt wurde die Saule 1min
bei 14000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss enthélt die geloste Plasmid-DNA. Die
DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.2.2 via Midiprep
Das verwendete Standardverfahren QIAGEN Plasmid Purification Midi Kit ermdglicht

die Gewinnung von bis zu 100 ug Plasmid DNA pro Saule.

Zunachst wurde in 150 ml LB-Medium eine Bakterientibernachtkultur angeztichtet.
War ein Resistenzgen vorhanden wurde antibiotischer Selektionsdruck ausgeubt. Zur
Bakterienkonzentration wurde die Ubernachtkultur bei 4000 rpm und 4°C 30 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 4 ml P1-Puffer resuspendiert, anschlieRend 4 ml
P2-Puffer zugegeben. Nach 5 Minuten wurde durch Zugabe von 4 ml P3-Puffer unter
Schiutteln und 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur das Lysat neutralisiert.
Das Gemisch wurde filtriert, wobei die denaturierte chromosomale DNA und die
Zellrestbestandteile im Filter verbleiben. Auf die Sdule QIAGEN-tip100 wurde 10 mi
QBT-Puffer pipettiert und dessen volliges Durchsickern abgewartet. Der
Filtrationsdurchfluss wurde auf die Saule aufgebracht, die die Plasmid-DNA bindet.
Die Séaule wurde anschlieRend zweimal mit 10 ml QC-Puffer gewaschen. Der
Durchfluss wurde jeweils verworfen. Die adsorbierte Plasmid-DNA wurde mit 5 ml
QF-Puffer oder ddH,O aus der Membran eluiert, der Durchfluss in sterilen Greiner-
Rohrchen aufgefangen. Diesen wurde 3,5 ml Isopropanol zugegeben. Die
Zentrifugation fir 60 min bei 4000 rpm und 4°C fuhrte zur Prazipitation der DNA, die
eine glaserne Ablagerung am Boden des Rohrchens bildete. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgekippt. Das Pellet wurde mit 2 ml 70% Ethanol gewaschen und fur 60
min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt.
Nach 10 Minuten Lufttrocknung wurden die Pellets in EB-Puffer oder 10 mM Tris-HCI
geldst, wobei sich das Losungsvolumen nach der bendtigten DNA-Konzentration
richtete. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.3 Isolation von genomischer DNA aus Bakterien
Um chromosomale DNA aus Bakterien zu gewinnen wurde auf das DNEasy Tissue

Kit der Firma QIAGEN zurlckgegriffen. Das Verfahren basiert auf Lyse der Bakterien
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mittels chaotroper Salze, einem Verdau der Proteine durch Proteinkinase K und

darauffolgender selektiver Bindung der frei gewordenen DNA auf einer Matrix.

Zunachst wurde in LB-Medium eine Bakterientibernachtkultur angeziichtet. War ein
Resistenzgen vorhanden wurde antibiotischer Selektionsdruck ausgeubt. Zur
Bakterienkonzentration wurden 5 ml der Ubernachtkultur bei 14000 rpm eine Minute
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 180 pl ATL-Puffer resuspendiert, das Gemisch
anschlieRend mit 20 pl Proteinkinase K versetzt und mindestens 3 Stunden bei 55°C
inkubiert um die Bakterien zu lysieren. Zur Vorbereitung der DNA-Adsorption wurde
das Lysat mit 200 pl AL-Puffer versetzt und fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nun
wurden 200 pl Ethanol zugemischt und das Produkt auf die DNEasy Mini spin-Saule
aufgebracht. Diese wurde 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert und anschliel3end
nacheinander mit je 500 ul AW1 und AW2-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Zur Elution der DNA wurde AE-Puffer in der gewlinschten
Konzentration entsprechender Menge aufpipettiert und die Saule 10 min bei 50°C
inkubiert. Durch abschlielRende Zentrifugation mit 8000 rpm wurde die im Puffer
geldste genomische DNA in einem Eppendorf-Cap aufgefangen und bei 4°C

gelagert.
3.2.4 Polymerasekettenreaktion

3.2.4.1 Prinzipien

Die Polymerasekettenreaktion wurde erstmals 1983 durch Kary Banks Mullis
beschrieben. Als sehr sensitive und robuste Methode zur Amplifizierung von DNA
gewann sie schnell an Verbreitung und gehért heute zu den absoluten
Standardverfahren. Es ist in der Lage aus einem geschlossenen DNA-Strang nach n
Zyklen 2" Kopien des Ausgangsstranges herzustellen. Fur die Replikation ist die
thermostabile Tag-DNA-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermus aquaticus
isoliert wurde, verantwortlich. Ihr Nachteil liegt in einer gelegentlich fehlerhaften
Kopie der DNA-Sequenzen. Deshalb wird fur eine sequenzexakte DNA-Amplifikation
gerne die Pfu-Polymerase eingesetzt, die aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus
stammt und eine proof-reading-Funktion besitzt. Diese wurde durch Fusion mit einer
zusatzlichen Bindedomaéne fir doppelstrangige DNA zur noch schnelleren und um

den Faktor 6 genaueren Phusion-Taq weiterentwickelt.
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Ein Reaktionszyklus bendétigt folgende Bestandteile: Das zu vervielféltigende
Template, Oligonukleotidprimer, Desoxynukleosidtriphosphate und eine
thermostabile DNA-Polymerase. Zum Erreichen entsprechender Produktmengen wird
dieser Zyklus innerhalb eines Thermocyclers 20- bis 40-mal durchlaufen. Dieser
bringt den Ansatz immer exakt auf die fir einzelne Reaktionsschritte (Denaturierung,

Annealing und Elongation) passenden Temperaturen.

Zur Denaturierung wird die doppelstrangige DNA auf 94 bis 98°C erhitzt. Das fuhrt
zum Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden Strangen,
so dass die DNA in Einzelstrangform vorliegt.

Beim Annealing wird die Temperatur auf etwa 48 bis 65°C reduziert, damit die
Primer an ihre komplementare Bindungsstelle am DNA-Strang anlagern konnen. Die
Temperatur sollte knapp unterhalb der Schmelztemperatur der Primer liegen, um
eine maglichst spezifische Bindung herbeizufihren.

Die anschlieBende Elongation benotigt Temperaturen zwischen 60 und 72°C, bei
denen die DNA-Polymerasen optimal arbeiten. Sie lagern sich an die gebundenen
Primer an und komplementieren den DNA-Einzelstrang mit Hilfe der im Ansatz
befindlichen Nukleotidtriphosphate. Die Dauer dieses Schrittes ist abhangig von der
Anzahl an Basenpaaren des gewinschten Produkts und der verwendeten
Polymerase. Die Tag-Polymerase schafft etwa 1000 Basenpaare pro Minute, die Pfu
deren 500, die Phusion-Taq 4000.

Nach Beendigung der Reaktionszyklen folgt eine Inkubationsphase von 10 Minuten,
in welcher die Polymerase nicht vollstandig synthetisierte DNA-Strange komplettieren
kann.

Das Produkt wird bei 4°C bzw. -20°C aufbewabhrt.

3.2.4.2 Gewinnung eines Bakterienschnelllysats
Ein Schnelllysat liefert auf einfache Weise aus Bakterien sowohl genomische als
auch Plasmid-DNA fur PCR-Ansatze.

Zur Bakteriengewinnung wurde mit einer Pipettenspitze eine Kolonie von einer
Agarplatte gepickt und in 50 yl ddH,O geldst. Die Zerstorung der Bakterienmembran
wurde durch die hypotonen Bedingungen sowie durch Inkubation der Suspension fur
5 min bei 100°C und Abkuhlung auf Eis erreicht. Die fur ein
Schnellscreeningverfahren via PCR einsetzbare DNA befand sich nach

zweiminitiger Zentrifugation bei 14000 rpm im Uberstand. Der Zelldetritus sammelte
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sich am Boden, der Uberstand wurde nach erneuter zweiminitiger Inkubation auf Eis
abgenommen und im PCR-Ansatz eingesetzt oder bei -20°C zur spateren

Verwendung weggefroren.

3.2.4.3 Klonierungs PCR

Eine Klonierungs PCR liefert in Form eines selektiv amplifizierten DNA-Fragments
das Ausgangsmaterial zur Integration desselben in einen Vektor, z.B. ein Plasmid.
Da eine exakte Sequenz gewunscht ist, wurden in aller Regel die Pfu- oder Phusion

Tag- Polymerase verwendet, da diese eine ,proof-reading” Aktivitat besitzen.

Ansatz fur eine Klonierungs-PCR mit Phusion-Polymerase:

20 ul 5x Puffer Phusion

1l 20 mM dNTPs-Mix

0,5 ul Phusion-Polymerase

1l Primer 1

1l Primer 2

74,5 pl dd H,O (,Millipore-Wasser*)
2 pl Template

Ablauf des Programms im Thermocycler:

95°C 5 min Denaturierung

95°C 1 min Denaturierung

50°C 1 min Annealing } X Zyklen
72°C x min Elongation

72°C 10 min Vervollstandigung

4°C « min Lagerung

3.2.4.5 Screening PCR
Zum Nachweis einer erfolgreichen Klonierung muss die DNA der zugehdrigen
Bakterienkolonien mittels Screening PCR Uberprift werden.

Eine zu untersuchende Kolonie wurde zur Sicherung auf einer neuen, eindeutig
gekennzeichneten Agarplatte ausgestrichen. Dann wurde ein Schnelllysat der
Kolonie fur die PCR erzeugt. Zur Sichtung gréf3erer Mengen an Kolonien wurden 5
bis 10 Kolonien in einem Schnelllysat kumuliert und bei positivem Ergebnis einzeln

Uberpruft.
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Ansatz fur eine Screening-PCR (Menge pro Probe):

1l 10x Puffer Biotherm GeneCraft
0,2 ul 20 mM dNTPs-Mix

0,1 yl Tag-Polymerase Biotherm 5 U/ pl
0,2 ul Primer 1

0,2 ul Primer 2

16,3 pl dd H,O

4 ul Schnelllysatiiberstand

3.2.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren zur spezifischen
Auftrennung von DNA oder Proteinen. Die — im Gegensatz zu Proteinen — relativ pH-
Wert-unabhéngige, hauptsachlich durch die zahlreichen negativen Zucker-
Phosphatgruppen determinierte Ladung des DNA-Stranges ermdglicht eine
Auftrennung von DNA-Fragmenten auf Basis ihrer Gré3e. Mit Hilfe standardisierter
GrolRenmarker kann die Lange der Nukleinsduresequenz abgeschatzt werden.

Die Basis der DNA-Auftrennung bildet eine Gelmatrix, die wie ein Molekularsieb
funktioniert. Ein anliegendes elektrisches Feld zieht die negativ geladene DNA zur
Anode. Kleine DNA-Fragmente wandern schneller durch das Gel als grol3e, die durch
das engmaschige Gel mehr behindert werden. Mehrere Parameter beeinflussen die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente, namentlich deren Gréi3e, die
angelegte Spannung, die Agarosekonzentration der Gelmatrix, die Wahl des

Laufpuffers, dessen Salzkonzentration und die Interkalation mit Farbstoffen.
Die Herstellung geeigneter Gele wurde nach folgendem Verfahren durchgefihrt.

Zunachst wurde TBE-Puffer im gewlnschten Verhaltnis mit Agarose gemischt,
beispielsweise 200 ml TBE mit 2 g Agarose. Die Agarosemenge wurde der Gro3e
der aufzutrennenden DNA-Fragmente angepasst. Bei kleinen Fragmenten wurde
mehr Agarose zugesetzt, um einen dichteren Molekularsieb zu erhalten.

Das Gemisch wurde fur so lange in der Mikrowelle gekocht bis keine Schlieren mehr
zu sehen waren, Ublicherweise 2 bis 3 min. Unter stdndigem Rihren mit dem
Ruhrfisch wurde die Losung auf 60°C abgekuhlt. Nun wurde im Verhéltnis 1 yl zu 10
ml Ethidiumbromidldsung beigemischt. Diese lagert sich in die Nukleinsduresequenz

ein und kann unter UV-Licht (254-366 nm) zur Emission von orange-rotem Licht (590
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nm) angeregt werden. Das noch flussige Gel wurde in Schlitten gegossen und
Kamme zur Freihaltung der Geltaschen eingesetzt. Die Abkihlung liel3 das Gel fest
werden, so dass es als Gelplatte aus dem Schlitten entnommen und im Kuhlschrank

gelagert werden konnte.

Vor dem Auftragen der Proben in die Geltaschen wurden diese mit 10-fachem
Ladepuffer im Verhéltnis 1/10 Puffer, 9/10 Probenansatz gemischt. Diesem ist ein
sichtbarer Farbmarker beigemengt, der den Fortschritt der gelelektrophoretischen
Auftrennung visualisiert. Hauptfunktion des Ladepuffers ist es fur ein Absinken des
Puffer-Probengemisches in der Tasche zu sorgen. Neben den Proben wurde auch
ein Massenstandard (Ladder) aufgetragen, um eine Grol3enabschatzung der
getrennten DNA-Fragmente zu ermdglichen.

In einer Elektrophoresekammer wurde das beladene Gel 30 bis 60 Minuten einer
Spannung von 160 bis 200 Volt ausgesetzt. Dabei missen die Geltaschen auf der
Kathodenseite der Kammer liegen und das Gel vollstandig mit Puffer bedeckt sein.
Ist die Farbfront des Ladepuffers die gesamte Strecke gewandert kann die
Elektrophorese beendet werden. Unter einer UV-Lampe sind die gewanderten DNA-

Fragmente sichtbar.

3.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe einer DNA-Ligation kdnnen geeignete Nukleotidsequenzen in einen Vektor
wie z.B. ein Plasmid integriert und somit biologisch nutzbar gemacht werden. Die
namengebende Ligase, ein Produkt virusinfizierter Escherichia coli-Bakterien,
katalysiert die Verbindung der 3'- und 5-Enden der beteiligten DNA. Ein Plasmid
wird zuvor durch Restriktionsenzyme geschnitten und damit linearisiert. Um eine
Religation des geschnittenen Vektors zu verhindern wurde dieser mit dem Enzym
Ciap (calf intestine alkaline phosphatase) behandelt, welches dessen 5°-
Phosphatgruppe abspaltet.

Im Ligationsansatz sollte das Verhéltnis der Molekulargewichte von Vektor und
Fragment 1:3-5 betragen. Er wurde fur 16 h bei 16°C inkubiert, anschliel3end zur
Inaktivierung der Ligase fur 15 min auf 65°C erhitzt. Das Produkt konnte in

elektrokompetente Zellen elektroporiert oder bei -20°C gelagert werden.

Ansatz fur eine Ligation:
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1l T4 DNA Ligase

2 pl Ligase Puffer
X Ml Vektor-DNA
y ul Fragment-DNA

ad20pul  ddH,0

3.2.7 Restriktionsverdau von DNA-Sequenzen

Mit Hilfe der urspriinglich bakteriellen Restriktionsendonukleasen kann die DNA-
Doppelhelix an definierten Nukleotidsequenzen geschnitten und zu neuen
Konstrukten zusammengesetzt werden. Dabei entstehen ,sticky ends® mit 5° / 3
Uberhangen oder ,blunt ends“ ohne Uberhénge. Restriktionsenzyme erkennen
punktspiegelnde Sequenzen, sogenannte Palindrome. In Molekularbiologie und
Gentechnik werden Enzyme vom Typ |l eingesetzt, welche die DNA innerhalb der
Erkennungssequenz spalten, keine Methylierungsfunktion haben und kein ATP
bendtigen.

Die Restriktionsansatze wurden je nach Star-Aktivitat des Enzyms bei 37°C fur bis zu
16 h inkubiert. Zur Sicherung optimaler Ergebnisse wurden die vom Hersteller

empfohlenen Puffer verwendet.

3.2.8 Elektroporation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen

Die Veréanderung der Eigenschaften einer Zelle durch Einbringen fremder DNA wird
Transformation genannt. Die Elektroporation bietet auf Basis elektrokompetenter
Zellen eine hohe Transformationsrate. Diese Zellen werden von Verunreinigungen
befreit und mittels eines Kondensators kurzzeitig einem elektrischen Feld ausgesetzt.
Die Zellmembran wird dabei fir Sekundenbruchteile permeabel und ermdglicht die
erwinschte Aufnahme von DNA-Fragmenten und Plasmiden. Um eine bei der
Herstellung erfolgte Kontamination elektrokompetenter Zellen zu erkennen ist bei
jeder frischen Charge eine Negativkontrolle durchzufiihren, bei der die Bakterien

ohne Transformations-DNA elektroporiert werden.

Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 100 ul davon fir 45
Sekunden mit 1-10 pl DNA inkubiert, anschliel3end in eiskalte Elektroporations-
kivetten pipettiert. Diese wurden im Elektroporator einer Spannung von 1,8 kV
ausgesetzt. Die dabei gemessene Pulsdauer sollte 4 ms nicht unterschreiten. Nach
dem Puls wurden die Bakterien sofort mit 1 ml nahrstoffreichem BHI-Medium

versetzt. Es erfolgte eine Inkubation im Brutschrank, bei der sich unter adaquater
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Temperatur eine in der elektroporierten DNA enthaltene Antibiotikaresistenz
ausbilden kann. Deren Dauer war abh&angig vom verwendeten Antibiotikum, wobei fur
Kanamycin, Ampicillin und Chloramphenicol eine Stunde ausreichen. Danach wurden
die Zellen auf Agarplatten ausplattiert, die zur Selektion passende Antibiotika
enthalten. Zuletzt wurden die Platten im Brutschrank bei variierender Dauer und

Temperatur inkubiert.
3.2.9 Photometrische Messungen

3.2.9.1 der DNA-Konzentration

Bei der Ermittlung der DNA-Konzentration wird die Absorption der Probe mittels UV-
Spektralphotometrie gegen einen Leerwert gemessen. Das Lambert-Beer’'sche
Gesetz ermoglicht gemal3 der Formel E = € * ¢ * d den Ruckschluss von der
Extinktion auf die Konzentration an DNA. Dabei steht € flr den Extinktions-
koeffizienten in mM™* cm™ = cmzlpmol, c fur die Konzentration und d fiir den

Lichtweg.

Es wurden 2 ul DNA-L6sung mit 98 ul ddH,O gemischt und das
Absorptionsverhalten bei 260 und 280 nm gemessen. Mit der Absorption bei 260 nm
erhalt man die DNA-Konzentration, durch das Verhéltnis der optischen Dichte bei
260 und 280 nm kann die Reinheit der DNA bestimmt werden. Ein OD260/0D280-
Quotient von 2,0 entspricht reiner RNA, 1,8 reiner DNA. Ein niedrigerer Quotient lasst

auf eine Proteinverunreinigung schliel3en.

3.2.9.2 der Bakterienkulturdichte
Die optische Dichte von Bakterienkulturen wurde bei 600 nm Wellenlange gemessen.
Das Absorptionsverhaltnis von 1 ml Bakterienkultur wurde gegen unbewachsenes

N&hrmedium gemessen.

3.2.10 Sequenzierung von DNA-Abschnitten

Klonierungen und chromosomale Integrationen, die in der Screening PCR positive
Ergebnisse zeigten, wurden per Sequenzierung auf die gewinschte DNA-
Modifikation Uberpruft. Die Sequenzierungsreaktionen wurden im MSZ Wirzburg
durchgeftihrt und erméglichten das Ablesen von 400 bis 700 Basenpaaren, welche

mit bekannten Sequenzen auf die durchgefiihrten Modifikationen Uberprift wurden.

Sequenzierungsansatz:
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1 ug DNA (entspricht z.B. 10 ul DNA-Ansatz der Konzentration 100 ng/ pl)
1 pl Sequenzierungsprimer (Konzentration 10 pmol/ pl)
ad 14 pl ddH20

3.3 Proteinanalytische Methoden

3.3.1 Proteinisolierung aus dem Bakterienpellet

Zur quantitativen Analyse der Proteinbildung einer Zelle mittels Western Blot miissen
die Proteinprodukte aus dem Zellpellet isoliert werden. Als Basis dienten sowohl eine
Ubernachtkultur als auch Kulturen verschiedener definierter optischer

Wachstumsdichte.

Aus der Kultur wurden 2 ml abgenommen und fir 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 150 pl 5x Lammli Puffer
resuspendiert und nachfolgend 5 min bei 110°C gekocht, was zur Denaturierung der
Proteine fuhrte. Zentrifugation fir 5 min bei 14000 rpm fuhrte zur Pelletierung des
Zelldetritus wahrend die Proteinprodukte der Zelle im Uberstand verblieben. Die

Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.3.2 Proteinisolierung aus dem Bakterieniiberstand

Zur quantitativen Analyse der Proteinsekretion einer Zelle mittels Western Blot
mussen die Proteinprodukte aus dem Zelluberstand isoliert werden. Als Basis
dienten sowohl eine Ubernachtkultur als auch Kulturen verschiedener definierter

optischer Wachstumsdichte.

Aus der Kultur wurden 25 ml abgenommen und fur 1 h bei 4°C und 4000 rpm
zentrifugiert. 20 ml des Uberstandes wurden abgenommen, mit 2 ml 100% TCA
(Trichloressigséaure) versetzt und fur 16h auf Eis im Kihlraum inkubiert. Danach
wurde das Gemisch erneut 1h bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml Aceton versetzt und erneut unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurde den Proteinen 200 ul 5x LA&mmli
Puffer zugegeben. Sobald sich das Gemisch gelb farbte wurde es mit 5 pl Tris HCI
Losung versetzt und farbte sich erneut blau. Die Proteinproben wurden 5 min bei
100°C gekocht und bei -20°C gelagert.
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3.3.3 SDS-Gelektrophorese

Die SDS-Gelektrophorese ermdglicht die gréRenspezifische Auftrennung von
Proteinen in einem Polyacrylamidgel. AnschlielRend kdnnen die Proteine mittels
Western Blot auf eine Membran transferiert und mittels spezifischer Antikorper
detektiert werden.

Die nichtkovalenten Bindungen der im Lammli-Puffer gelosten Proteinprodukte
wurden durch den vorangegangenen Kochvorgang und das im Puffer enthaltene
anionische Tensid SDS geldst. Disulfidbricken werden durch den Pufferbestandteil 3
-Mercaptoethanol aufgebrochen. Die starke negative Ladung des gebundenen SDS
maskiert die Eigenladung der Proteine und fihrt zu einer rein gréfienabhangigen
Auftrennung der denaturierten Proteine. Deren Molekulargewicht kann mittels
Markern wie der BenchMark Prestained Protein Ladder von Invitrogen bestimmt

werden.

Basis der Elektrophorese war eine mit 1% SDS Puffer gefillte Laufkammer.
Zwischen zwei vertikal eingespannte Glasscheiben wurde das Gel gegossen. Beim
Auftrennungsvorgang durchliefen die Proteinproben zur Aufkonzentrierung zunachst
ein vierprozentiges Sammelgel, um anschlie3end in einem zehnprozentigen Laufgel

nach ihrer Gr63e aufgetrennt zu werden. Die Gele setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel Sammelgel
H.O 12,1 ml 7,55 ml
Acrylamid / Bisacrylamid 40% 5 ml 1,1 ml
20% SDS 100 pl 50 pl
TEMED 20 pl 10 pl
3MTrispH9 2,5ml
1 M Tris pH 6,8 1,25 ml
APS 200 pl 100 pl

Die Geltaschen wurden mit 20 pl Proteinproben beladen. Danach wurde eine
Spannung von 120 V angelegt bis die durch Bromphenolblau markierte Lauffront den
unteren Rand des Gels erreichte. Eine Darstellung der aufgetrennten Proteine war
unspezifisch mittels Coomassie-Farbung oder immunologisch mittels Western Blot

maoglich.
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3.3.4 Western Blot

Das Western Blot Verfahren ermdglicht die Proteiniibertragung vom Polyacrylamidgel
auf eine Tragermembran. In dieser Arbeit wurden die Proteine mittels elektrischen
Feldes in einem halbtrockenen Blot-System auf eine Nitrozellulosemembran

Ubertragen. Auf dieser kbnnen Proteinbanden immunologisch identifiziert werden.

Zunachst wurde das Polyacrylamidgel durch 30 mindtige Inkubation in Towbin Puffer
von SDS Puffer gereinigt. Whatman-Paper und Nitrozellulosemembran wurden in
Towbin-Puffer getrankt. Anschlie3end wurde das Blot-System im Sandwich-Stil
zwischen Anoden- und Kathodenplatte zusammengebaut. Auf 2 Lagen Whatman-
Paper folgte das Gel, die Nitrozellulosemembran und erneut 2 Lagen Whatman-
Paper. Eingeschlossene Luftblasen mussten ausgestrichen werden, da sie sonst den
Blottingvorgang an dieser Stelle verhinderten. Es wurde eine Spannung von 25 V fur
40 bis 75 min angelegt. Nach dem Blotvorgang wurde die Nitrozellulosemembran zur
Blockade freier Membranbildungsstellen fir 60 min mit 5 % Magermilchpulver in PBS
geblockt. Uber Nacht wurde die Membran bei 4 °C mit dem ersten Antikorper, der
gegen jeweils ein bestimmtes Protein gerichtet war, inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Membran dreimal 30 min auf dem Schuttler mit jeweils frischem PBS-
Tween gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Daraufhin wurde
die Membran fir 120 min mit dem Peroxidase-gekoppelten zweiten Antikorper, der
an den F.-Teil des ersten Antikorpers bindet und die Rontgendetektion ermdglicht,
inkubiert. Es schlossen sich drei weitere dreil3igminttige Waschvorgange mit PBS-
Tween an. Von ungebundenem Zweitantikdrper befreit konnte die Membran fur 1 min
mit je 2 ml der beiden Entwicklungsflissigkeiten versetzt werden. AnschlielRend
wurde sie mit Whatman-Paper getrocknet und in eine Entwicklungskassette gelegt. In
der Dunkelkammer wurde ein Réntgenfilm fiir 5 s bis 1 h, je nach Signalintensitat des
Antikorpers, auf die Membran gelegt. Die spezifisch markierten Proteine wurden auf

dem entwickelten Film sichtbar.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Vakzinkandidaten in Salmonella typhi Ty21a
Das in Salmonella typhi Ty21a elektroporierte Antigendeliveryplasmid pMO-CTX-
PSA tragt das Hamolysin-a Sekretionssystem, welches in der Lage ist
verschiedenste Antigene zu sezernieren. Das Plasmid wird Gber das von Joachim
Diessner in der AG Tumorvakzine etablierte Balanced Lethal System stabilisiert. Die
Antigenexpression des Antigendeliveryplasmides pMO-CTX-PSA nahm nach
notwendigen Modifikationen — der Entfernung eines Insertionselementes (Is2), um
unerwiinschte Rekombinationen zu verhindern sowie der Kanamycinresistenz-
Kassette — dramatisch ab. Gemal der Arbeitshypothese einer toxischen
Uberproduktion des tyrS-Genproduktes ersetzte Martin Gesser den wildtypischen
Promotor durch den lacl-Promotor, der eine schwéachere Expression bewirkt. Ein
weiterer Ansatz war die Integration des tyrS-Gens in eine Sall-Schnittstelle an Stelle
der zuvor verwendeten Spel-Schnittstelle. Die auf diese Weise erstellten Knockout-
Stamme S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Po-TyrS sowie S. typhi k.o. tyrS +
pMO-CTX-PSA/Sall Py-TyrS wurden mit dem urspringlichen Stamm S. typhi Ty21a
und dem Stamm S. typhi + pMO-CTX-PSA (mit Kan®) in Bezug auf
Wachstumsverhalten, Proteinexpression, Plasmidstabilitat und Integritat der
Knockout-Sequenz verglichen.

4.1.1 Wachstumskurven
Der Einfluss der Promotorvariationen auf das Wachstumsverhalten der zu
untersuchenden Stamme wurde anhand von Messungen der optischen Dichte bei

einer Wellenlange von 600 nm in LB-Medium untersucht.
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Abbildung 3: Wachstumskurve bei 37°C
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Abbildung 4: Wachstumskurve bei 30°C
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Alle vier Stamme wachsen bei 37°C deutlich schneller als bei 30°C. Bei 37°C sind
die beiden Knockout-Stamme langer in der lag-Phase als diejenigen mit
chromosomalem tyrS, S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pio-TyrS ist dabei der
deutlich schnelle wachsende.

4.1.2 Proteinexpression

Aus den Kulturen fur obige Wachstumskurven wurden aus Bakterienpellet und
Uberstand Proteine isoliert, direkt aus der Ubernachtkultur sowie bei OD 0,6 und 1,0
bzw. 1,2. Mittels Western Blot wurden im Zellpellet die Expression von tyrS, im
Uberstand diejenige der Antigene PSA und HIyA gemessen. Der Nachweis von tyrS
erfolgte indirekt durch den Antikdrper a-HisTag, zur Ladekontrolle diente der
Nachweis von TolC.

UN-Kultur oD™ 0,6 oD™ 1,2
] 2 3 4 2 3 2

a-HisTag

Bakterienpellet

a-TolC
Ladekontrolle

a-PSA
Uberstand

a-HiyA
Uberstand

Abbildung 5: tyrS- und Antigenexpression bei 37°C

a-HisTag: Vergleich der tyrS-Expression tiber Nachweis des HisTags im Zellpellet, ZielgréRe 47 kD
a-TolC: Ladekontrolle, ZielgroRe 48 kD

a-PSA / a-HlyA: Vergleich der Antigenexpression, Messung im Uberstand, ZielgroRe 48,8 kD

1: S. typhi Ty21a

2: S.t. +pMO-CTX-PSA

3: S.t. k.0. tyrS+pMO-CTX-PSA/Spel Plag-tyrS

4: S.t. k.o. tyrS+PMO-CTX-PSA/Sall Pwr-tyrS



UN Kultur
a-HisTag

Bakterienpellet

a-TolC
Ladekontrolle
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Abbildung 6: tyrS- und Antigenexpression bei 30°C

a-HisTag: Vergleich der tyrS-Expression tber Nachweis des HisTags im Zellpellet, ZielgréRe 47 kD
a-TolC: Ladekontrolle, ZielgroRe 48 kD

a-PSA / a-HlyA: Vergleich der Antigenexpression, Messung im Uberstand, ZielgroRe 48,8 kD

1: S. typhi Ty21a

2: S.t. +pMO-CTX-PSA

3: S.t. k.0. tyrS+pMO-CTX-PSA/Spel Plag-tyrS

4: St. k.o. tyrS+PMO-CTX-PSA/Sall Pwr-tyrS

Der Knockout-Stamm S. t. k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall P,,-tyrS zeigte im
Vergleich zu S. t. k.0. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel P5-tyrS eine wesentlich starkere
Expression des im Bakterienpellet gemessenen tyrS, insbesondere bei 30°C wo
diese bei letzterem kaum nachweisbar ist. Die im Uberstand gemessene
Antigenexpression von PSA und HIyA war dagegen bei S. t. k.0. tyrS + pMO-CTX-
PSA/Spel P4 -tyrS erheblich starker.



4.1.3 Plasmidstabilitit

Die Stabilitat des Plasmids, und damit die Funktionsfahigkeit des Balanced Lethal
Systems, wurde wie folgt getestet. Aus einer Ubernachtkultur der Knockout-Stamme
S. t. k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Piy-TyrS sowie S. t. k.o. tyrS + pMO-CTX-
PSA/Sall Py TyrS wurden Verdiinnungsreihen bis zur Stufe 107 erstellt, von welcher
erneut eine Ubernachtkultur angelegt wurde. Diese Sequenz wurde bei ersterem
funfmal, bei letzterem aufgrund einmalig fehlerhaft angeimpfter Ubernachtkulturen
viermal durchlaufen. Die Verdiinnungen 107 und 10°® der letzten Reihe wurden
ausplattiert und mittels PCR und den Primer-Kombinationen Is2 Del seq2for/TyrS
seq2for bzw. pMO-Sallsitefor/TyrS seq2for auf Plasmidvorhandensein Gberpruft. In
jeder der 179 bzw. 104 getesteten Bakterienkolonien wurde das jeweilige Plasmid
nachgewiesen, dessen Stabilitat nach ca. 90 Generationen folglich 100% betrug.

Abbildung 7: Plasmidstabilitat S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pjac-tyrS
Spur 1 1kb DNA Ladder

Spur 2 H,O

Spur 3 Negativkontrolle s.typhi Ty 21a

Spur 4 Positivkontrolle (~500 bp) s. typhi Spel lacl

Spur 5-12 untersuchte Kolonien

Abbildung 8: Plasmidstabilitat S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall Pwr-tyrS

Spur 1 1kb DNA Ladder

Spur 2 H,0

Spur 3 Negativkontrolle s.typhi Ty 21a (leichte Bande durch tibergelaufenes Probenmaterial aus benachbarter
Tasche)

Spur 4 Positivkontrolle (~700 bp) s. typhi Sall Pwr

Spur 5-17 untersuchte Kolonien
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4.1.4 Sequenzierung chromosomaler tyrS-Knockout

Die Sequenzierung der Stamme S. t. k.0. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pjaq-TyrS
sowie S. t. k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall P,+-TyrS zeigte einen fehlerfreien
Knockout. Dabei wurden die Primer pdxfor3 und pdxYrevers2 verwendet.

4.2 Vorbereitung des chromosomalen Knockouts der tyrS-Kassette in

Salmonella typhimurium AroA SL 7207

Zur Durchfuhrung von in-vivo-Untersuchungen im Tiermodell ist es notwendig das
Balanced Lethal System von Salmonella typhi Ty21a auf Salmonella typhimurium
AroA SL 7207 zu ubertragen. Als Grundlage dient die von Diessner modifizierte
Methode von Datsenko und Wanner zur chromosomalen Deletion des essentiellen
Gens der Tyrosyl-tRNA-Synthetase bei gleichzeitiger Komplementierung auf dem
Antigendeliveryplasmid. Zur Vorbereitung des chromosomalen Knockouts wurde fir
das BLS-Projekt eine tyrS-Chloramphenicol-Resistenz-Kassette mit FRT-Sites auf
dem Tragerplasmid pKD3 konstruiert. Diese wurde amplifiziert, um unter Einwirkung
des Enzyms Rekombinase gegen das wildtypische tyrS-Gen des Salmonella

typhimurium-Genoms ausgetauscht zu werden.

PCR-Amplifikation FRT-flankiertes tyrS-
Gen mit Chloramphenicol-Resistenz

FRT FRT
—
.|:| tyrS-CmRes I:I.
—

Transformation in den Rekombinase-
exprimierenden Stamm

Knockout-for — —Knockout-rev

pdxH Wildtyp-tyrs

Selektion auf Antibiotikaresistenz

FRT FRT
pdxH IDDI

Eliminierung der Resistenz durch
FLP-exprimierendes Plasmid
FRT

pacer 1| | A

Abbildung 9: Deletion nach Datsenko und Wanner, modifiziert nach Diessner

40



4.2.1 Gewinnung des tyrS-Cm-Fragments

Als Grundlage fur die folgende PCR wurde das Tragerplasmid pkD3-Spel mit tyrS-
HisTag-Kassette in Leserichtung des cat-Gens entweder mittels Midiprep oder
Miniprep (siehe 3.2.2) isoliert. Die Amplifizierung des bengtigten tyrS-Cm- Fragments
wurde mit Tag-Polymerase und den Primern Knockout-forward und Knockout-reverse
durchgefihrt. Versuche mit den weniger fehleranfalligen Phusion- und Tag-
Polymerasen ergaben nicht das gewiinschte Resultat. Zur Optimierung wurden
aulRerdem Temperaturen und Elongationszeit der PCR variiert sowie Template,
Primer und dNTPs ausgetauscht. Am erfolgreichsten waren eine
Annealingtemperatur von 50°C und eine Elongationszeit von 4 Minuten fur die Tag-
Polymerase.

Es wurde ein 800ul Mastermix fur 8 Ansatze a 100 pyl zusammengestellt.

Ansatz Taq Polymerase 10 uyl 10x Tag Puffer
(je 100 pl) 2yl Taq Polymerase
1 ul dNTPs-Mix (20mM)
1yl Primer Knockout-forward
1yl Primer Knockout-reverse
6 I pKD3 tyrS HisTag Spel Klon2
79 yl  ddH20

Zur Aufreinigung des 2803 Basenpaare lange PCR-Produktes wurde das PCR

Purification Kit verwendet (3.2.1.1), wobei 200 pl Ansatz je Saule aufgereinigt und die
DNA jeder Saule mit 43 pl ddH,O eluiert wurde. Das Eluat wurde zur Entfernung des
Template-Plasmides pKD3 bei 37°C 16 Stunden in 4 Ansatzen mit dem Enzym DPNI

verdaut.

Ansatz DPNI-Verdau 8 ul 10x Puffer Tango

(je 80 pl) 40 pl aufgereinigter PCR-Ansatz
4 ul DPNI
28 yl ddH,0

Das Produkt des Verdaus wurde in 8 Spuren gelektrophoretisch aufgetrennt, die
Banden bei 2803 Basenpaaren ausgeschnitten und mit dem Gelextraktions-Kit
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aufgereinigt (siehe 3.2.1.2). Zur Ankonzentrierung wurden alle Banden Uber eine
Saule mit 43 ul ddH,0 eluiert.

Abbildung 10: gelektrophoretische Auftrennung des aufgereinigten PCR-Produkts
Das tyrS-HisTag-cat-Fragment der GroR3e 2803 bp wurde anschliel3end ausgeschnitten

Das Eluat wurde in 5 yl Mengen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4.2.2 Integration des tyrS-Cm-Fragments in das Salmonella typhimurium- Genom
Um die benétigten Bakterien vom Stamm S. typhimurium optimal auf die Aufnahme
des tyrS-Cm-Fragments vorzubereiten, wurde der Herstellungsprozess der
elektrokompetenten Zellen (siehe 3.1.5) an mehreren Stellen variiert. So wurden als
Medien LB oder TSA gewabhlt, die Menge Glycerin zur Resuspendierung zwischen 1
und 2 ml sowie die Ziel-OD zwischen 0,7 und 1,0 variiert, die Ausgangskulturmenge
verdoppelt, in unterschiedlichem Verhaltnis angeimpft und mit h6her konzentriertem
Glyzerin (15% statt 10%) gewaschen. Die elektrokompetenten S. typhimurium-Zellen
tragen das Plasmid pKD46, dessen Enzym Rekombinase Uber einen durch
Arabinose induzierbaren Promotor aktivierbar ist und welches Uber eine
Ampicillinresistenz verfligt. Es soll die Rekombination zwischen dem tyrS-Cm-
Fragment und dem tyrS-Gen des S. typhimurium-Genoms erreichen. Folglich wurde
die 300 ml UN-Kultur um 3ml L-(+)Arabinose 20% und 0,3 ml Ampicillin erganzt und
bei 30°C inkubiert, um auf das Plasmid zu selektieren welches bei htheren
Temperaturen nicht repliziert.

Anschliel3end erfolgte die Elektroporation (siehe 3.2.8) des tyrS-CM-Fragments in die
elektrokompetenten Zellen. Die durchschnittliche Porationsdauer variierte zwischen
4,6 und 5,8 ms bei 1,8 kV. Die Selektion erfolgreicher Transformanden erfolgte bei
30°C auf LB-Platten mit zwischen 5 und 10 pg/pl variierender Konzentration an
Chloramphenicol.

Um die Kolonien mit erfolgreicher Rekombination zu identifizieren, wurden unter
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Chloramphenicolselektion gewachsene Kolonien auf definierten Platten gesichert

und via Screening-PCR untersucht.

Ansatz Screening PCR 2 pl 10x Taq Puffer
(je 20 ul) 0,1yl  Taq Polymerase
0,2 yl  dNTPs-Mix (20mM)
0,2 yl  Primer pdxHtyphimufor
0,2yl Primer pdxYreverse2
1 ul Schnelllysat zu untersuchende Kolonie
16,3 yl  ddH,0

Die Primerkombinationen wurden im Verlauf variiert, so kamen die Kombinationen
TyrSseq4forward/pdxYreverse2 (600 bp), pkD3-Spel-seq2for/TyrSreverse und pkD3-
Spel-seq4for/TyrSreverse zum Einsatz. Uber die Lange der nachgewiesenen

Fragmente konnten mehrere Integrationen detektiert werden.

Abbildung 11: Screening PCR tyrS-Cm-Integration

Primer: TyrSseqg4forward/pdxYreverse2

Spur 1: 1 kb DNA Ladder / Spur 2: H,O / Spur 3: -/ Spur 4: +
Spur 5: Kolonie 154.1 / Spur 6: Kolonie 154. 2 — positive Bande

Abbildung 12: Bestatigungs-PCR tyrS-Cm-Integration

Primer Spuren 2-6 pdxHstymforCR/pdxYreverse2

Primer Spuren 8-12 CMrev2/pdxHfor

Spuren 1,7: 1 kb DNA Ladder / Spuren 2,8: H,O / Spur 3: -/ Spur 4: +
Spur 5: Kolonie 154.2 / Spur 6: Kolonie 154.32
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Diese befanden sich jedoch gemal der Bestatigungs-PCR mit mehreren weiteren
Primerkombinationen, die in den angrenzenden Bereichen der gewiinschten
Integrationsstelle binden, nicht exakt an der gewunschten Stelle im Genom. Das
Protokoll wurde regelméaRig variiert, die Zahl der untersuchten Klone sukzessiv
vergroRert. Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit erbrachten Vorarbeiten, die im

Labor fortgefuhrt wurden, gelang mittlerweile die vollstandige Integration.

4.3 Variation der Lage des lacl-Promotors

Im Vergleich zum Ausgangsstamm fiihrte der Austausch des wildtypischen
Promotors von tyrS gegen den schwachen konstitutiven Promotor lacl beim Stamm
S. t. k.0. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pjao-tyrS zu einer Reduktion der tyrS-Produktion
und zu einer Verbesserung der Sekretionsleistung. Die Klonierung des Promotors in
die Sall-Site stellt einen Versuch dar, diese Leistung weiter zu verbessern.

Zunachst wurden die benotigten Plasmide via Miniprep (siehe 3.2.2.1) aus den
vorhandenen S. typhi-Bakterienstammen gewonnen. Mittels PCR wurde das Py -
tyrS-HisTag-Fragment aus dem Plasmid pMO-CTX-PSA/Spel Piq-tyrS amplifiziert.
Dabei wurden zunachst Pfu- bzw. Phusion-Polymerase verwendet, die jedoch kein
Produkt lieferten. So wurde im Verlauf die Tag-Polymerase eingesetzt, das Ergebnis
aufgrund der fehlenden Proof-Reading-Fahigkeit per Sequenzierung tUberpruft.

Ansatz PCR lacl Amplifikation 10 pl 10x Taq Puffer

(je 100 pl) 0,5ul  Tag Polymerase
2 ul dNTPs-Mix (20mM)
1l Primer laclprom-for
1l Primer laclprom-rev
3ul Template pMO-CTX-PSA/Spel Py -tyrS
80,5yl ddH,0O

Das PCR-Produkt wurde in 8 Spuren gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Banden
bei 1467 Basenpaaren ausgeschnitten und mit dem Gelextraktions-Kit aufgereinigt
(siehe 3.2.1.2). Zur Ankonzentrierung wurden alle Banden Uber eine Saule mit 43 pl
ddH,0 eluiert.
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Abbildung 13: PCR lacl Amplifikation
links der 1 kB DNA Ladder: Ansatz mit Phusion-Polymerase
rechts davon: Ansatz mit Tag-Polymerase, Bande bei Zielgrof3e 1467 bp

Danach wurden Vektor und DNA-Fragment mit dem Restriktionsenzym Sall

gespalten.
Restriktionsansatz DNA-Fragment 4 ul O" Puffer
(je 40 ul) 2 ul Sall
15 pl Placi-tyrS HisTag EPK
19 pl ddH,0O
Restriktionsansatz Vektor 4 ul O" Puffer
(je 40 ul) 2 ul Sall

5l pPMO-CTX-PSA
29l ddH,0

Beide Ansétze wurden bei 37°C 2h inkubiert. Anschliel3end wurde dem Ansatz des
Vektors zweimal das Enzym CIAP (Calf Intestine Phosphatase) zugesetzt, um eine

Selbstligation nach einem Schnitt mit Restriktionsenzymen zu verhindern.

CIAP Behandlung 1l CIAP Puffer
1ul CIAP
8 pl ddH,0

Es erfolgte jeweils eine Inkubation fur 30° bei 37°C.

Nun wurden beide Ansatze mittels PCR Purification (siehe 3.2.1.1) aufgereinigt und
zur Kontrolle und Abschatzung der Ligationsmengen je 4 ul auf ein Agarosegel
aufgetragen.
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Abbildung 14: Kontrolle Ligationsbestandteile

Spur 1: 1 kb DNA Ladder
Spur 2: Vektor pMO-CTX-PSA
Spur 3: Piacl-tyrS HisTag EPK

Fur die Ligation wurden folgende Ansétze gewabhilt.

Kontrolle L1 L2
Ansatz Ligation 5 pl 5ul 5yl
(je 20 ul) - 1ul 5l
2 ul 2ul 2yl
1yl 1yl 1yl
12 ul 11l 7l

Vektor pMO-CTX-PSA
Fragment Pjc-tyrS HisTag EPK
Ligasepuffer

T4 DNA Ligase

ddH,0

Die Ansatze wurden Uber Nacht bei 16°C inkubiert, morgens die DNA-Ligase bei

65°C 10 min hitzeinaktiviert.

Anschliel3end erfolgte die Elektroporation (siehe 3.2.8) des Ligationsansatzes in

elektrokompetente E. Coli-Zellen. Die durchschnittliche Porationsdauer variierte

zwischen 5,1 und 5,9 ms bei 1,8 kV. Die Selektion erfolgreicher Insertionen erfolgte

bei 37°C auf LB- oder BHI-Platten mit einer Kanamycinkonzentration von 25 ug/ pl.

Um die Kolonien mit erfolgreicher Insertion zu identifizieren, wurden Kolonien auf

definierten Platten gesichert und via Screening-PCR untersucht.

Ansatz Screening PCR 2 yl

(je 20 ul) 0,1 ul
0,2 ul
0,2 ul

10x Taq Puffer

Tag Polymerase
dNTPs-Mix (20mM)
Primer Sallsitefor
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0,2 ul  Primer Sallsiterev
1l Schnelllysat zu untersuchende Kolonie
16,3 yl ddH,O

Nach mehreren Zyklen wurden in der Gelektrophorese positive Klone im Bereich der

erwarteten Fragmentlange von 1467 bp gefunden.

Abbildung 15: Screening PCR Klonierung Piac in Sall-Site
Spur 1: 1 kb DNA Ladder

Spur 2: H20

Spur 3: -

Spur 4: +

Spur 5: Klon 3.10.3

Spur 6: Klon 3.10.6

Spur 7: Klon 3.10.10

Spur 8: Klon 3.10.19

Spur 9: Klon 3.10.26A

Diese wurden mit den Primerkombinationen Sallsitefor/laclpromf und

Sallsiterev/laclpromf auf die richtige Orientierung des Fragments im Vektor Gberpruft.

Abbildung 16: Bestatigungs-PCR Klonierung Pjac in Sall-Site
Spur 1: 1 kb DNA Ladder

Spur 3: -

Spur 4: +

Spur 5: Klon3.10.26A.p1

Spur 6: Klon 3.10.26A.p2

Spur 7: Klon 11.10.3Y.pl

Spur 8: Klon 11.10.3Y.p1
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Im Verlauf meiner Arbeit wurden 6 Klone sequenziert, bei allen war es zu mindestens

einem Basenaustausch gekommen.
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5 Diskussion

Im Zentrum meiner Arbeit stand die Charakterisierung zweier Salmonella Typhi
Ty21la A tyrS-Stamme, deren Plasmid tber ein tyrS komplementierendes Balanced-
Lethal-System stabilisiert ist, im Hinblick auf die Auswahl des passenden
Vakzinstammes fur die Produktion und in vivo-Testung. Untersucht wurden S. typhi
k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pia-TyrS sowie S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-
PSA/Sall Py-TyrS im Vergleich mit dem urspringlichen Stamm S. typhi Ty21a und
dem Stamm S. typhi + pMO-CTX-PSA (mit Kan®).

Die Plasmidstabilitat der beiden Stamme, und damit die Funktion des Balanced
Lethal Systems, wurde mit fiinf Zyklen von Ubernachtkulturen und jeweils
angeschlossenen Verdiinnungsreihen bis zur Stufe 10° gepriift. Die ausplattierten
Verdunnungen der letzten Reihe lieferten die Kolonien fur die PCR-Testung, bei der
in allen der jeweils Uber 100 getesteten das jeweilige Plasmid nachgewiesen wurde.
Die Sequenzierung der beiden Stamme belegte zudem den fehlerfreien

chromosomalen Knockout des essentiellen Gens tyrS.

Das Wachstumsverhalten wurde bei 30°C und 37°C Uber die Messung der optischen
Dichte bei 600 nm bestimmt. Alle vier untersuchten Stadmme wachsen bei 37°C
deutlich schneller als bei 30°C. Bei 37°C sind die beiden AtyrS-Stamme langer in der
lag-Phase als diejenigen mit chromosomalem tyrS, S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-
PSA/Spel P -TyrS ist dabei der deutlich schnelle wachsende.

Der Knackpunkt und damit die wichtigste Zielsetzung bei der Erstellung der
Knockout-Stamme S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pio-TyrS und S. typhi
k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall P, TyrS war eine Steigerung der Expression und
Sekretion des CtxB-Tumorantigens. Die Sekretion des tumorantigentragenden
Fusionsproteins bewegte sich beim vorherigen Knockout-Stamm am unteren Rand
der Nachweisgrenze im Western Blot. Als maf3geblich fur Exprimierung und
Sekretion des Tumorantigens wurden bereits die Wahl der Schnittstelle der tyrS-Cat-
Kassette, der Abstand zwischen HlyR und HIlyC, eine Komplementierung des
Sigmafaktors RpoS und die Beschaffenheit des Promotors ausgemacht.
Modifikationen an Letzterer waren Untersuchungsgrundlage dieser Arbeit (Diessner
2009; Hotz, Fensterle et al. 2009; Gesser 2010).

Aus den Kulturen fir die Wachstumskurven wurden bei OD 0,6 und 1,0 bzw. 1,2
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Proteine isoliert, sowohl aus dem Bakterienpellet als auch aus dem Uberstand.
Mittels Western Blot wurden im Zellpellet die Expression von tyrS, im Uberstand die
der Antigene PSA und HIyA untersucht. TolC diente als Ladekontrolle, die
Expression von tyrS wurde Uber den fusionierten HisTag bestimmt. Der Stamm mit
dem schwéacheren lacl-Promotor S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pia-TyrS
exprimiert im Vergleich zu S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall P+ TyrS deutlich
geringere Mengen von tyrS. Die Sekretionsleistung beider Stamme ist im Vergleich
zum Stamm S. typhi + pMO-CTX-PSA (mit Kan®) allgemein schwécher. Der PSA-
Antikorper liefert viele unspezifische Banden, eine davon scheint auf Hohe der
Zielbande zu liegen und erschwert die Beurteilung. Daflr spricht deren zunehmende
GroRe in der Ubernachtkultur. Vor allem bei 37°C ist eine hohere Sekretionsleistung
des Stammes S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Piao-TyrS zu erkennen. Diese
bestétigt sich auch bei der Bestimmung der Sekretionsleistung tUber den HIyA-
Antikorper, der aufgrund fehlender Nebenbanden eine gute Beurteilung zuliel3. Hier
lassen sich beim Stamm S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Sall P,+-TyrS nahezu
keine Banden abgrenzen, der Stamm S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel P
TyrS liefert durchgehend bessere Resultate. Bei OD®® 1,2 ist im Vergleich zu 0,6
eine hohere Sekretion festzustellen. Eine moégliche Erklarung ware die Ausbildung
der Salmonella-Pathogenitatsinseln mit konsekutiver Aktivierung der
Sekretionssysteme beim Eintritt in die stationare Phase (Lundberg, Vinatzer et al.
1999; Schmidt und Hensel 2004).

Als Ergebnis der Charakterisierung bleibt festzuhalten, dass der Stamm S. typhi k.o.
tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pio-TyrS neben einer guten Replikationsfahigkeit und
ohne Zuhilfenahme von Antibiotika erzielten Plasmidstabilitat die erwiinschte
Leistungssteigerung des Hamolysin-a Sekretionssystems auf ein nutzbares Niveau

mit sich bringt.

Da ein in vitro funktionierendes System existiert, besteht der ndchste Schritt in der
Testung der verschiedenen Varianten des Antigendeliveryplasmides in vivo. Im
Mausmodell verwendete die Arbeitsgruppe Tumorvakzine bereits Salmonella
Typhimurium AroA SL 7207, um mit dem CtxB-gekoppelten, Uber das Hamolysin-a
Sekretionssystem sezernierten PSA erfolgreich eine zytotoxische T-Zell-Antwort
auszuloésen (Fensterle, Bergmann et al. 2008). Nun galt es das Balanced Lethal

System auf diesen Stamm zu lGbertragen. Da das Gen der Tyrosyl-tRNA-Synthetase
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essentiell ist, muss es bei seiner chromosomalen Deletion gleichzeitig auf dem
Antigendeliveryplasmid komplementiert werden (Wakasugi, Quinn et al. 1998;
Woese, Olsen et al. 2000; Gerdes, Scholle et al. 2003; Diessner 2009). Dies wird auf
Basis der von Diessner modifizierten Methode nach Datsenko und Wanner
ermdglicht, bei der mittels Flipase sowohl die zuvor plasmidstabilisierende Kan-
Resistenz als auch die zur Selektionierung eingefiigte chromosomale Cm-Resistenz
und das tyrS-Gen ausgeschnitten werden (Datsenko und Wanner 2000). Zur
Vorbereitung wurde eine tyrS-Chloramphenicol-Resistenz-Kassette mit FRT-Sites
konstruiert, damit diese unter Einwirkung von Rekombinase gegen das wildtypische
tyrS-Gen ausgetauscht werden kann. Die Etablierung dieses ersten Schrittes stellte
sich als auf3erst schwierig heraus. Der offensichtlichste Grund hierfir ist die
essentielle Natur des tyrS-Gens, welcher bereits die Rekombination in Salmonella
typhi schwierig gestaltete. Die geringen Unterschiede in Sequenz und Konformation
zwischen besagten Stammen konnten die Integration des mehrere Tausend
Basenpaare langen Molekils zuséatzlich erschweren. Einen weiteren Einflussfaktor
mag die Existenz sog. Hot Spots darstellen. Dabei handelt es sich um eventuell
strukturbedingt labile DNA-Bereiche, in denen haufiger Mutationen vorkommen,
beispielsweise an Orten hoher Cytosinmethylierung wie dem lacl Gen von

Escherichia coli (Wyszynski, Gabbara et al. 1994).

Die Charakterisierung der bisherigen Knockout-Stamme lieferte mit dem Stamm S.
typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pio-TyrS einen vielversprechenden
Vakzinkandidaten. Eine weitere Steigerung der sekretierten Menge an Tumorantigen
ist dennoch erstrebenswert. Dafilr sollte eine Version des Impfstammes erstellt
werden, die den schwacheren lacl-Promotor in der Sall-Schnittstelle tragt. Grundlage
dieser Entscheidung war die Beobachtung, dass der Stamm S. typhi k.o. tyrS + pMO-
CTX-PSA/Spel Piao-TyrS bei einer vergleichsweise niedrigen Expression von tyrS
eine bessere Sekretionsleistung erzielte. Dass er zudem eine hdhere
Plasmidkopienzahl aufweist, spricht flr eine Toxizitat des tyrS-Genproduktes. Diese
These wird durch die Ergebnisse der durchgefiihrten Westernblot-Analysen gestitzt,
bei welchen S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Piao-TyrS, der Stamm mit der
geringeren Expression von tyrS im Zellpellet, eine weitaus bessere
Sekretionsleistung von PSA und HIlyA im Uberstand nachgewiesen wurde. Zudem
wurde in friiheren Untersuchungen eine toxische Wirkung der Uberproduktion von

Tyrosyl-tRNA Synthetase auf Escherichia Coli beobachtet (Bedouelle, Guez et al.
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1990). Die tyrS-Expression soll durch die Variation der Lage des lacl-Promotors
reduziert werden, um eine Steigerung der Plasmidkopienzahl und letztlich der
Tumorantigensekretion zu erzielen. Im Verlauf dieser Arbeit wurden 6 positive Klone
sequenziert, diese wiesen jedoch mindestens einen Basenaustausch auf. Auf der
Grundlage der dabei etablierten Methoden gelang im Verlauf die korrekte Integration

des neuen Promotors (Bergmann, pers. Mitteilung).

Eine maximale Steigerung von Plasmidkopienzahl und Sekretionsleistung kann
maoglicherweise durch den kompletten Verzicht auf einen Promotor fur das tyrS-Gen
erreicht werden. Zu Anfang der stationaren Wachstumsphase erfolgen wenige die
Proteinbiosynthesekapazitat belastende Aktivitaten wie Wachstum und Vermehrung,
so dass ein Minimum an potentiell toxischem tyrS ausreichend wére. Ein mdgliches
Problem bei der Variation des Promotors kénnte entstehen, wenn dabei das im
Stamm S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Piao-TyrS entfernte
Insertionselement (1S2) im Genom verbleibt. Dieses erleichtert die Rekombination
homologer Sequenzen auf Chromosomen und Plasmiden und birgt die
grundsatzliche Gefahr der Rekombination mit dem humanen Genom.

Ein weiterer Weg zur Sekretionssteigerung ware die Komplementierung von rposS.
Das rpoS-Gen kodiert einen RNA-Polymerase Sigmafaktor, der die bakterielle
Proteinsekretion reguliert. Die Komplementierung von rpoS oder rfaH, welches in S.
typhi Ty21a als ein rpoS-Zielprotein angesehen wird, verbesserte die Leistung des
Hamolysin-a Sekretionssystems. Das rpoS-Gen in S. typhi Ty21a ist mutiert, was zu
einer Verminderung der Stressresistenz fuhrt. Somit ist es moglicherweise als
Virulenzfaktor anzusehen. Vor einer Reintegration in einen potentiellen Impfstamm
gilt es genau zu kléaren, ob dadurch dessen Virulenz gesteigert wird (Robbe-saule,
Coynault et al. 1995; Flores, Escalante et al. 2008; Hotz, Fensterle et al. 2009;
Gesser 2010).

Die in vivo-Versuche im Mausmodell zielen neben der Vertraglichkeitsprifung der
Vakzinkandidaten auf das Erzeugen einer Immunantwort und eine daraus
resultierende Antitumorwirkung ab. Bei Erfolg ware dank der Integration des
Balanced Lethal Systems der Weg fur eine klinische Studie bereitet. Wenn sich der
Stamm S. typhi k.o. tyrS + pMO-CTX-PSA/Spel Pi-TyrS bei Prostatatumoren als
wirksam erweist, erdffnet die Flexibilitdt des Hamolysin-a Sekretionssystems eine

Vielzahl an weiteren Angriffsmdglichkeiten. Da das System in der Lage ist Antigene
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verschiedenster Grol3e zu sezernieren, kann ein immunogener Impfstamm mit
Sekretionsfahigkeit auch Grundlage fur eine effektivere Prasentation bereits
erfolgreich zum Erzeugen einer Immunantwort eingesetzter Tumorantigene sein.
Kandidaten gibt es reichlich, zum Beispiel B-Raf bei Lungentumoren, CD40-Ligand
beim B-Zell-Lymphom oder modifizierte gp100-Peptide beim Melanom (Parkhurst,
Salgaller et al. 1996; Urashima, Suzuki et al. 2000; Gentschev, Fensterle et al. 2005).
Neben der Behandlung von Tumoren kann auch die Bekdmpfung von
Infektionskrankheiten, beispielsweise durch Verwendung Pneumokokken-
Oberflachenproteins PspA (Kang, Srinivasan et al. 2002), von einer gezielteren

Aktivierung des Immunsystems profitieren.
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6 Zusammenfassung

Krebsimmuntherapie ist ein relativ junger Ansatz zur Tumorbehandlung und
insbesondere durch die im Vergleich zu konventionellen Methoden hdhere Spezifitat
interessant. Eine Herausforderung besteht dabei in der Provokation einer
ausreichend starken zellularen Immunantwort, wobei friihere Studien die Sekretion
tumorspezifischer Antigenstrukturen durch attenuierte Bakterien als aussichtsreich
charakterisierten. In der Arbeitsgruppe ,Bakterielle Tumortherapie“ werden
attenuierte Salmonellen als Tumorimpfstoffe genutzt, die CtxB-fusionierte,
tumorspezifische Antigene produzieren und diese mit Hilfe des Hamolysin-a —
Sekretionssystems sezernieren. Die fur das Tumorantigen-Fusionsprotein sowie das
Hamolysin-a Sekretionssystem kodierenden Gene sind auf dem Vakzineplasmid
lokalisiert. Um dessen Stabilitat auch ohne Verwendung einer Antibiotikaresistenz
sicherstellen zu kdnnen, wurde von Joachim Diessner ein Balanced Lethal System in
den Impfstamm Salmonella Typhi Ty21a eingefiihrt. Das essentielle Gen tyrS,
welches die Tyrosyl-tRNA-Synthetase kodiert, wurde chromosomal deletiert und in
das Antigendeliveryplasmid pMO eingesetzt. Dieses ist somit trotz Verzicht auf
Antibiotikaresistenzgene einhundert Prozent stabil und ermaoglicht tber das ebenfalls
darauf kodierte Hamolysin-a Sekretionssystem die Sekretion tumorspezifischer
Antigene, beispielsweise PSA. Allerdings fuhrten die notwendigen Modikationen zur
dramatischen Abnahme der Funktion des Sekretionssystems. Martin Gesser widmete

sich dessen Optimierung, indem er Lage und Art des Promotors variierte.

Hauptziel meiner Arbeit war die Charakterisierung zweier von Martin Gesser erstellter
Salmonella Typhi Ty21a Knockout-Stamme, die als Vakzinkandidaten in Frage
kamen. Die entscheidende Fragestellung war neben der Plasmidstabilitat, dem
Wachstumsverhalten und der genetischen Integritat vor allem, ob die Optimierungen
am Sekretionssystem zur erwinschten Steigerung der Sekretionsleistung gefihrt
haben. Andernfalls kbnnen gewonnene Daten zur weiteren Optimierung des Systems
genutzt werden. Da die Ergebnisse der Charakterisierungen Optimierungsspielraum
aufzeigten arbeitete ich zudem an einer weiteren Version des Impfstammes, die den
schwacheren lacl-Promotor in der Sall-Schnittstelle tragt, um die vermutete Toxizitat
des tyrS-Genproduktes zu reduzieren und damit die Sekretionsleistung zu
verbessern. Dariiber hinaus begann ich mit der Ubertragung des von Joachim
Diessner in Salmonella Typhi Ty21a erstellten Balanced Lethal Systems, um die
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Testung der verschiedenen Vakzinkandidaten im Mausmodell zu erméglichen. Dazu
etablierte ich den ersten Schritt der chromosomalen Deletion von tyrS in Salmonella
Typhimurium AroA SL 7207.
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