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1. Einfiihrung

Seit 1962 wird bei méannlichen Flachlandwisenten (Bison bonasus) im Bialowieza
Nationalpark in WeiBrussland und ab 1980 auch im polnischen Teil des Nationalparks eine
nekrotisierende Entziindung des Genitaltrakts (Balanoposthitis) beobachtet (Bunevich, 2010;
Krasinska und Krasinski, 2010). Im fortgeschrittenen Stadium fiihrt die Erkrankung zur
Odematisierung der Haut in der Priputialregion, Eiteransammlung in der Priputialhohle,
Paraphimose sowie Autoamputation der Penisspitze (Wolf et al., 2000). Von der
Balanoposthitis sind jahrlich etwa 6,4% der ménnlichen Tiere im Biatowieza Nationalpark
betroffen (Krasinska und Krasinski, 2010). Die nekrotischen Verdnderungen wurden bei
Bullen im Alter von 3 Monaten bis 20 Jahren (Bunevich, 2010; Krasinska und Krasinski,
2010) festgestellt. Die Atiologie der Erkrankung ist unbekannt, jedoch wurden virale Erreger
bisher ausgeschlossen (Borchers et al., 2002; Anusz et al., 2007). Es besteht der Verdacht,
dass Trueperella bonasi comb. nov. (im Folgenden als 7. bonasi abgekiirzt) und Trueperella
bialowiezensis comb. nov. (im Folgenden als 7. bialowiezensis abgekiirzt), die ausschlieflich
bei an Balanoposthitis erkrankten Bullen in allen Krankheitsstadien (I-IIT) nachgewiesen
wurden, eine Rolle bei der Entstehung der Erkrankung spielen (Lehnen 2005, S.102). Als
begiinstigende Faktoren gelten Stoffwechselstérungen und Immunschwiéche infolge geringer

genetischer Variabilitit durch Inzucht (Liinser et al., 2005; Bunevich, 2010).

Der Wisent ist eine vom Aussterben bedrohte Tierart, die weltweit nur noch 4.032 Exemplare
(Stand 2010) umfasst. Rund 20% (n = 820) dieser Tiere leben heute frei im Nationalpark
Biatowieza beiderseits der polnisch-weilirussischen Grenze (Bunevich, 2010). Als grofte
freilebende Population stellt sie ein wichtiges Reservoir fiir die Erhaltung der Art dar.
Wisentbullen, die an Balanoposthitis leiden, konnen im spéten Stadium der Erkrankung am
Reproduktionsgeschehen nicht mehr teilnehmen, wodurch ihr genetisches Material fiir die
Gesamtwisentpopulation verloren geht. Bevor die Atiologie der Erkrankung nicht geklart ist,

konnen zudem keine Bullen zu Zuchtzwecken in andere Wisenthaltungen verbracht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob 7. bonasi und T. bialowiezensis urséchlich
oder sekundir an der Entstehung der Balanoposthitis beim Wisent beteiligt sind. Als Indikator
fiir die Pathogenitit der Bakterien wurden Virulenzfaktoren herangezogen. Virulenzfaktoren

sind Faktoren, die es einem Bakterium oder Virus ermdglichen, mit Wirtszellen in Kontakt zu
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treten, sich z.B. an die Wirtszellstrukturen anzuheften, diese zu zerstren und somit zur

Schidigung oder zum Absterben der Zelle und des Wirts fithren.

Die Auswahl der untersuchten Virulenzfaktoren orientierte sich an bedeutenden
Virulenzfaktoren phylogenetisch nahe verwandter pathogener Bakterien, insbesondere
Trueperella pyogenes comb. nov (im Folgenden als 7. pyogenes abgekiirzt) und
Arcanobacterium haemolyticum (A. haemolyticum), die in der Lage sind, der Balanoposthitis
dhnliche Entziindungen auf Haut und Schleimhduten von Saugetieren einschlieBlich des

Menschen hervorzurufen (Lammler, 1990; Jost und Billington, 2005; Lucas, 2009).
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2.1. Wisent

2.1.1. Die Geschichte des Wisents

Der Wisent (Bison bonasus bonasus Linnaeus, 1758) ist der grofite Landwiederkduer Europas
und war historisch tiber weite Teile West-, Mittel- und Siidosteuropas verbreitet (Pucek et al.,
2004). Infolge von Habitateinschrankung und Bejagung ging seine Zahl stetig zuriick, was
dazu fiihrte, dass die Art um 1919 (Raczynski, 1981; Pucek, 1986; Krasinski er al., 1994) oder
1921 (Priemel, 1923; Wroblewski, 1925; Klos, 1968; Tircke, 1980) in der Wildbahn
ausgestorben war. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich noch 54 (29 ménnliche und 25
weibliche) zur Zucht taugliche Wisente (Priemel, 1923) in Zoologischen Girten, die von 12
Griindertieren abstammten (Slatis, 1960). Von den urspriinglich drei Subpezies Bison bonasus
bonasus (Flachlandwisent), Bison bonasus caucasicus (Kaukasuswisent) und Bison bonasus
hungarorum (Karpatenwisent) findet sich nur das genetische Material vom Flachlandwisent
(,Lowland**-Linie) und der Mischform zwischen Flachland- und Kaukasuswisent (,,Lowland-
Caucasian“-Linie) in der heutigen Weltwisentpopulation wieder (Krasinska und Krasinski,
2007). Nach der Griindung der ,,Internationalen Gesellschaft zur Erhaltung des Wisents” im
Jahr 1923 (Tiircke, 1980; Pucek, 1986) und der Einfithrung des Zuchtbuches 1924 wurden die
Griindertiere, wovon nur sieben Tiere der reinen Flachlandlinie entstammten, gezielt
gezlichtet. 1929 wurde mit dem Aufbau des Zuchtzentrums in Bialowieza in Polen der
Grundstein fiir die Wisentpopulation im Biatowieza Nationalpark gelegt. 1938 belief sich die
Weltwisentpopulation auf 160 Tiere (Mohr, 1952). Nach dem Ende des 2. Weltkriegs
befanden sich ~100 Tiere in Gefangenschaft; die freilebende Population war zu diesem
Zeitpunkt ausgestorben (Mohr, 1948). Im Jahr 1952 konnten die ersten Tiere aus dem
Zuchtzentrum in Bialowieza, Polen in den anliegenden Nationalpark ausgewildert werden.
(Pucek, 1986, 1989; Krasinski et al., 1999). Die Ausrottung der freilebenden Wisent-
population und die Nachzucht aus einem kleinen genetischen Pool fiihrten zu einer niedrigen
genetischen Variabilitdt der heutigen Wisentpopulation (Gralak et al., 2004; Liinser et al.,
2005; Radwan et al., 2007) und hat moglicherweise Einfluss auf die Gesundheit der Tiere
(Olech, 1987; Olech und Perzanowski, 2002; Pucek et al., 2004).
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Der Wisent wird im Appendix III der Berner Konventionen (,,Ubereinkommen iiber die
Erhaltung der europdischen wildlebenden Pflanzen und Tiere und ihrer natiirlichen
Lebensraume™) als geschiitzte Art gefiihrt  (http://www.naturschutzrecht-online.de/
datenbanken/gesetze/Gesetze/showLawVersion?id=401, 2012) und wurde als ,,gefédhrdete
Art* (Schutzstatus engl.: ,,vulnerable*) auf die rote Liste der IUCN (International Union for

the Conservation of Nature and Natural Resources) aufgenommen (www.iucn.org, 2008).

2.1.2. Wisente im Nationalpark Bialowieza, Polen

Der Nationalpark Biatowieza ist der letzte Primarwald der zentraleuropéischen Tieflandebene.
Er erstreckt sich tiber eine Fliache von insgesamt 1.525 km? (Krasinska und Krasinski, 2007),
wovon etwa 650 km? in Polen und 875 km? in WeiBrussland liegen. Im Jahr 2006 lebten 439
Wisente auf polnischer (Biatowieza Nationalpark, 2008) und 334 Wisente auf weirussischer
Seite (Belovezhskaya Pushcha Nationalpark, 2006). Laut Kozlo (2011) haben sich diese
Zahlen durch Einfilhrung eines intensiven Zuchtprogramms bis Ende 2010 nahezu
verdreifacht, so dass heute Schitzungen zufolge die Halfte der Weltwisentpopulation in Polen
und WeiBrussland beheimatet ist — diese Vermutung wurde jedoch bislang nicht durch andere
Autoren bestdtigt. Weitere im Nationalpark ansissige grofere Wildarten sind Rothirsch
(Cervus elaphus), Reh (Capreolus capreolus), Elch (Alces alces) und Wildschwein (Sus
scrofa). Der Urwald wird von insgesamt ca. 11.000 Tier- sowie 1.200 Pflanzenarten bevdlkert
(http://www.staff.amu.edu.pl/~zbzw/ph/pnp/bial.htm, 2010). Er setzt sich hauptséchlich aus
Laub- und Mischwald mit z.T. dichtem Unterholz zusammen und wird von mehreren Fliissen
durchzogen. Nach der etwa sicbenmonatigen Vegetationsperiode ist das Gebiet im Winter fiir
durchschnittlich drei Monate von einer geschlossenen Schneedecke bedeckt (Krasinska und
Krasifiski, 2007). Seit 1979 werden 926,69 km” des Nationalparks von der UNESCO als
Weltnaturerbe gefiihrt. Hiervon stehen auf der polnischen Seite 47 km? unter besonderem
Schutz (,,strenges Schutzgebiet™) und diirfen nur mit Sondergenechmigung betreten werden,
wihrend innerhalb des Nationalparks weitere, kleinere, aber frei zugingliche Schutzgebiete
bestehen  (http://whc.unesco.org/en/list/33,  2012;  http://www.bialowieza-info.eu/de/
nationalpark.php, 2012).

2.1.3. Biologie und Verhalten der Wisente im Nationalpark Bialowieza
Im Sommer besteht eine Wisentherde aus 10 bis 20, im Winter hingegen aus bis zu 100
Tieren. Sie setzt sich aus Kiihen, Kédlbern und Jungtieren zusammen. Geschlechtsreife

ménnliche Tiere leben in der Brunstzeit (August bis Oktober) meist solitdr und auflerhalb
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dieser Zeit héufig in kleinen Bullengruppen (n = 2-7) (Pucek, 1989). Kiihe erreichen im
Freiland im Alter von 3 Jahren die Geschlechtsreife (in Gefangenschaft mit 24 Monaten) und
setzen ihr erstes Kalb meist mit 4 Jahren (Krasifiski und Raczynski, 1967; Krasinski 1978).
Sie bleiben bis zum Alter von 19 bis 22 Jahren reproduktiv (Koch, 1956). Bullen im Freiland
erreichen mit vier Jahren die Geschlechtsreife (Czykier et al., 1999), kommen aber in der
Regel erst zwischen dem sechsten und zwolften Lebensjahr zur Fortpflanzung. Jiingere oder
dltere Bullen konnen sich in den Revierkdmpfen meist nicht gegen ihre Gegner durchsetzen.
In Gehegehaltung sind aber auch iltere Bullen (bis 15 Jahren) fortpflanzungsaktiv. Kiihe
haben in freier Natur eine Lebenserwartung von bis zu 25 Jahren, Bullen werden selten dlter
als 20 Jahre (Krasinska und Krasinski, 2007). Der Nahrungsbedarf adulter Wisente liegt
zwischen 30 und 45 kg Pflanzenfrischmasse pro Tag (Borowski et al., 1967; Pucek, 1986), die
sich aus Gras und Wildkrautern (80%), sowie Baumblittern und Rinde (20%) zusammensetzt
(Krasinska und Krasinski, 2007). Im Winter werden der Freilandpopulation Heu, Klee und
Riiben zugefiittert (Krasinska et al., 2000).

2.1.4. Balanoposthitis beim Wisent

Aufgrund der geringen Individuenzahl und ihres besonderen Schutzstatus (2.1.1.) findet ein
intensives Krankheitsmonitoring der Wisente im Nationalpark Biatowieza statt. Die
Balanoposthitis ist eine Entziindung des duBleren Genitals méannlicher Individuen, die am
Praputium (Posthitis) beginnt und sich im Laufe des fortschreitenden Krankheitsprozesses
meist auf den Penis (Balanitis) ausweitet (Lehnen, 2005). Lange Zeit nahm man an, dass die
Erkrankung beim Wisent erstmals 1980 auf der polnischen Seite (Kita et al., 1994) des
Nationalpark Biatowieza beobachtet wurde und ein Jahr darauf auch auf der weirussischen
Seite zu finden war (Kita et al., 1994; Kita et al., 2003). Neuere Nachforschungen haben
jedoch ergeben, dass die Krankheit seit mindestens 1962 auf weirussischer Seite beobachtet
wird (Bunevich, 2010). Das Altersspektrum erkrankter Bullen reicht von drei Monaten bis zu
20 Jahren (Bunevich, 2010; Krasinska und Krasinski, 2010), wobei die Altersgruppe der 2-3
jahrigen Bullen mit 31-37% (= Anteil erkrankter Tiere an der Gesamtpopulation ménnlicher
Wisente) am héufigsten betroffen ist (Bunevich, 2010; Krasinska und Krasinski, 2010). Eine

Ubertragung der Balanoposthitis allein iiber den Geschlechtsakt ist hiermit ausgeschlossen.

Bei der Balanoposthitis des Wisents handelt es sich nach aktuellem Kenntnisstand um eine
bakterielle Mischinfektion (Lehnen, 2005). In der Literatur wird sie als eine katarrhalische,

nodulére, purulente oder diphteroid-nekrotische Entziindung des Penis und des Praputiums
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beschrieben, die von Fistelbildung im umliegenden Gewebe begleitet ist (Anusz et al., 2007)
und mit dem Voranschreiten der Erkrankung zur Infertilitat fiihrt (Krasinska und Krasinski,
2007). Makroskopisch ist zunichst eine 6dematdse Verdickung des Ostium praeputiale mit
vereinzelten hyperkeratotischen, nekrotischen Herden zu erkennen. Anfangs betreffen diese
Verinderungen nur den Ubergang von der Haut zur Schleimhaut; im weiteren Verlauf breitet
sich die Nekrose auf die Lamina externa und die Lamina interna des Priaputialschlauches aus.
Eitriges Exsudat tritt aus der Préputialhdhle aus und die Préputialschleimhaut ist stark
verdickt. Im fortgeschrittenen Stadium kann es zum Verschluss der Préputialoffnung durch
nekrotisches Material und zur Ansammlung von Urin in der Préputialhdhle kommen. In
besonders schweren Féllen fiithren die eitrig-nekrotisierenden Prozesse zur Autoamputation
der Penisspitze (Abb. 2.1). Durch das Zuschwellen der Praputial6ffnung und eine eventuelle
Fistelbildung in der Harnrohre wird die Miktion erschwert. Im fortgeschrittenen Stadium kann
die Erkrankung zur Sepsis und in seltenen Féllen auch zum Tod fiithren (Kita et al., 1990; Kita
et al., 1994; Schildger et al., 1996; Jakob et al., 2000; Lehnen, 2005).

Abb. 2.1.:  Balanoposthitis mit Autoamputation der Penisspitze (Foto: A. Lehnen,
Nutzung mit Genehmigung der Fotografin)

Anhand histologischer Zustinde wird die Erkrankung in drei Stadien eingeteilt. Stadium I ist
makroskopisch nicht diagnostizierbar, histologisch sind jedoch fokale Hyperkeratosen sowie
eine stark proliferierte Epidermis mit oberflichlicher Besiedelung rundlicher Bakterien
erkennbar. Stadium II ist von einer epidermalen Nekrose gekennzeichnet, die bis in das
Stratum spinosum reicht. Zudem lédsst sich eine ausgeprigte Besiedelung mit Bakterien
beobachten. Im Stadium III hat der ulzerative Prozess das Plattenepithel erreicht und das

Gewebe ist massiv von Bakterien besiedelt (Lehnen et al., 2003; Lehnen, 2005).

_6-
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Seit den ersten verzeichneten Krankheitsfillen in Polen 1980 werden die Wisentherden
kontinuierlich beobachtet, um an Balanoposthitis erkrankte Wisentbullen rechtzeitig zu
erkennen und gezielt abzuschieen, sowie Faktoren zu analysieren, die die
Krankheitsentstehung moglicherweise begiinstigen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
Faktoren wie Populationsgrofle und -dichte, Missbildungen der Geschlechtsorgane (Tiere mit
Hodenmissbildungen erkranken vermehrt an Balanoposthitis) sowie genetische Faktoren eine
Rolle spielen konnten (Krasinska und Krasinski, 2010). Um der Ausbreitung der Erkrankung
entgegenzuwirken, flir die eine infektiose Ursache angenommen wird, werden gezielt Bullen
eliminiert, die aufgrund makroskopisch erkennbarer Verdnderungen am Priaputium
(Identifikation betroffener Tiere mittels Fernglas) unter dem Verdacht stehen, an Posthitis/
Balanoposthitis erkrankt zu sein (Pucek et al., 2004). Von 1980 bis Dezember 2009 wurden
insgesamt 246 Bullen mit makroskopisch erkennbaren Anzeichen von Posthitis/
Balanoposthitis entweder getotet (n = 216) oder tot aufgefunden (n = 30) (Krasinska und
Krasinski, 2010). Bunevich (2010) beschreibt die Erkrankung bei 130 getéteten und 23 tot
aufgefundenen Bullen in Weiflrussland in den Jahren 1966-2005. Der Anteil an erkrankten
Bullen bezogen auf die Gesamtpopulation im gesamten Nationalpark Biatowieza wird auf 6%

geschitzt (Bunevich, 2010; Krasinska und Krasinski, 2010).

Bei Wisentkiihen (n = 66) ergaben makroskopische und histologische Untersuchungen der
Schamlippen, der Vaginalschleimhaut und der Klitorisgrube keine Anhaltspunkte fiir ein
pathologisches Geschehen &dhnlich der Balanoposthitis bei ménnlichen Wisenten. Die
bakteriologische Untersuchung der Vaginalflora von 40 weiblichen Wisenten ergab eine
Besiedelung mit physiologischer Genitaltraktflora (Speck et al., 2006; Lehnen 2005). Auch
Borchers et al. (2002) konnten bei der Untersuchung von 167 weiblichen Wisenten keinerlei

Lésionen an deren Geschlechtsorganen feststellen.

2.1.5. Mogliche Atiologie der Balanoposthitis beim Wisent und Bedeutung von
T. bonasi und T. bialowiezensis fiir das Krankheitsgeschehen

Die Atiologie der Balanoposthitis beim Wisent ist bislang unbekannt. Als Ursache der
Erkrankung, die durch eine bakterielle Mischinfektion gekennzeichnet ist, wird ein
multifaktorielles Geschehen angenommen. Méoglicherweise erleichtern pridisponierende
Faktoren wie Verletzungen oder Irritationen der Haut durch Ziune, Unterholz oder
Ektoparasiten das Eindringen von Viren oder Bakterien in tiefere Gewebeschichten (Lehnen,

2005). Das Praputium ist duBleren Einfliissen gegeniiber deshalb starker ausgesetzt als andere
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Hautstellen, da es wesentlich diinner behaart ist, eine feine Haut besitzt und weit von der
Bauchdecke entfernt relativ ungeschiitzt nach unten héngt. Hier entstehen eher Verletzungen
oder aufsteigende Infektionen. Die Hoden, fiir die dies auch zutreffen konnte, konnen weit
nach oben in den Schenkelspalt gezogen werden und sind somit deutlich besser geschiitzt

(Lehnen, 2005; Krasinska und Krasinski, 2007).

Es gibt Hinweise darauf, dass Faktoren wie Inzucht und geringe genetische Variabilitit zu
einer Reduktion der Immunkompetenz und somit einer erhohten Krankheitsanfélligkeit in
Tierpopulationen fithren (O'Brian und Everman, 1988; Frankham et al., 2010). Im Rahmen
des Krankheitsgeschehens der Balanoposthitis beim Wisent konnte eine Storung der lokalen
Immunabwehr im Bereich der Genitalschleimhaut eine Besiedelung mit pathogenen
Mikroorganismen erleichtern (Pucek et al., 2004). Eine Rolle konnte hierbei die Funktionsein-
schrinkung oder Aussschaltung gewebespezifischer Defensin-Gene spielen, die zur
unspezifischen Abwehr des Immunsystems zdhlen und im Nebenhodengewebe bzw. der
Préputialschleimhaut exprimiert werden. Dies konnte auch die spezifische Lokalitét
(ménnliches Genitale) der Erkrankung erkldren (Linser und Ludwig, 2005; Liinser, 2005).
Untersuchungen der weiirussischen Wisentpopulation ergaben, dass deren hohe
Krankheitsanfalligkeit einerseits auf die geringe genetische Variabilitdt und Inzucht innerhalb
der Population und andererseits auf duflere Faktoren wie Nahrungskonkurrenz, Stress durch
Verdichtung der Herden an den Winterfiitterungsplitzen sowie Schwermetallbelastung und
Mangel an Spurenelementen zuriickzufiihren ist (Krasochko und Krasochko, 2004; Bunevich,
2010). Ein Zusammenhang zwischen dem Heteroplasmiegrad der Wisentpopulation im
Nationalpark Biatowieza in Polen und der Inzidenz von Balanoposthitiserkrankung konnte

nicht festgestellt werden (Wojcik et al., 2009).

Borchers et al. (2002) untersuchten Blut-, Tupfer- und Gewebeproben von 54 an
Balanoposthitis erkrankten polnischen Wisenten auf Antikorper gegen Bovines Herpesvirus 1
(BHV-1), BHV-2, BHV-4, Caprines Herpesvirus 1 (CapHV-1), Cervides Herpesvirus 1
(CerHV-1), sowie gegen Bovines Virus Diarrhoe Virus 1 (BVD-1). Bei keinem der an
Balanoposthitis erkrankten Wisentbullen konnten messbare Antikorpertiterwerte gegen die
genannten Viren nachgewiesen werden. Zudem konnte in keiner der Proben DNA/ RNA
dieser Viren nachgewiesen werden, weshalb sie als Ursache fiir die Balanoposthitis beim
Wisent ausgeschlossen wurden (Borchers et al., 2002). Diese Aussage unterstiitzen auch

Anusz et al. (2007), die bei der Untersuchung von Probenmaterial 39 ménnlicher Wisente,

_8-



2. Literatur

darunter auch Tiere, die Symptome von Posthitis/ Balanoposthitis zeigten, zwischen
symptomfreien und symptomatischen Tieren keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf

Antikorper gegen BHV-1 und BHV-5 feststellten.

Fusobacterium necrophorum (F. necrophorum) wird hiufig im Zusammenhang mit eitrig-
nekrotisierenden Erkrankungen wie der Posthitis beim Hausrind (Bos primigenius taurus)
(Jensen und Mackey, 1971) oder der Dermatitis interdigitalis contagiosa (,,Moderhinke*)
beim Hausschaf (Ovis ammon aries) (Benett und Hickford, 2011) genannt. Der Erreger tritt
bei diesen Erkrankungen in Mischinfektion u.a. mit Bakterien wie Dichelobacter nodosus,
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. oder T. pyogenes auf. Experimentell wurde ein
synergistischer Effekt bei Mischinfektionen von F. necrophorum und T. pyogenes
nachgewiesen, der sich durch eine schnellere Vermehrung beider Erreger sowie eine stirkere
Entziindungsreaktion und Nekrotisierung des Gewebes auszeichnet (Roberts, 1967). Auch im
Rahmen der Balanoposthitis beim Wisent ist ein solches synergistisches Geschehen denkbar,
da F. necrophorum regelmaflig bei kranken Bullen nachgewiesen werden konnte — allerdings
nie im frithen, sondern ausschlieflich im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung. Dieses
schliefit F. necrophorum als ursichlichen Erreger fiir die Balanoposthitis beim Wisent aus

(Jacob et al., 2000; Anusz et al., 2007; Lehnen, 2005).

Weitere, im Rahmen von Balanoposthitis bei Hausrindern und Hausschafen genannte
bakterielle Erreger sind Trueperella pyogenes., Corynebacterium spp. und Spirochiten. Auch
diese Keime konnten beim Wisent nur im spéten Stadium der Balanoposthitis nachgewiesen

und als ursichliche Erreger deshalb ausgeschlossen werden (Lehnen, 2005).

Thiede et al. (2002) untersuchten Wisente auf Antikorper gegen Mycoplasma bovis und
M. bovigenitalium, da beide Bakterienarten Erkrankungen am Genitaltrakt von Rindern
hervorrufen kénnen (Kirchhoff, 1982). Die Pravalenz von nachgewiesenen Antikdrpern gegen
M. bovigenitalium in der Gruppe an Balanoposthitis erkrankter Wisentbullen (Messung der
Antikorpertiterwerte im Serum) war signifikant hoher als in der Gruppe gesunder Bullen.
Antikorper gegen M. bovis wurden nicht nachgewiesen. Obwohl der eindeutige Anzucht-
Nachweis von M. bovigenitalium nicht gelang, kann dessen Beteiligung am Krankheits-

geschehen nicht ganz ausgeschlossen werden (Thiede et al., 2002; Lehnen, 2005).
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Untersuchungen von an Balanoposthitis erkrankten Wisenten mittels bakterieller
Kulturverfahren ergaben den Nachweis diverser Gram-positiver Bakterien (Trueperella spp.,
Bacillus spp., Corynebacterium spp., Fusobacterium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus
spp.) sowie Gram-negativer Bakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae (Jakob et al.,
2000; Kita et al., 1990; Lehnen et al., 2003; Lehnen et al., 2006; Piusinski et al. 1997).
Lehnen (2005) untersuchte Préputialtupferproben von an Balanoposthitis erkrankten Bullen
(n=23) und isolierte in 57% (n=13) dieser Proben zwei neue Bakterien der Gattung
Trueperella gen. nov.. In 87% der untersuchten Proben wurde mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) DNA von entweder 7. bonasi oder T. bialowiezensis nachgewiesen.
Beide Bakterienarten sind schon im ersten Stadium der Erkrankung prisent. Sie konnten
bisher noch nie aus gesunden Bullen und weiblichen Tieren isoliert werden. Dies spricht fiir
die mogliche &tiologische Bedeutung von 7. bonasi und T. bialowiezensis an der
Balanoposthitis beim Wisent (Lehnen, 2005). Um die Frage abzukldren, ob 7. honasi und
T. bialowiezensis in der Lage sind, Wirtsgewebe zu besiedeln, zu schiadigen oder zu zerstoren
und somit die Krankheit auszuldsen, wurde in der vorliegenden Arbeit nach potentiellen
Virulenzfaktoren dieser beiden Bakterienarten geforscht. Als Vergleichsorganismen dienten
hierfiir zwei human- und tierpathogene Verwandte, Arcanobacterium (A.) haemolyticum
(2.2.4.2)) und T. pyogenes (2.2.4.3.). Der Vergleich mit diesen beiden Bakterienarten liegt
nahe, da sie fiir eine Reihe von purulenten Weichteilinfektionen verantwortlich gemacht
werden, die mit dem Krankheitsbild der Balanoposthitis beim Wisent vergleichbar sind.
Zudem sind 4. haemolyticum und T. pyogenes die am besten untersuchten Vertreter ihrer
Gattungen und ihre Virulenzfaktoren sind vergleichsweise gut erforscht (Ldmmler, 1990;
Gahrn-Hansen und Frederiksen, 1992; Carlson et al., 1994a; Jost und Billington, 2005; Lucas,
2009; Jost et al., 2011).

2.2. Trueperella bonasi, Trueperella bialowiezensis, Trueperella

pyogenes und Arcanobacterium haemolyticum

2.2.1. Taxonomie und phylogenetische Einordnung

Aufgrund biochemischer Profile und 16S rDNA-Gensequenzanalysen wurden Trueperella
bonasi und Trueperella bialowiezensis bisher zur Gattung Arcanobacterium gezéhlt, zu der
neun Spezies zahlten: Arcanobacterium abortisuis, A. bernardiae, A. bialowiezense,
A. bonasi, A. haemolyticum, A. hippocoleae, A. phocae, A. pluranimalium und A. pyogenes

(Lehnen et al., 2006). Einige Arcanobakterien gehorten frilher zu anderen Gattungen und
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wurden im Laufe der Zeit mehrfach umbenannt. Der erste Vertreter dieser Gruppe war
Arcanobacterium  haemolyticum (Collins et al,, 1982), vormals Corynebacterium
haemolyticum (MacLean et al., 1946). Durch die Neuklassifizierung von Actinomyces
bernardiae zu Arcanobacterium bernardiae (Ramos et al., 1997) und Bazillus pyogenes tiber
die Stufen Corynebacterium pyogenes (Glage, 1903), und Actinomyces pyogenes (Collins und
Jones, 1982; Reddy et al., 1982) zu Arcanobacterium pyogenes (Ramos et al., 1997) erhielt

die Gattung zwei weitere Mitglieder.

Neuere chemotaxonomische und phylogenetische Untersuchungsergebnisse unterstiitzten
jedoch friihere, durch die Untersuchung von Fettsduren, Chinonen und polaren Lipiden
gewonnene Hinweise darauf, dass die neun Arcanobakterien-Spezies innerhalb ihrer Gattung
zwei Gruppen (,,cluster”) bilden (Abb. 2.2), die sich so deutlich voneinander unterscheiden,
dass sie den Status eigenstdndiger Gattungen verdienen (Lehnen et al., 2006). Yassin et al.
(2011) verfestigten diese Vermutungen und schlugen vor, nur drei Spezies in der Gattung
Arcanobacterium zu belassen: A. haemolyticum, A. phocae und A. pluranimalium. Fir
A. abortisuis, A. bernardiae, A. bialowiezense, A. bonasi und A. pyogenes schlugen die
Autoren die Schaffung einer neuen Gattung namens ,,7rueperella gen. nov.* vor. Die genaue
Gattungszugehdrigkeit von A. hippocoleae ist laut Yassin et al. (2011) nicht eindeutig;
phylogenetisch gesehen sollte diese Spezies eher Arcanobacterium spp. als Trueperella spp.
zugeordnet werden. Die neue Taxonomie stand mir erst ab September 2010 zur Verfiigung;
alle Arbeitshypothesen und Laboruntersuchungen der vorliegenden Arbeit bauen auf die
vorher giiltige taxonomische Einteilung auf und beriicksichtigen die neue Klassifizierung
nicht. Die Benennung der Bakterien in dieser Arbeit wurde jedoch der neuen Nomenklatur

angepasst.
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Abb. 2.2.:  Phylogenetischer Stammbaum verschiedener Arten und Unterarten von
Arcanobacterium und Actinomyces spp. (mit freundlicher Genehmigung von Yassin et al.,

2011)
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2.2.2. Erscheinungsbild der bakteriellen Kulturen

Die Kolonien von T. bonasi und T. bialowiezensis unterscheiden sich in ihrer Kultur-
morphologie nur geringfiigig. Beide Spezies sind auf Columbia-Schafblutagar-Platten (5%
Schafblut) nach 48-72 h Bebriitung bei 37°C in aerobem Milieu als feine, gldnzende,
weilliche, stecknadelkopfgrofe Kolonien mit glattem Rand zu erkennen (Lehnen, 2005).
Kolonien von T. bonasi (DSM 17163) erreichen allerdings erst nach 72 h Inkubationszeit die
GroBe, die 7. bialowiezensis (DSM 17163)-Kolonien bereits nach 48 h erreicht haben (eigene
Beobachtung). An den Grenzen zu den Kolonien beider Spezies bildet sich eine sehr feine

Zone vollstandiger Haimolyse aus (Lehnen, 2005).

Im Vergleich hierzu benétigen 7. pyogenes und A. haemolyticum zum optimalen Wachstum
eine mit 5% CO, angereicherte Atmosphére, in der sie auf Columbia-Schafblutagar-Platten
nach 24 h auf stecknadelspitzengroB3e, glasige und innerhalb von 48 h zu 2-3 mm grof3en,
weillen Kolonien heranwachsen. Bei 7. pyogenes sind die feinen Kolonien von einer Zone
vollstandiger Himolyse umgeben (Funke et al., 1997; Lucas, 2009; Rolle und Mayr, 2006).
Arcanobacterium haemolyticum bildet auf Schaf- oder Rinderblut-Agarplatten keine
Hémolysezone aus, sondern nur auf Agarplatten mit Kaninchen-, Pferde- oder Humanblut.
Auf Schaf- oder Rinderblut-Agarplatten benétigt das Bakterium zur Ausbildung einer
vollstindigen B-Hémolysezone die Zugabe von 10% ,Equi Faktor”, dem sterilfiltrierten
Kulturiiberstand einer 24 h-Fliissigkultur von Rhodococcus equi (Garcia-de-la-Fuente et al.,
2008; Lucas, 2009; Ulbegi-Mohyla et al., 2009). Das glatte, glinzende Kolonie-Wachstum
mit Hamolyse entspricht dem des A. haemolyticum-Biovar ,,smooth type*. Im Gegensatz dazu
weisen die Kolonien des Biovars ,,rough type eine rauhe Oberfliche auf und besitzen keine
Hémolysezone. Beide Biovare unterscheiden sich auch in ihren biochemischen Eigenschaften

(Carlson et al., 1994a).

Lichtmikroskopisch betrachtet erscheinen 7. bonasi und T. bialowiezensis Arcanobakterien-
typisch als Gram-positive, unbewegliche, pleomorphe, oft diphteroid gelagerte, kurze,
schlanke Stidbchen (Lehnen et al., 2006). Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestitigen
dies (Abb. 2.3).
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Abb. 2.3.:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer 7. bialowiezensis-Kolonie
(Foto: D. Viertel, IZW Berlin)

2.2.3. Methoden zur Artbestimmung von Arcanobacterium und Trueperella

Die  Artbestimmung kann mithilfe biochemischer Profile, molekulargenetischer
Nachweismethoden oder des Erscheinungsbildes artspezifischer Proteine in Trenngelen

erfolgen.

2.2.3.1. Biochemisches Profil

Die unterschiedlichen Arcanobacterium und Trueperella Spezies lassen sich anhand ihrer
biochemischen Profile mit Hilfe der ,,API* Testsysteme ,,API CORYNE®, ,,API ZYM* und
,API 50CH* (BioMérieux) unterscheiden (Narayanan et al., 1998; Ramos et al., 1997). Ferner
konnen zur Identifikation das ,,API 20 STREP*“-System und das ,,RapID™ ANA II* (Oxoid)
eingesetzt werden (Morrison und Tillotson, 1988; Brander und Jousimies-Somer, 1992). Im
Vergleich zu A. haemolyticum und T. pyogenes zeigen sich T. bonasi und T. bialowiezensis
biochemisch vergleichsweise unreaktiv. Sie wachsen weder auf Gassner- noch auf
McConkey-Agar, sind im O/F-Test negativ, sind Katalase-negativ und zeigen keine Serolyse-

Reaktion auf der Loffler-Pferdeserum-Platte (Lehnen, 2005).
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2.2.3.2. Spezifische Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ramos et al. (1997) untersuchten aus Gewebeproben isolierte genomische DNA mit Hilfe
einer fiir die 16S rRNA von Arcanobakterien spezifischen PCR. Da die direkte Anzucht von
T. bonasi und T. bialowiezensis aus Wisent-Préputialgewebe oder -Tupferproben nicht immer
moglich war, entwickelte Lehnen fiir den Nachweis dieser Bakterien eine spezifische PCR fiir
16S rDNA (Lehnen, 2005). Spezies konnen auch iiber ,.intergenic spacer regions* (ISR)
identifiziert werden (Hassan et al., 2008). Dabei werden die 16S — 23S rRNA ISR amplifiziert
und sequenziert. Durch Vergleich mit archivierten speziesspezifischen Sequenzen (z.B.

GenBank) erfolgt dann die genaue Spezieszuordnung.

2.2.3.3. Sonstige Verfahren

Lehnen (2005) stellte fest, dass die Proteinbandenprofile von sechs Arcanobakterien-Spezies
unterschiedlich aussehen. Auch in der SDS-PAGE Gelelektrophorese (SDS: engl. ,,sodium
dodecyl sulfate*, PAGE: engl. ,,polyacrylamide gel electrophoresis*) unterscheiden sich diese
sechs Spezies deutlich voneinander (Lehnen, 2005). Hijazin et al. (2012a) entwickelten ein
massenspektrometrisches Verfahren zur Speziesdifferenzierung von 7 Spezies der Gattungen

Trueperella und Arcanobacterium.
2.2.4. Durch Trueperella und Arcanobacterium verursachte Krankheiten

2.2.4.1. Trueperella bonasi und Trueperella bialowiezensis

Beide Erreger wurden bisher nur im Zusammenhang mit der Balanoposthitis des Wisents
beschrieben. Die Bedeutung von 7. bonasi und T. bialowiezensis fiir das Krankheitsgeschehen
der Balanoposthitis ist gegenwirtig unklar. Fiir ihre Beteiligung an der Atiologie der
Erkrankung spricht jedoch, dass sie bisher ausschlieB8lich bei kranken und noch in keinem Fall
bei gesunden Wisentbullen nachgewiesen wurden und, im Gegensatz zu anderen potentiellen
Erregern, schon im Frithstadium der Erkrankung im Gewebe anwesend sind. Zudem lassen
sich Parallelen beim Vergleich der Balanoposthitis-Symptome mit Erkrankungen erkennen,
die z.B. durch T. pyogenes beim Hausrind und Hausschaf und 4. haemolyticum beim
Menschen verursacht werden. Bei Infektionen mit 4. haemolyticum und T. pyogenes kommt
es hédufig zu purulenten Entziindungen der Haut und Schleimhéute, die den eitrig-
nekrotisierenden bis diphteroiden Priputial- und Penisentziindungen der an Balanoposthitis
erkrankten Wisente &hnlich sind und im Folgenden besprochen werden. Die nahe

Verwandtschaft von 7. bonasi und T. bialowiezensis mit T. pyogenes und anderen Vertretern
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der Gattungen Arcanobacterium und Trueperella legt die Hypothese nahe, dass 7. bonasi und
T. bialowiezensis tber #hnliche Virulenzfaktoren verfiigen, die es ihnen ermdglichen,
Wirtszellen zu besiedeln und zu zerstoren. Auch eine Ubertragung der Balanophostitis-
Erreger iiber Fliegen, wie sie bei der von 7. pyogenes verursachten Sommermastitis
vorkommt, ist denkbar (Lehnen, 2005). Moglicherweise treten 7. bonasi und
T. bialowiezensis auch synergistisch mit Fusobacterium sp. oder Mycoplasma spp. auf
(Lehnen 2005). Vertreter beider Bakteriengattungen wurden sowohl bei Infektionen mit
A. haemolyticum (Lundblom et al., 2010; Stacey und Bradlow, 1999) und T. pyogenes (Doré
et al., 2007; Rolle und Mayr, 2006; Seimiya et al., 2004; Kidanemariam et al., 2005), als auch

bei an Balanoposthitis erkrankten Wisenten nachgewiesen.

2.2.4.2. Arcanobacterium haemolyticum

Arcanobacterium haemolyticum galt lange Zeit als ausschlieBlich humanpathogener Erreger,
der erstmals von MacLean et al. (1946) beschrieben und vorwiegend aus Infektionen des
Nasopharynx und der Haut isoliert wurde. Zur Risikogruppe fiir 4. haemolyticum-bedingte
Sinusitis, Pharyngitis und Tonsillitis gehoren Jugendliche und junge Erwachsene. Die
Symptomatik dhnelt der von Streptococcus pyogenes-Infektionen und reicht von Fieber,
pharyngealem Exsudat und zervikaler Lymphadenopathie bis zu einem generalisierten,
scharlachartigen Exanthem, das in 20-25% der Fille 1-4 Tage nach dem Erscheinen der
Pharyngitis-Symptome auftritt (Banck und Nyman, 1986; Linder, 1997; Carlson et al., 1994b;
Darai et al., 2012).

Urséchlich durch A. haemolyticum bedingte Wundinfektionen, eitrige Entziindungen des
Weichteilgewebes und Abszesse sind sowohl beim Menschen (Dobinsky et al., 1999; Tan et
al., 2000) als auch, obgleich weitaus seltener, beim Pferd (Hassan et al., 2009) und beim
Hauskaninchen (Oryctolagus cuniculus forma domestica) (Tyrrell et al., 2002) beschrieben

worden.

Mehrere Autoren berichten zudem von selten auftretenden, tief sitzenden systemischen
Erkrankungen wie Endokarditis, Osteomyelitis, septischer Arthritis, Meningitis und
Pneumonie mit zum Teil septikimischem Verlauf, die entweder auf 4. haemolyticum alleine
zuriickgefilhrt wurde oder, im Falle der Lemierre-Krankheit, als Co-Infektion mit
F. necrophorum auftraten (Skov et al., 1998; Younus et al., 2002; Goyal et al., 2005;
Therriault et al., 2008; Lundblom et al., 2010).
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Es wird vermutet, dass die Haut oder Schleimhaut als Reservoir fiir 4. haemolyticum dient
und dass der Erreger durch Tropfcheninfektionen {ibertragen wird (Lucas, 2009).
Untersuchungen hierzu fehlen jedoch. Die Typisierung von insgesamt 138 aus menschlichen
Proben isolierten 4. haemolyticum-Staimmen ergab, dass die Stimme des Biovars ,,smooth
type* vorwiegend (75%) aus Wundinfektionen isoliert wurden, wahrend das Biovar ,,rough
type nahezu ausschliesslich in Verbindung mit Atemwegsinfektionen auftrat (Carlson et al.,

2004a).

2.2.4.3. Trueperella pyogenes

Trueperella pyogenes ist ein vorwiegend veterinairmedizinisch relevanter, ubiquitar
vorkommender opportunistischer Erreger, der entweder alleine oder zusammen mit anderen
Bakterien (u.a. Fusobacterium spp., Escherichia coli oder Staphylococcus aureus) aus
betroffenem Gewebe isoliert wird. Zu den Hauptwirten von 7. pyogenes zihlen insbesondere
Hausrinder, Hausschafe, Hausziegen, Hausschweine und einige Wildwiederkduerarten.
T. pyogenes verursacht purulente Infektionen, die sowohl lokal beschrinkt als auch
systemisch auftreten konnen. Das Reservoir sind die Haut und Schleimhdute empfénglicher
Wirtsspezies, wobei der Eintritt in den Wirt hiufig iiber Gewebeldsionen erfolgt (Hirsh et al.,

2004; Jost und Billington, 2005; Ericsson Unnerstad et al., 2009).

Beim Rind ist 7. pyogenes hauptsdchlich fiir Erkrankungen der Reproduktionsorgane
verantwortlich. Wirtschaftlich relevant ist vor allem die Sommermastitis (auch bekannt als
Holsteinsche Euterseuche), die trachtige Farsen und trockenstehende Kiihe betrifft, die auf der
Weide regelméBigen Kontakt zu als Vektoren fungierenden Fliegenarten haben oder
schlechten melkhygienischen Bedingungen ausgesetzt sind. Gewebeldsionen am Euter und
den Zitzen begiinstigen die Infektion, die mit einer schmerzhaften ddematdsen Schwellung
und Rotung eines oder mehrerer Euterviertel einhergeht. Im Gewebe bilden sich im
fortgeschrittenen Stadium eitrige Abszesse. Das Eutersekret ist dunkel, blutig und enthélt
Gewebeteile (Rolle und Mayr, 2006). Der Anteil der 7. pyogenes-Infektionen an Mastitiden
beim Rind liegt zwischen 3,5% und 13% (Waage et al., 1999; Ericsson Unnerstad et al., 2009;
Azawi et al., 2008). Gelangt 7. pyogenes entweder aszendierend iiber Vagina und Cervix oder
auf hdmatogenem Wege in den Uterus der Kuh, kann es zu Aborten mit eitrig-
nekrotisierender Plazentitis kommen (de Kruif, 1999; Rolle und Mayr, 2006). Fiir
T. pyogenes-Endometritiden sind besonders trockenstehende Kiithe und solche mit

Zitzenverletzungen empfanglich (Silva et al., 2008; Petit et al., 2009; Santos et al., 2010).
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T. pyogenes-Infektionen bei Bullen konnen zu seminaler Vesiculitis purulenta, purulenter
Balanoposthitis und Orchitis fiihren (Roppel und Campero, 1998; Rolle und Mayr, 2006). Des
Weiteren sind beim Rind durch 7. pyogenes verursachte Pyelonephritis (Rosenbaum et al.,
2005) und Thromboembolie (Miiller et al., 2005) bekannt. Bei Leberabszessen (Doré¢ et al.,
2007; Rolle und Mayr, 2006) und Atemwegsinfektionen (Seimiya et al., 2004) kommen

synergistische Infektionen von 7. pyogenes mit F. necrophorum vor (Songer und Post, 2005).

Bemerkenswert ist, dass die Pathologie der T. pyogenes-Erkrankung bei Wildwiederkduern
von der bei Hausrind, -schaf und -ziege abweicht. Zwar wurden auch hier Metritiden berichtet
(Twomey et al., 2010), aber die Anzahl der Fille mit Pneumonie und Abszessen iiberwiegen.
Pneumonien mit 7. pyogenes-Beteiligung wurden unter anderen bei Rothirsch (Hattel et al.,
2007), Alaska-Schneeschaf (Ovis dalli) (Jenkins et al., 2007), Hirschziegenantlope (Antilope
cervicapra) (Portas und Byrant, 2005) und Weiwedelhirsch (Odocoileus virginianus) (Hattel
et al., 2004) beschrieben. Mehrere Studien untersuchten die Todesursachen bei den in den
USA und Kanada vorkommenden Weilwedelhirschen im Zeitraum zwischen 1986 und 2008
(Baumann et al., 2001; Nettles et al., 2002; Karns et al., 2009). Die Autoren stellten fest, dass
besonders viele minnliche Tiere intrakraniale Abszesse aufwiesen, an deren Entstehen
hauptsichlich 7. pyogenes beteiligt war. Das gehdufte Auftreten bei mannlichen Tieren wurde
darauf zuriickgefiihrt, dass sich die Hirschbullen Verletzungen der Kopthaut durch das Reiben
ihres Geweihs an Baumen und wéhrend der Brunftzeit durch Rangkdmpfe mit anderen Bullen
zuziehen, die als Eintrittspforte flir die Bakterien dienen konnen. Es wird vermutet, dass
T. pyogenes mit Hilfe seiner proteolytischen Enzyme den Schidelknochen durchdringen und

das Gehirn infizieren kann (Baumann et al., 2001).

Zu erwihnen ist auch eine Studie tiber die Genitalflora ménnlicher und weiblicher Dorper-
Hausschafe. Bei diesen in Siidafrika beheimateten Tieren wurden mehrere Fille von
ulzerativer Balanitis und Vulvitis bekannt. Als am Krankheitsprozess beteiligte Bakterien
wurden Mykoplasmen (bei 78% der erkrankten Tiere) und 7. pyogenes (in 44,2% der Fille)
nachgewiesen. Von den Autoren wird ein synergistisches Zusammenwirken dieser Bakterien-

spezies angenommen (Kidanemariam et al., 2005).

Neben Mastitiden treten bei Schafen und Ziegen Pyobacillosen auf, wihrend bei Schweinen
vorwiegend iiber Wundinfektionen berichtet wird (Rolle und Mayr, 2006); T. pyogenes-

Mastitiden bei Sauen sind jedoch ebenfalls beschrieben (Christensen et al., 2007). Vereinzelt

-18 -



2. Literatur

wird iiber die Beteiligung von T. pyogenes an eitrigen Entziindungen bei Caniden, Reptilien
und Vogeln berichtet. Bekannt sind der Fall eines Hundes mit Cystitis, einer Katze mit
chronischer Otfitis externa und fibrinopurulentem Exsudat aus dem Ohr (Billington et al.,
2002b), der einer Bartagame (Pogona vitticeps) mit Pneumonie sowie der eines Geckos, der
an einer T. pyogenes-Septikimie verstarb (Ulbegi-Mohyla, 2010a). Der Erreger wurde auch
bei an Osteomyelitis erkrankten Truthdhnen (Meleagris gallopavo forma domestica)

nachgewiesen Brinton et al. (1993).

Ebenfalls selten werden 7. pyogenes-Infektionen beim Menschen beschrieben. In den meisten
Féllen hatten die betroffenen Patienten vor ihrer Erkrankung engen Kontakt zu Wiederkduern
oder Schweinen. Zu den belegten Fillen zéhlen Wund- (Kavitha et al., 2010), Atemwegs-
(Hermida Amejeiras et al.,, 2004; Levy et al., 2009) und Abdominalinfektionen (Gahrn-
Hansen und Frederiksen, 1992), Endokarditiden (Plamondon et al., 2007), FufB-Ulcera
(Kotrajaras und Tagami, 1987), und Abszesse (Dias et al., 1996).

2.2.4.4. Trueperella bernardiae, Trueperella abortisuis, Arcanobacterium phocae,

Arcanobacterium pluranimalium, Arcanobacterium hippocoleae

Uber die pathogenen Eigenschaften der iibrigen fiinf Vertreter der Gattungen
Arcanobacterium und Trueperella ist nicht viel bekannt, da sie bisher selten und oft aus nur

einem Tier oder wenigen Individuen einer Spezies isoliert wurden.

Trueperella bernardiae comb. nov., im Folgenden als 7. bernardiae bezeichnet (Funke et al.,
1995; Ramos et al., 1997), wurde neben anderen Erregern bei lokalen Entziindungen beim

Menschen nachgewiesen (Bemer et al., 2009; Loiez et al., 2009; Clarke et al., 2010).

Arcanobacterium phocae wurde mit durchschnittlich 8% Pridvalenz aus Kalifornischen
Seelowen (Zalophus californianus), Seehunden (Phoca vitulina), Seeelefanten (Mirounga
spp.), Seeottern (Enhydra lutris) und Gemeinen Delfinen (Delphinus delphis) isoliert, die
zwischen 1994 und 2000 an der kalifornischen Kiiste tot oder lebend gestrandet waren
(Ramos et al. 1997). Hierbei dominierten oberflachliche pyogene Infektionen wie Abszesse,
Haut- und Wundinfektionen, die hiufig als Mischinfektionen mit anderen Bakterien auftraten.
Auch systemische A. phocae-Infektionen wie Hirnabszesse oder Osteomyelitiden wurden
beobachtet. Diesen waren aber in der Regel Hautverletzungen (Schusswunden, Bisse,

chirurgische Eingriffe) vorangegangen, die als Bakterien-Eintrittspforten dienten. Die
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Bakterien wanderten anschlieend iiber das lymphatische System, Nervenbahnen oder
Blutgefae bis zu den Zielorganen (Johnson et al., 2003). Die Pathologie der A. phocae-
Infektionen weist grole Parallelen mit 7. pyogenes- und A. haemolyticum-Infektionen auf,
und die von ihnen verursachten eitrigen Haut- und Wundinfektionen erinnern an die eitrig-

nekrotisierende Balanoposthitis beim Wisent.

Arcanobacterium pluranimalium kommt bei verschiedenen Sédugetierarten vor und wurde
erstmals aus der Milz eines toten Schweinswals (Phocoena phocoena) und aus einem
Lungenabszess eines Dambhirsches (Cervus dama) isoliert (Lawson et al., 2001). Dieses

Bakterium wurde auch bei einem Haushund nachgewiesen (Ulbegi-Mohyla et al., 2010b).

Arcanobacterium hippocoleae wurde bislang viermal aus Hauspferden isoliert — aus dem
Vaginalausfluss einer Stute (Hoyles et al. 2002), aus dem Urin eines Pferdes (Cai et al., 2003)
und aus der abortierten Plazenta einer Stute sowie aus dem Magen und der Lunge des

abortierten Fohlens (Bemis et al., 2008).

Trueperella abortisuis comb. nov. (im Folgenden als 7. abortisuis bezeichnet) ist der jiingste
bekannte Vertreter der Gattung Trueperella. Azuma et al. (2009) isolierten das Bakterium
erstmals aus der abortierten Plazenta einer Sau. Seitdem wurde es auch aus Rindern isoliert

und spielt moglicherweise eine Rolle bei Infektionen anderer Spezies (Hijazin et al., 2012b).

2. 3. Bakterielle Virulenzfaktoren

2.3.1. Uberblick

Die Pathogenitit eines Mikroorganismus hdngt von dessen Fihigkeit ab, in einen
Wirtsorganismus eindringen, sich in selbigem vermehren und vor dem Immunsystem des
Wirtes schiitzen zu konnen und Stoffwechselprodukte zu erzeugen, die auf den Wirt
schiadigend einwirken konnen. Bakterien haben eine Vielzahl an Virulenzfaktoren entwickelt
(siche Abb. 2.4.), die entweder Zell-assoziiert agieren oder extrazellular wirken (Winn et al.,

2005). Dabei werden folgende Faktoren unterschieden:
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Adhdsine. Diese ermdglichen den Bakterien ihre Anheftung an Glykolipide oder
Glykoproteine der Wirtszellmembran vor dem Eindringen in die Wirtszelle (Winn et al.,

2005).

Kapseln. Einige Bakterien verfiigen iiber eine Kapsel, die sie vor der Phagozytose durch den
Wirt schiitzt (Buselmeier, 2009).

Siderophoren. Dies sind kleine Molekiile (<1 kDa), die dem Wirt Fe*"-Ionen entziehen und
mittels aktiver Transportmechanismen in die Bakterienzelle befordern, um sie dort zu

speichern und spéter dem bakteriellen Stoffwechsel zuzufiihren (Ratledge, 2007).

Invasine. Diese agieren extrazelluldr, indem sie bestimmte Strukturen der Wirtszellmembran
angreifen und so schidigen, dass sie flir die Bakterien durchldssig wird. Die Zellen selbst
werden dabei meist nicht zerstort. Invasine sind zumeist Enzyme, deren Name fiir ihre
Funktion steht — so depolymerisieren Hyaluronidasen beispielsweise Hyaluronsdurepolymere,

Kollagenasen spalten Kollagen und Neuraminidasen bauen Neuraminséuren ab (Todar, 2010).

Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS). LPS ist ein Bestandteil der Zellmembran Gram-

negativer Bakterien. Es setzt sich aus dem in der dulleren Bakterienwand verankerten Lipid A,
sowie aus einer Polysaccharideinheit zusammen, die aus einem Mittelstiick (,,Core-Region®)
und dem O-Antigen besteht. Nach durch Immunabwehr hervorgerufener Bakteriolyse wird
bakterienmembrangebundenes Lipid A frei. Es ist ein Endotoxin, das Immunreaktionen des
Wirtsorganismus wie die Zytokinproduktion oder die Aktivierung der Komplementkaskade
auslost und zu einem breiten Spektrum pathophysiologischer Reaktionen wie Fieber,

Hypotonie, intravaskuldre Koagulation, Schock und Tod fiihren kann (Todar, 2010).

Exotoxine. Sie stellen die am stirksten pathogene Gruppe bakterieller Virulenzfaktoren dar.
Sie werden sowohl von Gram-positiven als auch Gram-negativen Organismen gebildet und in
den Extrazellularraum abgegeben. lThre Wirkung ist somit nicht auf den Infektionsherd
beschrinkt, sondern kann weit davon entfernte Wirtsstrukturen betreffen — je nach
Wirkungsort werden sie auch als Enterotoxine, Neurotoxine, Zytotoxine, etc. bezeichnet.
Nach Bindung an entsprechende Wirtszellrezeptoren konnen sie die Signaltransduktion der
Wirtszelle storen, Locher in deren Membran stanzen, gezielt einzelne Membrankomponenten
zerstoren oder ins Zytosol der Wirtszellen eindringen, fiir Veranderungen im Aktinskelett
sorgen oder den Stoffwechsel der Wirtszelle schidigen, indem sie in die Proteinsynthese der

Zelle eingreifen. Sie konnen die Homdostase storen, den Stofftransport behindern oder in die

-21-



2. Literatur

Reproduktion der Zelle eingreifen. Superantigene dagegen erzeugen eine gegen den Wirt
selbst gerichtete Immunantwort, die bis zum toxischen Schock des Wirtsorganismus fithren

kann (Popoff, 2005).

Fimbrien Oberflachen-
Pili Biofilm assoziierte Adhasine
Flagellen (gram + Bakterien)

I
Adhasine /
Kolonisationsfaktoren

Kapsel

Invasine

Siderophoren
Hyaluronidasen
Toxine
| Kollagenasen
|
fnL(?OtOXbII'I R PS Exotoxine
(gram - Bakterien) |
Typ I: Typ II: Typ Il
zelloberflichen- | | membranschédi-| | intrazellular
aktive Toxine gende Toxine wirkende Toxine
| | Phospholipasen |—

hitzestabile
Enterotoxine RTX-Toxine

| | | (gram - Bakterien)
enzymatisch tensioaktive porenformende Cholesterol-abhangige
aktive Zytolysine Zytolysine Zytolysine Zytolysine
(gram + Bakterien)

Phospholipasen Zytolysine der Vibrio spp.;

Aerolysin u.a.Toxine,...

Abb. 2.4.: Einteilung bakterieller Virulenzfaktoren
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2.3.2. Cholesterol-abhiingige Zytolysine (CDCs)

In der Gruppe der Cholesterol-abhéngigen Zytolysine (CDCs), zu der mittlerweile ca. 30
Héamolysine Gram-positiver, zumeist pathogener (Ausnahme: Listeria seeligeri) Bakterien
gehoren, befinden sich viele sehr potente Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Botulinolysin
(BLY) von Clostridium botulinum, Tetanolysin (TLY) von Clostridium tetani, Perfringolysin
O (PFO) von Clostridium perfringens, Anthrolysin (ALO) von Bacillus anthracis oder
Pneumolysin (PLY) von Streptococcus pneumoniae. CDCs werden, mit Ausnahme von
Pneumolysin  (Streptococcus  pneumoniae), iiber einen Typ II-Sekretionsweg als
wasserlosliche, monomere Proteine in das Extrazellularmedium sezerniert und binden an
Zelloberflachenstrukturen der Wirtszellen. Mit Ausnahme von Intermedilysin (Streptococcus
intermedius) dient den CDCs Cholesterol als Toxinbindungsrezeptor. Die aus vier Doménen
bestehenden Monomere bilden untereinander nicht-kovalent gebundene, amphipathische
Oligomere, die grole Poren (siche Abb. 2.5.) in der Zytoplasmamembran der Wirtszelle
formen (Alouf, 2006a; Alouf et al., 2006b; Rosado et al., 2008; Heuck et al., 2010). Shatursky
et al. (1999) und Ramachandran et al. (2002) haben den Mechanismus der Porenbildung
erforscht und fanden Hinweise darauf, dass sich die CDCs mit Hilfe der Undekapeptid-
Schleife an der Spitze von Doméne 4 in der Wirtszellmembran verankern. In dieser
tryptophanreichen Schleife befindet sich auch die hochkonservierte Region (ECTGLAWE-
WWR), die mit wenigen Variationen bei allen CDCs zu finden ist (Gilbert, 2010). Doméne 3
bildet die AuBlenwand der Poren, die aus 30-50 Monomeren bestehen und einen Durchmesser
von bis zu 40 nm erreichen konnen (Tweten, 2005; Gilbert, 2010). Durch die Porenbildung
verursachen CDCs die Aufquellung und Lyse von Wirtszellen (Braun und Focareta, 1991;
Walz, 2005). Mit ihrer zytolytischen und hamolytischen Wirkung sind sie in der Lage,
Korperzellen und Zellen des weilen und roten Blutbildes anzugreifen und zu zerstoren, sowie
die Replikation der Bakterien voranzutreiben. Listeriolysin O beispielsweise ermdglicht
Listeria monocytogenes, vom extrazellularen Raum in das schiitzende Zytoplasma einer Zelle
zu entkommen, wo sich das Bakterium rasch ohne Intervention des Immunsystems vermehren
kann (Vasquez-Boland et al., 2001). Eine Vielzahl von Erkrankungen bei Tieren und
Menschen kann auf die Wirkung von CDCs zuriickgefiihrt werden. Hierzu zdhlen die
Amerikanische Faulbrut der Honigbienen (Apis mellifera) (verursacht durch: Alveolysin O),
Milzbrand (Anthrolysin O), Gasbrand (Perfringolysin O), Pneumonien (Pneumolysin O,
Pyolysin), Pharyngitis (Streptolysin O) und Listeriose (Listeriolysin O) (Gilbert, 2010).
Aufgrund ihrer funktionellen Ahnlichkeit zu Proteinen der ,membrane attack

complex/perforin-family* (MACPF) werden die CDCs neuerdings unter dem Uberbegriff
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»MACPF/CDC-Superfamilie* zusammengefasst, da lytische MACPF-Proteine einen
dhnlichen Mechanismus der Porenbildung wie CDCs nutzen. MACPF-Proteine kommen bei

Eukaryoten vor und sind im Immunsystem bei der Abwehr viraler und bakterieller Erreger

sowie bei der Tumorkontrolle eingebunden (Rosado et al., 2008; Gilbert, 2010; Qiao et al.,
2010).

Abb. 2.5.: Schematische Darstellung eines CDC-Monomers wéhrend der Porenbildung. 1-
4 = Doménen 1-4. Die Undekapeptid-Schleife der Doméne 4 ist in den Abbildungen A-D an
ein Molekil Cholesterol gebunden. Die dunklen Bereiche markieren die Transmembran-f3-
Haarnadel (TMH) -Regionen der Domine 3, die mit der Entfaltung der Doméne 3 (B-D)
freigegeben werden. Diese formen nach ihrer Insertion in die Membran zusammen mit den
TMH-Regionen anderer CDC-Monomere den Pra-Porenkomplex und spéter die Pore (leicht
modifiziert nach Polekhina et al., 2006; Abdruck der Grafik mit freundlicher Genehmigung
des Verlages Elsevier Ltd, USA)

2.3.2.1. Arcanolysin (ALN)

Arcanolysin (ALN) ist ein von Arcanobacterium haemolyticum gebildetes Cholesterol-
abhdngiges Zytolysin und ein fiir die Gruppe der CDCs untypisches Toxin (Lucas, 2009; Jost
et al., 2011). Das 1.764 bp lange Gen, das fiir ein 64,1 kDA schweres Protein kodiert, weist
sowohl in seiner Nukleotid- als auch in seiner Aminosdurensequenz signifikante Abwei-
chungen der undekapeptiden Region zu dieser bei anderen CDCs hoch konservierten
Aminosduresequenz auf. Anstelle von ,,ECTGLAWE-WWR® lautet die Sequenz bei ALN
HLEGTGLAWDKWW-*. Zudem verfiigt ALN {iber eine N-terminale Extensionssequenz, die
Sequenzen von Listeriolysin O und Streptolysin O (Streptococcus pyogenes) gleicht.
Arcanolysin  weist mit anderen CDCs eine durchschnittliche Nukleinsduresequenz-

Ubereinstimmung von nur 55-56% auf. Die grofite Aminosiurensequenz-Ubereinstimmung
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(74,3%) hat ALN mit Pyolysin (PLO) von T. pyogenes. In Klon-Versuchen mit
rekombinantem ALN zeigte sich, dass es mit hoher Speziespréiferenz an humane Erythrozyten
bindet und auf diese zehnmal toxischer wirkt als auf ovine und bovine Erythrozyten. Diese
Ergebnisse werden durch die Tatsache unterstiitzt, dass A. haemolyticum auf Schaf- und
Rinderblutplatten eine kaum sichtbare Hdmolysezone um seine Kolonien herum entwickelt,
wihrend die Hédmolyse der Bakterien auf Human- und Kaninchenblut wesentlich
ausgeprigter ist (Ulbegi, 2010; Jost et al., 2011). Da die Anwesenheit von freiem Cholesterol
die zytolytische Aktivitdt von ALN kaum verringert, gehen Jost et al. (2011) davon aus, dass
das Toxin an einen anderen Rezeptor bindet. Die Autoren nehmen an, dass ALN als
Virulenzfaktor eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von A. haemolyticum-Infektionen

spielt.

2.3.2.2. Pyolysin (PLO)

Pyolysin (PLO) ist ein Cholesterol-abhéngiges Zytolysin und das hdmolytische Exotoxin von
Trueperella pyogenes (Roberts, 1968). Es ist der wichtigste Virulenzfaktor des Bakteriums.
Es hat eine lytische Wirkung auf ein weites Spektrum tierischer Blutzellen und modifiziert die
Zytokinexpression der Wirtszellen (Jost et al., 1999). Mittels Ammoniumsulfat- und
Polyethylenglycol 4000-Féllung kann PLO aus dem Kulturiiberstand einer 7. pyogenes-
Flissigkultur gewonnen werden (Ding und Lidmmler (1996). Billington et al. (1997)
klonierten das PLO-Gen in kompetente E. coli-Zellen, die auf rinderbluthaltigen (5%)
Selektivagarplatten auf hdmolytische Aktivitdt selektiert wurden. Die Untersuchung der
hémolysierenden Klone ergab ein 1.605 bp langes Gen, das fiir ein 57,9 kDA grof3es Protein
kodiert. Pyolysin besitzt wie ALN eine von den anderen CDCs abweichende undekapeptide
Region (Tabelle 2.1.). Eine zielgerichtete Mutagenese zeigte, dass diese Region fiir die Stirke
der von PLO verursachten Hamolyse verantwortlich und fiir die vollstandige Ausbildung
seiner zytolytischen Aktivitdt essentiell ist (Billington et al., 1997, Billington et al., 2002b).
Insbesondere die Anwesenheit von Prolin (P) scheint fiir die Virulenz des Toxins essentiell zu
sein, da prolinfreie Mutanten nicht mehr zur Himolyse fahig waren. Die Bindung von PLO an
Membrancholesterol wurde durch die Mutagenese der als konserviert geltenden Region
jedoch nicht behindert (Billington et al., 2002a). Intravends oder intraperitoneal appliziert
fithrt PLO den Tod von Labormédusen herbei. Versuche mit Knockout-Méusen zeigten, dass
nach Infektion mit 7. pyogenes-Mutanten mit inaktiviertem plo-Gen signifikant weniger Tiere
starben, als nach der Infektion mit dem 7. pyogenes-Wildtyp (Jost et al., 1999). PLO-basierte

Subunit-Vakzine schiitzten Méduse wirksam vor Infektionen mit 7. pyogenes (Billington et al.,
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2001). Jost et al. (1999) stellten auch eine zytotoxische Wirkung von PLO fiir murine
peritoneale Makrophagen und J774-Zellen fest. Pyolysin ist fiir die Virulenz und das
Uberleben von T. pyogenes in vivo essentiell (Jost et al., 1999).

Tab. 2.1.: Vergleich der Undekapeptide von ALN (Jost et al., 2011) und PLO (Billington
et al.,, 1997) mit denen anderer CDCs. LLO: Listeriolysin O (Mengaud et al., 1989), PFO:
Perfringolysin O (Tweten, 1988), PLY: Pneumolysin (Walker et al., 1987) und SLO:
Streptolysin O (Kehoe et al., 1987). Abweichungen sind grau hinterlegt.

AIN|E G T G L A W D w W
PLOJE A T G L A W D P W W -
LLOJE ¢ T G L A W E - W W R
PFO|E C T G L A W E - W W R
PLY  E C T G L A W E - W W R
SLO|E ¢ T G L A W E - W W R

2.3.3. Phospholipasen

Phospholipide gehdren neben Glykolipiden und dem bereits erwidhnten Cholesterol (siche
2.3.2) zu den wichtigsten Membranlipiden. Sie sind aus einem hydrophilen, die
Phosphatgruppe enthaltenden polaren Kopf und zwei hydrophoben, apolaren Fettsdure-
schwinzen aufgebaut (Hirsch-Kaufmann et al, 2009). Bakterielle Phospholipasen
hydrolysieren Phospholipide und wandeln diese in Fettsduren und andere lipophile
Substanzen um. Sie werden sowohl zur Gruppe der Invasine als auch zur Gruppe der
membranschidigenden Exotoxine gezéhlt. In Abhéngigkeit davon, an welcher Stelle sie das
Phospholipid spalten, werden folgende Typen unterschieden: Typ A (PLA:1 und PLA2), B
(PLB), C (PLC) und D (PLD) (Titball und Basak, 2006). MacFarlane und Knight (1941)
beschrieben mit dem o-Toxin, einer PLC von Clostridium perfringens, das erste als Toxin
wirkende Enzym. Es ist in der Lage, in vitro das Surfactant alveolarer Zellen abzubauen
(Holm et al., 1991). Dagegen spielt die PLC von Pseudomonas aeruginosa eine Schliisselrolle
bei der Bildung von Signalmolekiilen, die von Bakterien erkannt werden und sie zu den Orten
mit den besten Kolonisierungsbedingungen locken (Barker et al., 2004). Phospholipase D
hingegen, ein essentieller Pathogenititsfaktor von Corynebacterium pseudotuberculosis, wirkt
dermonekrotisch, reduziert die Uberlebensfihigkeit neutrophiler Granulozyten, erhdht die

intravaskuldre Permeabilitdt und kann toxische Wirkung auf Saugetierzellen ausiiben (Songer
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et al, 1990; McKean et al.,, 2007). Zudem wurde nachgewiesen, dass PLD fiir die
Abwanderung der Bakterien vom Infektionsherd in die Lymphozyten verantwortlich ist. Die
intrazelluldre Expression von PLD reduziert die Lebensfahigkeit von Makrophagen und setzt
in vitro auch die Viabilitdt oviner neutrophiler Granulozyten herab (McKean et al., 2007). Die
PLD von Neisseria gonorrhoeae (NgPLD), dem Erreger der Gonorrhoe des Menschen, ist in
der Lage, Konformationsdnderungen am Zytoskelett von Wirtszellen zu verursachen. Es
erhoht die Komplement-Rezeptor 3-vermittelte Invasion von zervikalen Epithelzellen, was
zur Aufwellung oder Aufkrauselung der Schleimhaut und somit zur erleichterten Invasion von
Bakterien in die Zervikalschleimhaut fithrt (Edwards et al., 2000; Edwards und Apicella,
2006). Es gibt auch Beispiele fiir die komplementierende Virulenzwirkung eines CDC und
einer Phospholipase: bei einer Listeria monocytogenes-Infektion vermittelt Listeriolysin O die
Befreiung aus den Phagosomen und die Kolonisierung weiterer Wirtszellen mit Hilfe
doppelwandiger Vakuolen. Die bakterieneigene Phospholipase PLC-B sorgt dann fir die
Freisetzung des Listeriolysin O aus den Vakuolen. Bakterien mit dysfunktionaler PLC-B sind
zwar in der Lage, Wirtszellen zu befallen, die Ausbreitung des Erregers von Zelle zu Zelle

wird jedoch beeintréchtigt (Titball und Basak, 2006).
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Tab. 2.2.:

Ubersicht iiber Phospholipase-Typen und ihrer Eigenschaften und Funktionen

Typ

Eigenschaften, Funktionen (in Klammer: Literaturhinweise)

A

sind Karbonsaureesterasen (1)

spalten von Phospholipiden eine Fettsdure ab und hinterlassen Lysophosphatide
0

werden von einer Reihe Gram-negativer Erreger produziert (z.B. Salmonella
enterica, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori) (2)

héufig membrangebunden (2)

konnen hamolytische Wirkung haben (1, 2)

Beweise flir ihre Bedeutung als Virulenzfaktoren fehlen zumeist; die PLAs von
Y. pseudotuberculosis, Legionella pneumophila, Campylobacter spp., etc.,
konnten jedoch als Virulenzfaktoren fungieren (2)

PLA: ist Bestandteil einiger Schlangengifte (z.B. von Vipera russelli (3) und
Crotalus durissus terrificus) (4)

spalten aus Lysophosphatiden die letzte (zweite) Fettsdure ab (1)
werden von pathogenen Bakterien wie Moxarella bovis gebildet (2) und sind
Bestandteil des Giftes der Collet-Schwarzotter (Pseudechis colletti) (7).

sind Phosphodiesterasen (1) und werden in folgende Untergruppen eingeteilt
(2):
1. Zink-Metallophospholipase C Gram-positiver Bakterien
(Clostridium perfringens o-Toxin; Bacillus spp., Listeria spp.)
2. Zink-abhdngige Phospholipase C Gram-negativer Bakterien
(Pseudomonas fluorescens, Legionella pneumo-phila)
3. Phosphatidylcholine Phospholipase C (PC-PLC) Gram-negativer
Bakterien (Burkholderia mallei, Mycobacterium tuberculosis)
4. andere Phospholipasen C (viele dieser Enzyme sind Zell-assoziiert
und/oder werden von intrazelluldren Pathogenen produziert)
5. Sphingomyelinase C (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria
spp., Leptospira interrogans)
6. Phosphatidyl-Inositol-hydrolysierende Enzyme (Bacillus cereus,
Bacillus thuringiensis, Listeria monocytogenes)

sind Phosphodiesterasen (1)

die PLDs von Corynebacterium ulcerans, Arcanobacterium haemolyticum und
Corynebacterium pseudotuberculosis gehdren zu den am besten erforschten
Vertretern der Gruppe (2, 6)

sie sind mit dem PLD verwandt, das Bestandteil des Giftes der Braunen
Einsiedlerspinne (Loxosceles reclusa) ist (2, 5)

(1) Titball und Basak, 2006; (2) Doenecke et al., 2005; (3) Prasad et al., 1996; (4) Oliveira et
al., 2002; (5) Tambourgi et al., 2002; Lee und Lynch, 2005; (6) Lucas et al., 2010 ; (7)
Bernheimer et al., 1987.
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Bei der Phospholipase D (PLD) von Arcanobacterium haemolyticum handelt es sich um ein
31,5 kDA grofes Protein (Cuevas und Songer, 1993). In Synergie mit dem von Rhodococcus
equi gebildeten ,,Equi Faktor”, einem mehrteiligen Exoenzym mit membranolytischen
Eigenschaften bestehend aus einer Cholesteroloxidase, einer Sphingomyelinase C und einer
cholinen Phosphohydrolase, verursacht 4. haemolyticum auf Rinderblut-haltigen Agarplatten
(5% Blut) einen breiten Hamolysehof, der bei PLD-freien Mutanten nicht zu beobachten ist
(Lucas, 2009). Bei 4. haemolyticum-Infektionen ist PLD fiir die optimale Bindung des
Erregers an die Wirtszelle unabdingbar, wobei sie jedoch nicht direkt als Adhésin fungiert.
Vielmehr wird vermutet, dass die Adhésion von 4. haemolyticum an die Wirtszelle durch
PLD-vermittelte Umgestaltung von Membranbestandteilen in so genannte ,,Membranmikro-
domédnen® oder ,Lipid rafts” ermoglicht wird. Nach Invasion der Wirtszelle bewirkt
A.  haemolyticum-PLD die Freisetzung des Erregers aus der Invasionsvakuole. In
Inokulationsversuchen mit HeLa-Zellen und 4. haemolyticum-Wildtyp sowie PLD-mutierten
Varianten zeigte sich zudem, dass Stamme mit intakter PLD die Viabilitdt der HeLa-Zellen
signifikant herabsetzen. In HeLa-Zellen exprimierte 4. haemolyticum-PLD hat nekrotische
Wirkung auf die Zellen (Lucas et al., 2010). Die Phospholipase D von A. haemolyticum ist am
nichsten mit den PLDs von Corynebacterium pseudotuberculosis und Corynebacterium
ulcerans verwandt (Cuevas und Songer, 1993; McNamara et al., 1995; Lucas et al., 2010).
Zudem besteht eine strukturelle Ahnlichkeit der 4. haemolyticum und C. pseudotuberculosis-
PLDs zu den Toxinen der Nordamerikanischen Einsiedlerspinne (Loxosceles intermedia) und
der Nordamerikanischen Braunen Einsiedlerspinne (Loxosceles reclusa). Deren PLDs oder
auch ,,Sphingomyelinasen D besitzen, wie die bakteriellen PLDs, dermonekrotische und
hiamolytische Eigenschaften (Songer, 1997; Truett und King, 1993; Lee und Lynch, 2005;
Lucas et al., 2010). Eine bekannte bakterielle Sphingomyelinase ist die als ,,f/—Hdmolysin‘
bekannte Sphingomyelinase C diverser Staphylococcus spp. (Blobel und Briickler, 1980).

2.3.4. DNAsen

DNAsen sind Enzyme aus der Gruppe der Invasine (Abb. 2.4.), die Desoxyribonukleinséure
spalten. Thre Aufgabe besteht darin, den Bakterien das Eindringen in die Wirtszelle zu
erleichtern (Hahn et al., 2008). So helfen die von Streptokokken der Gruppe A produzierten
DNAsen den Bakterien beispielsweise, den extrazelluldren Fallen (NETs) neutrophiler

Granulozyten zu entkommen (Buchanan et al., 2006; Hasegawa et al., 2010).
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2.3.4.1. DNAsen bei Arcanobacterium haemolyticum und Trueperella pyogenes

Sowohl bei T. pyogenes als auch bei 4. haemolyticum wurden DNAsen beschrieben (Jost und
Billington, 2005; Yasawong et al., 2010). Bei 7. pyogenes wurde eine extrazelluldr
abgegebene DNAse charakterisiert, die moglicherweise ein Virulenzfaktor ist (Limmler und
Blobel, 1988). Sie spielt vermutlich eine Rolle bei der Depolymerisierung hochviskéser DNA,
die bei Entziindungsreaktionen aus den Zellresten zerstorter neutrophiler Granulozyten
freigesetzt wird. Die DNAse hydrolysiert diese Wirts-DNA; die entstehenden Nukleotide
dienen den Bakterien als Nahrungsquelle (Jost und Billington, 2005; Moore et al., 2010).
Uber die genaue Wirkungsweise der A. haemolyticum-DNAse ist wenig bekannt (Collins et

al., 1982; Lucas, 2009).

2.3.4.2. DNAsen bei Trueperella bonasi und Trueperella bialowiezensis

Unter Verwendung von DNAse-Test-Agar wurde bisher keine DNAse-Aktivitit bei 7. bonasi
und 7. bialowiezensis nachgewiesen. Dieses lag moglicherweise daran, dass der eingesetzte
DNAse-Test-Agar ungeeignet fiir die Anzucht der beiden Trueperella Spezies ist oder das
Verfahren fiir den Nachweis einer schwach ausgepriagten DNAse-Aktivitdt nicht empfindlich
genug ist (Ulbegi, 2010).

2.3.5. Neuraminidasen

Neuraminidasen (Mukopolysaccharid N-Acetylneuraminylhydrolasen) spalten N-Acetyl-
neuraminsédure (Sialinsdure) von Sialoglykokonjugaten (Glykolipiden, Glykoproteinen, Poly-
und Oligosacchariden) ab. Aufgrund ihrer Aktivitit werden sie alternativ auch als
,Sialidasen” bezeichnet. Sie werden von Viren (Influenza-Viren), Bakterien, Protozoen
(Trypanosomen) und Saugerzellen gebildet (Briones et al., 1995; Schenkman et al., 1994;
Vimr, 1994; Crenell et al., 1993).

Bakterielle Neuraminidasen werden vorrangig von Bakterien gebildet, die Schleimhdute
befallen. Thre toxische Wirkung beruht vorrangig auf der initialen Schidigung der
Schleimhautoberfliche, wodurch das Anhaften an Wirtszellen und somit die Infektion des
Gewebes durch die Bakterien ermdglicht wird (Fraser, 1978; Jermyn und Boyd, 2002;
Uchiyama et al., 2009; Lewis und Lewis, 2012). Sie werden entweder von der Bakterienzelle
in die Umgebung abgegeben oder kommen zellgebunden vor (Abrashev und Dulguerova,
2000; Soong, 2006). Ihre Aktivitdt steht im direkten Zusammenhang mit der Pathogenitit

einiger Bakterien wie Vibrio cholerae, Salmonella enterica enterica ser. Typhimurium,
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Streptococcus pneumoniae oder Corynebacterium spp. (Uchiyama et al., 2009; Taylor, 1996;
Vimr, 1994). So konnen sie beispielsweise Sialinsdure als Kohlenstoffquelle verfiigbar
machen, um Wachstum in einer ndhrstoffarmen Umgebung zu ermdglichen (Corfield, 1992;
Byers et al., 1996; Abrashev und Dulguerova, 2000), Schleimhaut-Infektionen durch die
Produktion von Biofilmen erleichtern (Soong et al., 2006; Parker et al., 2009; Xu et al., 2009;
Li et al, 2012), die Sensitivitit von Schleimhaut-IgA fiir bakterielle Proteasen steigern
(Reinholdt et al., 1990), bakterielle Kolonisierung fordern und die Anfélligkeit des Wirtes fiir
die Wirkung der Toxine erhohen (Jost et al., 2001). Einige Neuraminidasen sind in der Lage,
ein breites Spektrum an Glykosidverbindungen zu hydrolysieren, wéahrend andere sich auf die
Hydrolyse eines spezifischen Glykokonjugates spezialisiert haben (Abrachev und
Dulguerova, 2000). Die Vibrio cholerae-Neuraminidase ist in der Lage, Sialinsdure von
komplexen Gangliosiden abzuspalten und in GMI1, den Bindungsrezeptor des Cholera-
Toxins, zu konvertieren (Moustafa et al., 2004; Galen et al., 1992). Die Gene bakterieller
Neuraminidasen weisen untereinander nur eine 20-30%-ige Aminosdurensequenz-
Ubereinstimmung auf (Vimr, 1994) und kénnen zwischen 40 und 120 kDA groB sein (Taylor,
1996). Sie sind anhand zweier konservierter Motive identifizierbar: dem ASP-Box-Motiv
(Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp), das zwei bis fiinf Mal innerhalb des Genes auftritt sowie dem
RIP/RLP-Motiv (Arg-lle/Leu-Pro). Letzteres gehort zur , katalytischen Triade™ und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Substratbindung und Katalyse der Sialidase (Jost et al.; 2002;
Gaskell et al., 1995; Roggentin et al., 1989).

Virale Neuraminidasen wurden erstmals bei Influenzaviren beschrieben (Hirst, 1941).
McCullers und Bartmess (2003) wiesen zudem synergistische Effekte zwischen viralen
Neuraminidasen und Bakterien nach. Obwohl die toxische Wirkung viraler Neuraminidasen
der bakterieller Neuraminidasen gleicht und die Faltung ihrer Proteine &hnlich ist,
unterscheiden sie sich dennoch strukturell — bakterielle Neuraminidasen sind Monomere,
virale Neuraminidasen dagegen Tetramere. Viralen Neuraminidasen fehlt das fiir bakterielle
Neuraminidasen typische, sich wiederholende Aminosauresequenz-Motiv RIP/RLP und z.T.
auch das ASP-Box-Motiv (Crenell et al., 1993; Roggentin et al., 1989; Taylor, 1996). Es
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass virale Neuraminidase-Inhibitoren (Zanamivir,
Olsetamivir), die als Standard-Therapie bei Influenza-Infektionen eingesetzt werden, in der
Lage sind, die Biofilm-Produktion der Pseudomonas aeruginosa-Neuraminidase NanA in

vitro herabzusetzen und somit ihre Fahigkeit, Wirtsgewebe zu besiedeln, einzuschrianken.
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Dies macht sie zu interessanten Kandidaten fiir die Bekdmpfung Neuraminidase-bildender

Bakterien (Soong et al., 2006).

Neuraminidasen werden auch von einem weiten Spektrum hdher entwickelter Organismen
wie Pilzen, Insekten (Roth et al., 1992), Fischen (Sugita et al., 2000), Végeln und Sdugetieren
gebildet. Thre Proteinsequenzen weisen Ahnlichkeiten zu denen bakterieller Neuraminidasen
auf — bei allen wurden die o.g. Aminoséuresequenz-Motive (RIP/RLP-Motiv sowie zwei bis
finf Ausfiihrungen des ASP-Box-Motivs) beschrieben (Fronda et al., 1999; Achyuthan und
Achyuthan, 2001).

2.3.5.1. NanH und NanA, die Neuraminidasen von Arcanobacterium haemolyticum

Lucas (2009) untersuchte 108 A. haemolyticum-Stamme auf Neuraminidase-Aktivitat und
identifizierte im Rahmen der Genom-Sequenzierung von A. haemolyticum zwei Neuraminida-
sen, NanH und NanA. NanH ist ein 92,2 kDa grofes Protein, dessen Zellwandanker-Sequenz
am C-Terminus darauf hinweist, dass das Enzym an die Zellwand gebunden ist. Da das nanA-
Gen nicht vollstindig sequenziert wurde, kann iiber eine mogliche Zellwand-Assoziation des
NanA-Proteins nur gemutmalit werden. Bei beiden A. haemolyticum-Neuraminidasen tritt das
RIP/RLP-Motiv auf und das ASP-Box-Motiv ist viermal innerhalb des Genoms vertreten.
Bemerkenswert ist, dass NanH und NanA untereinander keine grofleren Sequenz-
Ubereinstimmungen aufweisen als im Vergleich zu Neuraminidasen anderer Bakterien-

Spezies.

2.3.5.2. NanH und NanP, die Neuraminidasen von Trueperella pyogenes

Schaufuss und Lammler (1988) beschrieben erstmals die Neuraminidase-Aktivitit von
T. pyogenes. Jost et al. (2001, 2002) identifizierten mit NanH und NanP zwei
membranstindige Neuraminidasen, die mit der Virulenz des Erregers assoziiert waren. Sie
verfiigen iiber die Eigenschaft, die Viskositit von Schleim auf Schleimhautoberflichen
herabzusetzen und damit das Eindringen des Erregers in die Schleimzellen zu erméglichen.
Zudem steigern sie die Empfénglichkeit von Schleimhaut-IgA fiir bakterielle Proteasen und
erhohen die Anfilligkeit der Wirtszellmembran fiir die Wirkung bakterieller Toxine. In
ndhrstoffarmer Umgebung sind sie in der Lage, wirtszelleigene Sialinsdure als
Kohlenstoffquelle verfiighar zu machen, um das Uberleben der Bakterien in nihrstoffarmen
Milieus zu sichern (Schaufuss und Lammler, 1988; Jost et al., 2001; Jost et al., 2002). In in

vitro-Infektionsversuchen mit 7. pyogenes-Wildtyp-Stammen und Neuraminidase-Knockout-
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Varianten des Bakteriums wurde gezeigt, dass NanH und NanP Pathogenititsfaktoren
darstellen. Die Knockout-Varianten mit fehlender Neuraminidase-Aktivitdt wiesen eine
signifikant verminderte (53%) Adhédsionsfihigkeit an HelLa-Zellen auf, wihrend die
Adhisionsfahigkeit der Wildtyp-Stimme unverdndert blieb. Allerdings wird vermutet, dass
die Adhdsion von T. pyogenes an Wirts-Epithelzellen ein komplexer Prozess ist, der das
Zusammenspiel der Neuraminidasen NanH und NanP mit weiteren Adhédsionsfaktoren (z.B.
kollagen- oder fibronektinbindende Proteine) und Liganden verlangt (Jost et al., 2002). Das
nanH-Gen ist 3.009 bp lang und kodiert fiir ein 107 kDa grofes Protein, das in allen
untersuchten Stimmen gefunden wurde (n = 53). Es enthélt das RIP/RLP-Motiv sowie fiinf
Kopien des ASP-Box-Motivs (Jost et al., 2001). Das nanP-Gen dagegen hat eine Linge von
5.112 bp und kodiert fiir ein 186,6 kDa groBes Protein. NanP wurde nur in 64,2% (n = 53) der
untersuchten Stdmme nachgewiesen — vornehmlich in bovinen (77,4%) und seltener in
porcinen (29,4%) Stimmen. In der Aminosdurensequenz von NanP finden sich, wie bei NanH

auch, das RIP/RLP-Motiv und fiinf Wiederholungen des ASP-Box-Motivs (Jost et al., 2002).

2.3.6. UPF0027/RtcB-Proteine

Proteine der ,,UPF0027-Gruppe“ (UPF = Unknown Protein Function/RtcB-Proteine) werden
von vielen unterschiedlichen Spezies (Menschen, Tieren, Pflanzen, Bakterien, Hefen, Viren)
gebildet. Die Hauptfunktion dieser RNA-Ligasen besteht darin, beschddigte mRNA und
tRNA zu reparieren, indem sie bei zerbrochenen RNA-Stringen 2°-,3"-zyklische
Phosphodiesterasen mit 5'-OH-Enden verbinden. Es wird vermutet, dass sich Bakterien mit
Hilfe von RtcB-Proteinen von Stress-induzierten RNA-Schadigungen erholen kénnen
(Tanaka et al., 2011a; Tanaka et al., 2011b; Popow et al., 2012). Virale RNA-Ligasen spiclen
moglicherweise eine Rolle bei der Virusreplikation (Flores et al., 2011; Cao et al., 2009). Ob
bakterielle RNA-Ligasen eine dhnliche Funktion bei der Bakterienvermehrung iibernehmen,
ist bislang unbekannt. Die grofen stukturellen und funktionalen Ahnlichkeiten innerhalb
dieser Enzymgruppe lassen diese Vermutung dennoch zu (Popow et al., 2012). Bei vielen
Bakterienspezies, wie z.B. Corynebacterium spp. und Rhodococcus spp. sind UPF0027/RtcB-
Proteine bekannt (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) — bei Arcanobacterium spp. und

Trueperella spp. wurden solche Proteine bislang noch nicht beschrieben.
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2.3.7. Ubersicht iiber die Virulenzfaktoren von Arcanobacterium haemolyticum und

Trueperella pyogenes

Tabelle 2.3. stellt die bisher bekannten Pathogenititsfaktoren von A. haemolyticum und

T. pyogenes in der Ubersicht vor.

Tab.2.3.:  Ubersicht iiber

die Pathogenititsfaktoren von 4. haemolyticum und

T. pyogenes (Jost und Billington, 2005; Lucas, 2009)

Arcanobacterium haemolyticum

Trueperella pyogenes

- Phospholipase D (PLD)

- Exonuklease NucA

- zwei Neuraminidasen (Nan H und NanA)

- hdmolysierendes Exotoxin aus der Gruppe
der MACPF/CDC-Superfamilie
(ALN/PLO)

- zwei kollagenbindende Proteine (Cpa und
CbpA)

- DNAse

- Fimbrien

- fibrinogenbindendes Protein

- fibronektinbindendes Protein

- Féahigkeit, in Makrophagen zu tiberleben

- Fdhigkeit, in Epithelzellen einzudringen

- Biofilm-Bildung

- Proteasen

- zwei Neuraminidasen (NanH und NanP)

- himolysierendes Exotoxin aus der Gruppe
der MACPF/CDC-Superfamilie
(ALN/PLO)

- zwei kollagenbindende Proteine (Cpa und
CbpA)

- DNAse

- Fimbrien
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3. Problemstellung und Ziele

Laut der Internationalen Vereinigung fiir den Schutz der Natur (IUCN, International Union
for Conservation of Nature) stellt die seit den 1960er Jahren in der Wisent- (Bison bonasus)
Population des Nationalpark Biatowieza (Polen) beobachtete Balanoposthitis-Erkrankung eine
ernsthafte Gefdhrdung fiir die Erhaltung der gesamten Spezies dar (http:/www.
iucnredlist.org/, 2012). Atiologische Untersuchungen von Wisentpriputialproben ergaben,
dass die Gram-positiven Bakterien 7. bonasi und 7. bialowiezensis moglicherweise ursachlich
am Krankheitsgeschehen der Balanoposthitis des Wisents beteiligt sind. Es wird vermutet,
dass diese Bakterien mit Hilfe von Virulenzfaktoren in der Lage sind, Wirtszellen
anzugreifen, Gewebe zu schidigen und damit moglicherweise das Milieu fiir den Befall durch
Sekundirerreger zu schaffen. Hierbei wurde angenommen, dass bei 7. bonasi und
T. bialowiezensis dhnliche Virulenzfaktoren eine Rolle spielen konnten, wie bei verwandten
pathogenen Bakterien — in diesem Zusammenhang wurde bereits das himolytische Exotoxin
Pyolysin (PLO) von 7. pyogenes sowie die beiden 7. pyogenes-Neuraminidasen genannt
(Lehnen, 2005). Bei A. haemolyticum sind ebenfalls zwei Neuraminidasen, das hdmolytische
Exotoxin Arcanolysin (ALN), eine Phospholipase D sowie eine Reihe weiterer potentieller
Virulenzfaktoren bekannt (Lucas, 2009). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten diese
Vermutungen mit Hilfe bakteriologischer und molekulargenetischer Methoden gepriift
werden. Ziel war es, mogliche Virulenzgene zu identifizieren und ihre Funktion mittels
Exprimierung in E. coli-Zellen zu bestitigen. Als Vergleichsorganismen dienten hierfiir
A. haemolyticum und T. pyogenes — zwei pathogene, mit 7. bonasi und T. bialowiezensis eng
verwandte Bakterien, deren Virulenzfaktoren weitgehend bekannt sind (Jost und Billington,
2005; Lucas, 2009). Fiir die Untersuchungen wurden folgende Typstimme verwendet:
T. bonasi DSM 17163, T. bialowiezensis DSM 17162, A. haemolyticum DSM 20595 sowie
T. pyogenes DSM 20630.

Tab. 3.1.: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit bei T. bonasi (DSM 17163) und
T. bialowiezensis (DSM 17162) untersuchten Kandidaten fiir Virulenzfaktoren

Potenzieller Virulenzfaktor Vergleichsorganismus

Neuraminidase A. haemolyticum, T. pyogenes
Héamolytisches Exotoxin aus der MACPF/CDC-Familie A. haemolyticum, T. pyogenes
Phospholipase A. haemolyticum

Desoxyribonuklease A. haemolyticum, T. pyogenes
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4. Material und Methoden

4.1. Material

Die folgenden Ubersichten fithren die eingesetzten Bakterienstimme, Nahrmedien,

Chemikalien und Reagenzien,

Testkits,

Restriktionsendonukleasen und  Puffer,

Verbrauchsmaterialien, Gerdte und Computerprogramme auf.

4.1.1. Referenz-Bakterienstimme

Stamm

Herkunft/Hersteller

Trueperella bonasi DSM 17163

Trueperella bialowiezensis DSM 17162
Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595
Trueperella pyogenes DSM 20630
Escherichia coli, Feldisolat

Rhodococcus equi, Feldisolat
Staphylococcus aureus, Feldisolat
XL1-Blue MR Superkompetente Zellen

XL1-Blue MRF" Superkompetente Zellen,
Tetrazyklin-resistent

XL2-Blue MRF" Ultrakompetente Zellen,
Tetrazyklin- and Chloramphenikol-resistent

4.1.2. Ndhrmedien

Nihrmedium

DSMZ, Deutschland

DSMZ, Deutschland

DSMZ, Deutschland

DSMZ, Deutschland
Stammsammlung [ZW
Stammsammlung [ZW
Stammsammlung [ZW

Agilent Technologies, Deutschland
Agilent Technologies, Deutschland

Agilent Technologies, Deutschland

Hersteller

Columbia Agar mit 5% Schafblut
DNAse-Agar (DNAse-Test-Agar)
Hirn-Herz-Bouillon (BHI-Bouillon)
LB Agar (Lennox L Agar)

LB Broth Base (Lennox L Broth Base)
SOC Medium, gefiltert

Oxoid GmbH, Deutschland
Sifin GmbH, Deutschland
Sifin GmbH, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Invitrogen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
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4.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurde deionisiertes HO (Millipore-H,0) als Losungsmittel

verwendet.
Chemikalie/Reagenz Hersteller
Agarose GTQ Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Albumin Fraktion V, >98%, pulv., bovine
Ampicillin Natriumsalz

ATP, 100 mM solution
3-Mercaptoethanol
Chloroform/Isoamylalkohol
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
dNTP Mix, 2mM

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsdure
Dinatriumsalz Dihydrat)

Ethanol, absolut

FastAP Thermosensitive alkalische
Phosphatase, 1 U/ul + 10x Buffer Fast AP

Fotales Kédlberserum

Ficoll® 400

Formamid, deionisiert >99,5%
Gelatine fiir die Mikrobiologie

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x in
H,O

Chloroform, reinst
Glycerol

GoTaq M80B 5u/ul DNA Polymerase + 5x
Colorless GoTaq Reaktionspuffer

Hemin(chlorid) >98%, krist.
Kaliumdihydrogenphosphat
Ladepuffer Orange Dye

Leiter A DNA/HindIIL, 0,5pug/pl

Long PCR Enzym Mix, 5U/ul + 10x Long
PCR Puffer mit 15mM MgCl,

Lysozym aus Hiihnereiweif3
Maltose Monohydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Agilent Technologies, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland

VWR International, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Merck KgaA, Deutschland

VWR International, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
VWR International, Deutschland

Promega, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Merck KgaA, Deutschland

Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
VWR International, Deutschland
Merck KgaA, Deutschland
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Chemikalie/Reagenz

Hersteller

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

MUAN = 2’-(4-Methylumbelliferyl)-o-D-N-
acetylneuraminic acidsodium salt hydrate

Natriumazetat

Natriumchlorid

Natriumzitrat

Natriumhydrogenkarbonat
Natriumhydroxid (NaOH) Plitzchen reinst

Puffergesittigtes Phenol zur DNA/RNA-
Isolierung

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Polyvinylpyrrolidon K 90

Proteinase K (recombinant), PCR grade
Salzsédure, IN

Sodiumdedecylsulfat (SDS), reinst

T4 DNA Ligase, 1 IU/ul

Tierblut (Hauskaninchen*, Hausrind*,
Hausschwein*), defibriniert

Tierblut (Pferd, Hausschaf*), defibriniert
Tierblut (Wisent), Vollblut

Tierblut (Hausziege*), Vollblut
TRIS PUFFERAN 2 99,9%,
Tris-HCl

Triton® X-100

True Start Hot Start 7Tag DNA Polymerase
s5U/ul

Fermentas GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Eurobio, Frankreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck KgaA, Deutschland

Merck KgaA, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Elocin-Lab, Deutschland

Oxoid GmbH, Deutschland

Wisentgehege Damerower Werder,
Deutschland

Freie Universitét Berlin, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

* Im Folgenden als ,Kaninchenblut*, ,Rinderblut*, ,.Schweineblut® und ,,Schafblut®

bezeichnet.

4.1.4. Testkits

Kit

Hersteller

Big Dye XTerminator Purification Kit

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit

Applied Biosystems, UK
Applied Biosystems, UK
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Kit

Hersteller

Biotin Chromogenic Detection Kit

Biotin DecalLabel DNA Labeling Kit
CloneJET™ PCR Cloning Kit

DNeasy Blood & Tissue Kit

GeneJET™ Gel Extraction Kit
GeneJET™ PCR Purification Kit
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
Gigapack III Gold RXN Packaging extract
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit
SuperCos 1 Vector Kit

Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Qiagen GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Agilent Technologies, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland
Agilent Technologies, Deutschland

4.1.5. Restriktionsendonukleasen und deren Puffer

Restriktionsendonuklease/Puffer | Erkennungssequenz* | Hersteller

FastDigest® EcoRI 5'-GJAATTC-3" Fermentas GmbH, Deutschland
EcoRI110 IU/ul 5'-GJAATTC-3" Fermentas GmbH, Deutschland
HindIIl 10U/pul 5-A|AGCTT-3’ Fermentas GmbH, Deutschland
FastDigest® Kpnl 5’-GGTAC|C-3" Fermentas GmbH, Deutschland
Mbol 10 TU/ul 5'-]GATC-3’ Fermentas GmbH, Deutschland
FastDigest® Notl 5’-GC|GGCCGC-3" | Fermentas GmbH, Deutschland
FastDigest® Smal 5’-CCC|GGG-37 Fermentas GmbH, Deutschland
FastDigest® Xbal 5'-T|CTAGA-3’ Fermentas GmbH, Deutschland
10x Buffer FastDigest® - Fermentas GmbH, Deutschland
10x Buffer EcoRI with BSA - Fermentas GmbH, Deutschland
10x Buffer R with BSA - Fermentas GmbH, Deutschland
10x Buffer Tango - Fermentas GmbH, Deutschland

*Der Pfeil zeigt die Schnittposition an.

4.1.6. Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Butan-Kartusche C 206

CO,Gen zur Erzeugung einer CO,-angerei-
cherten Atmosphére im Anaerobiertopf (2,5 1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Oxoid GmbH, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Cryo-Réhrchen Cryovia, 2 ml, steril
Dialyseschlauch, SERVAPOR™ MWCO 12
000 - 14 000, RC, Durchmesser 21 mm
Einmal-Kiivetten PS

Einmalspritze Injekt Luer Solo 20 ml

EU Thin-wall 8-tube Strip 0,2 ml
Filterpapier 0859, Bogen 580x580 mm
Objekttrager

Kunststoff-Einmalimpfosen, steril
Mikrotiterplatte ABgene, 96 well
Nylon-Membran Amersham Hybond™-N
Probengefafie 0,5 ml

Schraub-Réhrchen 50 ml

Safe-Lock Reaktionsgefdl 0,5 ml, PCR-rein
Safe-Lock Reaktionsgefdl 1,5 ml, PCR-rein
Safe-Lock Reaktionsgefd 2,0 ml, PCR-rein
Skalpellklingen

Spritzen-Filter 0,22 pm
Verschlussklammern fiir Dialysemembranen

Verschlussmatte aus Silikon fiir PCR-Platte,
96 well

Zentrifugenrohrchen 15 ml, gammasterilisiert

4.1.7. Geriite

Gerit

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Deutschland

Brand GmbH + Co KG, Deutschland
Braun Melsungen AG, Deutschland
Dominique Deutscher, Deutschland
VWR International, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Mickley Diagnostika, Deutschland

VWR International, Deutschland

GE Healthcare, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz
VWR, Deutschland

VWR, Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz

Hersteller

Elektronenmikroskop Supra 40 VP
Elektrophoresekammer My Run
Feinwaage AW 423
Heiz-Thermomixer MKR 13

Kapillarelekrophorese-Sequencer ABI 3130x/

Kiihlkombination KGP 39330
Mikrobiologischer Brutschrank B6200

Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco

Carl Zeiss AG, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Deutschland
Sartorius, Deutschland

HCL Bio Tech, Deutschland

Applied Biosystems, USA

Robert Bosch GmbH, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Deutschland
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Gerit

Hersteller

Mikrowellenherd MA-8505D

NanoDrop Spectrometer ND-1000
OD-Messgerit ATB Expression Densimat
PCR-Mixgerit MixMate PCR 96
pH-Meter CG 842

Photometer Biomate 3S
Reinstwasser-System Modell LBMPP 20

Schiittelgerit KS-15 + Inkubationshaube TH
15

Sicherheitswerkbank Biowizard, Klasse 11
Typ KBS-130 GL

Steuergerit fiir Gelelektrophorese
Thermocycler Peq STAR 96
Thermo-Magnet-Mixer MR 3001
Tischautoklav 3150 EL
Tischzentrifuge SN 070 1429

Transilluminator fiir die Geldokumentation
Quantum-ST 4

Ultraviolet Crosslinker

Vakuum-Blotter Transvac TE 80
Vakuum-Pumpe PV 100 Red-EVAC
Vakuumschweifigerdt CB 1002
Vortexer Lab Dancer vario, Yellow Line
Wasserbad Medingen W 22
Wippschiittler Duomax 1030

Zentrifuge Biofuge fresco mit Rotor 7500
3328

Zentrifuge 5417 R mit Festwinkelrotor FA
45-24-11

Zentrifuge Multifuge 3 S-R mit Rotoren
Bioshield® Rotor 7500 6435 (fiir 15 ml- und
50 ml- GefiBe) und Highplate® Rotor 7500
6444 (fur 96 well-Platten)

Gold Star, Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland
Bio-M¢érieux, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Schott Glas, Deutschland

Fisher Scientific, Deutschland

Continental Water Systems Corporation, USA
Johanna Otto GmbH, Deutschland

Kojar Tech Oy, Finland

Serva Electrophoresis GmbH, Deutschland
Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland
Heidolph, Deutschland

Systec GmbH, Deutschland

NeoLab, Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland

GE Healthcare, Deutschland

Hoefer Scientific Instruments, USA
Hoefer Scientific Instruments, USA
Bomann, Deutschland

IKA Labortechnik, Deutschland
Stork-Tronic, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Deutschland
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4.1.8. Computerprogramme

Programm Hersteller/Homepage

BioEdit (Biological Sequence Alignment http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
Editor)

Inkscape http://www.inkscape.org/

I-Tasser server for protein structure http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER/
prediction

NCBI (BLAST, ORF-Finder, Primer Design) | http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/
Adobe Photoshop CS 3 Adobe, USA
Word, Excel, Powerpoint Microsoft, USA
4.2. Methoden
4.2.1. Nihrmedien fiir Bakterien
LB-Fliissigmedium
Lennox L Broth Base 8g
Aqua dest. 400 ml

= autoklavieren

Zur Anzucht von T. bonasi (DSM 17163) und T. bialowiezensis (DSM 17162) wurden dem
Medium folgende Komponenten alleine oder in Kombination zugegeben:

Fotales Kélberserum 5-15%

Tierblut, defibriniert (Rind, Pferd, Schaf, Kaninchen) 20 ml

LB-Agar
Lennox L Agar 12,8 g
Aqua dest. 400 ml

= autoklavieren
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BHI-Fliissigmedium
BHI broth 37g

Aqua dest. ad 11

Zur Anzucht von T. bonasi (DSM 17163) und T. bialowiezensis (DSM 17162) wurden dem
Medium folgende Komponenten alleine oder in Kombination zugegeben:

Fotales Kélberserum 5-15%

Tierblut, defibriniert (Rind, Pferd, Schaf, Kaninchen) 20 ml

BHI-Hémin-Fliissigmedium zur Anzucht von Arcanobakterium- und Trueperella spp.

BHI broth 37¢g
Hemin(chlorid) 5 pg/ml
Aqua dest. ad 11

= autoklavieren

LB-Blut-Platten zur Identifizierung himolysierender Arcanobakterium- und Trueperella spp.

und deren Cosmid-Bibliotheken

Lennox L Agar 128 ¢
Aqua dest. 380 ml

= autoklavieren, im Wasserbad auf 55°C herabkiihlen

Tierblut, defibriniert (Rind, Pferd, Schaf, Kaninchen)

bzw. mit Citrat versetzt (Wisent, Ziege) 20 ml

Citratblut fir Blut-Agarplatten

Nicht kommerziell erhiltliches Tierblut (Wisentblut, Ziegenblut) wurde den Tieren frisch
entnommen und mit Hilfe von Citrat ungerinnbar gemacht. Das Citratblut kann ca. 4 Wochen

lang bei +5°C gelagert werden.

Wisent-/ Ziegenvollblut 45 ml

Natriumcitrat-Losung, steril, 3,8% Sml
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LB-Blut-equi-Platten zur Identifizierung potentiell PLD-produzierender Arcanobakterium-

und Trueperella spp. und deren Cosmid-Bibliotheken
Lennox L Agar 128 ¢g
Aqua dest. 360 ml

= autoklavieren, im Wasserbad auf 55°C herabkiihlen

Rinderblut, defibriniert 20 ml
,,Equi Faktor* 20 ml

Equi Faktor

Der von Rhodococcus equi gebildete ,Equi Faktor ist ein Exoenzym, dessen
membranolytische Eigenschaften in Verbindung mit dem B-Hémolysin von Staphylococcus
aureus auf Schafblutagarplatten zu einem CAMP-éhnlichen Phdnomen — der Ausbildung
einer halbmondformigen vollstandigen Himolysezone — fithren (Fraser, 1964; Prescott, 1991).
Der Equi Faktor wird aus dem Kulturiiberstand von Rhodococcus equi-Flissigkulturen
gewonnen. In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu LB-Medium mit einer Rhodococcus equi-
Kultur beimpft und tiber 24 h bei 37°C und 220 rpm im Schiittelinkubator herangeziichtet.
Die Zellen wurden fiir 20 min bei 5.500 rpm und 4°C in der Multifuge 3 S-R (Heraeus
Instruments) herunter zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen, sterilfiltriert und

in 20 ml-Aliquots bis zum Gebrauch bei +5°C gelagert.

Ampicillin zur Selektion cosmid-/ plasmidhaltiger E. coli-Zellen
20 mg/ml Ampicillin-Stammosung; bei —20°C lagern, Konzentration im Medium:
100 pg Ampicillin/ml Agar

= Zugabe zu allen Selektionsmedien bei Klonierungen (Plasmide und Cosmide)

Einfriermedium fiir Bakterien (zur Lagerung als Glyzerinkultur bei -80°C)

LB-Fliissigmedium 70 ml
Glyzerin (steril) 30 ml

= autoklavieren
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4.2.2. DNA-Extraktion aus Bakterien

4.2.2.1. Gesamt-DNA-Extraktion fiir den Einsatz in der Polymerase-Kettenreaktion
mittels DNeasy Blood & Tissue-Kit (Qiagen)

Enzymatischer Lysepuffer:

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

2 mM Natrium-EDTA

1,2% Triton® X-100

= vor Gebrauch Lysozym ad 20 mg/ml beigeben

Fiir den Einsatz in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mit Hilfe des DNeasy Blood
& Tissue Kits (Qiagen) genomische DNA aus Bakterien (E. coli, Trueperella spp.,
A. haemolyticum DSM 20595) gewonnen. Die DNA-Isolation erfolgte nach dem Protokoll
von Qiagen. Hierzu wurden die Bakterien je nach Spezies 1-4 Tage bei 37°C auf Columbia-
Schafblut (5%)-Agar-Platten angeziichtet (7. pyogenes DSM 20630 und A. haemolyticum
DSM 20595 in CO,-Atmosphire), mit einem Glasspatel abgenommen und in 180 pl
enzymatischem Lysepuffer resuspendiert. Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei 37°C
wurden 25 pl Proteinase K und 200 pl Lysepuffer AL (Qiagen) hinzugegeben und weitere
30 min bei 56°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Ethanol (100%) wurde die Suspension
intensiv geschiittelt (Vortex), in ein DNeasy Zentrifugensdulchen iberfiihrt und in der
Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus Instruments) fiir 1 min bei 8.000 rpm zentrifugiert.
Nachdem das Filtrat verworfen wurde, wurden zum Waschen der an die Séule gebundenen
DNA 500 pl Waschpuffer AW1 (Qiagen) zugegeben und das Réhrchen erneut fiir I min bei
8.000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut verworfen und das DNeasy
Zentrifugensdulchen nach Zugabe von 500 pl Waschpuffer AW2 (Qiagen) nochmals fiir
3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das Réhrchen wurde nun in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
gestellt. Um die DNA vom Tridgermaterial zu losen, wurden 100 pl Elutionspuffer AE
(Qiagen) auf die Séule pipettiert. Nach einigen Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die DNA-Losung fiir 1 min bei 8.000 rpm abzentrifugiert. Die DNA-Konzentration
wurde spektrophotometrisch (260 nm) ermittelt (NanoDrop NDI1000, PeqLab). Mit
Elutionspuffer AE (Qiagen) wurde anschlieBend eine DNA-Konzentration von 100 ng/ul
eingestellt. Die Lagerung der DNA-Losung erfolgte bis zum Gebrauch bei —20°C.
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4.2.2.2. Gewinnung hochmolekularer genomischer DNA (fiir die Cosmid-Klonierung
und Blotting) mittels Dialyse

Fiir die Erstellung von Cosmid-Bibliotheken benétigt man sehr lange genomische DNA-
Abschnitte als Ausgangsmaterial. Die DNA-Segmente sollten eine Linge von mindestens
150-200 kb haben (Sambrook und Russell, 2001), da Cosmid-Vektoren im Gegensatz zu
Plasmid-Vektoren nicht imstande sind, kurze DNA-Fragmente aufzunehmen. Dies erreicht
man am besten, indem man moglichst hochmolekulare genomische DNA als
Ausgangsmaterial gewinnt und diese vor der Klonierung in den Vektor mit
Restriktionsenzymen schneidet. Die DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform-Extraktion
und anschlieBender Dialyse stellt eine sehr schonende Methode der DNA-Gewinnung dar, da
die Einwirkung von Scherkriften auf die DNA wihrend des Extraktionsprozesses duferst
gering ist. Der in der vorliegenden Arbeit genutzte Cosmid-Vektor SuperCos 1 (Agilent
Technologies) kann Fragmente in den Groflen zwischen 30-42 kb aufnehmen. Die DNA-

Gewinnung mittels Dialyse erfolgte nach den Protokollen von Sambrook und Russell (2001).

2% Natriumhydrogencarbonatlésung

Natriumhydrogencarbonat 20 g
Aqua dest. 1000 ml

= autoklavieren

,.Lysis Losung‘ fiir den Bakterien-Aufschluf3
10 mM NaCl

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA

100 pg/ml Proteinase K
0,5% SDS

TE-Puffer fiir Dialyse
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

= autoklavieren
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Vorbereitung der Dialyse-Membranen

Die trockene Dialyse-Membran wurde in ca. 10 cm lange Stiicke geschnitten und in einen
sterilen 1.000 ml-Glasbecher gegeben. Nach Zugabe von 500 ml einer 2%-igen (w/v)
Natriumhydrogenkarbonat-Losung + 1 mM EDTA (pH 8,0) wurden die Dialyse-
Membranstiicke fiir 10 min gekocht und danach mit sterilem Aqua dest. abgespiilt. Danach
wurden die Membranen in einem sterilen 1.000 ml-Glasbecher mit 500 ml 1 mM EDTA
(pH 8,0) 10 min gekocht, und nach ihrem Abkiihlen bis zum Gebrauch bei +4°C gelagert.
Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Dialyse-Membranen innen und auflen mit sterilem

Aqua bidest. gespiilt.

Phenol-Chloroform-Extraktion und Dialyse genomischer Bakterien-DNA

Je nach Spezies wurden die Bakterien bei 37°C iiber 48 h in CO.-Atmosphére (7. pyogenes
DSM 20630, A. haemolyticum DSM 20595) bzw. 72 h ohne CO, (7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17163) auf Columbia-Schafblutagar-Platten (5% Schafblut) zu
stecknadelkopfgroen Kolonien herangeziichtet. Dann wurden sie mit einem sterilen
Glasspatel von den Platten abgenommen und in ein 50 ml-Schraubréhrchen mit 30 ml Lysis-
Losung gegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig mittels Magnetrithrer geriihrt und tiber Nacht
bei 50°C inkubiert. Am néchsten Morgen wurden 30 ml puffergesittigtes Phenol zu der
Losung lysierter Bakterien hinzugegeben. Nach ca. fiinfminiitigem, vorsichtigem Schwenken
und anschlieBender Zentrifugation der Rohrchen fiir 10 min bei 13.000 Umdrehungen/min,
4°C in der Multifuge 3 S-R (Heraeus Instruments) wurde die obere, DNA-haltige wifirige
Phase von der phenolischen unteren und der proteinhaltigen mittleren Phase abgenommen.
Diese Schritte wurden zweimal mit 30 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(Mischungsverhiltnis 25:24:1) und einmal mit 30 ml Chloroform-Isoamylalkohol wiederholt.
Die DNA-haltige Oberphase der letzten Extraktion wurde in einen mit Aqua dest. gespiilten
Dialyseschlauch gegeben, der mit sterilen Plastikklammern verschlossen wurde. Der gefiillte
Dialyseschlauch wurde zusammen mit einem Magnetriihrstdbchen in ein mit TE-Puffer
gefiilltes groes Becherglas gegeben und 24 h bei Raumtemperatur auf einem
Magnetriihrgerdt geriihrt. Wéhrend dieser Zeit wurde der TE-Puffer dreimal gewechselt. Die
im Dialyseschlauch befindliche Losung enthielt die aufgereinigte genomische DNA. Der
DNA-Gehalt der Losung wurde mittels NanoDrop Spectrometer (Peqlab Biotechnologie)
bestimmt. Danach wurde die Losung in 2 ml-Aliquots bei +5°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.
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4.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde die Agarose-
Gelelektrophorese eingesetzt. Hierbei macht man sich die Tatsache zunutze, dass DNA-
Molekiile aufgrund des Phosphorsdure-Zucker-Riickgrats negativ geladen sind und im
elektrischen Feld — je nach Fragment-Lidnge in unterschiedlicher Geschwindigkeit — in
Richtung der positiven Elektrode wandern. Mit Hilfe eines neben den Proben im Gel
aufgetragenen Molekulargewichts-Standards (,,Ladder®) ldsst sich die ungefahre Grofle der
DNA-Fragmente bestimmen. Dem Ladepuffer wird ein Fluoreszenzfarbstoff (GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain) zugesetzt, der sich in die DNA einlagert, so dass diese unter

UV-Licht sichtbar gemacht werden kann.

Benotigte Losungen:

50x TAE-Puffer

Tris 242 g
Essigsdure (CH3;COOH) 57,1 ml
EDTA, 0,5 M 100 ml
Aqua dest. ad 11

= Einstellen auf pH 8,0 mit 1 M KOH-Lsung.
Agarose-Gel
Agarose GTQ L5g

1x TAE-Puffer ad 100 ml

Ladepuffer mit Fluoreszenzfarbstoff

Orange Dye Loading Dye Solution (Fermentas) 1000 pl
GelRed™ (VWR) 6 ul

Die Agarose wurde durch Aufkochen in einem Mikrowellengerdt in 1x TAE-Puffer
verfliissigt und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in eine Gelkammer gegossen, in die anschlieBend
ein Kunststoff-Kamm eingesetzt wurde, um Geltaschen fiir das Einflillen der Proben zu
erzeugen. Nach dem Abkiihlen des Gels auf Raumtemperatur wurden die Proben zusammen
mit je 1/10 Volumen GelRed™-haltigem Ladepuffer in die Geltaschen pipettiert. Die
elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte anschliefend bei 10-15 V/em
Gelldnge in 1x TAE-Puffer. Abhdngig von der GelgroBe und der Laufgeschwindigkeit betrug
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die Laufdauer 30 min bis 5 h. Als Molekulargewichts-Standards dienten der GeneRuler™
DNA Ladder Mix (Fragmentldngen in Basenpaaren (bp): 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000,
3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100)
sowie Hindlll-verdaute DNA des Phagen Lambda (Fragmentlingen in bp: 23.130, 9.416,
6.557,4.361, 2.322,2.027, 564, 125) von Fermentas.

4.2.3.1. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion wurde mit dem ,,Silica Bead DNA Gel Extraction Kit“ von Fermentas
durchgefiihrt. Die Methode beruht auf dem Protokoll von Vogelstein und Gillespie (1979),
das sich auch fir die DNA-Extraktion aus grofleren Gel-Volumina eignet, da die

Aufreinigung nicht iiber Sdulen, sondern mit Hilfe DNA-bindender Glasmilch geschieht.

DNA-Aufreinigung nach ,.Silica Bead DNA Gel Extraction Kit“-Protokoll:

Die gewiinschte Bande wurde mit einer sterilen Skalpellklinge unter UV-Licht-Kontrolle aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 2 ml Safe Lock Reaktionsgefd gegeben. Zu dem
Gelstiick wurden drei Volumina des im Kit enthaltenen ,,Binding Buffer” gegeben. Die Probe
wurde fiir 5 min bei 55°C in einen Heiz-Thermomixer gestellt, um die Agarose zum
Schmelzen zu bringen. Vor dem Zusetzen der Glasmilch wurde diese stark geschiittelt
(Vortex), um die abgesetzten Glaskiigelchen zu resuspendieren. Von der Glasmilch-
Suspension wurden 5 pl in das Reaktionsgefdl mit dem verfliissigten Agarosegel gegeben,
welches im Anschluss ebenfalls gevortext und fiir 5 min bei 55°C und 250 rpm in einen Heiz-
Thermomixer plaziert wurde. Das Reaktionsgefdl wurde dann fiir 5 s bei 13.000 rpm
zentrifugiert (Biofuge fresco, Heracus Instruments), der fliissige Uberstand verworfen und das
Pellet in 500 pl eiskaltem Waschpuffer (Kit) durch Vortexen resuspendiert. Dieser
Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und nach einem weiteren, verldngerten Zentrifugationsschritt (1 min bei
13.000 rpm) wurde sidmtliche Restfliissigkeit vorsichtig mit einer 100 pl-Pipette abgenommen
und das weil3e Pellet 10 min an der Luft getrocknet, bevor es fiir 5 min bei 55°C in 20-50 pul
TE-Puffer oder Aqua dest. im Heiz-Thermomixer resuspendiert wurde. Im Anschluss wurde
das Reaktionsgefdl} fiir weitere 30 s bei 13.000 rpm in die Zentrifuge gegeben und die DNA-
haltige Fliissigkeit abpipettiert, in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und bis zum Gebrauch

bei —20°C gelagert.
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4.2.4. Filterpapier-Test zum Nachweis von Neuraminidase-/ Sialidase-Aktivitit

Bendtigte Losung:

MUAN-L6sung, 100 pM

MUAN: 2’-(4-methyl-umbelliferyl)-a-d-N-acetylneuraminséure) 1 mg
0,1 M Natriumcitratlosung, pH 4,5 20,43 ml
= Losung bis zum Gebrauch in 1 ml-Aliquots bei —20°C lagern

Fir die Untersuchung (Screening) von Bakterien der Gattungen Arcanobacterium und
Trueperella sowie der Cosmid-Bibliotheken von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
DSM 17162 auf Neuraminidase-Aktividt wurde der Neuraminidase-Filterpapier-Test
(Potier et al., 1979) eingesetzt. Hierfiir wurde die zu testende Bakterienkolonie mit einer
Einweg-Impf6se von der Agarplatte genommen und auf ein mit MUAN-LGsung befeuchtetes,
saugfahiges Filterpapier aufgetragen. Das Filterpapier wurde fiir 10 min bei 37°C inkubiert
und anschlieBend unter langwelligem UV-Licht (365-450 nm) begutachtet. Neuraminidase-
positive Kolonien leuchten unter UV-Bestrahlung hellblau, wiahrend Neuraminidase-negative
Kolonien unsichtbar bleiben. Die Farbreaktion beruht darauf, dass bakterielle Neuraminidasen
das  Substrat MUAN hydrolysieren und dabei in N-Acetylneuraminsdure und
4-Methylumbelliferon spalten, was eine Verschiebung des Fluoreszenzspektrums von
315-374 nm (Substrat) hin zu 365-450 nm (Produkt) bewirkt. Die Farbreaktionen wurden

fotografisch dokumentiert.
4.2.5. Herstellung von 7. bonasi- und T. bialowiezensis-Cosmid-Bibliotheken

4.2.5.1. SuperCos 1

Cosmide sind Vektoren, die zwei Klonierungssysteme miteinander verbinden: sie verfiigen
einerseits tiber die cos-Stellen des A-Bakteriophagen-Systems und besitzen andererseits einen
Replikationsursprung (ori), mit dessen Hilfe sie sich in der E. coli-Wirts-Zelle wie ein

Plasmid vermehren konnen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde der Cosmid-Vektor SuperCos 1 (Agilent Technologies;
Vektorkarte im Anhang A) gewihlt. Er hat eine Grole von 7,9 kb und besitzt zwei cos-
Stellen, die eine Xbal-Schnittstelle flankieren sowie eine BamHI-Schnittstelle, die aulerhalb

der von den cos-Stellen flankierten Region liegt. Zudem verfiigt er liber Resistenzgene gegen
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die Antibiotika Ampicillin und Neomycin. Nach dem Verdau des Vektors mit Xbal und
BamH]1 liegt SuperCos 1 in Form von zwei Fragmenten vor, zwischen die Fremd-DNA von
3042 kb ligiert werden kann. Wihrend der ,,Verpackungsreaktion® konnen nur
Ligationsprodukte einer GroBle von 38-50 kb (Insert + Vektor) in die Phagenkdpfe verpackt
werden, die sich anschliefend mit A-Schwénzen (im Kit enthalten) verbinden und E. coli-
Zellen infizieren konnen. Nach der Infektion erhdlt man im Gegensatz zur reinen Phagen-
Klonierung keine Plaques, sondern wie bei der Plasmid-Klonierung Kolonien, die beliebig
vermehrt, eingefroren und auf unterschiedliche biologische Eigenschaften untersucht werden

konnen. In Abb. 4.1. wird der schematische Verlauf einer Cosmid-Klonierung dargestellt.
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Abb. 4.1.:  Schematische Darstellung der Cosmid-Klonierung
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Der Vektor eignet sich insbesondere fiir den Aufbau von Genbanken prokaryotischer und
einzelliger eukaryotischer Organismen, da sich deren Genome héufig von einer

tiberschaubaren Anzahl an Cosmid-Klonen reprisentieren lassen.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden geméf den Protokollen folgender Kits durchgefiihrt:

a) SuperCos 1 Cosmid Vector Kit (Agilent Technologies)
b) Gigapack® III Gold packaging extract (Agilent Technologies)

4.2.5.2. Vorbereitung der XL1 Blue MR Superkompetenten Wirtszellen

Folgende Losungen werden bendtigt:

Anzuchtmedium fiir E.coli XL1 Blue MR-Zellen mit 2% Maltose und 10 mM MgSO4

Lennox L Broth Base 20 g
Maltose 2g
MgSO,4 1.2¢
Aqua dest. ad 11

= autoklavieren

Mit einer abgeflammten Metall-Impfose wurde etwas Material von der Oberflache des bei
—80°C gelagerten XL1 Blue MR-Zellen-enthaltenden Glyzerin-Stocks geschabt und auf einer
LB-Agarplatte bei 37°C fiir 24 h angeziichtet. Von dieser LB-Agarplatte wurde mit einer
sterilen Einmal-Impfose eine Einzelkolonie abgenommen. Diese wurde in ein 15 ml
Zentrifugen-Rohrchen mit 5 ml Anzuchtmedium transferiert und fiir 4-6 Stunden bei 37°C
und 250 rpm in einem Thermo-Schiittelgerit gemischt. Die Bakterien wurden dann fiir 10 min
bei 3.000 rpm herunter zentrifugiert, nach Entfernen des Medieniiberstands in 2,5 ml steriler
10 mM MgSO,-Losung resuspendiert und im Anschluss mit derselben Losung auf eine ODgqo
von 0,5 verdiinnt. Nach ihrer Verdiinnung wurden die Bakterien sofort in der ,,Packaging®-

Reaktion weiterverwendet.
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4.2.5.3. Vorbereitung des Cosmid-Vektors

Der Cosmid-Vektor wurde geméll dem Herstellerprotokoll vollstandig mit Xbal und BamH]I

geschnitten. Der Verdau erfolgt in zwei separaten Schritten:

SuperCos 1 (1ng/ul) 22 ul
FastDigest® Xbal 22 ul
FastDigest® Puffer 22 pul
Aqua dest. 154 pl
gesamt 220 pul

= Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubieren, dann

Fast Alkaline Phosphatase 10 ul dazugeben.
= Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubieren, dann die Reaktion durch Inkubieren fir

20 min bei 80°C stoppen

Um die Groe des geschnittenen (linearisierten) Vektors zu iiberpriifen, wurde 1 pl des
Ansatzes auf ein 1,5%-iges Agarosegel aufgetragen und fiir 60 min bei 10 V/cm Gelldnge in
einer Gelelektrophoresekammer in 1 x TAE laufen gelassen. Nach der Feststellung der
erwarteten BandengroBe von 7.9 kb wurde die mit Xbal geschnittene Cosmid-DNA mit Hilfe
des ,,Silica Bead DNA Gel Extraction Kit“ (siche 4.2.3.1.) aufgereinigt und einem weiteren

vollstindigen Restriktionsenzymverdau unterzogen:

SuperCos I/ Xbal 70 ul
FastDigest® BamH]I 20 pl
FastDigest® Puffer 20 pl
Aqua dest. 90 pl
gesamt 200 pl

= Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubieren, dann
Fast Alkaline Phosphatase 10 pl dazugeben.

= Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubieren; danach die Reaktion durch Inkubieren fiir

20 min bei 80°C stoppen.
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1 pl der dephosphorylierten, geschnittenen Vektor-DNA wurde auf ein Agarosegel
aufgetragen, um den Verdau, wie oben beschrieben, gelelektrophoretisch zu tiberpriifen. Ein
vollstandiger Verdau war durch Anwesenheit zweier Banden (1,1 kb und 6,5 kb) zu erkennen.
Danach wurde die DNA abermals mittels ,,DNA Extraction Kit* extrahiert und im Anschluss

in 20 pl Aqua dest. aufgenommen.

4.2.5.4. Vorbereitung der Insert-DNA

Als Insert-DNA fiir die Cosmid-Klonierungen diente hochmolekulare genomische 7. bonasi
DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162-DNA (sieche 4.2.2.2.). Die genomische DNA
wurde, wie auch die Vektor-DNA, mit der Restriktionsendonuklease Mbol partiell verdaut:

Reaktionsansatz:

DNA (T. bonasi/T. bialowiezensis), 100 ng/ul 535 ul

Mbol (10 TU/ul) 0,15 pl
Red Buffer 60 pl
Fast Alkaline Phosphatase S5ul
gesamt 1000 pl

= Ansatz fiir 10 min bei 37°C inkubieren, dann die Reaktion durch Warmebehandlung
fiir 20 min bei 68°C stoppen; danach erfolgt die DNA-Extraktion (siehe 4.2.3.1.)

Die iiberwiegende Anzahl der erhaltenen Fragmente lag im gewiinschten GroBenbereich

zwischen 25 und 40 kb.

4.2.5.5. DNA-Ligation

Katalysiert durch das virale Enzym T4 DNA Ligase wurde die lineare Cosmid-DNA unter
Verbrauch von ATP mit den DNA-Fragmenten von 7. bonasi DSM 17163 bzw.
T. bialowiezensis DSM 17162 (= Inserts) verkniipft. Bei der Ligation entstehen kovalente
Bindungen zwischen den freien 5’-Phosphatgruppen und den ihnen gegeniiberliegenden

3’-Hydroxylgruppen glatter (blunt) oder iiberstehender (sticky) Enden doppelstrangiger DNA.
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Ligationsansatz:

vorbereitete Insert-DNA 2,5 ug
vorbereitete SuperCos 1-DNA; 1 ng/ul 1 pl

10 x Ligase Buffer 2 ul
ATP, 10 mM 2 ul

T4 DNA Ligase 1 ul
Aqua dest. ad 20 pl

Beim Zusammenpipettieren des Ligationsansatzes in ein 1,5 pl Reaktionsgefdl wurden
abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet, um die Einwirkung von Scherkréften auf die DNA
zu vermindern. Der Inhalt der Reaktionsgefdle wurde in einer Tischzentrifuge kurz

herunterzentrifugiert, dann erfolgte die Inkubation tiber Nacht bei 4°C.

Bendtigte Losungen:

TE-Puffer

10 mM Tris-HCL, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

SM-Puffer

NaCl 58¢g
MgSO,-7H,0 2g

1 M Tris-HCIL, pH 7,5 50 ml
Gelatine (2%) 5ml
Aqua dest. ad 11

10 mM MgSO,

MgSO,-7H,0 024 ¢
Aqua dest. ad 100 ml

= autoklavieren und kiihl (8°C) lagern
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4.2.5.6. Packaging und Titration der Packaging-Reaktion

Das Verpacken der Insert-tragenden, linearen Cosmide in Phagen (,,Packaging®) wurde
gemidl den Herstellerangaben mit Hilfe des Gigapack® III Gold packaging extracts (Agilent
Technologies) durchgefiihrt. Zwei Gefdlle mit ,,packaging extract wurden aus dem —80°C
Gefrierschrank entnommen und erst auf Trockeneis gestellt, dann zwischen zwei Fingern

rasch aufgetaut.

Im NanoDrop Spectrometer wurde die im Ligationsansatz enthaltene DNA-Menge gemessen
und mit TE-Puffer auf eine Konzentration von ca. 200 ng/ul eingestellt. Je 4 pul eines jeden
Ligationsansatzes (einer fiir 7. bonasi und einer fiir 7. bialowiezensis) wurde zu jeweils einem
Gefdf} ,,packaging extract” hinzupipettiert und durch vorsichtiges, scherkréiftevermeidendes
Auf- und Abpipettieren vermischt. Nach kurzem Herunterzentrifugieren in der
Tischzentrifuge wurde das Gefal fiir zwei Stunden bei 22°C inkubiert, bevor 500 pl
SM-Puffer und 20 pl Chloroform zu dem Ansatz hinzugegeben wurden. Danach wurde das
Reaktionsgemisch wieder in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der fliissige,
phagenhaltige Uberstand in ein neues 1,5 ml Safe Lock GefiB iiberfiihrt. Von der Phagen-
Losung wurde eine 1:10 sowie eine 1:50-fache Verdiinnung mit 10 mM MgSO, hergestellt
(siche 4.2.5.5.). Je 25 pl der Phagen-Dilutionen wurden in einem 1,5 ml Safe Lock
ReaktionsgefdB mit je 25 pl der Bakterien-Losungen vermischt und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurden 200 pl LB-Medium pipettiert und der Ansatz fiir
60 min bei 37°C inkubiert und alle 15 min vorsichtig geschwenkt. Im Anschluss wurde das
Reaktionsgemisch fiir 1 min in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet in 50 pl frischem LB-Medium resuspendiert. Mit einem sterilen Glasspatel
wurde der komplette Ansatz jeder Bibliothek auf insgesamt jeweils 40 Ampicillin-haltigen
LB-Blut-Platten (50 pl Ansatz/Platte) ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Nach 24 h
befanden sich ca. 200 Einzelkolonien auf jeder Platte. Somit war jede der beiden Bibliotheken
mit ca. 8 x 10° Kolonien vertreten. Die Genome von 7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 werden bei einer durchschnittlichen Insert-Linge von
32.500 bp mit insgesamt jeweils etwa 2,6 x 10° bp in den Cosmid-Bibliotheken reprisentiert.
Wenn man das Genom von A. haemolyticum DSM 20595, das laut GenBank 1.986.154 bp
grof} ist (Yasawong et al., 2010), als Vergleich heranzieht und davon ausgeht, dass 7. bonasi
DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17163 eine dhnliche Genomgrofle besitzen, wiirde
man auf eine ca. 130-fache Abdeckung der Genome durch die jeweilige Cosmid-Bibliothek

kommen.
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4.2.5.7. Screening der Cosmid-Bibliotheken

Die Cosmid-Klone wurden mit Hilfe unterschiedlicher Testverfahren auf die Anwesenheit

von vier verschiedenen Virulenzfaktoren untersucht:

Virulenzfaktor Nachweis-Methode

Neuraminidase Farbreaktion auf MUAN-Filterpapier

Hémolysin Lyse-Hofe auf LB-Blut-Platten

Phospholipase D Lyse-Hofe auf LB-Blut-equi-Platten

DNAse Klare Hofe um Kolonien auf DNAse-Test-
Agar-Platten

Neuraminidase

Siehe Kapitel 4.2.4.

Héamolysin

Sowohl 7. bonasi als auch T. bialowiezensis weisen beim Wachstum auf Columbia-
Schafblutagar-Platten (5% Schafblut) feine Zonen vollstindiger Himolyse an den Grenzen
ihrer Kolonien auf (Lehnen, 2005). Um diese Hdmolyse-Aktivitit bei den Cosmid-Klonen
nachweisen zu konnen, wurden Ampicillin-haltige LB-Blut-Agarplatten (siche 4.2.1.)
verwendet. Da die hdmolytischen Eigenschaften von Bakterien auf unterschiedlichen
Blutsorten differieren konnen, wurde die Hamolyseféhigkeit der Klone unter Verwendung
von insgesamt sieben Blutsorten untersucht (Wisent-, Schaf-, Ziegen-, Rinder-, Pferde-,

Kaninchen- und Schweineblut).

Phospholipase D
Phospholipase D (PLD) lysiert in Anwesenheit von Rhodococcus equi Erythrozyten

(Barksdale et al., 1981). Dieser CAMP-artige Effekt entsteht durch die synergistische
Wirkung von PLD mit der Cholesteroloxidase und der Phospholipase C von Rhodococcus

equi.

Beide Genombanken wurden zunéchst vollstandig auf LB-Blut-equi-Platten mit 100 pg/ml
Ampicillin (sieche 4.2.1.) ausgestrichen und die Kolonien anschlieBend auf Ausbildung eines
hémolytischen Hofes sowie bei positivem Befund auf dessen Grofe untersucht, um Hinweise

auf die Bildung von Phospholipase D oder Himolysin zu bekommen (Songer et al., 1990).
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Unabhéngig vom PLD-Nachweis wurden alle Klone beider Bibliotheken fiir weitere
Untersuchungen eingefroren, indem die Kolonien von jeweils 2 Platten in 2 ml Einfrier-

medium transferiert und bei —80°C gelagert wurden.

DNAse
Siehe Kapitel 4.2.12.

4.2.6. Cosmidextraktion/Plasmidextraktion

Die Extraktion der Insert-tragenden Cosmide aus den XL1 Blue MR-Zellen und der Insert-
haltigen Plasmide aus den XL2 MRF" Ultrakompetente Zellen wurde mittels
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) durchgefiihrt. Alle verwendeten Losungen

waren im Kit enthalten.

Eine Kolonie eines Insert-tragenden Klons wurde zunéchst iiber Nacht bei 37°C in 15 ml-
Zentrifugenrdhrchen in 5 ml LB + 100 pg/ml Ampicillin bei leichtem Schiitteln im
Schiittelinkubator angeziichtet. Das Pellet wurde herunterzentrifugiert, durch Auf- und
Abpipettieren mit einer Eppendorf-Pipette in 250 pl Resuspensionslosung resuspendiert und
in ein 2 ml Safe Lock Reaktionsgefdll iibergefiihrt. Dem Gemisch wurden 250 pl Lysis-
Losung zugesetzt wonach das Reaktionsgefall mehrfach vorsichtig geschwenkt wurde, bis der
Inhalt klar und viskos erschien. Nach Zugabe von 350 pl Neutralisierungslosung wurde das
Reaktionsgefdl abermals mehrfach geschwenkt und im Anschluss fiir 5 min bei 13.000 rpm
in eine Tischzentrifuge gestellt. Zelltrimmer und chromosomale DNA befinden sich im
weiBen Pellet am Boden des Tubes, wihrend der Cosmid-/ Plasmid-haltige Uberstand in ein
mitgeliefertes GeneJet™ Spin Column iiberfithrt wurde, dass in ein neues 2 ml Safe Lock
Reaktionsgefdll eingehingt wurde. Nach 1 min Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde die
Membran zweimal fiir 30 s bei 13.000 rpm mit je 500 pl Waschlosung gewaschen und nach
einem weiteren, einminiitigen Zentrifugationsschritt wurden 50 pl Elutionspuffer auf die
Membran pipettiert. Das Reaktionsgefd3 wurde einige Minuten stehen gelassen und danach
2 min lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die aufgereinigte Cosmid-/ Plasmid-DNA wurde mit
Elutionspuffer auf eine Konzentration von 100 ng/ul eingestellt und bis zum Gebrauch bei

—20°C gelagert.

-59-



4. Material und Methoden

4.2.7. Subklonierungen von geschnittenen Cosmid-Inserts in den Plasmid-Vektor

pJET 1.2

Da die Anwendung des Standard-Sequenzierverfahrens nach Sanger auf diejenigen Cosmid-
Klone, die Trager von vermuteten Virulenzfaktor-Genen waren, aufgrund der groflen Insert-
Lénge nicht praktikabel war, wurden die Inserts dieser Klone abermals mit einer
Restriktionsendonuklease verdaut und die entstandenen Schnitt-Fragmente fiir weiteres
Virulenzfaktor-Screening in den Plasmid-Vektor pJET1.2/blunt Cloning Vector (Fermentas)
subkloniert (Vektorkarte im Anhang B).

4.2.7.1. Restriktionsenzymverdau von Cosmid-Insert-DNA

Reaktionsansatz:

aufgereinigte Cosmid-Insert-DNA, 100 ng/ul Sl

EcoRl1 0,5 ul
10x Buffer EcoRI 1 ul
Aqua dest. ad 10 pl

= Ansatz fiir 12 Stunden bei 37°C inkubieren, dann Reaktion mit 1,5u1 0,5 M EDTA
(pH 8,0) stoppen:

Die Insert-DNA der Cosmide, die in den Virulenzfaktor-Tests (siche 4.2.5.7.) positive
Reaktionen zeigten, wurde aufgereinigt (siehe 4.2.6.) und in separaten Ansitzen mit EcoRI
(5'-GJAATTC-3") verdaut. Um die Vollstindigkeit des Verdaus zu iberpriifen, wurden
einige pl des Ansatzes einer Agarosegelelektrophorese unterzogen. Die Restriktions-
endonuklease wurde so gewihlt, dass die aus dem Verdau resultierenden DNA-Fragmente
zwischen 1.000 und 10.000 bp lagen, um die Subklonierung in den Plasmid-Vektor zu

ermdglichen.

4.2.7.2. pJET1.2./blunt Cloning Vektor

Der blunt-end Klonierungs-Vektor pJET1.2. ist 2.974 bp groB3 und besitzt ein Ampicillin-
Resistenz-Gen. Zudem verfiigt er tiber ein Suizid-Gen, dessen offener Leserahmen (Open
reading frame, ORF) mit der Aufhahme eines Inserts durchbrochen wird und somit von der
Wirtszelle nicht mehr korrekt abgelesen werden kann. Insert-freie Klone exprimieren das

Suizid-Gen und sterben ab, wihrend Insert-haltige Klone iiberleben. Die Klonierungen
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wurden gemidfl des CloneJET™ PCR Cloning Kit-Herstellerprotokolls (Fermentas)
durchgefiihrt.

4.2.7.3. Entfernung der Uberhinge und DNA-Ligation (,,blunting®)

Der Verdau mit EcoRI hinterldsst 5’-tiberhangende (,,sticky*) DNA-Enden. Deshalb mussten
die DNA-Fragmente vor der Ligation mit dem blunt-end-Klonierungs-Vektor pJET1.2. von
diesen Uberhiingen befreit werden. Das dafiir verwendete ,,DNA blunting enzyme™ ist eine
thermostabile DNA-Polymerase mit Fehlerkorrektur-Funktion (,proof-reading®), die
3’-Uberhinge entfernt und 5’-Uberhinge auffiillt. Das eingesetzte Mengenverhiltnis von

Insert-DNA zu Vektor-DNA war 3:1.

Reaktionsansatz:

mit EcoRI verdaute Cosmid-DNA 3ul
2x Reaktionspuffer 10 pl
DNA blunting enzyme 1 ul
Aqua dest. 4ul

= vortexen, herunterzentrifugieren und fiir 5 min bei 70°C inkubieren; dann auf Eis

stellen und folgende Komponenten hinzupipettieren:

pJET1.2./blunt Cloning Vector, 50 ng/pl 1 ul
T4 DNA Ligase, 5 IU/pl 1 ul
= Reaktionsgefd mit Ligationsansatz vortexen, herunterzentrifugieren und fiir 30 min

bei 22°C inkubieren.

4.2.7.4. Transformation in XL2 MRF" Ultrakompetente Zellen

Fiir die Transformation wurden chemokompetente XIL2 MRF" Ultrakompetenete Zellen
(Agilent Technologies) verwendet, die Resistenz-Gene gegen Tetrazyklin und Chlorampheni-

col besitzen. Die Transformation erfolgte gemafl dem Herstellerprotokoll.

Ein 100 pl-Gefd mit XL2 MRF" Ultrakompetente Zellen wurde iiber einen Zeitraum von
20 min langsam auf Eis aufgetaut, dann mit 2 pl B-Mercaptoethanol versetzt, vorsichtig
geschwenkt und weitere 10 min auf Eis gestellt. Danach wurden 2 pl des Ligationsansatzes zu

den Zellen hinzupipettiert, dieser mehrfach geschwenkt und fiir 30 min erneut auf Eis gestellt.

-61 -



4. Material und Methoden

Im Anschluss wurde der Transformationsansatz einem 30-sekiindigem Hitzeschock in einem
42°C warmen Wasserbad ausgesetzt, fiir 2 min auf Eis gestellt und dann in ein 2 ml Safe Lock
Reaktionsgefal mit 900 pl SOC-Medium (Sigma-Aldrich) gegeben, das auf 42°C vorgewérmt
worden war. Das Reaktionsgefdl mit dem Medium-Zell-Gemisch wurde dann in einen
Schiittelinkubator gegeben und 60 min lang bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Diese
Inkubation gibt der Wirts-Zelle Zeit, die duBlere Matrix zu regenerieren. Der gesamte
Transformationsansatz wurde auf 50 LB-Blut-equi-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin
ausplattiert (= 20 pul Ansatz/Platte) und fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Die durchschnittliche
Ausbeute einer Transformation (50 Platten) betrug 16.000 Klone.

4.2.7.5. Plasmid-Extraktion und Sequenzierung

Die Extraktion Virulenzgen-positiver Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit (siehe 4.2.6). Die Vorbereitung auf die Sequenzierung Neuraminidase-
positiver Klone erfolgte gemédll den Protokollen in Abschnitt 4.2.10.5. Mit Hilfe der in
Abschnitt 4.2.10.3. aufgefiihrten Primer und Protokolle wurde das sogenannte ,primer
walking* durchgefiihrt. Beim ,primer walking* wird genomische DNA unter Verwendung
immer neuer Oligonukleotid-Primer amplifiziert. Zu Beginn des ,primer walking® ist die
Anfangs- und die Endsequenz eines bestimmten Abschnitts der genomischen DNA bekannt.
Das amplifizierte und durch anschlieende Sequenzierung erhaltene Fragment dient als
Vorlage fiir die Entwicklung der niachsten Primer und PCR-Protokolle. Auf diese Weise

verfahrt man, bis die gesamte genomische DNA schrittweise amplifiziert und sequenziert ist.

4.2.7.6. Bioassay zur Bestitigung der Neuraminidase-Aktivitit

Um ermitteln zu konnen, welches der beiden sequenzierten, auf dem Plasmid-Klon
bon/cos6A/pJET4A befindlichen Gene fiir die gesuchte Neuraminidase-Aktivitiat codiert,
wurde einerseits der entsprechende Klon erneut angeziichtet und Plasmid-DNA extrahiert
(siehe 4.2.6), als auch erneut DNA aus einer frischen 48 h-7. bonasi DSM 17163-Kultur
extrahiert. Die DNA beider Quellen wurde mit je 2 Primerpaaren in Long-PCRs (siche
4.2.10.3.) ecingesetzt, welche jeweils eines der beiden fraglichen Gene flankierten
(bon_UPF F & bon UPF R sowie bon Sialidase 3F & bon_Sialidase 3R). Als Negativ-
kontrolle diente genomische A. haemolyticum DSM 20595-DNA. Die so gewonnenen PCR-
Produkte wurden in den Plasmid-Vektor pJET1.2. subkloniert (siche 4.2.7.3.), in XL1 Blue
MREF" Ultrakompetente Zellen transformiert (siche 4.2.7.4.) und nach der Anzucht auf
Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten dem MUAN-Filterpapier-Test (siche 4.2.4.) unterzogen.
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4.2.8. Auswerten ermittelter Sequenzen

Die  erhaltenen Sequenzen wurden mit dem BioEdit Alignment-Progamm
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) aneinandergefiigt. Im NCBI ORF-Finder
wurden die Open Reading Frames der in der Gesamtsequenz enthaltenen Gene ermittelt und
mit Hilfe des NCBI BLAST Search-Programmes (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit

Sequenzen bestehender Gendatenbankeintrage verglichen.

4.2.9. Hamolyseaktivitit-Assay

Ding und Lammler (1996) beschrieben einen Test zum Nachweis der Himolyse-Aktivitit von

Arcanobacterium spp., der auf der Féhigkeit der Bakterien beruht, Erythrozyten zu lysieren.

Benétigte Losung:

PBS.pH 7.5

NaCl 48¢

Na,HPO, x 2 H,O 7.6 ¢g

KH,PO,4 145¢
Aqua dest. ad 11

Erythrozyten-Gewinnung

1.500 pl Vollblut vom Schaf bzw. Pferd wurden in einem 2 ml Safe Lock Reaktionsgefaf3
20 min lang bei 2.000 rpm in der Biofuge fresco (Heraeus Instruments) zentrifugiert, der
Uberstand (Plasma) verworfen und das Erythrozyten-Pellet in 1.000 pl PBS vorsichtig
resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (2.000 rpm, 20 min) wurde der
Uberstand erneut abgegossen. Das Erythrozyten-Konzentrat wurde 1:10 und 1:100 mit PBS
verdiinnt und anschlieBend gemifl des Pipettierschemas (Abb. 4.2.) im Hémolyseaktivitét-

Assay eingesetzt.

Bakterien-Anzucht fiir den Himolyseaktivitit-Assay

Die Bakterien der Gattungen Arcanobacterium und Trueperella wurden 2-4 Tage bei 37°C
auf Columbia-Schafblut-Agar-Platten angeziichtet, mit einem Glasspatel abgenommen und in
10 ml PBS (pH 7,5) resuspendiert. Dann wurde die Bakteriensuspension bei 2.500 rpm fiir
10 min bei 4°C in der Multifuge 3 S-R (Heraeus Instruments) zentrifugiert, der Uberstand
abgegossen und das Pellet erneut in 10 ml PBS-Puffer gelost. Dieser Vorgang wurde dreimal

wiederholt. Um eine vergleichbare Bakterienkonzentration fiir alle Versuchsansitze zu
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gewihrleisten, wurde das Pellet zunéchst mit einer Pipette in PBS resuspendiert und dann mit
Hilfe des OD-Messgerites (ATB Expression Densimat, Bio-Mérieux) und weiterem PBS-

Puffer auf eine definierte Tribung von 6 gemél Mc Farland-Standard eingestellt.

Versuchsaufbau des Himolyseaktivitdt-Assays

Der Test wurde nach unten stehendem Pipettierschema in einer 96-well-Mikrotiterplatte mit
Rundboden (VWR International) durchgefiihrt (Abb. 4.2.). In jede Vertiefung wurden 15 pl
Bakterien-Suspension bzw. PBS (Negativkontrolle) pipettiert und 50 pl Erythrozyten-
Suspension hinzugegeben. Im Anschluss wurde die Mikrotiterplatte abgedeckt und bei 37°C
inkubiert. Die Beurteilung des Himolyse-Grades erfolgte nach 4, 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h
Inkubation des Ansatzes bei 37°C. Bei positivem Ergebnis erfolgte eine vollstdndige Lyse der
im Reaktionsgefal befindlichen Erythrozyten, die als gleichméBig rote Farbung der im
Probengefall enthaltenen Flissigkeit sichtbar wurde. Im Falle eines negativen Ergebnisses
sammelten sich die Erythrozyten punktformig am Boden des Reaktionsgefédes, wihrend der

Rest der Losung farblos erschien.
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Abb. 4.2.: Pipettierschema fiir den Hamolyseaktivitit-Assay
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4.2.10. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.2.10.1. Primer-Design

Alle Oligonukleotid-Primer (mit Ausnahme der 10-mere fiir die ,,Uneven PCR*) wurden mit
Hilfe des ,,Primer design® Programms der NCBI-Webseite erstellt. Bei der Erstellung der
Primer wurde auf einen hohen G/C-Gehalt (50-60%), hohe Bindungsspezifitit durch eine
Mindestlange von 18 bp und dhnliche Schmelztemperaturen der beiden Primer eines Paares
geachtet (Schmelztemperatur = die Temperatur, bei der 50% aller DNA-Molekiile als
Einzelstrang vorliegen). Bei den Namen der Primer steht ,,F* jeweils fiir ,,Vorwérts-*
(forward-) Primer und ,,R“ jeweils fiir ,,Rickwarts-* (reverse-) Primer. Die Synthese der

Primer erfolgte durch die Firma BioTez (Berlin).

4.2.10.2. Standard-PCR

Die PCR dient der exponentiellen Vermehrung (Amplifikation) spezifischer
Nukleotidsequenzen. Diese konnen anschliefend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, mit
dem Fluoreszenzfarbstoff GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (VWR) gefdrbt und unter
UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die PCR-Produkte konnen zudem fiir
Nachfolgeanwendungen wie Klonierungen, Blotting, und Sequenzierungen verwendet
werden. Wiahrend der PCR werden drei aufeinanderfolgende Schritte zyklisch wiederholt: in
der Denaturierungsphase trennt sich die doppelstrangige DNA in zwei Einzelstrange auf. In
der darauffolgenden Annealingphase heften sich die Oligonukleotid-Primer an die

Einzelstrainge an und in der abschlieBenden Polymerisations- oder Extensionsphase
(Neustrangsynthese) katalysiert eine thermostabile DNA-abhingige DNA-Polymerase in
Anwesenheit von Magnesium-lonen die Anlagerung der im PCR-Ansatz enthaltenen
Desoxynukleotide in 5°-3-Richtung an die Einzelstrang-DNA und bildet so einen neuen
Doppelstrang aus, wobei sich die Anzahl der Kopien in jedem Zyklus verdoppelt. Fiir die hier
beschriebene Standard-PCR wurden Primer gewihlt, die spezifisch fiir das Pyolysin (PLO)-
Gen von 7. pyogenes sowie das Arcanolysin (ALN)- und das Phospholipase D (PLD)-Gen
von A. haemolyticum sind. Zur Ermittlung der optimalen Annealingtemperatur wurde jede
Primerkombination zundchst mit jeder neu eingesetzten Bakterien-DNA-Probe einer Test-
PCR mit einem Temperaturgradienten von 50 — 60°C eingesetzt. Alle weiteren PCRs wurden
mit der ermittelten optimalen Annealingtemperatur durchgefiihrt (59 bzw. 60°C), bei der die
Positivkontrolle eine deutliche Bande in der erwarteten Hohe produzierte und weder bei der

zu testenden DNA, noch bei der Positivkontrolle unspezifische Banden zu beobachten waren.
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Mit Hilfe dieser Methode sollte zudem sichergestellt werden, dass eventuelle Kreuzreaktionen

zwischen den vermuteten 7. bonasi- und T. bialowiezensis-Hamolysin-Genen mit 7. pyogenes

plo oder A. haemolyticum aln bzw. pld erkannt werden. Ulbegi (2010) identifizierte auf

diesem Wege in einer PCR-Reaktion mit plo-spezifischen Primern mittels Absenkung der

Annealingtemperatur das Phocaelysin-Gen (ply) von A. phocae.

Spezifische Oligonukleotid-Primer fiir die PCR:

Bezeichnung | Nukleotidsequenz 5°-3" Annealingtemperatur
PLO_IF GCGCCGCGAGTCTCCATCTC 60°C
PLO_IR GTTGCGCGCGTTTGCTGGAA 60°C
PLO_2F TGGCGCGCTCGTGTTAGCAA 60°C
PLO 2R CTTGCCCTGCGGGTCGTAGC 60°C
ALN_1F CAACGGTAGCAGGCACGGCA 60°C
ALN_IR ACCGCCACGGTGACGAAGTG 60°C
ALN_2F TCCCAGGAGCGTTGGTCCGT 60°C
ALN_2R GGCACAGCTGGAACGGTGGT 60°C
PLD_IF TTGGTAGTGCGGCTGCTGCG 60°C
PLD_IR TCCAGCCGACACCTCCGACT 59°C

Spezifische Oligonukleotid-Primer fiir die Sonden-Herstellung:

Fiir die DotBlot- und Southern Blot-Reaktionen wurden mittels PCR spezifische Sonden

hergestellt, die

anhand der Virulenzfaktor-Gene von 7. pyogenes-PLO

sowie

A. haemolyticum-ALN und -PLD entwickelt wurden. Auf die Funktion und den Einsatz der

Sonden wird in Kapitel 4.2.11. genauer eingegangen.

Bezeichnung | Nukleotidsequenz 5°-3" Annealingtemperatur | Linge
PLO FlI GGGACGAGATTAGCTACGAC | 54°C 272 bp
PLO RI TTTGACATTTTCCTCGACCC 50°C
ALN FI CAAAGTTCGCTTTGGAATGG | 50°C 281 bp
ALN R1 GTTCTTGAACCAAGGCCGTA | 52°C
PLD F2 CAACTAGTGCTGGCGATACG | 54°C 275 bp
PLD R2 AGCAACTGCTTCCTTGTCGT | 52°C
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Reaktionsansatz:
Losung Menge in pl/Ansatz
H,O 15,9
5x GoTaq-PCR-Puffer 5,0
+ 1,5 mM MgCl,
dNTP-Mix (2 mM) 1,0
Primer 1 (25 pM) 1,0
Primer 2 (25 uM) 1,0
GoTaq DNA Polymerase 0,1
Proben-DNA 1,0
Summe 25,0
PCR-Bedingungen:
Schritte Temp. (°C) | Zeit zuriick  zu | Zyklen
Schritt Nr.
1 | Initial-Denaturierung 94 10 min
2 | Denaturierung 94 1 min
3 | Annealing 55 1 min
4 | Polymerisation 72 1,5 min | 2 30
5 | Abschluss-Polymerisation 72 10 min
6 | Kiihlung 8| wunendlich

4.2.10.3. Long PCR

Bei der Long PCR wird eine DNA-Polymerase verwendet, die besonders zur Amplifikation
grofler PCR-Produkte (bis zu 21 kb Lénge) geeignet ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Long PCR-Methode fiir die Plasmid-PCR des 5.037 bp langen Neuraminidase-positiven
T. bonasi-Plasmid-Klones bon/cos6A/pJET4A verwendet. In nachfolgenden PCR-Reaktionen
wurde die Methode beibehalten, um die auf dem Plasmid-Klon befindlichen Gene mit Hilfe

des ,.primer walking* komplett sequenzieren zu konnen.
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Spezifische Oligonukleotid-Primer:

Bezeichnung

Nukleotidsequenz 5°-3"

Annealingtemperatur

pJET12. F
pJET1.2. R

bon Neu 1 F
bon Neu 2 F
bon_Neu IR

bon Neu 2 R
bon Neu 3F

bon Neu 3R

bon Neu 4F 1
bon Neu 4F 2
bon Neu 4R 1
bon Neu 4R 2
bon Neu SF

bon Neu 5R
bon_Neu_ 6F

bon Neu 6F 1
bon Neu 6R

bon Neu 6R 1
bon_UPF_F

bon UPF R
bon_Sialidase 1F
bon_Sialidase 1R
bon_Sialidase 2F
bon_Neu_7R
bon_Sialidase 3F
bon_Sialidase 4F
bon_Sialidase 2R
bon_Sialidase 3R

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

AAAGTCGCTGGGCAGTCCGC
CCCGGAAATTACAACAGGAA
GCGCAGCCTTCGAAGTGGGT
AGAGCTCCCAGAGCCTCCGC
CGGGTTCGATGGGTACGGCG
CCGCAACCACGCCTACACCA
CGGCCTGGAAAAGCCTGGGT
CGCTCCCCGCGCCATTAGTT
CCGAGCTGAGCGTCGTCGTG
AACCGCACAAGGGGCGTCTG
CCGATGCAGTCAAACCACTA
CACGGAGGGCGCCCAGTTTT
GCCCAACCTGGGCACCTTGA
GTCGGGAACGGGCGAAGCAA
GCTTGCCTTCCGGGCTCGAC
CCCAGGTTGGGCATGGCTGG
GGCCCCGGCACATGATGGTC
CGGTCACGGCTGGCAAACCA
CGTGACCGATCTGGACGGCG
GGCCTGACACCGGTGGCTTC
GCAGACACCGTCCCATCGCC
GCGAGAAAGCGCCCGAACCT
CCCGCTGGTGCGAACATTGC
GCCCCTTGTGCGGTTCGTGT
TGGGTTCTCTCGACGCCGGT
CGTCCGAGCCTTCTCGCAGC
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Reaktionsansatz:

Losung Menge in pl/Ansatz
dd H,O 34,0
10x Long-PCR-Puffer 5,0
+ 1,5 mM MgCl,

dNTP-Mix (2 mM) 5,0
Primer 1 (25 pM) 2,0
Primer 2 (25 uM) 2,0
Long PCR enzyme mix 0,25
Proben-DNA 2,0
Summe 50,0

PCR-Bedingungen:

Schritte Temp. (°C) | Zeit zuriick  zu | Zyklen
Schritt Nr.

1 | Initial-Denaturierung 95 5 min

2 | Denaturierung 95 15 sec

3 | Annealing 60 30 sec

4 | Polymerisation 68 3,5min | 2 30

5 | Abschluss-Polymerisation 68 10 min

6 | Kiihlung 8| wunendlich

4.2.10.4. Uneven PCR

Mit der Methode der ,,uneven PCR* (Chen & Wu, 1997) lassen sich aus nur teilweise
bekannten Gen-Sequenzen PCR-Fragmente amplifizieren, indem man einen spezifischen mit
einem unspezifischen Primer kombiniert. Die ,uneven PCR®“ setzt sich aus zwei
aufeinanderfolgenden PCR-Durchldufen zusammen, die beide aus 40 PCR-Zyklen bestehen.
Im 1. Durchlauf wird ein spezifischer Primer (der z.B. anhand einer konservierten Region
erstellt wird) mit einem unspezifischen Primer, einem 10 Nukleotide (= 10-mer) langen

Zufallsprimer (= ,,random primer) kombiniert. Von dem im 1. Durchlauf generierten PCR-
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Produkt werden 0,5 ul enthommen und im 2. Durchlauf als Ausgangsmaterial (= Template)
eingesetzt. Die Komponenten entsprechen alle denen des 1. Durchlaufs mit der Ausnahme,
dass ein spezifischer interner (= ,,nested”) Primer anstelle des in der ersten Reaktion
verwendeten spezifischen Primers eingesetzt wird. Um einerseits das Annealing der
verschieden langen Primer mit ihren unterschiedlichen Schmelztemperaturen zu ermdéglichen,
gleichzeitig aber die Amplifizierung unspezifischer Fragmente zu verhindern, wird die

Annealingtemperatur wiahrend der PCR-Reaktion mehrfach verdndert.

Unspezifische Oligonukleotid-Primer:

Bezeichnung | Nukleotidsequenz 5°-3" Schmelztemperatur
10-mer 1 TTAGGTAACG 28°C
10-mer 2 GCAATGGATT 28°C
10-mer 3 ATTCCTAGCG 30°C
10-mer 4 CGTCGAATGT 30°C
10-mer 5 CCAGCTTAACT 30°C
10-mer 6 CGATGTCAGT 30°C
10-mer 7 AACCTGTACA 28°C
10-mer 8 CTTAGGGAGC 32°C
10-mer 9 TGGCAGAAAC 30°C
10-mer 10 GCTACCACAT 30°C

Spezifische Oligonukleotid-Primer:

Um eine groBtmogliche Spezifitit der Primerbindung zu gewéhrleisten, wurden alle

spezifischen Primer in die konservierte Region des Pyolysin-Gens von T. pyogenes gelegt.

Bezeichnung | Nukleotidsequenz Annealingtemperatur
Pyo ECT F | GAGGCGACAGGTCTAGCGTG 58°C
Pyo 2R CACGCTAGACCTGTCGCCTC 58°C
Pyo_AF ACAGGTCTAGCGTGGGA 49°C
Pyo AR TCCCACGCTAGACCTGT 49°C
Pyo BR CCACCACGGATCCCACGCTAGACC 64°C

-70 -



4. Material und Methoden

Reaktionsansatz:

Losung Menge in pl/Ansatz
H,O 12,6
5x PCR-Puffer GoTaq 5
+ 1,5 mM MgCl,

dNTP-Mix (2 mM) 2,5
Primer 1 (10 uM), 1,0
unspezifisch

Primer 2 (10 uM), spezifisch 2,5
GoTag-Polymerase 0,4
Proben-DNA 1,0
Summe 25,0

PCR-Bedingungen:

Schritte Temp. (°C) | Zeit (sec) | zuriick zu | Zyklen
Schritt Nr.

1 | Initial-Denaturierung 94 60

2 | Denaturierung 94 30

3 | Annealing 55 60

4 | Polymerisation 72 60

5 | Denaturierung 94 15

6 | Annealing 42 60

7 | Polymerisation 72 60 |2 20
8 | Denaturierung 94 15

9 | Annealing 57 30

10 | Polymerisation 72 30

11 | Denaturierung 94 15

12 | Annealing 45 30

13 | Polymerisation 72 3018 20
14 | Abschluss-Polymerisation 75 300

15 | Kithlung 8 | unendlich
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4.2.10.5. Sequenzier-PCR und Sequenzierung

Hierbei werden komplementire DNA-Stringe einzeln sequenziert. Anstelle normaler
Desoxynukleotidtriphosphate  werden bei der Sequenzier-PCR-Reaktion vereinzelt
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Didesoxynukleotidtriphosphate in die neu amplifizierte DNA
eingebaut. Jedes der 4 ddNTPs trdgt eine andere Markierung. Der Einbau der Molekiile
erfolgt gemdl des Komplementérprinzips (G-C, A-T). Die markierten Molekiile stoppen die
DNA-Synthese, wodurch PCR-Produkte unterschiedlicher Lénge entstehen. Bei ausreichend
grofler Molekiilzahl erhédlt man Einzelstringe, die sich in ihrer Ldnge nur um jeweils ein
Nukleotid unterscheiden und deren letztes Nukleotid immer ein markiertes Nukleotid ist. Die
Amplifikate werden schlieBlich in einem automatischen Sequenziergerit untersucht, welches
die fluoreszierenden Molekiile kapillarelektrophoretisch auftrennt, misst und auswertet. Da
jedes der vier ddNTPs eine andere Markierung trigt, verrdt diese, welches Nukleotid das

Letzte pro neusynthetisiertem Strang ist und die komplette Sequenz wird lesbar.

Reaktionsansatz:

Losung Menge in pl/Ansatz
5x BigDye®-Terminator 1,5
v.1.1. Sequencing Buffer®

Primer (10 uM) 1,0
BigDye" Reaction Mix 2,0
Template-DNA 5,5
Summe 10,0

PCR-Bedingungen:

Schritte Temp. (°C) | Zeit zuriick zu | Zyklen
Schritt Nr.

1 | Denaturierung 95 10 sec

2 | Annealing 50 5 sec

3 | Polymerisation 60| 1,54 min |1 18

4 | Kihlung 8 | unendlich
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Protokoll:

Der Reaktionsansatz wurde nach obigem Protokoll bei Raumtemperatur in ein 0,5 pl
Reaktionsgefd3 pipettiert und in den Thermocycler (Peqlab Biotechnologie) gestellt. Als
Primer dienten die spezifischen Oligonukleotide der Standard-, der Long- und der uneven
PCR. Die Annealingtemperatur wurde der Lange des zu erwartenden Amplifikates angepasst
(1 min/1.000 bp). Nach Ablauf der PCR-Reaktion wurde die Probe dem Thermocycler

entnommen und nach folgendem Protokoll weiter bearbeitet:

+ 45 pl Sam Solution (Big Dye X-Terminator Purification Kit)

+ 10 pl Big Dye X-Terminator Solution (vorher vortexen)

= 20 min bei 1.850 Umdrehungen/min bei Raumtemperatur schiitteln,

herunterzentrifugieren und in den Sequencer (Applied Biosystems) stellen.

Mit Hilfe der Computerprogramme BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)
und BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) wurden die erhaltenen Sequenzen
anschlieBend bearbeitet und mit bekannten Sequenzen verwandter Bakterienspezies

verglichen, um Ubereinstimmungen bzw. Sequenzihnlichkeiten zu detektieren.

4.2.11. DNA-Blotting (DotBlot-Hybridisierung, Southern Blotting)

Fir das DNA-Blotting, welches auf einer Methode von Feinberg und Vogelstein (1983)
beruht, wurde das Biotin-Streptavidin-System von Fermentas verwendet. Als Sonden wurden
mittels Standard-PCR mit 7. pyogenes-PLO- sowie A. haemolyticum-ALN- und PLD-Primern
generierte (siche 4.2.10.2.), Biotin-markierte Sonden (siche 4.2.11.1.) verwendet. Markierte
DNA-Sonden dienen der Detektion bekannter Sequenz-Abschnitte in der Target-DNA. Die
Reaktion beruht auf folgendem Prinzip: die zu testende DNA wird einzelstringig mit Hilfe
eines UV-Crosslinkers auf einer Nylon-Membran fixiert. Die Biotin-markierte Sonde wird
ebenfalls einzelstrangig gemacht und mit der zuvor auf die Nylon-Membran aufgebrachten
DNA inkubiert. Dabei hybridisiert die Sonde mit komplementdren Fragmenten der auf der
Nylonmemban fixierten DNA. Unspezifische Bindungen werden durch Inkubation des Blots
mit fremder DNA (hier: genomische Kaninchen-DNA) sowie Detergenzien wie deionisiertes
Formamid und SDS verhindert (die Sonde mufl die Fremd-DNA von der Ziel-DNA

verdringen). Uberschiissiges Sondenmaterial wird von der Membran abgespiilt. AnschlieBend
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wird der Blot mit einem Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP)-Konjugat inkubiert, das
mit hoher Affinitit an die Biotin-markierten Sonden bindet, die ihrerseits iiber
Wasserstoffbriickenbindungen mit den auf der Membran fixierten komplementiaren DNA-
Fragmenten verbunden sind. Die Sichtbarmachung der gebundenen Sondenabschnitte
geschieht mittels Zugabe eines Streptavidin-bindenden Substrates (NTB = Nitroblau-
tetrazoliumchlorid/BCIP = 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat-Toluidinsalz). Die an das
Konjugat gekoppelte alkalische Phosphatase setzt das Substrat um, wobei es eine
Farbreaktion (Chemolumineszenz) auslost. Positive Proben erscheinen blau-violett. Die
Reaktion wird durch Waschen in Aqua dest. gestoppt, sobald die Hintergrundfarbung zu stark

wird.

4.2.11.1. Sonden-Markierung

Die mittels Standard-PCR (siehe 4.2.10.2.) hergestellten Sonden wurden nach dem Protokoll
des ,,Biotin DecalLabel DNA Labeling Kit*“ (Fermentas) mit Biotin markiert. In ein 1,5 ml
Reaktionsgefal wurden 10 pl der 100 ng/pl DNA-Template-Losung, 10 pl Dekanukleotide in
5x Reaktionspuffer und 24 pl Aqua dest. einpipettiert. Der Ansatz wurde geschiittelt (Vortex),
kurz in einer Tischzentrifuge herunterzentrifugiert, fiir 5-10 min in ein kochendes Wasserbad
plaziert und nach erneutem Herunterzentrifugieren auf Eis gestellt. Danach wurden 5 pl
,,Biotin Labeling Mix“ und 1 pl Klenow-Fragment, exo™ (5 U) hinzupipettiert, der Ansatz
wurde kurz zentrifugiert und fir 20 h bei 37°C in einen Heizblock gestellt. Die Reaktion
wurde mit 1 pl 0,5 M EDTA, pH 8,0, gestoppt. Die markierte Sonde wurde bis zum Gebrauch
bei -20°C gelagert.

4.2.11.2. Southern Blotting

Southern (1975) beschrieb eine Methode, mit der sich spezifische Fragmente in genomischer
DNA detektieren lassen, die zuvor mittels Restriktionsenzymen verdaut und
gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde. Dabei werden die in der Agarose befindlichen DNA-
Fragmente mittels eines Saugverfahrens (Blotting) auf eine Nitrozellulose-beschichtete
Nylonmembran transferiert (Abb. 4.3.). Nach der Fixierung der transferierten DNA-
Fragmente auf der Nylonmembran (UV-Crosslinker) erfolgte die Vor-Hybridisierung mit
unspezifischer DNA, die eigentliche Hybridisierung mit spezifischer, markierter Sonde und

die Detektion geméll dem DotBlot-Protokoll (siche 4.2.11.3.).
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Kammer-
—
Rahmen
« Agarosegel
Gummi-Membran

Filterpapier __,
Metall-  —) S s e —— — — — — — i — - —
Lochplatte

Unterdruck

Abb. 4.3.: Schematischer Aufbau eines Southern Blot

Restriktionsenzymverdau genomischer 7. bonasi DSM 17163- und T. bialowiezensis

DSM 17162-DNA

Bendtigte Losungen und Biochemikalien:

Genomische DNA, 100 ng/ul 40 pl
Notl/ EcoRI/ Kpnl/

HindIIl/ Smal Sl
10x Puffer (je nach Enzym unterschiedlich) 5ul

= Ansatz fiir | h (Fast digest® enzymes) bzw. 12 h (normale Restriktionsenzyme) bei
37°C inkubieren, dann Reaktion mit EDTA stoppen:

0,5 M EDTA, pH 8,0 7,5 ul

Hochmolekulare genomische DNA (siehe 4.2.2.2.) wurde nach obigem Protokoll in mehreren
Ansidtzen mit unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen vollstindig verdaut. Die
Restriktionsspaltprodukte wurden anschlieBend bei 120 A (ca. 75 V) in der Gelelektrophorese
iber 5 h in einem 1,5%-igen Agarosegel in 1x TAE-Puffer aufgetrennt und im Anschluss
unter UV-Licht fotografiert (siche 4.2.3.). Als Gréenmarker bei der Gelelektrophorese diente
der Ladder Mix von Fermentas. Die Féarbung der Fragmente erfolgte mit Gel Red™ Nucleic
Acid Gel Stain. Die Restriktionsenzyme wurden so gewihlt, dass sie keine Schnittstellen
innerhalb des 7. pyogenes-PLO-Gens und des A. haemolyticum-ALN-Gens haben. Auflerdem
sollten sie eine Erkennungssequenz von mindestens sechs Nukleotiden haben, um zu starkem

Verdau der genomischen DNA vorzubeugen.
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Transfer der DNA auf eine Nitrozellulose-beschichtete Nylonmembran

Benotigte Losungen:
Depurination-Lésung (0,25 M HCI)
HCI (37%) 20,8 ml

Aquadest. adll

Transfer-Losung

NaOH 16,0 g
NaCl 351¢g
Aquadest. adll

Der Transfer der DNA vom Agarosegel auf die Nylonmembran erfolgte unter Verwendung
einer Vakuumkammer (Vakuum-Blotter Transvac TE 80, Hoefer Scientific). Diese wurde wie
folgt auf den DNA-Transfer vorbereitet: iiber die Metall-Lochplatte der Kammer wurde ein
mit Aqua dest. befeuchtetes Filterpapier gelegt, das an allen Seiten ca. 3 cm lédnger war, als
das zu blottende Gel. Hierauf wurde eine auf Gel-Grofe zugeschnittene Nylon-Membran
(Amersham Hybond™-N) plaziert, die zuvor in Aqua dest. getaucht wurde. Auf die Nylon-
Membran wurde eine Gummi-Maske mit einem rechteckigen Fenster in der Mitte gelegt,
welches allseits einige Millimeter kleiner als das Agarose-Gel war. Das Agarose-Gel wurde
dann direkt auf das Fenster der Gummi-Maske gelegt und fortan nicht mehr verschoben, da
der Transfer der negativ geladenen DNA zur positiv geladenen Nylon-Membran bei Kontakt
sofort beginnt. Das Agarose-Gel wurde mit Depurination-Losung iiberschichtet und die mit
dem Kammer-Rahmen vollstindig abgedichtete Vakuumkammer mit der Vakuum-Pumpe
verbunden. Nach 10 min Pumpenlauf (bei ca. 0,15 bar Unterdruck) wurde die restliche, auf
dem Gel verbliebene Depurination-Losung vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das
Gel mit Transfer-Losung iiberschichtet. Nach einer weiteren Stunde Transfer wurde auch die
Transfer-Losung entfernt und die Lage der Gel-Taschen auf der getrockneten Nylon-
Membran eingezeichnet. Mit Hilfe eines UV-Crosslinkers wurde die DNA bei 254 nm, 30 W,
60 s auf der Nylon-Membran fixiert. Im Anschluss erfolgte die Prid-Hybridisierung,
Hybridisierung und Detektion gemd des DotBlot Hybridisierungs-Protokolls (siche
4.2.11.3.). Hat die Probe an ein komplementires DNA-Stiick gebunden, kann die
korrespondierende Bande (wie beim DotBlot auch) durch eine blau-violette Farbreaktion

sichtbar gemacht werden.
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4.2.11.3. DotBlot Hybridisierung

Die DotBlot Hybridisierung wurde gemil des ,,Biotin Chromogenic Detection Kit“-
Protokolls von Fermentas durchgefiihrt.

Bendtigte Losungen:

100x Denhardt’s Losung

Bovines Serum-Albumin, Fraktion 5 (BSA) 2g
Ficoll® 400 2g
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2g
Aqua dest. ad 100 ml

20x SSC (pH 7.0)

NaCl 1753 g
Na-Citrat 882 ¢g
Aqua dest. ad 11

= pH-Wert mit 10 M NaOH auf pH 0,7 einstellen

Pra-Hybridisierungs-Losung

20x SSC 6 ml
100x Denhardt’s Losung 1 ml
Deionisiertes Formamid 10 ml
SDS 0,1lg
Aqua dest. 3ml

= unmittelbar vor Gebrauch genomische Kaninchen-DNA (1.000 ng/ul) 10 min bei
100°C denaturieren und der Losung zu einer Endkonzentration von 50 pg/ml

beigeben.

Hybridisierungs-Losung

Pré-Hybridisierungs-Losung 15 ml
= unmittelbar vor Gebrauch die Biotin-markierte Sonde fiir 5 min bei 100°C
denaturieren und zum Abkiihlen auf Eis stellen (Verhindern des Renaturierens der
Sonde). Im Anschluss der Pra-Hybridisierungslésung zu einer Endkonzentration von

25-100 ng/ml beigeben.
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20x SSC-Losung (stock solution)

NaCl

Natriumcitrat-Dihydrat (Na3C6H507-2H20)

Aqua dest.

= auf pH 7.0 einstellen und autoklavieren

2x SSC, 0,1% SDS-Lésung
20x SSC-Losung
SDS

Aqua dest.

0.1x SSC, 0,1% SDS-Ldsung
20x SSC-Losung
SDS

Aqua dest.

1x Blocking/Waschpuffer (B/W-Puffer)

10x Blocking/Waschpuffer (Fermentas)

Aqua dest.

Blocking-Losung
1x Blocking/Waschpuffer

Blocking Reagenz (Fermentas)

Streptavidin-Losung
Blocking-Losung

5000x Streptavidin-AP Konjugat
1x Detektionspuffer

10x Detektionspuffer

Aqua dest.

Substrat-Losung
1x Detektionspuffer

50x BCIP/NBT
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1753 ¢
88,2 ¢
ad 11

100 ml
1,0g
ad 11

Sml
10g
ad 11

20 ml
ad 200 ml

50 ml
0,5¢g

20 ml

4 ul

3 ml

ad 20 ml

19,4 ml
600 pl
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Aufbringen der DNA auf die Nylon-Membran

Eine Losung genomischer DNA wurde 10 min lang bei 100°C gekocht, kurz auf Eis gestellt
und anschlieend punktformig direkt auf eine positiv geladene, Nitrozellulose beschichtete
Nylon-Membran (Hybond™-N, GE Healthcare) pipettiert. Nach dem Trocknen wurde die
DNA durch Inkubation in einem UV-Crosslinker (siche 4.2.11.2.) auf der Membran fixiert.
Wihrend des gesamten Vorgangs wurde darauf geachtet, dass die Nylon-Membran nur am
Rand und nur mit sterilen Pinzetten oder Plastikhandschuhen beriihrt wurde, um der

versehentlichen Bindung humaner DNA (Kontamination) auf der Membran vorzubeugen.

Pra-Hybridisierung und Hybridisierung

Die UV-fixierte Nylon-Membran wurde in eine Plastiktasche gegeben, die mit Pra-
Hybridisierungslosung (0,2 ml/cm? Membran) gefiillt und anschlieBend unter Ausschluf3
etwaiger Luftblasen luftdicht verschweilit wurde. Die Tasche wurde fiir 4 h bei 42°C in einen
Heiz-Schiittelinkubator gelegt und mit ca. 60 rpm bewegt. Danach wurde die alte
Pré-Hybridisierungslosung verworfen. Die Nylonmembran wurde in eine neue Plastiktasche
iibergefiihrt, diese mit Hybridisierungslosung (60 pl/cm?) gefiillt, unter Ausschluf von
Luftblasen gleichfalls luftdicht verschweilit und bei 42°C und ca. 60 rpm fiir 12 h in einem
Heiz-Schiittelinkubator bewegt. Nachdem die Nylon-Membran dem Hybridisierungsbehiltnis
entnommen wurde, wurde sie in einer Plastikschale auf einen Wippschiittler gelegt und bei
leichtem Schwenken zweimal fiir je 10 min mit 2x SSC + 0,1% SDS gewaschen. Im
Folgenden wurde die Plastikschale mit Aqua dest. gespiilt, die Membran wieder in den
Behilter gegeben, und dann zweimal mit 0,1x SSC + 0,1 SDS fiir je 20 min bei 65°C im

Wasserbad inkubiert und dabei alle 5 min vorsichtig geschwenkt.

Detektion

Die folgenden Schritte wurden alle bei Raumtemperatur ausgefiihrt. Zunidchst wurde die
Membran in einer Plastikschale auf einen Wippschiittler gestellt und bei Raumtemperatur
5 min lang in 30 ml 1x Blocking/Waschpuffer bei leichter Bewegung gewaschen. Danach
wurde der B/W-Puffer entsorgt und durch 30 ml Blocking-Losung ersetzt. Die Membran-
oberfliche (einschl. der fixierten DNA) wurde nun 30 min lang bei leichtem Schiitteln
geblockt. Dann wurde die Membran fiir 30 min bei leichter Bewegung in 20 ml Streptavidin-
Losung inkubiert und im Anschluss erst fiir 15 min mit 60 ml B/W-Puffer und dann fiir 10
min mit 20 ml Detektionspuffer auf dem Wippschiittler gewaschen. Danach folgte die

Entwicklung des Blots. Hierfiir wurde die Membran in eine auf ihre Grofle zugeschnittene
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Plastiktasche gegeben, in die 10 ml frisch zubereitete Substrat-Losung eingefiillt wurde. Die
Plastiktasche wurde so verschweillt, dass die in ihr enthaltene Losung keine Luftblasen
enthielt und anschlieBend fiir 15-30 min im Dunkeln entwickelt. Positive Reaktionen
erschienen als blau-violette Farbreaktion auf der Nylon-Membran. Die Reaktion wurde nach

der Entwicklung durch kurzes Spiilen mit Aqua dest. gestoppt.

4.2.12. DNAse-Test

Jeffries et al. (1957) entwickelten eine einfache Methode, um Desoxyribonuklease (DNAse)
produzierende Bakterien zu detektieren. Hierfiir setzten sie dem Plattenmedium
hochmolekulare Desoxyribonukleinsdure zu, deren Phosphodiesterverbindungen durch
DNAse hydrolysiert werden. Nach 24-stiindiger Bebriitung der zu untersuchenden Bakterien
bei 37°C auf der DNAse-Platte wird diese mit 1 M Salzsdure liberschichtet. Dadurch fillt die
dem Medium zugesetzte hochmolekulare DNA aus und lasst das Plattenmedium opak
erscheinen. Um DNAse-positive Kolonien herum entsteht durch den DNA-Abbau ein klarer
Hof. Je 3.200 Klone aus den genomischen Cosmid-Bibliotheken von T. bonasi DSM 17163
und 7. bialowiezensis DSM 17162 wurden mit Hilfe von DNAse-Test-Agar-Platten auf
DNAse-Aktivitdt hin untersucht. Hierzu wurden 42 g des DNAse-Test-Agars in 1 1 Aqua dest.
suspendiert und 15 min lang bei 121°C autoklaviert. Der Agar wurde dann auf 55°C
herabgekiihlt und nach Beigabe von 5 ml einer 20 mg/ml Ampicillin-Lésung in sterile
Petrischalen gegossen. Nach dem Abkiihlen wurden je 16 Platten/Bibliothek mittels
Glasspatel mit den Cosmid-Klonen beimpft und iiber Nacht bei 37°C bebriitet. AnschlieSend
wurden die Platten ca. 2 mm hoch mit 1 M Salzsdure {ibergossen und auf Hofbildung um die

Kolonien herum untersucht. Als Positivkontrolle diente Staphylococcus aureus.

4.2.13. Erstellung phylogenetischer Stammbiume

Fiur die Darstellung des Verwandtschaftsverhdltnisses der 7. bonasi-Neuraminidase
Aminosduresequenz zu den Neuraminidasesequenzen verwandter Bakterien wurden die
Aminosauresequenzen von 7. pyogenes NanH und NanP, 4. haemolyticum NanA und die der

A. viscosus Sialidase herangezogen.

Zu den Kriterien fiir die Auswahl des am besten geeigneten (,,best fitting™) Modells der
Proteinentwicklung gehort, dass das gewdhlte Model mit seinen theoretischen und
mathematisch im Modell eingefaliten Annahmen zur Sequenzevolution (diese beschreiben,

wie Mutationen stattfinden) am besten zum vorhandenen Datensatz passt und somit die
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Unterschiede der Sequenzen in den tatséchlich vorliegenden Daten am besten beschreibt. Die
Auswahl, welches der getesteten Modelle diesen Anforderungen entspricht, erfolgt mit Hilfe
statistischer Parameter, die die Wahrscheinlichkeit des Passens fiir jedes der getesteten
Modelle widerspiegeln. Bei dlteren Modellen erfolgte dies lediglich mit den ,,Maximum
Likelihood values® (/nL-Wert); heute werden héufig die Informationskriterien ,,Akaike
information criterion” (AIC) und neuerdings das auch fiir groBere Stichproben geeignete

,,Bayesian information criterion” (BIC) hinzugezogen.

Fiir die vorliegenden Aminosauresequenzdaten erwies sich das Modell ,,WAG+G+I*“ (Whelan
und Goldman, 2001) als das ,,Best-Fit Substitution Model“ fiir die Beschreibung des
Verwandschaftsverhidltnisses zwischen der 7. bonasi-Neuraminidase und anderen Neuramini-
dasen, da hierfiir die niedrigsten BIC- und AIC-Werte sowie die hochsten I/nL-Werte
errechnet wurden. Fir die Erstellung eines ersten Stammbaumes (Abb. 5.8.) wurden alle
Alignment-Positionen, die eine Liicke (,,gap*) enthielten, entfernt (= ,,complete deletion®), so
dass die Gesamtlange des Alignments um die Summe dieser Positionen verkiirzt wurde.
Somit konnen evtl. in den Liicken liegende phylogenetisch relevante Informationen verloren
gehen. Fir die Erstellung des zweiten Stammbaumes (Abb. 5.9.) wurden dagegen alle
Positionen verwendet (= ,,use all sites*), was bedeutet, dass die gap-Position nur dann entfernt
wurde, wenn im Vergleich zweier Sequenzen eine Sequenz einen gap aufweist. In den gaps
(d.h. Insertionen bzw. Deletionen) enthaltene Informationen bleiben erhalten; doch dadurch,
dass diese nun unterschiedlich lang sein konnen, flieen sie nicht mehr alle mit dem gleichen
Gewicht in die Baumrekonstruktion ein. Folglich erzeugt jede Methode eine statistische
Verzerrung, deren Auswirkungen unklar sind. Wenn, wie im vorliegenden Fall, beide
Methoden nahezu identische Topologien erzeugen, spricht dies fiir eine hohere VerlaBlichkeit

(Robustheit) hinsichtlich des Ergebnisses.

Die Phylogenien in dieser Arbeit (Abb. 5.8. und 5.9.) wurden nach Korrektur der Alignments
per Hand mit Hilfe des Programms MEGA (http://www.megasoftware.net/) erstellt. Die
“Maximum likelihood” fiir die Berechnungen betrdgt 100 bootstraps. Der ,,Gamma
distribution shape parameter* (G) ist a. Aufgrund des geringen Verwandschaftsgrades mit der

T. bonasi-Neuraminidase wurde T. pyogenes NanP aus den Stammbédumen entfernt.
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4.2.14. Erstellung riumlicher Proteinstruktur-Modelle

Die raumlichen Proteinstrukturmodelle der 7. honasi-Neuraminidase und des 7. bonasi ,,UPF-
dhnlichen Proteins wurden mittels Eingabe der Aminosduresequenzen der genannten
Proteine in das Programm zur Erstellung von 3D-Proteinstrukturmodellen der i-Tasser-
Online-Plattform der University of Michigan, USA (http://zhang bioinformatics.ku.edu/I-
TASSER/) erstellt. Die Modelle stellen die Proteinbindungsstellen sowie die Sekundérstruktur
der Proteine dar (siche Abb. 5.10 und 5.13.).
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5. Ergebnisse

Die in diesem Kapitel beschriebenen Tests werden nach ihrer Relevanz in Bezug auf die
Charakterisierung moglicher Virulenzfaktoren bei 7. bonasi und 7. bialowiezensis
(= positives Testergebnis) beschrieben und nicht in chronologischer Reihenfolge der

Untersuchungen.

Im folgenden Ubersichtsdiagramm werden die Ergebnisse der Untersuchungen an potentiellen

Virulenzfaktoren von 7. bonasi und T. bialowiezensis schematisch dargestellt.
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Untersuchung von von 7. bonasi und T. bialowiezensis auf
mogliche Virulenzfaktoren

[ Neuraminidase ]
I

(Neuraminidase-Filterpapier-Test (MUAN-Test)\
mit 7. bonasi und T. bialowiezensis:
L beide Bakterien positiv (+)

J

/Erstellung von T. bonasi und T. bialowiezensis-)
Cosmidbibliotheken. Untersuchung aller
Cosmidklone auf Neuraminidase-Aktivitét

(MUAN-Test)

A J
I
1 P 1
7T biglowiezensis- O\ T. bonasi-Cosmidbibliothek:
Cosmidbibliothek: mehrere Klone Neuraminiase-positiv (+) )
alle Klone P I <
Neuraminidase negativ (-) Selektion Neuraminidase-positiver
-> Schlussfolgerung: T. bonasi- Cosmidklone & Cosmidextraktion des Klones
T. bialowiezensis- bon/cos6A, Restriktionsenzymverdau mit EcoR I und X#o 1,
Cosmidbibliothek deckt nicht q Subklonierung in den Plasmidvektor pJET 1.2. )

das komplette

\T. bialowiezensis-Genom aty

A

Selektion der Plasmidklone auf Neuraminidase-Aktivitat
(MUAN-Test): mehrere Neuraminidase-positive (+) Plasmid-
Klone

J

(‘Selektion Neuraminidase-positiver Plasmidklone (MUAN-Test).\
Plasmidextraktion des Klones ,,bon/cos6A/pJET4A",
schrittweise Sequenzierung des ca. 5000 bp langen Inserts mittels

primer walking*.

o J
I
- N
Identifizierung des Identifizierung der
»I. bonasi UPF-dhnlichen Gens* ,»I. bonasi Neuraminidase NanH*
(ORF ,,bon-UPF*: 1161 bp) (ORF ,,bon-NEU*: 3312 bp) )
1 1

[
/ Stammbaumer- \ /Plasmidklone,\ / Die Erstellung von\
stellung aufgrund die allein das Stammb#umen ergibt,
geringer NS- und ,»T. bonasi- dass die NS- und AS-
AS-Sequenziiber- UPF-éhnliche Sequenz der ,,T. bonasi
einstimmungen in Gen Neuraminidase NanH*
der Gruppe der als Insert am néchsten mit der
,,UPFs* nicht tragen, 1. pyogenes
moglich. erweisen sich Neuraminidase NanH*
Erstellung eines im verwandt ist.
Proteinstruktur- MUAN-Test Erstellung eines
modells des als Neura- Proteinstrukturmodells
,,T. bonasi UPF- minidase- der ,,T. bonasi
\éihnlichen Proteins“/ negativ (-). Qeuraminidase NanH*.
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5.1. Neuraminidase

5.1.1. MUAN-Test der Bakterien auf Filterpapier

Trueperella pyogenes DSM 20630, 4. haemolyticum DSM 20595, T. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 wurden mittels Impfose auf MUAN-getranktes Filterpapier
aufgebracht und auf Neuraminidase-Aktivitit untersucht. Mit Ausnahme der Negativkontrolle

leuchteten alle untersuchten Bakterien unter UV-Bestrahlung deutlich hellblau und waren

somit Neuraminidase-positiv (Abb. 5.1.).

Abb.5.1.:  Neuraminidase-Filterpapiertest mit (1) 7. pyogenes DSM 20630,
(2) A. haemolyticum DSM 20595, (3) T. bonasi DSM 17163, (4) T. bialowiezensis DSM
17162 und der (5) Negativkontrolle = E. coli XL2 Ultrakompetente Zellen.

5.1.2. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf Neuraminidase-Aktivitit

Die aus jeweils 8 x 10° Einzelkolonien bestehenden Cosmidbibliotheken von 7. bonasi
DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 wurden mittels Neuraminidase-
Filterpapiertest vollstdndig auf Neuraminidase-Aktivitdt untersucht, wobei die Klone zunéchst
in Gruppen (ca. 200-220 Klone/Gruppe) getestet wurden (Abb. 5.2). Hierbei wies nur eine der
T. bialowiezensis-Gruppen (Abb. 5.2. (a), Nr. 41) eine leichte Neuraminidase-Aktivitit auf,
welche im Einzelklon-Test nicht bestdtigt wurde. Dagegen erwiesen sich in der T. bonasi-
Bibliothek 27 von 32 Gruppen als schwach bis deutlich Neuraminidase-positiv (Abb. 5.2.
(b)). Darauthin wurde eine Einzelklon-Testung Neuraminidase-positiver Gruppen
durchgefiihrt.
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Abb. 5.2. (a) Abb. 5.2. (b)

Neuraminidase-Filterpapiertest mit den in Gruppen zusammengefassten Cosmid-Klonen der
genomischen (a) 7. bialowiezensis-Bibliothek (A = T. pyogenes DSM 20630; B =
A. haemolyticum DSM 20595; C = T. bonasi DSM 17163; D = T. bialowiezensis DSM 17162;
E = XL1 Blue MR Superkompetente Zellen; 1-42 = zusammengefasste Klonierungsplatten 1-
42), (b) T. bonasi-Bibliothek (A = T. pyogenes DSM 20630; B = A. haemolyticum DSM
20595; C = T. bonasi DSM 17163; D = T. bialowiezensis DSM 17162; E = E.coli XL1 Blue
MR Superkompetente Zellen; 1-32 = zusammengefasste Klonierungsplatten 1-32). Auf jeder
Klonierungsplatte befanden sich ca. 200 Klone.

5.1.3. Subklonierung des Cosmid-Klones bon/cos6A in den Plasmidvektor pJET 1.2. und
Identifizierung zweier Neuraminidase-positiver Plasmid-Klone

Jede der beiden Cosmid-Bibliotheken (7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis
DSM 17162) bestand aus ca. 8 x 10° Kolonien, die erst in Gruppen und spéter — im Fall einer
positiven Reaktion — einzeln auf Neuraminidase-Aktivitét getestet wurden. Die Untersuchung

der Einzelklone Neuraminidase-positiver Gruppen der 7. bonasi-Cosmid-Bibliothek ergab
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mehrere Neuraminidase-positive Klone; unter anderen wurde der 7. bonasi-Cosmid-Klon
bon/cos6A isoliert (Abb. 5.4., Nr. 1). Dessen Cosmid wurde extrahiert und die im Cosmid
befindliche Insert-DNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoR I und X#ho 1 verdaut (Abb.
5.3.). Die dabei entstandenen Fragmente wurden in den Plasmidvektor pJET 1.2. subkloniert.
Die Plasmidklone wurden wiederum auf Neuraminidase-Aktivitét tiberpriift (Abb. 5.4.). Aus
den Neuraminidase-positiven 7. bonasi-Plasmid-Klonen bon/cos6A/pJET4A (Abb. 5.4.,
Nr. 8) und bon/cos6A/pJET7A (Abb. 5.4., Nr. 9) wurde das jeweilige Plasmid isoliert und
deren ca. 5000 bp lange Inserts anschlieend (5.1.4. und Anhang C) mittels ,,primer walking*
(siche 4.2.7.5.) sequenziert. Die Insertsequenz des Klons bon/cos6A/pJET7A erwies sich

hierbei als identisch mit der des Klons bon/cos6 A/pJET4A.

Abb. 5.3.: Verdau des Neuraminidase-
positiven Cosmid-Klones bon/cos6A mit
zwei unterschiedlichen Restriktionsendo-
nukleasen.

1000 bp -

1 = Standard (Ladder Mix, Fermentas); 2 = bon/cos6A/EcoR I; 3 = bon/cos6A/Xho 1; 4 =
Cosmid von bon/cos6A, ungeschnitten.
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Abb. 5.4.:  Neuraminidase-Filterpapier-Test der in
den Plasmidvektor pJET 1.2. klonierten Fragmente des
Neuraminidase-positiven Cosmid-Klones bon/cos6 A

1 = Neuraminidase-positiver Cosmid-Klon bon/cos6A (Positivkontrolle); 2 = E.coli XL2
Ultrakompetente Zellen (Negativkontrolle); 3 = Plasmidklon bon/cos6A/pJET1A; 4 =
Plasmidklon bon/cos6A/pJET2A; 5 = Plasmidklon bon/cos6A/pJET3A; 6 = Plasmidklon
bon/cos6A/pJET3B; 7 = Plasmidklon bon/cos6A/pJET3C; 8 = Plasmidklon bon/cos6A/
pJET4A; 9 = Plasmidklon bon/cos6A/pJET7A.

5.1.4. Sequenzierung des Neuraminidase-positiven Plasmid-Klons bon/cos6A/pJET4A

Die Sequenzierung des Neuraminidase-positiven 7. bonasi-Plasmid-Klons bon/cos6A/
pJET4A mittels ,,primer walking“-Technik ergab eine Nukleinsduresequenz von 5037 bp. Die
Sequenz enthielt zwei offene Leseraster (ORF), die mittels ,,BLAST search® mit bekannten
Sequenzen anderer Bakterien verglichen wurden. Hierbei umfasste ORF ,,bon-NEU* 3312 bp
(siche 5.1.5.) und ORF ,bon-UPF*“ 1161 bp (siche 5.1.6.). Die vollstindige Sequenz des

Inserts sowie die Leserichtung beider Gene wird in Anhang D dargestellt.

5.1.5. Die Trueperella bonasi-Neuraminidase

Die Verifizierung der 7. bonasi-Neuraminidase erfolgte in silico durch Vergleich ihrer
Nukleotid- und Aminoséduresequenz mit Sequenzen bekannter bakterieller Neuraminidasen/
Sialidasen mittels ,,BLAST search® und Alignment (sieche 5.1.5.2.) und funktionell mittels
Bioassay (siche 5.1.5.3.). Die Nukleotidsequenz der 7. bonasi-Neuraminidase wurde unter der
accession-Nummer KC92507 in die NCBI Gendatenbank eingetragen. Fiir das
Neuraminidase-Protein von 7. bonasi wurde ein Molekulargewicht von 117,80 kDa
(http://web.expasy.org/compute_pi/) und ein isoelektrischer Punkt von pH 4,77 errechnet
(http://isoelectric.ovh.org/).

5.1.5.1. Nukleotid- und Aminosiuresequenz

Die Aminosédure-Zusammensetzung des 7. bonasi-Neuraminidase-Proteins ist in Abb 5.5.

dargestellt. Die am hdufigsten vorkommende Aminoséure ist Glycin (12%); die am seltensten
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vertretene Aminosdure ist Cystein. Obgleich die Aminosduresequenzen der bakteriellen
Neuraminidasen/ Sialidasen untereinander nur sehr geringe Ahnlichkeit (20-30%, Vimr et al.,
1994) aufweisen, lassen sich zwei, fiir diese Gruppe charakteristische, Motive identifizieren.
Das erste ist das sogenannte RIP/RLP (Arg-Ile/Leu-Pro)-Motiv und das zweite die sogenannte
ASP-Box. Innerhalb der Aminosduresequenz der 7. bonasi-Neuraminidase ist das katalytische
RIP/RLP-Motiv wie bei allen bakteriellen Neuraminidasen einmal vertreten. Im Gegensatz
dazu tritt das ASP-Box-Motiv (Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp) finfmal (Abb. 5.6.) innerhalb
der 7. bonasi-Neuraminidase auf, was konsistent mit den Literaturangaben zur zwei- bis

fiinffachen Wiederholung des Motivs ist (Jost et al., 2002).

Amino Acid Composition
Trueperella_bonasi_Neuraminidase

Mol %

Ala  Cys Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn Pro GIn Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Amino Acid

Abb. 5.5: Aminosdure-Zusammensetzung des 7. bonasi-Neuraminidase-Proteins (Quelle:
BioEdit)

ORF ,,bon-NEU%, T. bonasi-Neuraminidase (3312 bp):

Pos.
1 atgggaatgtacgtccggcctgacaccggtggcttecttacttacgggtccacactt
M G MY V R P DT G G F L T Y G S T L
58 ccggataacgagtggactcacatcacgtggacgcaaagttcaactgaaggcctgtca
P D N EW T H I T W T S S T E G L S L
115 ctttacgtcgatggccagctacgcgaaaacaagacttggtctgttcaaaacccaatce
vy vbD G © L R E N K T W S V Q N P I
172 acgattcctgccgacaagctcggaggcaaaggtttcageggectegtecgatgaacta
T I p A D K L G G K G F S G L VvV D E L
229 aaaatctacaaccgggcactcacggccgcagaggtttcggcatcgatcgacgectcta
K I ¥ N R A L T A A E V S A S I D A L
286 gagctcccagagcctccgcccgeccccaaaactcaacgcaacattttctatcatgaat
E L p E P P P A P K L N A T F S I M N
343 ccgaaacccgaaggcgcagccttcgaagtgggtgaaactatccggttcgagettaaa
P K P E G A A F E V G E T I R F E L K
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400

457

514

571

628

685

742

799

856

913

970

1027

1084

1141

1198

1255

1312

1369

1426

1483

1540

1597

1654

1711

1768

gtcacgaatgataccggcatcgatcgctcatttgaatccacggcttcgaacctecgat
v T N D T G I D R S F E S T A S N L D
aactggcgcggatgcaaatggagcgcgctacgcgccggcgatacgcagtegtgecca
N wW R G ¢C K W S A L R A G D T Q s C P
ttccccacgcacacggttactgatgaggacgtcaaggcaggcggattcacgeccgacyg
¥ p T H T V T D E D V K A G G F T P T
atcacattccagatttacgatcgcaccggctactctggccctgcaacgccggeggceca
I T ¥ 0 I ¥ DR T G Y S G P A T P A A
cccttcgagggtaatccggtaggegtatctccacgectecgtcacaatcaacaacttt
P F E G N P V GV S P R L V T I N N F
gagttcacggacgggacgaataaagacaattacagcgccggggatgaactcactgcec
E Fr T D G T N K DN Y S A G D E L T A
tcgctgacactcacaaatgtcttcgatgaaacagtgaacgtgtcgctcaacgacgac
s L T L T N V F D E T V N V S L N D D
gaccttaagtgttcgggcgctatcctcccgggatecctectcectcacgtgtgattcattyg
p L K ¢ s G A I L P G S S L T C D S L
acctactcggtgacccgcgaagatttggagecgecggtcaageccgagetgagegtegte
T vy s v T R E D L E R G O A E L S V V
gtgaatgcgtcatctggcgagctcactggaactgcaacagctaccgcaaccacgect
v N A S S G E L T G T A T A T A T T P
acaccaaccacgtggccgacagcgcagccattccctgegeccaaacgeggatcectege
T p T T W P T A Q P F P A P N A D P R
ttggcgccagcactatcggatctgacgaaggttgaaactcacgtgeccgggcagatac
L AP AL s DL T KV E T H V P G R Y
aacattcgcattccagcaattgccgcagcacccaacggcgacattctggecatcgtat
N I R I P A I A A A P N G D I L A S Y
gacctgcgcccaactaatggcgcggggagcggcggagactcgccaaacgaaaactca
p L R P T NG AG S G G D S P N E N S
atcgttcagcgtcggtcaaaagatggcggtaaaacttggggaccgcttacgacaatt
I v o R R GINKNDNCGEENENTNG c P L T T I
gccaagggccacgtcgcacccgaaggacaacgttatggttggtctgacccgtegtac
A K G H V A P E G Q R Y G W s D P S Y
gtcgtcgatcacgaaaccggggaaatcttcaacttctttgtgggttctctcgacgece
v v D H E T G E I F N F F V G S L D A
ggtttgccgaacaacccctcecctacaagttagacgagaacggacaggttgatgaaagce
G L P N N P S Y K L D E N G Q V D E S
catcgccgcacgatgaatttcaccgtcgcaaactcgacagacaacggctacacctgg
EH R R TMF T Vv a N SNEIDENNGENENG N
aagttgcgcacaatcacgaacgacgtgctcggcgagcgtgcagcagacgttacagge
K L. R T I T N D V L G E R A A D V T G
tgtttcgcaacgtccggtgcaggcatacaaaagcaacacgaaccgcacaaggggcegt
c ¥F AT S G A G I Q K Q H E P H K G R
ctgctccaacaagccgcctgtcggcataaggatggecggattccgegecttaacgatce
L L.Q 9 A A C R H K D G G F R A L T I
ttctcagatgaccacggcaagacctggcaaagcggcaatttcgectctgeccacggag
r NDNDNENGNENEN o s ¢ N F A S A T E
ggcgcccagtttttccgectggaattatgacgaaaacaaggtcgeccgaactttccgat
G A Q F F R W N Y D E N K V A E L S D
ggccgcctcatgctcaattcgegcattccacgecggttecccacggecgectggectaccge
G R L M L N S R I P R G S H G A G Y R
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1825

1882

1939

1996

2053

2110

2167

2224

2281

2338

2395

2452

2509

2566

2623

2680

2737

2794

2851

2908

2965

3022

3079

3136

3193

ctcgtcgcaatctcggaagacggcggcatgaactggggagagtatcgtatcgatgag
L v A I § E D 6 G M N W G E Y R I D E
caattgcaggattctcagaataatgcacaattgcttcgeccecgttcccgacggecgaac
o L. ¢ b sS O N N A Q L L R P F P T A N
aagggaacattgcgttcgaaagttctgctgttctcgaacacaaagaatcattggaac
K 6 T L R $S K Vv L L F s N T K N H W N
cgcgtcaacggtcacgtgtcgatgtcttacgacgacggecgecgtecctggecegtgtet
R v N G HV s M § ¥ D D G A S W P V S
aagcaggttcgcacgggcggaaccggttacaccacgatggctgttcaacagggtggg
K ¢ v R T G G T G Y T T M A V Q QO G G
acaattggtctgctgatggaacccaatatttggaacgacatcggctacatcaatttc
T I 6 L LM E P N I W N D I G Y I N F
tctctcagctacctcgagectgaactgccattcgaagtcaagectcggegectattgaa
s L s Y L E P E L P F E V K L G A I E
gatgtatcggcaactgacggggtagccattgaaccgattgaggttacgacgacgggce
p vs A T DG V A I E P I E V T T T G
aatgatccctctctagcggatacctattctgectgaaggcttgecttcecgggetegac
N D P S L A D T Y S A E G L P S G L D
atcgaccccgctactggaacgatctcecgggtacgeccgaaggaaggcecctctcagaagec
I b p A T G T I S G T P K E G L S E A
gcgagtttcgacgtccgtgtgacaattgaagaagctgaggatggcactggaatccct
A~ S ¥ DV R VT I E E A E D G T G I P
cgtatctcttcgacaaccttcactctcacgctagctcccggecgagaaagecgecccgaa
R I s s T T F T L T L A P G E K A P E
cctgcaccgagtccagaactgcagceccgtecgecgttggegggtgtggttggecagtgge
P A P S P E L Q P S P L A G V V G S G
cggtttggcgatgttgatggtgatggatatgccgatgtgttggctgttggtagtgat
R ¥ G D Vv b D G Y A DV L A V G S D
ggggtggtccatttctatgctggtcatagcgggggcatttatcatgttgggeccgatt
G v v H F Y A G H S G G I Y H V G P I
ggttctggttttggtggaacgtcgttgaccaaggtcagtgatgtcaatggtgatggg
G s 6 F G G T s L T K V s D V N G D G
cggccagatttcttggtccggcatgatgatgggcggttgtttgtctaccatgtgtcet
R P D F L V R H DD G R L F V Y H V S
gctgatggtcatattgttcaaggtgcccaggttgggcatggctggaatgggatggat
A D G H I V Q G A Q V G H G W N G M D
aacatcacctatgttggccggttgggagccggttcacaggagtatgtgattgectcegt
N I T Y v G R L G A G S Q E Y Vv I A R
caggtggctagtggtgatttgtatcgttataccctgacatctagtggtttgactgceca
Q v A S G DL Y R Y T L T S S G L T A
tcggccaagattggccacgggtgggggaagatgaccecgtattttagecgttggcaac
s A K I G H G W G K M TR I L A V G N
attgttggtgatagcaatccggatctggttggtattcgatctgatgggaagatgttt
I v G b S N P D L V G I R S D G K M F
gcttatcagggccatggcgatgggacggtgtctgectttggtcagattggtcaaggg
A°'Y Q G H G D G T V S A F G Q I G O G
tggacctcgttcgtgaacgctttcgttccgggtgatctcaccaacgatggeccggett
w T S ¥F VvV N A F V P G D L T N D G R L
gatctgattggtattcgtggagatggcaagatgttcttctatgaaaatactggcagg
b L I 6 I R G D G KMV F F Y E N T G R
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3250 ggctatttcaagcccgceccgtccagatcggtcacggctggcaaaccatgaaacacate
G Y F K P AV 0 I G H G W Q T M K H I
3307 agctag
S *

Abb. 5.6.: Nukleotid- (obere Reihe) und Aminosduresequenz (untere Reihe,
Einzelbuchstaben-Code) der 7. bonasi-Neuraminidase. Die katalytische Untereinheit (RIP) ist
gelb gekennzeichnet. Die ASP-Box-Motive sind cyanblau markiert.

5.1.5.2. Verwandtschaft mit anderen bakteriellen Neuraminidasen

Das Ergebnis des ,,BLAST search* zeigte, dass die 7. bonasi-Neuraminidase anhand ihrer
konservierten Motive in die Superfamilie der Sialidasen eingeordnet werden kann

(Abb. 5.7.).

1 125 250 375 S0 625 50 875 1000 1103
Query soq, i ' melsei ey i (o
bt Thlt bridses catalytic site
1 mediated ligand binding site
Specific hits
Non-specific PTH
hits | PTH 1

Lamil

Superfanilies anli supe

Hulti-donains

Abb. 5.7.: Ergebnis des ,BLAST search® der 7. bonasi-Neuraminidase Aminosdure-
Sequenz: Einordnung in die ,,Sialidase Superfamily* anhand konservierter Motive. (Quelle:
NCBI)

Grofte Aminosiuresequenz-Ahnlichkeiten bestehen zwischen der T. bonasi-Neuraminidase
und den Neuraminidasen von 7. pyogenes (NanH und NanP), 4. haemolyticum (NanH und
NanA) sowie den Sialidasen mehrerer Actinomyces spp.; im Folgenden wird Actinomyces
viscosus (4. viscosus) stellvertretend fiir diese Spezies aufgefiihrt. Das Alignment dieser sechs
Neuraminidasen/ Sialidasen befindet sich in Anhang D. Aminosiure-Ubereinstimmungen mit
der 7. bonasi-Neuraminidase sind gelb markiert. Die zum Vergleich herangezogenen
Neuraminidasen sind unter den folgenden Zugangs-Nummern in der Gendatenbank der NCBI
eingetragen: 7. pyogenes NanH = AAKI15462.1; T. pyogenes NanP = AAK98800.1;
A. haemolyticum NanA = YP _003696413.1; A. haemolyticum NanH = ADH91794;
A. viscosus Sialidase = AAA21932.1.

Die Nukleinsduresequenz der 7. bonasi-Neuraminidase weist die grofite sequenzielle

Ubereinstimmung mit 7. pyogenes NanH (44%) auf; danach folgen A. haemolyticum NanH
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und NanA, 4. viscosus Sialidase und 7. pyogenes NanP mit 2-8%-iger Nukleinsdauresequenz-

Ubereinstimmung.

Als  Modell fiir die Proteinevolution erwies sich fir die verwendeten
Aminosduresequenzdaten das Modell ,,WAG+G+I* als das ,,Best-Fit Substitution Model*
(siehe 4.2.13.). Vergleicht man die Aminosduresequenz der 7. bonasi-Neuraminidase mit
Neuraminidasen  verwandter — Bakterien, findet man auch hier die grofite
Sequenziibereinstimmung mit 7. pyogenes NanH (59%). Danach folgen A. haemolyticum
NanH und 4. viscosus Sialidase (jeweils 41%), sowie A. haemolyticum NanA und T. pyogenes
NanP (jeweils 38%). Aufgrund der geringen Ahnlichkeit zwischen der 7. bonasi-
Neuraminidase und 7. pyogenes NanP wurde Letztere bei der Erstellung der Stammbaume
nicht berticksichtigt (Abb. 5.8. und 5.9.). Wahrend vor Erstellung des Stammbaumes in Abb.
5.8. die Liicken (,,gaps®) in den Sequenzen entfernt wurden (,,complete deletion®), wurden fiir
den Stammbaum in Abb. 5.9. alle Positionen verwendet (,use all sites”). Die geringe
Abweichung zwischen beiden Stammbdumen bestitigt die Verldsslichkeit der

Beschreibungen der Aminosduresequenzverwandtschaften zwischen den genannten

Neuraminidasen.
100 | T. bonasi Neuraminidase
I
92 T. pyogenes NanH
A. viscosus Sialidase
A. haemolyticum NanH
A. haemolyticum NanA
P
0.2
Abb. 5.8.: Aminosduresequenz-Verwandtschaften der 7. bonasi-Neuraminidase unter

Verwendung des Modells WAG+I+G; complete deletion (= Erstellung des Modells nach
manueller Entfernung der gaps). Maximum likelihood = 100 bootstraps. I = invariable sites. G
= Gamma distribution shape parameter: o. Die Phylogenie wurde mit Hilfe des Programms
MEGA (http://www.megasoftware.net/) erstellt.

-94 -



S. Ergebnisse

100 | T. bonasi Neuraminidase

T. pyogenes NanH

A viscosus Sialidase

A haemolyticum NanH

A haemolyticum NanA

T —
0.5
Abb. 5.9.: Aminosduresequenz-Verwandtschaften der 7. bonasi-Neuraminidase unter

Verwendung des Modells WAGHI+G; use all sites (= Erstellung des Modells unter
Verwendung aller Positionen). Maximum likelihood = 100 bootstraps. I = invariable sites. G
= Gamma distribution shape parameter: o. Die Phylogenie wurde mit Hilfe des Programms
MEGA (http://www.megasoftware.net/) erstellt.

5.1.5.3. Protein-Strukturmodell der 7. bonasi-Neuraminidase

Mit Hilfe des online-Programmes ,,i-Tasser” wurden rdumliche Protein-Strukturmodelle der
T. bonasi-Neuraminidase erstellt (Abb. 5.10.). Bakterielle und virale Neuraminidasen besitzen
dhnliche Faltblattstukturen, die aus sechs tetrameren, antiparallel angeordneten B-Faltblittern
bestehen (Schenkman et al., 1994). Die aktiven Zentren und strukturellen Motive von
humanen, bakteriellen und viralen Neuraminidasen weisen ebenfalls  grofie
Ubereinstimmungen auf (Schauer, 1985, Roggentin et al., 1993, Monti et al., 1999). Das
erstellte Proteinstrukturmodell der 7. bonasi-Neuraminidase zeigt die erwartete rdumliche

Struktur.
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Abb. 5.10.: Mit Hilfe von i-Tasser (http:/zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER/)
erstelltes rdumliches Modell der 7. bonasi-Neuraminidase mit farbig markierten
Proteinbindungsstellen (1) und die Sekundérstruktur (2) mit a-helikaler Struktur (rot) und
B-Faltblattstruktur (gelb).

5.1.6. Das Trueperella bonasi ,,UPF-ihnliche Protein*

Auf dem Neuraminidase-positiven 7. bonasi-Plasmid-Klon bon/cos6A/pJET4A befand sich,
gemeinsam mit dem ORF der 7. bonasi-Neuraminidase, der ORF eines ,,UPF-dhnlichen
Proteins* (Abb. 5.12.). Dieses Ergebnis stellte einen iiberraschenden Befund dar, der néher
untersucht wurde. Das 7. bonasi ,,UPF-dhnliche Protein“ wurde nach den Proteinen der
,UPF0027-Gruppe® (UPF = Unknown Protein Function/RtcB-Proteine), mit denen es am
nichsten verwandt ist, benannt. Aufgrund konservierter Doménen besteht zudem
Verwandtschaft zu Vertretern der ,,Hint superfamily* (Hint = Hedgehog intein domain) (Abb.
5.11.). Proteine dieser Art finden sich u. a. bei diversen Vertretern der Spezies
Corynebacterium (bis zu 71%-ige Aminosiuserequenz-Ubereinstimmung) sowie bei
Rhodococcus equi (bis zu 65%-ige Aminosiuserequenz-Ubereinstimmung)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ob das ,,UPF-dhnliche Protein“ eine Rolle bei der
Ausbildung der vollen Aktivitit der 7. bonasi-Neuraminidase spielt, sollte im Rahmen
weitererfithrender Untersuchungen geklart werden (siehe 5.1.7.) Die Nukleotidsequenz (Abb.

5.12.) des T. bonasi-,,UPF-dhnlichen Proteins“ wurde unter der accession-Nummer
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KC492508 in die Gendatenbank der NCBI eingetragen. Fiir das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche
Protein wurde ein Molekulargewicht von 42.98 kDa (http://web.expasy.org/compute pi/)
und eine isoelektrischer Punkt von pH 6,78 errechnet (http:/isoelectric.ovh.org/). Das
rdaumliche Proteinstrukturmodell des T. bonasi-,,UPF-dhnlichen Proteins® wird in Abb. 5.13.
dargestellt. Die Abbildung ldsst die Sekundirstruktur des Proteins mit seiner a-helikalen
Struktur (rot) und der B-Faltblattstruktur (gelb) erkennen (http://zhang.bioinformatics.ku.edu/
I-TASSER/).

1 i i 150 il 20 n el 356

ey sy, O | e

Non-specific UPF0027
hits RtcB ‘
Superfanilies Hint superfamily ‘

mltsgmaine (R

Abb. 5.11.:  Ergebnis der ,,BLAST* Suche mit der Aminoséuresequenz des 7. bonasi-
,,UPF-ihnlichen Proteins“: Ahnlichkeiten mit den UPF0027- und RtcB-Proteinen sowie der
,,Hint Superfamily* anhand konservierter Motive (Quelle: NCBI).

ORF ,,bon-UPF*, T. bonasi-,,UPF-idhnliches Protein*“ (1162 bp):
Position
1 atggctgtagaactcaaaaatttcgcctcccagattgatgaacagaccctggaacag
M A V E L K N F A S 0 I D E Q T L E Q
58 gcgcgcatggtagcgecgtttaccgtttgtatatccgcacgtggeccctcatgeccggac
AR MV A R L P F VY P HV A L M P D
115 gcgcacttcggcttgggctcatcggtaggaacggtgtttgggacggtgggecgeggtt
A H F G L G S S V G T V F G T V G A V
172 ttgccagccgceccgtcggegtagatatcggectgecggaatgatcggegtgegecacgcaa
L P A AV GV DI G CGMTI G V R T Q
229 tttagtgcagcggatcttgcaggcaaggacttgcgccgectacgtgatgcgategtyg
F S A A DL A G K D L R R L R D A I V
286 gattcgattccgctttcgcccggaaattacaacaggaaagtcgctgggcagtccgee
p s 1 p L S P G N Y N R K V A G Q S A
343 aaggaacgcatagcggagctggaagcgttagcgaaagacaacgacgtcgatttatce
K E R I A E L E A L A K D N D V D L S
400 cactccccgaagtggcacatgcaattgggctegettggecggeggcaatcacttecatt
H S P K W H M Q0 L G S L G G G N H F I
457 gaactgtgcttagacgaatcggaagccgtatggatgtttctacattccggatcgege
E L ¢ L D E S EA AV WM F L H S G S R
514 ggggtgggcaataaaatcgctaaaaaacatatctgggaggcccaaaattattgcggg
G v 6 N K I A K K H I W E A Q N Y C G
571 atgaatggcatcgagcttgaacatcgcgaccttgcctatctggaacagggcacggaa
M N G I E L E H R DL A Y L E Q G T E
628 agctttgccgtctatatgcgcgatctcgagtgggcccaacgectttgegtggectgaac
s ¥ AV Y M R DL E W A Q R F A W L N
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685

742

799

856

913

970

1027

1084

1141

cgggaagaaatgatagaccggttttcggccaggctcggtgaatttgtgggeccgeccag
R E EM I DR F S A R L G E F V G R 0Q
gtgcgtgaggaagagcgcattaactgccaccataactacaccgtcgaagaacgacac
V R E E E R I N C H H N Y T V E E R H
ggaggaaaagacgtgtggctgacgcgcaagggtgcaatccgagcagacgcgggagte
G G K bv w L TR K GATI R A DA G V
aagggtcttatcccgggttcgatgggtacggecgtecgtacgtggttgaaggtttggge
K 6 L I P G S M G T A S Y V V E G L G
aacgacgacggcctgcgctcggeccccgcacggecgecgggaaggcgectactcacgecaac
N D D G L R S A P H G A G R R Y S R N
gaggccaaacgacggtttaccgaacatgatttagacagacggatgaaggggatcgta
E A K R R F¥F T E H D L DR R M K G I V
tatcggcctggaaaagcctgggtggatgagattcctgacgectataaggatatcgat
Y R P G K A W Vv D E I P D A Y K D I D
caggtcatggaagatgctgccccgctggtgcgaacattgcacaaactgecgeccagatt
Q v MM E DA A P L V R T L H K L R QO I
gtgaacgtgaagggcacgtag

v N VvV K G T *

Abb. 5.12.: Nukleotid- (obere Reihe) wund Aminoséuresequenz (untere Reihe,
Einzelbuchstaben-Code) des 7. bonasi-,,UPF-ahnlichen Proteins®.

Abb. 5.13.:  Mit Hilfe von i-Tasser
(http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-
TASSER/) erstelltes  rdaumliches
Modell der Sekundérstruktur des
T. bonasi-,,UPF-dhnlichen Proteins®
mit a-helikaler Struktur (rot) und f-
Faltblattstruktur (gelb).

5.1.7. Uberpriifung der Ergebnisse

Um die Neuraminidase-Aktivitit der 7. bonasi-Neuraminidase zu bestétigen (siche 4.2.7.6.),

wurden PCR-Primer entwickelt, welche die beiden ORFs des Neuraminidase-positiven

T. bonasi-Klons (Abb. 5.6.) flankieren. Das Ergebnis der PCR findet sich in Abb. 5.14.. Da

sich die T. bonasi-Neuraminidase und das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche Protein“ auf demselben

Klon befinden, sollte geklart werden, (1) ob das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche Protein“ fir die
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volle Ausbildung der Neuraminidasefdhigkeit der 7. bonasi-Neuraminidase notwendig ist
oder (2) die 7. bonasi-Neuraminidase bzw. (3) das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche Protein® allein

zur Ausbildung der Neuraminidase-Aktivitit fahig sind.

SN e e Ll |

Abb. 5.14.: Long-PCR mit 7. bonasi-UPF-spezifischen (2-6) und 7. bonasi-Neuraminidase-
spezifischen (7-11) Primern. Um die Spezifitit der Primer fir 7. bonasi-UPF und 7. bonasi-
Neuraminidase zu tiberpriifen, wurden neben genomischer 7. bonasi-DNA (Bahn 2 und 7)
auch 7. bialowiezensis-DNA (Bahn 3 und 8), T. pyogenes-DNA (Bahn 4 und 9) und
A. haemolyticum-DNA (Bahn 5 und 10) in die Long-PCR eingesetzt.

Bahn | DNA/ Primer

1 Standard (Ladder Mix, Fermentas)

T. bonasi DSM 17163/ Primer bon UPF _F+ R

T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer bon_ UPF_F+ R

A. haemolyticum DSM 20595/ Primer bon UPF _F+ R

T. pyogenes DSM 20630/ Primer bon UPF_F+ R
Negativkontrolle UPF

T. bonasi DSM 17163/ Primer bon_Sialidase 2F+3R

T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer bon_Sialidase 2F+3R
A. haemolyticun DSM 20595/ Primer bon_Sialidase 2F+3R
T. pyogenes DSM 20630/ Primer bon_Sialidase 2F+3R

O oo Q| N v K| W] N

—_
(=)

—_
—_

Negativkontrolle Sialidase (Neuraminidase)

Die Produkte dieser PCR (Abb. 5.14., Bahn 2 und 7) wurden in den Plasmid-Vektor pJET 1.2.
kloniert. Je drei Klone aus jeder Transformation wurden plasmidextrahiert und mittels

Gelelektrophorese auf das Vorhandensein des korrekten Inserts tiberpriift (Abb. 5.15.).
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RISt H ST 6 T

Abb. 5.15.: Plasmidextrahierte und nach PCR-Amplifikation in die Gelelektrophorese
eingesetzte Inserts von drei 7. bonasi-Plasmidklonen mit UPF-Insert (Bahn 2-4) und
Neuraminidase-Insert (Bahn 5-7).

Bahn | DNA

1 Standard (Ladder Mix, Fermentas)
2 Insert Plasmidklon b/c/pUPF 2

3 Insert Plasmidklon b/c/pUPF 3

4 Insert Plasmidklon b/c/pUPF 5
5

6

7

Insert Plasmidklon Sia 4P-9
Insert Plasmidklon Sia 4P-11
Insert Plasmidklon Sia 7G-6

Um zu untersuchen, ob beide Leserahmen (ORF ,bon-NEU*“ & ORF ,bon-UPF®) fiir die
volle  Ausbildung der Neuraminidase-Aktivitdit notwendig sind (siche Klon
bon/cos6A/pJET4A, Abb. 5.16., Nr. 1), oder ob allein der ORF ,,bon-NEU* (Neuraminidase)
ausreicht, wurden zwei der oben genannten Klone, b/c/pUPF 2 und Sia 7G-6, mittels MUAN-
Filterpapier-Test auf ihre Neuraminidase-Aktivitét untersucht (Abb. 5.16.).

Abb. 5.16.: MUAN-Filterpapier-Test mit 7. bonasi-Klonen unterschiedlicher Leseraster
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Feld | Klon/ Zellen

1 Plasmidklon bon/cos6A/pJET4A (Positivkontrolle)
Plasmidklon Sia 7G-6 (ORF ,,bon-NEU*)
Plasmidklon b/c/pUPF 3 (ORF ,,bon-UPF*)

E.coli XL2 Ultrakompetente Zellen
(Negativkontrolle)

B W

Der Klon mit dem 7. bonasi-Neuraminidase-Gen (Sia 7G-6; ohne ORF fiir UPF; Abb. 5.16.,
Nr. 2) erwies sich als Neuraminidase-positiv, wohingegen der Klon mit dem 7. bonasi-UPF-
Gen (b/c/pUPF 3; Abb. 5.16., Nr. 3) keine Neuraminidase-Aktivitdt zeigte. Somit wurde
nachgewiesen, dass das 7. bonasi-Neuraminidase-Gen (ORF Neuraminidase) fiir eine
eigenstindig funktionsfdhige Neuraminidase kodiert und dass das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche

Protein‘ keine Neuraminidase-Aktivitét besitzt.
5.2. Himolysin

5.2.1. Hamolyse von Trueperella bonasi DSM 17163 und Trueperella bialowiezensis
DSM 17162 auf Tierblut-Agarplatten

Trueperella bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 wurden bislang nur von
Wisenten isoliert. Deshalb sollte die Anzucht dieser Bakterien auf 5% Wisentblut-Agarplatten
zeigen, ob die Hamolyse von 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 auf
Wisentblut-Agarplatten im Vergleich zum Wachstum auf Schaf-, Ziegen-, Rinder-, Pferde-
oder Kaninchenblut-Agarplatten ausgepragter ist. Beide Bakterienspezies bildeten auf Wisent-
und Schafblut feine, I mm breite, und entgegen der Beobachtung von Lehnen (2005) nicht
durchweg vollstindige Hémolysezonen aus. Auf Rinder-, Pferde- und Kaninchenblut-
Agarplatten waren nur sehr feine Zonen unvollstindiger Himolyse von bis zu 0,5 mm Breite
feststellbar (Abb. 5.17.). Nur auf Ziegenblut wurde eine deutliche Zone vollstdndiger
Héamolyse von 1-2 mm Breite beobachtet (Abb. 5.17.). Bei T. bialowiezensis DSM 17162 war
die Hamolyse nach 48 h (Abb. 5.18.) und bei 7. bonasi DSM 17163 nach 72 h Bebriitung bei
37°C deutlich erkennbar. Entgegen fritheren Aussagen (Lehnen, 2005) lassen sich beide

Spezies demnach anhand ihres Wachstumsverhaltens voneinander unterscheiden.
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Abb. 5.17.: Hamolyse von 7. bialowiezensis DSM 17162 auf unterschiedlichen
Tierblutagarplatten nach 48 h Inkubation bei 37°C. 1= Wisent, 2 = Rind, 3 = Schaf, 4 = Pferd,
5 = Ziege, 6 = Kaninchen

Abb. 5.18.: T bialowiezensis DSM 17162 auf Wisentblut-Agarplatte nach 48 h bei 37°C

Verglichen mit der Grofe der Hamolysehdfe von 7. pyogenes DSM 20630 und
A. haemolyticum DSM 20595 auf Wisentblut- und Schafblut-Agarplatten waren die Hofe von
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 wesentlich schmiler, aber —
insbesondere auf Ziegenblut-Agarplatten — dennoch deutlich erkennbar (siche Abb. 5.17. und
5.19.). Es bestand deshalb hinreichender Verdacht auf das Vorhandensein eines Hédmolyse-

Faktors bei beiden Bakterienspezies.

-102 -



S. Ergebnisse

Abb. 5.19.:  Hémolyse von 7. bonasi DSM 17163 (1) und T. bialowiezensis DSM 17162 (2)
nach 48-stiindiger Bebriitung sowie 7. pyogenes DSM 20630 (3) und A. haemolyticum
DSM 20595 (4) nach 24-stiindiger Bebriitung bei 37°C auf Columbia-Schafblutagar.

5.2.2. Hamolyseaktivitit-Assay

Um zu kldren, ob a) fiir die hdmolytische Aktivitdt der untersuchten Bakterienspezies
zwingend Gesamtblut erforderlich ist oder aufgereinigte Erythrozyten ausreichend sind, und
um b) eine eventuell wirtsartiibergreifende Spezifitit der vermuteten hamolytischen Faktoren
zu untersuchen, wurde der Hamolyseaktivitdt-Assay durchgefiihrt. Hierfiir wurden a) Schaf-
Erythrozyten gewihlt, da deren Eignung als geeignetes Substitut fiir Wisentblut bereits
gezeigt worden war (Lehnen, 2005), sowie b) Blut von Pferden, die als Art der Ordnung

Perissodactyla als nicht mit dem Wisent (Ordnung Artiodactyla) verwandt gelten.

Nach achtstiindiger Inkubation bei 37°C (Abb. 5.20.) war deutlich zu erkennen, dass die in
der Suspension befindlichen Schaf- und Pferde-Erythrozyten von 7. pyogenes DSM 20630
(Positivkontrolle) lysiert worden waren (Einheitliche Triibung der Flissigkeit), wéhrend
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 der Negativkontrolle glichen. Die
alleinige Anwesenheit von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 fiihrte zu
keiner Lyse der Zellen und es kam zum Absinken der Erythrozyten und zur Knopfbildung am
Gefdlboden. Eine verldngerte Inkubation auf bis zu 48 h &nderte dieses Ergebnis nicht. Die
auffallende, milchige Triibung der 7. bonasi DSM 17163- und T. bialowiezensis DSM 17162-
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Suspensionen ist moglicherweise auf von den Bakterien abgesonderte Stoffe oder die

Anwesenheit von Erythrozytentrimmern zuriickzufiihren.
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Abb. 5.20.: Hamolyseaktivitdt-Assay nach 8 Stunden bei 37°C

5.2.3. DotBlot und Southern Blot-Hybridisierungen

Die DotBlot-Technik (4.2.11.3.) ist eine molekulargenetische Methode, die sich zum
Nachweis von Nukleinsduresequenzen sowie zur Identifizierung und Analyse von Proteinen
eignet. Im Gegensatz zum Southern Blot (4.2.11.2.) wird die verwendete DNA jedoch nicht
mittels Agarosegelelektrophorese chromatographisch aufgetrennt und nach Grofe der
Fragmente selektiert, sondern direkt auf eine geeignete Membran aufgetragen. Nach dem
Transfer auf die Membran wird die zu untersuchende DNA bei beiden Blotting-Techniken mit

der gewiinschten Probe hybridisiert. Das Ergebnis ist als Farbreaktion sichtbar.

5.2.3.1. DotBlot Hybridisierung

DotBlot-Hybridisierungen mit genomischer Bakterien-DNA und spezifischer Arcanolysin
(aln; 281 bp) bzw. Pyolysin-Sonde (plo; 272 bp) sollten zeigen, ob die fiir die Himolyse
verantwortlichen Faktoren von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162
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Nukleotidsequenz-Ahnlichkeiten mit den A. haemolyticum-aln und T. pyogenes-plo Genen
haben. Die Ergebnisse des DotBlots zeigten, dass das vermutete Hémolysin-Gen von
T. bonasi etwa den gleichen Grad an Nukleotidsequenz-Ubereinstimmung mit 7. pyogenes
und A4. haemolyticum hat, wie A. haemolyticum und T. pyogenes untereinander. Bei
A. haemolyticum und T. pyogenes betrdgt diese lediglich 67% (,BLAST* Vergleich). Die
Reaktion in der DotBlot Hybridisierung von 7. bialowiezensis war weniger ausgeprigt als die
von T. bonasi (Abb. 5.21). Bei beiden Bakterien waren positive Reaktionen nur bis zu einer
Verdiinnung von 1:100 erkennbar, wiahrend die jeweilige Positivkontrolle bis zu einer
Verdiinnungsstufe von 1:200 mit der Sonde reagierte. Die mitgefiihrten Kontrollen (E. coli

und Aqua dest.) waren bei beiden DotBlots negativ.

unverd. 1:10 1:20  1:30 1:50 1:70 1:100 1:200 1:500 1:1000 neg.

T.pyo A.hae T.bial T.bon

E. coli

Abb. 5.21. (a) DotBlot-Verdiinnungsreihe mit Arcanolysin- (a/n-) Sonde. Fiir die
DotBlots wurde genomische Bakterien-DNA der Konzentration von 100 ng/pl
(Ausgangskonzentration) verwendet, die schrittweise verdiinnt wurde (Verdiinnungsfaktor
1:10; 1:20; 1:30; 1:50, 1:70; 1:100; 1:200; 1:500; 1:1000). Abkiirzung der Bakterien-Spezies:
E. coli = Escherichia coli; T. pyo = T. pyogenes DSM 20630; A. hae = A. haemolyticum DSM
20595; T. bial = T. bialowiezensis DSM 17162; T. bon = T. bonasi DSM 17163; unverd. =
unverdiinnt; neg. Kontr. = Negativkontrolle (Aqua dest.)
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unverd. 1:10 1:20 1:30 1:50 1:70 1:100 1:200 1:500 1:1000 neg.

T.pyo A.hae T.bial T.bon

E. coli

Abb. 5.21. (b): DotBlot-Verdiinnungsreihe mit Pyolysin- (plo-) Sonde (b). Fiir die
DotBlots wurde genomische Bakterien-DNA der Konzentration von 100 ng/pl
(Ausgangskonzentration) verwendet, die schrittweise verdiinnt wurde (Verdiinnungsfaktor
1:10; 1:20; 1:30; 1:50, 1:70; 1:100; 1:200; 1:500; 1:1000). Abkiirzung der Bakterien-Spezies:
E. coli = Escherichia coli; T. pyo = T. pyogenes DSM 20630; A. hae = A. haemolyticum DSM
20595; T. bial = T. bialowiezensis DSM 17162; T. bon = T. bonasi DSM 17163; unverd. =
unverdiinnt; neg. Kontr. = Negativkontrolle (Aqua dest.)

Um die Spezifitit dieser Ergebnisse zu iiberpriifen, wurden mit derselben bakteriellen
Ausgangs-DNA sowie denselben aln- und plo-spezifischen Sonden Southern Blots

durchgefiihrt (siche 5.2.4.2.).

5.2.3.2. Southern Blotting

Restriktionsenzymatisch aufgetrennte 7. bonasi DSM 17163- als auch 7. bialowiezensis
DSM 17162-DNA zeigte im Southern Blot mit unterschiedlichen al/n- (exemplarisch
dargestellt am Beispiel von Abb. 5.22.) bzw. mit plo-Sonden keine Farbreaktion. Die
jeweiligen Positivkontrollen — genomische 4. haemolyticum DSM 20595- bzw. T. pyogenes
DSM 20630-DNA sowie die aln- bzw. plo-Sonde — féarbten sich dagegen deutlich blau. Da die
genomische DNA in eine Vielzahl einzelner Fragmente aufgetrennt wird, ist die Gefahr einer
unspezifischen Bindung von DNA mit der Sonde beim Southern Blot-Verfahren wesentlich

geringer als beim DotBlot, bei dem genomische Gesamt-DNA zum Einsatz kommt.
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1. 2.3 4 5 6 7 8 9

- 10000 bp

-3000 bp

- 1000 bp

0 i 1o 1

O‘

Abb. 5.22.: A = Restriktionsenzymverdau genomischer 7. bonasi DSM 17163- und
T. bialowiezensis DSM 17162-DNA. Die Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese fiir
den Einsatz im Southern Blot aufgetrennt. B = Southern Blot mit 7. bonasi DSM 17163,
T. bialowiezensis DSM 17162 und ALN-Sonde. Positivkontrolle = genomische
A. haemolyticum DSM 20595-DNA

Bahn | Bakterien-DNA (o.g. Typstimme)/ Restriktionsenzym
1 genomische 4. haemolyticum-DNA/ -

2 T. bonasi/ Not 1

3 T. bonasil EcoR 1

4 T. bonasi/ Hind 111
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Bahn | Bakterien-DNA (o.g. Typstimme)/ Restriktionsenzym

T. bonasi/ Sma 1

T. bialowiezensis/ Not 1

T. bialowiezensis/ EcoR 1

T. bialowiezensis/ Hind 111

O oo | | w»n

T. bialowiezensis/ Sma 1

10 genomische 4. haemolyticum-DNA/ -

11 genomische 7. bialowiezensis-DNA/ -

12 genomische 7. bonasi-DNA/ -

13 genomische 7. pyogenes-DNA/ -
14 ALN-Sonde7/ -

5.2.4.PCR

5.2.4.1. Spezifische PCR mit a/n- und plo-Primern

Unter Verwendung von jeweils zwei plo- bzw. aln-spezifischen Primerpaaren (siche 4.2.10.)
wurden Standard-PCR-Reaktionen mit genomischer 7. bonasi DSM 17163- und
T. bialowiezensis DSM 17162-DNA durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente genomische
T. pyogenes DSM 20630-DNA und A. haemolyticum DSM 20595-DNA. Die Léngen der
erwarteten Fragmente betrugen fiir Primerpaar PLO 1 1329 bp, fiir Primerpaar PLO 2 964
bp, fiir Primerpaar ALN 1 1385 bp und flir Primerpaar ALN 2 784 bp. In Abbildung 5.23.
sind die Ergebnisse der PCR dargestellt. Weder fir 7. bonasi noch fir 7. bialowiezensis
konnten Amplifikate mit plo- und aln-spezifischen Primern erzielt werden. Die
Positivkontrollen ergaben dagegen durchweg spezifische Amplifikate in den erwarteten
Grofien (Abb. 5.23.).
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6 78 9 10 T2 13 14 15 16 17

1kb-
3000 bp -

1500 bp -
1200 bp -

900 bp -

500 bp -

Abb. 5.23.:  Standard-PCR (Long PCR) mit jeweils spezifischen plo- und a/n-Primern

Bahn DNA/ Primer-Paar

1 Standard (Ladder Mix, Fermentas)

2 T. pyogenes DSM 20630/ Primer PLO 1

3 T. bonasi DSM 17163/ Primer PLO 1

4 T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer PLO 1
5 Negativkontrolle

6 T. pyogenes DSM 20630/ Primer PLO_2

7 T. bonasi DSM 17163/ Primer PLO_2

8 T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer PLO_2
9 Negativkontrolle

10 A. haemolyticum DSM 20595/ Primer ALN 1
11 T. bonasi DSM 17163/ Primer ALN_1

12 T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer ALN 1
13 Negativkontrolle

14 A. haemolyticum DSM 20595/ Primer ALN_2
15 T. bonasi DSM 17163/ Primer ALN_2

16 T. bialowiezensis DSM 17162/ Primer ALN_2
17 Negativkontrolle

5.2.4.2. Uneven PCR

Alle bekannten Cholesterol-abhédngigen Zytolysine verfiigen iiber eine fiir diese Gruppe
spezifische konservierte Region (Tweten, 2005). Die Methode der ,,Uneven PCR* (Chen und
Wu, 1997) wurde angewendet, um bei 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
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DSM 17162 Nukleotidsequenzen detektieren zu konnen, die Ubereinstimmungen mit der
konservierten Region des aln-Gens von 4. haemolyticum oder des plo-Gens von T. pyogenes
aufweisen. Hierfir wurden PCR-Fragmente mithilfe eines spezifischen und eines
unspezifischen Primers (10-mer) amplifiziert. Insgesamt wurden acht spezifische Primer, die
aus den konservierten Regionen der Hamolysin-Gene von 7. pyogenes bzw. A. haemolyticum
abgeleitet wurden, mit insgesamt zehn unspezifischen Primern in allen mdglichen
Kombinationen eingesetzt (n = 2 x 160 RCR-Reaktionen). Da 10-mere potentiell mehr
Bindungsstellen haben als langere Primer, wurden sie in Kontroll-PCRs auch einzeln (d.h.
ohne zweiten Primer) eingesetzt. Nachdem festgestellt wurde, dass sie bei alleiniger
Verwendung keine Banden produzieren, konnten sie in der eigentlichen ,,Uneven PCR*
eingesetzt werden. In jeder PCR wurden multiple Fragmente (siche Beispiele in den Abb.
5.24. und 5.25.) amplifiziert, von denen insgesamt 15 Fragmente im Bereich von etwa 450 -
550 bp Lange gewihlt wurden. Diese wurden nach wiederholtem Einsatz in die PCR
reamplifiziert (sieche Beispiele in den Abb. 5.26. A-F) und, falls Einzelbanden zu sehen waren,
im Anschluss sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels BLAST-Analyse
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit a/n- und plo-Gensequenzen in der GenBank
verglichen. In keinem Fall wurden Ubereinstimmungen der 7. bonasi DSM 17163- und
T. bialowiezensis DSM 17162-Sequenzen mit den Vergleichssequenzen in der GenBank

festgestellt.
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910111213 14151617

Abb. 5.24.: Uneven PCR mit 7. bonasi DSM 17163 im Einsatz mit wechselnden
spezifischen Primern und dem unspezifischen Primer ,,10-mer 1. Die markierten Fragmente
(A-C) wurden ausgeschnitten und reamplifiziert (siche Abb. 5.26.).

Bahn | DNA/ Primer-Paar

1 Standard (Ladder Mix, Fermentas)

2 T. bonasi/ DSM 17163 10-mer 1 + Pyo_2F

3 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Pyo_ECT_F
4 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Pyo_2R

5 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Pyo_AF
6

7

8

9

T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Pyo AR
T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Pyo BR
T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Alv_AF
T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 1 + Alv_AR

10 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo_2F
11 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo ECT F
12 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo 2R
13 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo_AF
14 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo_ AR
15 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Pyo BR
16 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Alv_AF

17 T. bonasi DSM 17163/ 10-mer 2 + Alv_AR
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Abb. 5.25.:

18 192021 22

Bahn | DNA/ Primer-Paar

18 Standard (Ladder Mix, Fermentas)

19 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo 2F

20 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo ECT F
21 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo 2R

22 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo AF

23 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo AR

24 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Pyo BR

25 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Alv_AF

26 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 1 + Alv_AR

27 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo 2F

28 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo ECT F
29 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo 2R

30 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo AF

31 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo AR

32 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Pyo_BR

33 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Alv_AF

34 T. bialowiezensis DSM 17162/ 10-mer 2 + Alv_AR

35 Positivkontrolle (7. pyogenes + Pyo_2F + Pyo_AR)

36 Negativkontrolle (Pyo 2F + 10-mer 1)
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3000 bp -

1000 bp -

500 bp -

Abb. 5.26.:  Reamplifizierte DNA-Fragmente aus Abbildung 5.24. und 5.25. (rot markierte
Banden A-F). Die Banden C, D und E wurden sequenziert und mit den Nukleotidsequenzen
des aln- und plo-Gens verglichen. Hierbei konnten keinerlei Nukleotidsequenz-
Ubereinstimmungen festgestellt werden.

Bahn | DNA/ Primer-Paar Bahn | DNA/ Primer-Paar
37 Standard (Ladder Mix, Fermentas) | E Bande E aus Abb. 5.25., Bahn 26
A Bande A aus Abb. 5.24., Bahn 3 F Bande F aus Abb. 5.25., Bahn 30
B Bande B aus Abb. 5.24., Bahn 9 38 Positivkontrolle (7. pyogenes
DSM 20630 + Pyo 2F + Pyo AR)
C Bande C aus Abb. 5.24., Bahn 13 | 39 Negativkontrolle (Pyo_2F + 10-mer 1)
Bande D aus Abb. 5.25., Bahn 25 | 40 Standard (Ladder Mix, Fermentas)

Die bisherigen Ergebnisse lieBen annehmen, dass sich die Himolyse verursachenden Faktoren
bei 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 stirker von A. haemolyticum
(aln) und T. pyogenes (plo) unterscheiden, als urspriinglich vermutet. Mit dem folgenden
Ansatz sollte gepriift werden, ob 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162
einen hdmolytischen Faktor besitzen, der nicht wie bei A. haemolyticum und T. pyogenes in

die Gruppe der Cholesterol-abhéngigen Zytolysine einzuordnen ist.

5.2.5. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf Selektivplatten, Subklonierung in
Plasmidvektor pJET 1.2. und Sequenzierung

Die T. bonasi (DSM 17163)- und die 7. bialowiezensis (DSM 17162)-Cosmid-Bibliotheken
bestanden aus jeweils 8 x 10° Kolonien/Bibliothek mit einer durchschnittlichen Insertgrofe
von 32.500 bp/Kolonie (siche 4.2.5.6). Vergleicht man diese Zahl (2,6 x 10° bp) mit der

GenomgrofBe von 4. haemolyticum (1.986.154 bp; Yasawong et al., 2010), wiirde dies einer
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etwa 131-fachen Abdeckung entsprechen. Geht man bei 7. bonasi und T. bialowiezensis von
einer dhnlichen Genomgréfe aus, miisste die Abdeckung ausreichend fiir das Auffinden des
Hémolyse-Gens sein. Das Screening der kompletten 7. bonasi- und T. bialowiezensis-
Cosmid-Bibliotheken auf ampicillinhaltigen LB-Wisentblut-Platten ergab insgesamt 160
hiamolysierende 7. bonasi- und T. bialowiezensis-Klone. Aus den acht am stirksten
himolysierenden Klonen (siche Abb. 5.27.) wurde das Cosmid extrahiert und mit der
Restriktionsendonuklease EcoR 1 verdaut. Die entstandenen Fragmente wurden in den
Plasmid-Vektor pJET 1.2. subkloniert und im Anschluss erneut auf ampicillinhaltigen LB-
Wisentblut-Platten auf Himolyse untersucht. Etwa 60% der insgesamt 1,6 x 10* Subklone
verursachten eine Hamolyse. Dieser Befund bestitigte die Grundannahme, dass diese Klone
Inserts mit einem hédmolytischen Faktor aufgenommen hatten. Die Sequenzierung der Inserts
von 12 hamolysierenden Sub-Klonen (Klone bon/c/p 1)H, 1)K, 1)M, 2)A, 3)B und bial/c/p
DA, 1], 2)C, 2)L, 2)J, 3)B, 3)D) ergab jedoch keine vollstindigen Gene. Bei der ,,BLAST*
Suche (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) konnte keine Ahnlichkeit der erhaltenen
Sequenzen (Daten nicht gezeigt) zu den wenigen Sequenzen bisher bekannter Hiamolysin-
Gene festgestellt werden. Auch zu anderen bekannten Genen waren keine Ahnlichkeiten

feststellbar.

™

Abb. 5.27.:  Hémolysierender Klon aus der Cosmid-Bibliothek von 7. bialowiezensis
DSM 17162 auf einer ampicillinhaltigen LB-Wisentblut-Platte nach 24 h bei 37°C.

Parallel zu jeder Klonierung wurden Negativkontrollen mit kompetenten Zellen
(Cosmidklonierung: E.coli XL1-Blue MR Superkompetente Zellen, Agilent Technologies;
Plasmidklonierung: XL2-Blue MRF" Ultrakompetente Zellen, Agilent Technologies) auf LB-
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Wisentblut-Platten mitgefiihrt. Hierbei fiel auf, dass vereinzelte Kolonien hdmolytische
Eigenschaften besaBen. Zur Uberpriifung wurden einige dieser himolysierenden Kolonien
probeweise einer Insert-Extraktion und Ansequenzierung unterzogen. Alle untersuchten
Klone waren jedoch erwartungsgemif Insert-frei. Dieser Befund lieB vermuten, dass die bei
den Cosmid- und Plasmid-Klonen beobachtete Hamolyse nicht auf ein Insert zuriickzufithren
war, sondern eine andere Ursache hatte. Um zu iiberpriifen, ob diese Befunde auf unbekannte
Eigenschaften des Wisentblutes zuriickzufiihren waren, wurden verschiedene kompetente
Zellen des Herstellers (Agilent Technologies) auf Agarplatten mit Blut unterschiedlicher
Tierarten angeziichtet und auf ihr hémolytisches Verhalten hin untersucht. Rinder- und
Schafblut wurden gewihlt, da diese Blutsorten als leicht zugénglicher Ersatz fiir Wisentblut
verwendet werden konnen. Dariiber hinaus wurde Ziegenblut (Wiederkéduer) und Kaninchen-
und Pferdeblut (Nicht-Wiederkéuer) gewéhlt. Die Himolyse der Cosmid- und Plasmid-Klone
beruhte auf der Tatsache, dass sowohl die kompetenten Host-Zellen der Cosmid-Bibliotheken
(XL1-Blue MR-Zellen, Agilent Technologies) als auch die kompetenten Host-Zellen der
Plasmid-Klone (XL2-Blue MRF’-Zellen, Tetrazyklin- und Chloramphenicol-resistent, Agilent
Technologies) auf LB-Platten jeweils mit Wisent-, Rinder-, Pferde- und Schafblut eine
Héamolyse ausbildeten (Tabelle 5.1.). Auf LB-Agarplatten mit Kaninchen- oder Ziegenblut
erzeugten die eingesetzten E. coli-Zellen dagegen keine Hadmolyse. Die zur Kontrolle
mitgefiihrten XL1-Blue Superkompetente MRF’-Zellen (Tetrazyklin-resistent, Agilent
Technologies) dagegen waren auf keiner der getesteten Blutplatten zur Ausbildung von
Hémolyse in der Lage. Weshalb zwei der drei untersuchten Zelllinien — zumindest auf drei der
sechs getesteten Blutarten — hadmolytische Eigenschaften besaflen, konnte nicht geklart

werden.

Tab. 5.1.: Hamolyse verschiedener kompetenter Zellen auf LB-Agarplatten mit
unterschiedlichen Blutzusitzen.

+ = 2-5% der Kolonien himolysierend; ++ = 50-70% der Kolonien hdmolysierend; - = keine
Héamolyse

Zelllinie Hémolyse auf LB- Himolyse auf LB-
Blutplatten mit Blutplatten mit
Wisentblut/ Rinderblut/ | Ziegenblut/
Pferdeblut/ Schafblut Kaninchenblut

E. coli XLL1-Blue MR-Zellen + -

E. coli XL1-Blue MRF’-Zellen - -

E. coli XL1-Blue Ultrakompetente ++ -
Zellen

- 115 -



S. Ergebnisse

Weitere  Versuche mit auf LB-Wisentblut-Platten hémolysierenden und nicht-
hédmolysierenden Cosmid- und Plasmid-Klonen beider Bibliotheken auf den in Tabelle 5.1.
genannten LB-Blutagarplatten zeigten, dass sich die Plasmid- und Cosmid-Klone auf den dort
genannten Blutarten so verhielten, wie die plasmid- bzw. cosmidfreien kompetenten Zellen,
die zu ihrer Klonierung verwendet wurden: auf Wisent-, Rinder-, Pferde- und Schafblut-
platten hdmolysierten die Klone; auf Ziegen- und Kaninchenblutplatten war keine

Héamolyseaktivitit zu vermerken (Tabelle 5.2.).

Tabelle 5.2.: Hémolyse verschiedener Klone auf unterschiedlichen LB-Blutplatten
(+ = Hémolyse; - = keine Hamolyse)

Klon Himolyse auf LB- Hémolyse auf LB-
Agarplatten mit Agarplatten mit
Wisentblut/ Rinderblut/ | Ziegenblut/
Pferdeblut/ Schafblut Kaninchenblut

himolytischer Cosmid-Klon + -

nicht-hiimolytischer Cosmid-Klon - -

hémolytischer Plasmid-Klon + -

nicht-hdmolytischer Plasmid- - -
Klon

Das Screening der kompletten 7. bonasi DSM 17163- und T. bialowiezensis DSM 17162-
Bibliotheken auf Rinder-, Schaf-, Ziegen-, Kaninchen- und Pferdeblutplatten ergab das
gleiche Ergebnis. Wie auf den Wisentblutplatten auch, fanden sich auf allen Rinder, Pferde-
und Schafblutplatten hamolysierende Klone, wihrend kein einziger Cosmid-Klon auf
Kaninchen- oder Ziegenblutplatten eine Hdmolysezone ausbildete. Dies zeigt, dass die
Héamolyse der Klone auf die hamolysierenden Eigenschaften der kompetenten Zellen auf den
o.g. Blutagarplatten zurilickzufithren war und nicht wie urspriinglich erwartet auf die
Eigenschaften der Inserts. Da sowohl 7. bonasi DSM 17163 als auch T. bialowiezensis
DSM 17162 (Abb. 5.17., Nr. 5.) eine deutliche Hémolysezone auf Ziegenblutplatten
ausbilden, jedoch keiner der Cosmid-Klone auf Ziegenblutplatten hamolysierte (siche Abb.
28. = T. bialowiezensis-Cosmidklone auf Ampicillin-haltiger Ziegenblutplatte) kann davon
ausgegangen werden, dass die hdmolysierenden Faktoren von den beiden Cosmidbibliotheken

nicht abgedeckt wurden.
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Abb. 5.28.: Klone der T. bialowiezensis-
Cosmid-Bibliothek auf Ampicillin-haltiger
Ziegenblut-Agarplatte.

5.3. Phospholipase D

Die Phospholipasen D (2.3.3. und 6.5.) gehoren zur Gruppe der Membranlipide, die bei
diversen Gram-positiven Bakterien (u.a. 4. haemolyticum) als Pathogenitétsfaktoren wirken
(Cuevas und Songer, 1993; Lee und Lynch, 2005). Um ihre Aktivitét in vitro nachzuweisen,
macht man sich ihre synergistische Hédmolysewirkung mit dem von Rhodococcus equi
gebildeten ,,Equi Faktor” zunutze — auf rinderbluthaltigen Agarplatten (5% Blut) erzeugen
PLD-positive Bakterien einen breiten Himolysehof, der bei PLD-freien Spezies fehlt (Lucas,
2009).

5.3.1. DotBlot Hybridisierung

In DotBlot Hybridisierungen mit genomischer Bakterien-DNA und spezifischer PLD-Sonde
(275 bp) sollte untersucht werden, ob Nukleotidsequenz-Ahnlichkeiten zwischen T. bonasi
DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 und der A. haemolyticum-PLD bestehen.
Sowohl 7. bonasi DSM 17163 als auch 7. bialowiezensis DSM 17162 produzierten im
Verlauf der Verdiinnungsreihe nur sehr schwache Signale bis zur Verdiinnungsstufe von 1:70,
die mit denen von 7. pyogenes DSM 20630 vergleichbar sind. Die Positivkontrolle
(4. haemolyticum DSM 20595) zeigte dagegen das erwartete deutlich positive Ergebnis mit
starken Farbreaktionen bis zur Verdinnungsstufe 1:100. Da von 7. pyogenes bislang keine
PLD-Aktivitdt beschrieben ist, ist das Ergebnis des DotBlots sowohl fiir 7. pyogenes DSM
20630, T. bonasi DSM 17163 als auch fiir T bialowiezensis DSM 17162 als negativ zu
beurteilen. Somit kann die schwach positive Farbreaktion von 7. pyogenes DSM 20630,
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 auf moglicherweise unspezifische
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Bindungen zuriickgefiihrt werden. Beide Kontrollen (E. coli-DNA und Aqua dest.) waren
negativ (Abb. 5.29.).

unverd. 1:10 1:20 1:30 1:50 1:70 1:100 1:200 1:500 1:1000 neg.

T.pyo A.hae T.bial T.bon

E. coli

Abb. 5.29.:  DotBlot-Verdiinnungsreihe mit Phospholipase D (p/d-) Sonde

Die Ausgangskonzentration der im DotBlot verwendeten genomischen Bakterien-DNA betrug
100ng/ul. Die DNA wurde gemél Beschriftung schrittweise verdiinnt (Verdiinnungsfaktor
1:10; 1:20; 1:30; 1:50, 1:70; 1:100; 1:200; 1:500; 1:1000). Abkiirzungen: E. coli =
Escherichia coli; T. pyo = T. pyogenes DSM 20630; A. hae = A. haemolyticum DSM 20595;
T. bial = T. bialowiezensis DSM 17162; T. bon = T. bonasi DSM 17163; unverd. =
unverdiinnt; neg. Kontr. = Negativkontrolle (Aqua dest.)

5.3.2. Spezifische PCR
Die Standard-PCR mit A. haemolyticum-PLD-spezifischen Primern ergab bei 7. bonasi DSM
17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 keine Bande in der erwarteten Hohe (erwartete

Léange = 423 bp) und somit ein negatives Ergebnis (nicht gezeigt).

5.3.3. Screening der Cosmid-Bibliotheken auf PLD-Aktivitit

Beim vollstandigen Screening der Cosmidbibliotheken von 7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 auf ampicillinhaltigen LB-Rinderblutplatten mit ,,Equi Faktor*-
Zusatz (,PLD-Platten”) traten vereinzelt hdmolysierende Klone auf, die jedoch auf
ampicillinhaltigen LB-Kaninchen- und Ziegenblutplatten mit ,,Equi Faktor-Zusatz keine
Hamolysehofe ausbildeten (nicht gezeigt). Auch hier (vergleiche 5.2.5.) konnte das Phanomen

auf die hémolysierenden Eigenschaften der kompetenten Host-Zellen der Cosmid-
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Bibliotheken zuriickgefiihrt werden Aufgrund dieser unerwarteter Ergebnisse konnte kein

PLD-positiver Klon identifiziert werden.

5.4. Desoxyribonuklease

Die mit 7. bonasi und T. bialowiezensis verwandten Bakterien 7. pyogenes und
A. haemolyticum bilden DNAsen (2.3.4. und 6.6.), die moglicherweise als Virulenzfaktoren
wirken (Jost und Billington, 2005; Yasawong et al., 2010).

5.4.1. Untersuchung der Cosmid-Bibliotheken auf DNAse-Aktivitit

Die Untersuchung von jeweils 3200 Klonen aus den genomischen Cosmid-Bibliotheken von
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 auf DNAse-Aktivitit wurde mit
Hilfe von DNAse-Test-Agar-Platten durchgefiihrt. Bei keinem der getesteten Klone war nach
Uberschichtung der Test-Agar-Platte mit 1M Salzsiure eine Hofbildung um die Kolonie
herum zu beobachten; alle Klone waren somit DNAse-negativ. Die Positivkontrolle

(Staphylococcus aureus) hingegen reagierte positiv.
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6. Diskussion

Eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten potentiellen Virulenzfaktoren bei
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162, sdmtliche Untersuchungsmethoden
sowie die Ergebnisse aller Untersuchungen findet sich in der Einleitung von Kapitel 5. Bei
T. bonasi konnte mit Hilfe der eigens erstellten genomischen Cosmidbibliothek eine bislang
unbekannte Neuraminidase (,,7. bonasi-Neuraminidase NanH®) sowie ein weiteres Protein
(,,T. bonasi-UPF-dhnliches Protein®) identifiziert werden. Bei 7. bialowiezensis wurden keine
dquivalenten Proteine gefunden, obgleich das Bakterium ebenfalls Neuraminidase-positiv ist
(siehe 5.1.). Ein Hamolysin (siche 5.2.), eine Phospholipase D (siche 5.3.) oder eine DNAse
(siche 5.4.) konnten weder bei 7. bonasi noch bei T. bialowiezensis nachgewiesen werden.
Die Relevanz dieser Ergebnisse fiir die Beurteilung der Virulenz von 7. bonasi und
T. bialowiezensis sowie deren Bedeutung fiir die Balanoposthitis beim Wisent werden im

Folgenden diskutiert.

6.1. Relevanz der Untersuchungen

Etwa 20% der weltweiten Wisentpopulation lebt im Nationalpark Biatowieza in Polen und
dem angrenzenden Waldgebiet in Weilrussland (Bunevich, 2010). Im Nationalpark auf der
polnischen Seite sind ca. 6,4% der méinnlichen Wisente von der Balanoposthitis betroffen
(Krasinska und Krasinski, 2010). Dies konnte eine ernst zu nehmende Bedrohung des
Bestandes darstellen, falls sich die Anzahl betroffener Tiere in Zukunft erhoht. Die erkrankten
Bullen konnen im fortgeschrittenen Stadium der Balanoposthitis nicht mehr am
Reproduktionsgeschehen teilnehmen, wodurch der ohnehin kleine genetische Pool weiter
eingeengt wird (Lehnen, 2005). Trueperella bonasi und T. bialowiezensis wurden als
ursdchliche Erreger der Balanoposthitis des Wisents diskutiert (Lehnen et al., 2006).
Ausschlaggebend hierfiir war die Tatsache, dass 7. bonasi und T. bialowiezensis in keinem
Fall bei gesunden, sondern ausschlieBlich bei an Balanoposthitis erkrankten méannlichen
Wisenten bereits im frithen, klinisch unauffélligen Krankheitsstadium nachgewiesen wurden
(Lehnen, 2005). Molekulargenetische Untersuchungen mdglicher Virulenzfaktoren von
T. bonasi und T. bialowiezensis lagen zu Beginn der vorliegenden Arbeit nicht vor. Ein
Nachweis der &tiologischen Bedeutung und mdglichen Pathogenitit wire richtungsweisend
fir die Auswahl der Maflnahmen zur Bekdmpfung der Balanoposthitis beim Wisent und
konnte zur Erhaltung der Wisentpopulationen sowohl im Nationalpark Biatowieza als auch

weltweit beitragen.
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6.2. Studiendesign: Auswahl der Vergleichsorganismen und
prinzipielle Vorgehensweise

Zu den engsten Verwandten von T. bonasi und T. bialowiezensis zdhlen neben den wenig
erforschten, tierspezifischen Erregern 7. abortisuis, T. bernardiae, A. hippocoleae, A. phocae
und A. pluranimalium (Yassin et al., 2011) zwei weitere tier- und humanpathogene Erreger,
die eindeutig mit diversen purulenten, teils nekrotischen Krankheitsprozessen der Haut,
Schleimhdute und inneren Organe in Verbindung gebracht werden konnen: 7. pyogenes und
A. haemolyticum (Jost und Billington, 2005; Linder, 1997). Sowohl T. pyogenes als auch
A. haemolyticum verfiigen iber eine Reihe von Virulenzfaktoren, die eindeutig fiir die
Pathogenitét dieser beiden Spezies verantwortlich sind (Jost und Billington, 2005; Jost und
Billington, 2006; Lucas, 2009). Unter dem Begriff ,,bakterielle Virulenz* werden séamtliche
Faktoren zusammengefasst, die es einem Bakterium ermdglichen, Wirtszellstrukturen
anzugreifen und/ oder zu =zerstoren. Hierzu zdhlen bei 7. pyogenes und
A. haemolyticum die hamolytischen Exotoxine der MACPF-Gruppe, eine Phospholipase D
(4. haemolyticum), sowie zahlreiche extrazellulire Matrix-bindende Proteine (Kollagen-,
Fibrinogen- und Fibronektin-bindende Proteine), Exoenzyme (Neuraminidasen, DNAsen,
Proteasen), Fimbrien und die Féahigkeit, in Makrophagen iiberleben zu kénnen (7. pyogenes)
(Jost und Billington, 2005; Lucas 2009). Da die Chance hoher ist, dass verwandte Bakterien
dhnliche Virulenzfaktoren aufgrund gemeinsamer Vorfahren besitzen als nicht-verwandte
Bakterien, wurden bei der Suche nach 7. bonasi- und T. bialowiezensis-spezifischen
Virulenzfaktoren 7. pyogenes- und A. haemolyticum-spezifische Virulenzfaktoren zum

Vergleich herangezogen.

Vor Beginn der molekulargenetischen Untersuchungen wurde bei unterschiedlichen
Bedingungen und mit diversen Fliissigmedien (LB-Medium und BHI-Medium mit/ohne
Zusatz von 5-15% fotalem Kélberserum und/oder 5% Schaf-/ Rinder-/ Pferde-/ Kaninchen-
erythrozyten) versucht, 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162
anzuziichten, um logarithmische Wachstumskurven der Bakterien erstellen zu konnen (Daten
nicht gezeigt). Die Versuche mussten jedoch abgebrochen werden, da die Bakteriendichte
nach anfénglich sehr langsamem Wachstum am 4.-5. Tag der Inkubation bei 37°C plétzlich
stagnierte und alle Bakterien abstarben. Hinzu kam, dass die fiir 7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 in Flissigmedium generierten Wachstumkurven nicht

zuverldssig wiederholbar waren. Somit war die Aufreinigung von Proteinen aus dem
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Kulturiiberstand und die Analyse der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
und Western Blotting — wie beispielsweise fiir die Extraktion von PLD aus 4. haemolyticum-
(Cuevas und Songer, 1993) oder Corynebacterium pseudotuberculosis-Flissigkulturen
(Hodgson et al., 1990) beschrieben — nicht moglich. Aufgrund des langsamen und spérlichen
Wachstums der untersuchten Trueperella spp. erschien daher die fiir diesen Zweck haufig
eingesetzte Methode des Aufbaus genomischer Bibliotheken mit dem Einsatz anschlieBender
phénotypischer Screeningverfahren fiir die Identifizierung von Virulenzfaktoren bei 7. bonasi
DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 als besser geeignet. Dieses Verfahren wurde
beispielsweise zur Charakterisierung von Helicobacter pylori- und Campylobacter concisus-
Hamolysegenen (Drazek et al., 1995; Istivan et al., 2008) angewendet. Da die genomischen
Bibliotheken von 7. honasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 zur Untersuchung
einer Reihe unterschiedlicher Bioassays zur Detektion verschiedener Virulenzfaktoren
eingesetzt werden sollten, fiel die Wahl auf die im Vergleich zu Bakteriophagen-Bibliotheken
aufwiéndiger zu erstellenden Cosmid-Bibliotheken. Cosmid-Bibliotheken bieten den Vorteil,
keine Plaques sondern Klone zu erhalten, die sich unbegrenzt vermehren, lagern und in
Bioassays einsetzen lassen. Cuevas und Songer (1993) gelang die Identifizierung der
A. haemolyticum-PLD mittels Cosmid-Klonierung und anschliefender Subklonierung des pld-
Gens in einen Plasmidvektor. Litwin und Johnson (2005) charakterisierten mit Hilfe einer
SuperCos1-Bibliothek von Bartonella henselae ein Co-Hamolysin-Autotransporterprotein.
Als Alternative hierzu wére nur die wesentlich zeit- und vor allem kostenintensivere
vollstindige Sequenzierung der Bakteriengesamtgenome mit anschlieBender Identifikation
aller potentieller Virulenzfaktoren in Frage gekommen, wie sie beispielsweise bei
A. haemolyticum (Lucas, 2009) oder Streptococcus pyogenes durchgefiihrt wurde (Ferretti et
al.,, 2001). Lucas (2009) ermittelte tber diese Methode u.a. einige Abschnitte der
Nukleinsduresequenzen der A. haemolyticum-Neuraminidasen NanH und NanA. Zum
Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit stand die Sequenzierung der Genome von
T. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 jedoch aus finanziellen Griinden

nicht zur Verfiigung.

Fiur die Charakterisierung von Listeria monocytogenes-Virulenzfaktoren dagegen wurde die
Methode der Virulenzfaktoren-Analyse auf Proteom-Ebene angewandt. Hierfiir wurde die
gesamte Zellwandfraktion der Bakterien isoliert, die gewonnenen Oberfldchenproteine
angereichert und mit Hilfe zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Die

Identifizierung der Virulenzfaktoren erfolgte im Anschluss mittels N-terminaler
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Sequenzierung und Massenspektrometrie (Schaumburg, 2003). Aufgrund der mangelnden
Anziichtbarkeit im Flissigmedium und der schlechten Lysierbarkeit der Trueperella spp.

wurde in der vorliegenden Arbeit von dieser Methode abgesehen.

Von der Untersuchung weiterer moglicher Virulenzfaktoren, wie beispielsweise der
extrazelluldren Matrix-bindenden Proteine Cpa und CbpA bei 7. pyogenes und
A. haemolyticum (Esmay et al., 2003; Pietrocola et al., 2007; Lucas, 2009), oder Enzymen wie
Esterasen/Lipasen und Nukleasen wurde abgesehen. Die Relevanz dieser Faktoren fiir die
Virulenz der mit 7. bonasi und T. bialowiezensis verwandten Bakterien 7. pyogenes und

A. haemolyticum konnte nicht nachgewiesen werden (Lucas, 2009; Jost und Billington, 2005).

6.3. Neuraminidase-AKtivitit

In der Literatur wurde eine Reihe von Assays zum Nachweis von Neuraminidase-Aktivitat
beschrieben. Hierzu gehdren quantitative Methoden, die Aktivitdtsmessung mit Enzymassays,
immunochemische Assays und die Messung iiber chromogene, chemilumineszente oder
radioisotope Reporter (Achyuthan und Achyuthan, 2001). Eine weitere Moglichkeit besteht in
der Gewinnung von Proteinen aus dem Kulturiiberstand und deren nachfolgende Analyse
mittels SDS-PAGE-Gelelektrophorese (Schaufuss und Lammler, 1988). Eine relativ einfache
Methode ist der Filterpapier-Fluoreszenztest, bei dem 2’-(4-Methyl-umbelliferyl)-o-d-N-
acetylneuraminsdure (MUAN) als Substrat eingesetzt wird (Potier et al., 1979). Er gilt als die
schnellste, spezifischste und daher giangigste Methode zum Nachweis von Neuraminidase-
Aktivitat (Myers et al., 1980; Moncla und Braham, 1989) und wurde beispielsweise fiir die
Detektion der Bacteroides firagilis-Neuraminidase NanH (Thompson et al., 2009), der
Streptococcus pyogenes-Neuraminidase NanA (Camara et al., 1994) und dem Nachweis der
Neuraminidase-Aktivitit bei Mycoplasma synoviae (May et al., 2007) angewendet. Fiir die
Identifikation bakterieller Neuraminidasen eignet sich die Erstellung einer Plasmid-/Cosmid-
Bibliothek gut, da das Screening der Klone und Subklone auf Neuraminidase-Aktivitit mittels
MUAN-Filterpapier-Test effizient gestaltet werden kann. Vergleichbare Verfahren nutzten
beispielsweise Vimr et al. (1988) fiir die Charakterisierung der Vibrio cholerae-
Neuraminidase NanH oder Yeung und Fernandez (1991), die Neuraminidase-positive Klone
ihrer genomischen Actinomyces viscosus-Bakteriophagen-Bibliothek selektierten, um sie in
den Plasmid-Vektor pBSK+ zu subklonieren und nach erneutem MUAN-Screening zu
sequenzieren. Auch die 7. pyogenes-Neuraminidasen NanH und NanP wurden mit Hilfe von

Bakteriophagen-Bibliotheken identifiziert (Jost et al., 2001; Jost et al., 2002). Sowohl
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Kolonien von 7. bonasi DSM 17163 als auch von 7. bialowiezensis DSM 17162 erwiesen
sich in dieser Arbeit im MUAN-Filterpapier-Test als Neuraminidase-positiv. Das Screening
der beiden genomischen Cosmid-Bibliotheken auf Neuraminidase-Aktivitdt ergab jedoch,
dass nur in der T. bonasi-Bibliothek Neuraminidase-positive Klone vorhanden waren. Trotz
der GroBe der Bibliotheken, die mit 8 x 10° Klonen mit je 32.500 bp/Klon das
A. haemolyticum-Genom (Yasawong et al., 2010) etwa 131-fach abdecken wiirden, muss
davon ausgegangen werden, dass die 7. bialowiezensis-Bibliothek nicht das vollstdndige
Genom des Bakteriums abdeckte oder nur Bruchstiicke des Neuraminidase-kodierenden Gens
enthielt. Dieses wiirde erkldren, warum 7. bialowiezensis DSM 17162-Kolonien

Neuraminidase-positiv getestet wurden, aber kein positiver Klon detektiert wurde.

Der Leserahmen (open reading frame, ORF) fiir die in dieser Arbeit erstmals beschriebene
T. bonasi-Neuraminidase (,,bon-NEU*, 3.312 bp) wurde zusammen mit einem weiteren ORF
eines bislang unbekannten 7. bonasi-Gens (,,bon-UPF*, 1.161 bp) auf den ca. 5.000 bp langen
Inserts der Plasmid-Klone bon/cos6A/pJET4A und bon/cos6A/pJET7A gefunden. Die
Leserichtungen der beiden ORFs liegen einander entgegengesetzt, tiberschneiden sich jedoch
nicht. Die Aminosduresequenz der 7. bonasi-Neuraminidase verfiigt iiber 5 Kopien des bei
allen bakteriellen Neuraminidasen in zwei- bis flinffacher Ausfithrung vorkommenden ASP-
Box-Motivs (Roggentin et al., 1989; Vimr, 1994) sowie iiber das konservierte katalytische
RIP/RLP-Motiv (Jost et al., 2002; Lucas, 2009). Zwischen den bakteriellen Neuraminidasen
oder Sialidasen besteht nur eine geringe Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung von 20-30%
(Vimr, 1994), was den direkten Vergleich der durchgehenden Aminoséuresequenzen mehrerer
bakterieller Neuraminidasen, insbesondere in Hinsicht auf die Erstellung von Stammbaumen,
erschwert. Aufgrund ihrer vergleichsweise groBen sequenziellen Ahnlichkeit zur T. pyogenes-
Neuraminidase NanH (44% Nukleinsiuresequenz-Ubereinstimmung und 59% Aminosiure-
sequenz-Ubereinstimmung) wird fiir die hier beschriebene 7. bonasi-Neuraminidase die
Bezeichnung ,,Trueperella bonasi-Neuraminidase NanH* vorgeschlagen. Die Verwandtschaft
mit den Neuraminidasen von A. haemolyticum NanH (41% Aminosduresequenz-
Ubereinstimmung) und NanA (38% Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung) sowie der
A. viscosus Sialidase (41% Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung) und 7. pyogenes NanP

(38% Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung) ist wesentlich geringer.

Die Nukleinsiuresequenz-Ubereinstimmung des 7. bonasi Neuraminidase-Gens zu nanH und

nand bei A. haemolyticum, nanP bei T. pyogenes und dem A. viscosus Sialidase-Gen betrug
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hingegen nur 2-8%. In der Aminosduresequenz der 7. pyogenes-Neuraminidase NanH gibt es
die Ankersequenz LVHTG, einen ,,LPXT-like cell anchor®, der bei zellwandstindigen
Neuraminidasen vorkommt (Jost et al., 2002; Roggentin et al., 1989; Gaskell et al., 1995).
Eine derartige Ankersequenz ldsst sich bei diversen Gram-positiven Bakterien finden, wie
dem Staphylococcus aureus-Virulenzfaktor Protein A, der Wirts-Antikorper (diverse IgG)
binden und sich zudem vor Phagozytose-Mechanismen des Wirtes schiitzen kann. Die LPXT-
Region verankert Protein A in der Bakterienzellwand (Schneewind et al., 1993; Ton-That et
al., 2000). Bei Listeria monocytogenes ist das LPXTG-Protein LapB essentiell fiir die
Virulenz des Erregers. Es vermittelt die Adhédsion an und das Eindringen des Bakteriums in
die Wirtszelle und wird nur von pathogenen Listeria monocytogenes-Stammen gebildet (Reis
et al., 2010). Auch die Trans-Sialidasen (TS) des parasitiren Einzellers Trypanosoma cruzi,
dem Erreger der Chagas-Krankheit, besitzen je nach Form (epimastigote/trypomastigote TS)
ein bzw. drei Zellwandanker (Schenkman et al., 1994). Eine derartige Ankersequenz war bei
der T. bonasi-Neuraminidase nicht zu finden. Diese Tatsache weist darauf hin, dass die
T. bonasi-Neuraminidase vermutlich nicht zellgebunden ist, sondern ins Extrazellularmedium

abgegeben wird.

Das neu beschriebene Neuraminidase-Protein gehort mit einer GroBle von 117,80 kDa zur
Gruppe der grolen Neuraminidasen (,,large neuraminidases®; >60 kDA) (Camara et al., 1994;
Abrashev und Dulguerova, 2000). Das ebenfalls auf den Inserts der Neuraminidase-positiven
Plasmid-Klone bon/cos6A/pJET4A und bon/cos6A/pJET7A befindliche, 42,98 kDa grofie
,,UPF-dhnliche* Protein (UPF = Unknown Protein Function) ist den Ergebnissen der hier
vorliegenden Arbeit zufolge nicht fiir die Ausbildung der vollen Neuraminidase-Aktivitit
notwendig. Fiir das Protein wird aufgrund seiner Ahnlichkeit zu den ,,UPF0027/RtcB*-
Proteinen der Name ,,7. bonasi-UPF-dhnliches Protein“ vorgeschlagen. Entgegen ihres
Namens ist die Funktion der UPF0027/RtcB-Proteine mittlerweile bekannt — sie gehdren
nachweislich zur Gruppe der RNA-Ligasen (Popow et al., 2011; Tanaka et al., 2011b; Tanaka
und Shuman, 2011). RNA Ligasen sind in der Lage, t-RNA und m-RNA zu reparieren und
Organismen vor den schiddlichen Wirkungen zytotoxischer Nukleasen von Hefen, Bakterien
und héheren Lebensformen zu schiitzen (Tanaka und Shuman, 2011; Popow et al., 2012). Sie
spielen jedoch auch eine Rolle bei der Vermehrung von Viren, Viroiden, und Viroid-dhnlicher
Satelliten-RNAs bei Menschen und Pflanzen. So sind beispielsweise die RNA-Ligasen
HSPC117 und DDX1 an dem Prozess der Replikation des Hepatitis-Delta-Virus mitbeteiligt.

Es wird angenommen, dass ihre Anwesenheit fiir die Zyklisierung des viralen RNA-Genoms
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erforderlich ist (Flores et al., 2011; Cao et al., 2009). Die Gruppe der RNA-Ligasen ist
ungeachtet ihrer Herkunft strukturell und funktional hoch konserviert (Popow et al., 2012). Es
ist somit nicht ausgeschlossen, dass auch das 7. bonasi-,,UPF-dhnliche Protein“ eine Funktion
im Rahmen der Vermehrung von T. bonasi iibernimmt und somit zur Pathogenitit des

Bakteriums beitragt.

Zudem weist das ,,T. bonasi-UPF-shnliche Protein“ Ubereinstimmungen mit den Proteinen
der ,,Hint superfamily* (Hint = Hedgehog intein domain) auf. Enzyme der ,,Hint superfamily*
wurden erstmals aus Drosophila melanogaster isoliert und kommen bei Bakterien und einer
Vielzahl von Eukaryoten vor (Biirglin, 2008). Meist handelt es sich hierbei um Proteine von
400-460 Aminosduren Liange, deren Funktion vermutlich in der Signaltransduktion zwischen
Zellen liegt. Sie setzen sich aus zwei Doménen zusammen, dem Signalmolekiil ,,Hedge*
(HhN) sowie dem autokatalytischen, Carboxy-terminalen ,,Hog"“-Molekiil (HcH) (Echelard et
al., 1993; Tabata und Kornberg, 1994; Biirglin, 2008). Ob die Proteine der ,,Hint superfamily*

als Virulenzfaktoren bei Bakterien eine Rolle spielen, ist gegenwértig nicht bekannt.

6.4. Himolyse

Lehnen et al. (2006) beschrieben die Ausbildung einer schmalen, vollstindigen
Hémolysezone sowohl bei 7. bonasi DSM 17163 als auch bei T. bialowiezensis DSM 17162
auf Columbia-Schafblutagarplatten. Eigene Beobachtungen ergaben eine schmale Zone
vollstandiger Hamolyse auf Ziegenblutagarplatten, eine schwach ausgepragte Hamolyse auf
Schaf- und Wisentblutplatten sowie eine unvollstindige Hdmolyse auf Platten, die Rinder-,
Pferde- und Kaninchenblut enthielten. Diese Ergebnisse decken sich groftenteils mit den
Beobachtungen von Ulbegi (2010), die iiber eine schmale, teilweise unvollstindige
Hamolysezone der Bakterien auf Schaf- und auf Kaninchenblutagarplatten berichtet. Der
Grund fiir diese voneinander abweichenden Ergebnisse liegt moglicherweise darin, dass
Lehnen (2005) fiir ihre Untersuchungen Erstisolate aus Wisentpriputialgewebe verwendet
hat, wihrend Ulbegi (2010) mit mehrfach subkultivierten Bakterienkulturen aus der
Stammsammlung der DSMZ-gearbeitet hat, die auch in der vorliegenden Arbeit genutzt
wurden. Zudem stammen die verwendeten Tierblutsorten in den Arbeiten von
unterschiedlichen Herstellern, was ebenfalls das Héamolyseverhalten beinflussen kann.
Wihrend sich 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 im
Héamolyseaktivitits-Assay mit Schaf- und Pferdeerythro-zyten selbst nach 48-stiindiger
Inkubation bei 37°C als negativ erwiesen, hatte 7. pyogenes DSM 20630 beide eingesetzten
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Erythrozytensuspensionen bereits nach 8 h vollstindig lysiert. Dieses Ergebnis ldsst sich
moglicherweise darauf zuriickfithren, dass 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM
17162 nicht in der Lage sind, ihre Stoffwechsel- und Zellfunktionen in PBS-gepufferter
Erythrozytensuspension voll auszubilden. Diese Annahme wurde durch die eigene
Beobachtung untermauert, dass beide Bakterien in Fliissigmedien ebenfalls ein geringgradiges
Wachstum zeigten. Da der Kontrollkeim 7. pyogenes DSM 20630 die Erythrozyten lysierte,
ist das angewendete Testverfahren prinzipiell als Hédmolyse-Assay geeignet. Erythrozyten
verschiedener Sdugerspezies reagieren unterschiedlich empfindlich auf diverse Hamolysine
(Neter, 1956) — so bildet auch A. haemolyticum auf Kaninchenblutagar eine deutliche
Hamolysezone, wahrend sie auf Schafblutagar kaum erkennbar ist (Limmler und Blobel,
1988). Doch es konnen auch andere Faktoren, wie die Konzentration bestimmter Stoffe im
Medium oder die Inkubationstemperatur, die Hamolyse fordern bzw. hemmen. Die
Hamolysefahigkeit von Rhodococcus equi steigt beispielsweise mit zunehmender Ca*-Ionen-
Konzentration im Medium (Smola et al., 1994). Ebenso wurde eine vermehrte Hamolyse bei
einer Inkubation bei 30°C im Gegensatz zu den sonst iiblichen 37°C beobachtet. Im Falle der
Staphylococcus-Sphingomyelinase C (B-Hémolysin) ldsst sich eine vollstindige Hadmolyse
erst erzielen, indem das Bakterium zunichst bei 37°C inkubiert und die Inkubations-
temperatur nach 18 h auf 4°C herabgesetzt wird (Blobel und Briickler, 1990). Ob solche
Faktoren bei der Ausbildung der Himolyse von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
DSM 17162 eine Rolle spielen, wurde nicht untersucht.

Im plo-DotBlot reagierten beide Trueperella spp. dhnlich wie A. haemolyticum DSM 20595
schwach blau und im a/n-DotBlot dhnlich stark wie 7. pyogenes DSM 20630. Zur Abklarung,
ob die schwach positive Reaktion von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
DSM 17162 in den plo- und aln-DotBlots auf eine unspezifische Bindung der Trueperella-
DNA zuriickzufithren war, wurde Southern Blotting durchgefiihrt. Im Gegensatz zum
DotBlot-Verfahren, in dem genomische Gesamt-DNA eingesetzt wird, wird die genomische
DNA fiir das Southern Blotting fraktioniert, wodurch eine spezifischere Reaktion erfolgt.
Sowohl T. bonasi DSM 17163 als auch 7. bialowiezensis DSM 17162 erwiesen sich als
negativ im Southern Blot, wahrend bei der jeweiligen Positivkontrolle eine deutlich positive

Bande zu beobachten war.

Zur weiteren Abkldrung, ob 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 ein
Héamolysin besitzen, das wie 7. pyogenes-PLO und A4. haemolyticum-ALN zur Gruppe der
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MACPFs/CDCs gehort, wurde im ndchsten Schritt die Amplifizierung eines Hadmolysin-
kodierenden Gens angestrebt. Da Cholesterol-abhiangige Zytolysine (CDCs) nur eine einzige
als konserviert geltende Region von in der Regel 11 Aminosduren (ECTGLAWEWWR)
besitzen (Heuck et al., 2010), wurden zunichst plo- und aln-spezifische Primer verwendet
(siehe 4.2.10.2.). Diese Methode wurde bereits von Ulbegi (2010) angewendet, der es gelang,
mittels plo-spezifischer Oligonukleotidprimer von T. pyogenes das Phocaelysin-Gen (phe)
von A. phocae zu amplifizieren — allerdings erst, nachdem die Primerannealing-Temperatur in
der PCR-Reaktion auf 45°C herabgesetzt wurde. Dagegen erwiesen sich 7. bonasi DSM
17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 in derselben PCR-Reaktion als negativ — keine der
beiden Trueperella spp. zeigte eine Kreuzreaktion mit den plo-spezifischen Primern (Ulbegi,
2010). Auch in eigenen PCR-Reaktionen mit niedrigen Annealing-Temperaturen wurden
unter Einsatz von plo-, aln- und pld- spezifischen Primern keine spezifischen
Amplifikationsbanden bei 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 erzeugt.
Diese Ergebnisse sprechen vor dem Hintergrund der engen Verwandtschaft von 7. bonasi und
T. bialowiezensis mit T. pyogenes dafiir, dass 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
DSM 17162 keine CDCs besitzen, oder dass sich ihre CDCs so stark von PLO unterscheiden,
dass in der PCR keine Kreuzreaktion feststellbar war. Moglich ist auch, dass ein evtl.
vorhandener Héamolysefaktor mit den angewendeten Untersuchungsmethoden nicht
identifiziert werden kann. Deshalb wurde nach erfolglosem Einsatz dieses Standard-PCR-
Verfahrens eine PCR-Methode gesucht, bei der nur ein spezifischer Primer benétigt wird und
als Gegenprimer ein unspezifischer Primer eingesetzt werden kann. Die ,,Uneven PCR* (Chen
und Wu, 1997) entsprach diesem Anspruch. Die eingesetzten spezifischen Primer waren
gegen die 0.g., aus 11 Aminosduren bestehende, konservierte Region gerichtet. Keine der
PCRs ergab ein Fragment, dessen Nukleinsiuresequenz Ubereinstimmungen mit einem
bekannten CDC aufwiesen. Die Griinde hierfiir liegen moglicherweise in der zu geringen
Ubereinstimmung mit Nukleinsiuresequenzen der konservierten Regionen der Familie der
CDCs, so dass die fiir 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 verwendeten
,spezifischen™ Primer nicht ausreichend spezifisch fiir evtl. vorhandene CDCs waren. Dies
beweist nicht, dass 7. bonasi und T. bialowiezensis kein Himolyse-Gen besitzen. Da durch
den Einsatz von zehn unterschiedlichen unspezifischen, kurzen Primern (,,10-meren®) in
Kombination mit den spezifischen Primern jedoch eine moglichst erschopfende spezifische
Untersuchungsmethode angewendet wurde, sprechen die Ergebnisse der Uneven PCR dafiir,
dass die genannten Bakterien keine Hamolysine bilden, die eine CDC-typische konservierte

Region aufweisen.
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Um der Antwort zur Frage, ob 7. bonasi und T. bialowiezensis ein Hamolysin aus der Gruppe
der MACPFs/CDCs besitzen, weiter ndher zu kommen, wurde die Suche nach hdmolytischen
Faktoren mittels Selektion inserthaltiger Cosmid- und Plasmid-Klone auf antibiotikahaltigen
LB-Blutagarplatten fortgefiihrt. Diese Methode wurde in der Vergangenheit bei 7. pyogenes
erfolgreich angewendet (Billington et al., 1997). Die T. bonasi und T. bialowiezensis-Cosmid-
Bibliotheken wurden aus drei Griinden erstellt: zum Ersten, um ziigiger und leichter in vivo-
Versuche durchfiihren zu kénnen, da E. coli weit weniger empfindlich als Trueperella ist — sie
wachsen schneller und konnen auch auf nihrstoffirmeren Selektivndhrmedien oder in
Fliissigmedien angeziichtet werden. Zum Zweiten eignet sich die InsertgrofSe von Cosmid-
Vektoren optimal fiir die Suche nach Virulenzfaktoren. Das gesamte Bakteriengenom kann im
Vergleich zu einer Plasmid-Bibliothek in einer relativ kleinen Anzahl von Klonen
untergebracht werden. Zudem ist durch die Insertlinge die Wahrscheinlichkeit geringer, dass
der Schnitt durch die Restriktionsendonukleasen innerhalb der Gene, die untersucht werden
sollen, erfolgt. Zum Dritten lassen sich einmal erstellte genomische Bibliotheken leicht bei
-80°C lagern und somit fiir die Untersuchung vieler unterschiedlicher Virulenzfaktoren
nutzen. Virulenzgen-tragende Cosmid-Inserts lassen sich leicht extrahieren, mit
Restriktionsendonukleasen schneiden und in Plasmid-Vektoren subklonieren. Bei der
Untersuchung von hamolysierenden Virulenzfaktoren (PLD) von A4. haemolyticum wurden
Cosmid-Klonierungen mit anschliefendem Hémolyse-Screening auf antibiotikahaltigen LB-
Blut-Equi-Faktor-Platten durchgefiihrt. Fiir die Subklonierung wurde, wie in der vorliegenden
Arbeit, ein p-Bluescript-Plasmid-Vektor verwendet (Cuevas und Songer, 1993). Auch andere
Virulenzfaktoren, wie beispielsweise die Hamolysine von Actinobacillus pleuropneumoniae
oder Leptospira interrogans, wurden tiber die Selektion hdmolytischer Klone auf antibiotika-

haltigen Blutagarplatten identifiziert (Lian et al., 1989; del Real et al., 1989).

Beim Screening der 7. bonasi- und T. bialowiezensis-Cosmid-Bibliotheken zeigte sich, dass
vereinzelte Kolonien auf ampicillinhaltigen Wisent-, Rinder-, Pferde- und Schafblut-
Agarplatten hamolyseartige Veranderungen bewirkten. Dieses Phdnomen war jedoch nicht
auf die Inserts, sondern auf die Hémolyse-dhnliche Aktivitit einiger Zellen aus zwei
kompetenten Zelllinien (E. coli XL1-Blue MR-Zellen, E. coli XL1-Blue Ultrakompetente
Zellen) in Kombination mit Blut der o.g. Sdugerspezies zuriickzufithren. Die Ursache der
irrefiihrenden Hémolyseaktivitdt konnte nur identifiziert werden, weil die aufwéndige
Erstellung der Cosmid-Bibliotheken nicht extern erfolgt ist, sondern vollstindig selbst

iibernommen wurde. Dies hatte zur Folge, dass jeder Arbeitsschritt nachvollziehbar war und
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mehrere kompetente Zellinien als Kontrolle bei der Fehlersuche zur Verfligung standen. Ob es
also tatsdchlich eine durch Inserts (also durch 7. bonasi DSM 17163- und T. bialowiezensis
DSM 17162-Gene) verursachte Himolyse auf den oben genannten Medien gab, ist — wie die
im nichsten Abschnitt diskutierten Uberlegungen zeigen — zwar weiterhin theoretisch

moglich, wurde aber konkret nicht weiter untersucht.

Auf Ziegen- und Kaninchenblut-Agarplatten wurde diese Reaktion der kompetenten Zellen
nicht beobachtet, weshalb beide Cosmid-Bibliotheken auf ampicillinhaltigen Ziegen- und
Kaninchenblut-Platten auf Hamolyse untersucht wurden. Es trat jedoch kein hdamolytischer
Klon auf. Eine mogliche Ursache fiir dieses Ergebnis konnte sein, dass die fiir die Hamolysine
kodierenden Gene von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 nicht durch
die Cosmid-Bibliotheken abgedeckt wurden. Denkbar ist auch, dass fiir die Expression
essentielle Gen-Abschnitte von den zur Herstellung der Cosmid-Bibliothek verwendeten
Restriktionsendonukleasen zerschnitten wurden. Eine weitere Erkldrung konnte sein, dass ein
Co-Faktor oder zusitzliche bakterielle Gene zur Ausbildung der Himolyse notwendig sind.
Das plo-Gen von T. pyogenes befindet sich beispielsweise innerhalb einer genomischen Insel,
die von Genen flankiert wird, welche fiir die Ausbildung der Virulenz von 7. pyogenes

essentiell sind (Rudnick et al., 2003).

Die hier verwendeten Untersuchungsverfahren lieferten keinen Hinweis darauf, dass

T. bonasi und T. bialowiezensis ein Himolysin aus der Gruppe der CDCs besitzen.
6.5. Phospholipase-Aktivitit

Aufgrund der Verwandtschaft von T. bonasi und T. bialowiezensis mit A. haemolyticum
wurde angenommen, dass 7. bonasi und T. bialowiezensis moglicherweise eine
A. haemolyticum-PLD dhnliche Phospholipase bilden, die mit Hilfe bisher verwendeter
Untersuchungsverfahren nicht detektiert wurde (Ulbegi-Mohyla et al., 2009; Ulbegi, 2010).
Deshalb wurde als Screeningverfahren fiir 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis
DSM 17162 zundchst eine DotBlot-Hybridisierung durchgefiihrt. Die untersuchten
Trueperella zeigten im DotBlot eine geringgradig positive Reaktion, die jedoch nicht stirker
ausgepragt war als die von T. pyogenes DSM 20630, der keine PLD besitzt. Deshalb sollte
das Ergebnis mittels Cosmid-Bibliothek-Screening auf ampicillinhaltigen Ziegen- und

Kaninchenblut-Equi-Faktor-Platten (siche 5.2.5.) verifiziert werden. Dieses Verfahren ergab,
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dass keine der beiden Bibliotheken hdmolysierende Klone enthielt. Das Ergebnis dieser
Versuche bestitigt, dass 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 keine
Phospholipase besitzen, die strukturell oder funktional der PLD von A. haemolyticum gleicht.
Ulbegi (2010) untersuchte in ihrer Arbeit verschiedene Himolysereaktionen bei Trueperella
und kommt zu dem Ergebnis, dass T. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162
weder synergistische (Equi-Faktor) noch antagonistische Hédmolysereaktionen zeigten. Das
Zusammenwirken des Equi-Faktors von Rhodococcus equi z.B. mit der PLD von
A. haemolyticum und der PLC von C. pseudotuberculosis hitte zu einer verstirkten Hamolyse
der Erythrozyten verschiedener Spezies in vitro fiihren koénnen (Machang'u und Prescott,
1991; Songer, 1997; Nakazawa und Nemoto, 1980). Das Ausbleiben einer Reaktion bei
T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 ist konsistent mit meinen eigenen
Untersuchungen und verstarkt die Vermutung, dass 7. bonasi und T. bialowiezensis keine

Phospholipasen ausbilden.

6.6. DNAse-Aktivitit

Innerhalb der Gattungen Arcanobacterium und Trueperella wurde das Enzym DNAse bisher
bei T. pyogenes und A. haemolyticum nachgewiesen (Jost und Billington, 2005; Yasawong et
al., 2010). Der Nachweis der DNAse wird durch die Anzucht des Testkeims auf DNA-
haltigem DNAse-Test-Agar (Fertigmedium) durchgefiihrt. Nach Uberschichtung der Platten
mit IN HCI bildet sich bei abgebauter DNA eine klare Agarzone um die DNAse-bildenden
Kolonien, wihrend der Rest der Platte triib bleibt (Jeffries et al, 1957). Bei
T. bonasi und T. bialowiezensis fiihrte die Verwendung von DNAse-Test-Agar jedoch zu
einem negativen Ergebnis (Ulbegi, 2010). Grund hierfir konnte das anspruchsvolle
Wachstum dieser Bakterien sein, das erythrozytenhaltige Nahrboden voraussetzt, der DNAse-
Nachweis auf bluthaltigen Néhrbdden aber nicht durchfiihrbar ist. Eine Aufreinigung der
DNAse aus Kulturiiberstand wurde nicht in Erwégung gezogen, da beide Trueperella spp. im
Flissigmedium ein geringes Wachstum zeigten und zudem nicht jede DNAse in das
Extrazellularmedium sezerniert wird, sondern in einigen Féllen zellmembrangebunden
vorkommt (Hasegawa et al., 2010). Aus diesen Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit die
Nutzung der genomischen Bibliotheken gewihlt. Je 3.200 Klone aus beiden Cosmid-
Bibliotheken wurden auf ampicillinhaltigen DNAse-Test-Agarplatten auf DNAse-Aktivitdt
untersucht. Dass kein untersuchter Klon DNAse-positiv reagierte, unterstiitzt die Annahme
von Ulbegi (2010), dass T. bonasi und T. bialowiezensis keine DNAse besitzen. Eine weitere

mogliche Erklarung wire, dass die Cosmid-Bibliotheken das DNAse-kodierende Gen nicht
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bzw. nicht vollstdndig enthielten. Endgiiltigen Aufschluss dariiber wiirde die Sequenzierung

der Gesamtgenome von 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 erbringen.

6.7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Sowohl 7. bonasi DSM 17163 als auch 7. bialowiezensis DSM 17162 reagierten
Neuraminidase-positiv im MUAN-Filterpapier-Test. In dieser Arbeit wurde bei 7. bonasi
DSM 17163 erstmals ein Enzym aus dieser Gruppe identifiziert und sequenziert.
Neuraminidasen, wie beispielsweise NanH von T. pyogenes, konnen als Virulenzfaktoren
agieren und unter anderem die Adhdsion des Bakteriums an die Wirtszellmembran fordern
(Jost et al., 2001). Héaufig tibernehmen sie zentrale Rollen bei der Kapselbildung und der
Erndhrung der Bakterienzelle sowie bei der Abwehr gegen Faktoren des Immunsystems des
Wirtsorganismus (Li et al., 2012; Corfield, 1992; Abrashev und Dulguerova, 2002). Olmstedt
et al. (2003) fanden Beweise dafiir, dass bakterielle Neuraminidasen die Viskositit von
Zervikalschleim herabsetzen und somit die Besiedelung des weiblichen Genitaltraktes mit
sexuell iibertragbaren Bakterien erleichtern und die Besiedelung tiefer liegender Gewebe
ermoglichen — eine dhnliche Funktion konnte 7. bonasi NanH im Zusammenhang mit der
Infektion der Praputialschleimhaut im Rahmen der Balanoposthitis beim Wisent einnehmen.
Die Pseudomonas aeruginosa-Neuraminidase NanA spielt eine entscheidende Rolle bei der
initialen Besiedelung der Respirationsschleimhaut im Rahmen von Atemwegsinfektionen.
Neuramnidase-Knockout-Mutanten des Bakteriums fiihrten zu einer verminderten Biofilm-
Produktion und damit zur Unfahigkeit des Erregers, Lungengewebe zu besiedeln und
Krankheit auszulosen (Soong et al., 2006; Parker et al., 2009). Dies ist auch von der
Neuraminidase des Erregers der humanen Parodontitis, Porphyromonas gingivalis, bekannt
(Li et al., 2012). Da T. bonasi ebenfalls aus eitrigen Schleimhautinfektionen (Balanoposthitis)
isoliert wurde, wire es moglich, dass die 7. bonasi-Neuraminidase NanH ebenfalls in der
Lage ist, die Biofilm-Produktion zu unterstiitzen und die Besiedelung der Genitalschleimhaut
méannlicher Wisente mit 7. bonasi iiber die lokale natiirliche Abwehr hinweg zu ermdglichen.
Andere Neuraminidasen, wie beispielsweise Nanl und NanJ des Gasbrand-Erregers
Clostridium perfringens haben keine Auswirkung auf die Pathogenitit des Bakteriums
(Chiarezza et al., 2009) oder werden von apathogenen Bakterien gebildet (Abrashev und
Dulguerova, 2000). Dagegen gilt die Clostridium perfringens Nanl-homologe Neuraminidase
von Mycoplasma alligatori zusammen mit einer Hyaluronidase als wichtigster Virulenzfaktor
des Erregers von todlich verlaufenden Infektionen innerer Organe bei Alligatoren und

Kaimanen (Brown et al., 2004).
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Weitere, gut charakterisierte Virulenzfaktoren, wie sie in verwandten pathogenen Bakterien
(T. pyogenes, A. haemolyticum) auftreten — etwa ein Hamolysin aus der MACPF/CDC-
Gruppe oder eine Phospholipase (D) — wurden bei 7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 mit den hier angewendeten Methoden nicht nachgewiesen. Aus
diesem Grund vermute ich, dass 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 mit
grofer Wahrscheinlichkeit auch kein strukturell und/oder funktionell unterschiedliches
Héamolysin besitzen. Auch die Bildung von DNAsen bei 7. bonasi DSM 17163 und
T. bialowiezensis DSM 17162 wurde mit den hier beschriebenen molekulargenetischen
Testverfahren nicht nachgewiesen, was die Untersuchungsergebnisse anderer Autoren

bestitigt (Ulbegi, 2010).

Anhand der bisherigen Ergebnisse ist eine eindeutige Aussage zur Pathogenitit der
untersuchten Bakterien 7. bonasi DSM 17163 und 7. bialowiezensis DSM 17162 fir die
Entstehung der Balanoposthitis beim Wisent nicht abschlieBend moglich. Dass die 7. bonasi-
Neuraminidase allein ausreicht, um Balanoposthitis beim Wisent zu verursachen, ist
unwahrscheinlich, da Bakterien hédufig ein breites Spektrum an Virulenzfaktoren besitzen, die
zusammen wirken und bei der Infektion von Wirtszellgewebe unterschiedliche Funktionen
tibernehmen (siche 2.3.). Denkbar ist, dass 7. bonasi und T. bialowiezensis, wie auch
T. pyogenes und A. haemolyticum, mehrere Neuraminidasen (und auch generell mehrere
Pathogenititsfaktoren) besitzen, die unterschiedlich groBen EinfluB auf die Virulenz der
Bakterien haben (Jost et al., 2002; Lucas, 2009). Vergleichende Adhésionstests mit 7. bonasi-
Wildtyp und NanH 7. bonasi-Mutanten (= T. bonasi-Neuraminidase NanH-Knockout-
Mutanten) auf verschiedenen Wirtszelllinien (idealerweise Wisentzellinien) oder in vivo-
Infektionsversuche mit Labormausen konnten Aufschluss iiber die Rolle der Neuraminidase
und die mogliche Virulenz und Pathogenitit der Bakterien geben. Die Tatsache, dass viele
bakterielle Neuraminidasen eine bedeutende Rolle bei der primédren Besiedelung von
Weichteilgeweben im Rahmen purulenter Infektionen insbesondere der Respirations-,
Intestinal- und Genitalschleimhédute spielen (Corfield, 1992; Taylor, 1996; Lewis und Lewis,
2012), spricht dafiir, dass auch der 7. bonasi-Neuraminidase NanH eine entscheidende
Aufgabe bei der Adhidsion der Bakterien an die Prédputialschleimhautzellen beim Wisent
zukommt. Die Ahnlichkeit der in dieser Arbeit erstmals beschriebenen 7. bonasi-
Neuraminidase NanH zur T. pyogenes-Neuraminidase NanH (Jost et al., 2001) unterstiitzt

diese Annahme.
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Minnliche Wisente (Bison bonasus) im Waldgebiet von Bialowieza in Polen und
WeiBrussland leiden seit den 1960er (WeiBrussland) bzw. 1980er Jahren (Polen) unter der
Balanoposthitis, einer chronisch-nekrotisierenden Entziindung des Praputiums und des Penis,
die etwa 6,4% der Bullen in Polen betrifft. Die Atiologie dieser Erkrankung ist nicht bekannt.
Es wird jedoch vermutet, dass zwei Gram-positive Bakterien der Gattung Trueperella,
T. bonasi und T. bialowiezensis, eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese spielen, da sie
bereits in frithen Stadien der Erkrankung nachgewiesen wurden und bei gesunden Tieren nicht
vorkommen. Um diese Idee zu tiberpriifen, wurde in der vorliegenden Arbeit nach moglichen
Virulenzfaktoren bei 7. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM 17162 gesucht:
Neuraminidasen, Hédmolysin, Phospholipase D und DNAsen. Hierbei dienten die nahe
verwandten human- und tierpathogenen Schleimhaut- und Weichteilinfektionserreger
T. pyogenes (DSM 20630) und A. haemolyticum (DSM 20595) als Vergleichsorganismen. Der
MUAN-Filterpapier-Test zum Nachweis von Neuraminidasen ergab fiir beide Bakterienarten
ein positives Ergebnis. Bei der Untersuchung der mit dieser Arbeit zum ersten Mal erstellten
genomischen Bibliotheken wurden jedoch nur in der 7. bonasi-Bibliothek Neuraminidase-
positive Cosmidklone gefunden. Dies spricht dafiir, dass die 7. bialowiezensis-
Cosmidbibliothek trotz groBer Einzelklonanzahl (8x10° Klone mit durchschnittlichen
Insertldngen von 32.500 bp) nicht das vollstdndige Genom von 7. bialowiezensis DSM 17162
abdeckt. Um die GroBe der Neuraminidase-Domain zu bestimmen, wurden die Inserts der
Neuraminidase-positiven 7. bonasi-Cosmidklone nach Extraktion mit Hilfe von Restriktions-
endonukleasen verdaut, in einen Plasmidvektor subkloniert und erneut auf Neuraminidase-
Aktivitdat gepriift. Mittels ,primer walking”-Technik wurde der Neuraminidase-positive
Plasmid-Klon bon/cos6A/pJET4A sequenziert. Auf dessen Insert befanden sich zwei Gene —
zum einen ein 3.312 bp langes Gen, welches die Neuraminidase-Aktivitdt kodierte und zum
anderen ein 1.161 bp langes Gen (,,bon-UPF*), das fiir ein Protein mit dem Molekulargewicht
von 98.480 kodierte (7. bonasi-,,UPF-dhnliches* Protein) und aufgrund von Sequenz-
Ahnlichkeiten in die Familie der ,,UPF0027/RtcB“-Proteine, also RNA-Ligasen bzw. der
,Hint-Superfamilie” (Hint = Hedgehog intein domain) eingeordnet wurde und sich in
weiteren Subklonierungstests als nicht essentiell fiir die Neuraminidase-Aktivitdt erwies. Die
Aminosdure (AS)-Sequenz der 7. bonasi-Neuraminidase enthdlt, wie die aller bakteriellen
Neuraminidasen, die konservierte RIP/RLP-Sequenz (Arg-lle/Leu-Pro) sowie fiinf
Ausfiihrungen des ASP-Box-Motives (Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp), von denen zwei bis
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fiinf Ausfiihrungen erwartet worden wiren. Das Protein hat ein Molekulargewicht von
273.309. Die Sequenz der T. bonasi-Neuraminidase weist die groBte Ahnlichkeit zur
T. pyogenes-Neuraminidase NanH auf (44% Nukleotidsequenz-Ubereinstimmung und 59%
Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung), weshalb der Name ,.7. bonasi-Neuraminidase
NanH* vorgeschlagen wird. Viele bakterielle Neuraminidasen, so auch 7. pyogenes NanH,
sind als Virulenzfaktoren von Bedeutung und spielen bei der initialen Schéadigung der
Schleimhautoberfliche und dem somit erleichterten Anhaften der Bakterien an Wirtszellen
eine Rolle. So wird vermutet, dass auch 7. bonasi-Neuraminidase NanH ein Virulenzfaktor
ist, der T. pyogenes NanH ahnliche Funktionen hat; dies sollte jedoch in zukiinftigen
Untersuchungen geklirt werden. Obwohl T. bonasi DSM 17163 und T. bialowiezensis DSM
17162 auf Schafblut-Agarplatten eine feine Hdmolysezone um die Kolonien ausbildeten,
erbrachten die in dieser Arbeit eingesetzten Tests (Hamolysintest, unterschiedliche PCR-
Verfahren, DotBlot- und Southern Blot-Hybridisierungen, Screening der genomischen
Cosmidbibliotheken auf Wisent- und anderen Tierblutagarplatten) keine Hinweise auf das
Vorhandensein eines Hamolysins aus der Familie der MACPFs/CDCs (,,Membrane attack
complex/Perforin-Family*/,,Cholesterol dependent Cytolysins®). Tests auf Vorhandensein
von Phospholipase D oder einer extrazelluliren DNAse verliefen gleichfalls negativ. Auf
Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird eine komplette Sequenzierung der
Genome von T. bonasi und T. bialowiezensis fiir sinnvoll erachtet, da mit dieser Methode
auch Virulenzfaktoren identifiziert werden konnten, die keinen bekannten Virulenzfaktoren
verwandter Bakterien gleichen, beispielsweise ein neuartiges Hémolysin, das nicht zur
MACPF/CDC-Superfamilie gehort. Bis dahin kann eine eindeutige Aussage zur Pathogenitit

der Bakterien als Ausloser der Balanoposthitis beim Wisent nicht getroffen werden.

-135-



8. Summary

Investigations of possible virulence factors in 7Trueperella

bonasi and Trueperella bialowiezensis

8. Summary

Since the 1960s (Belarus) and the 1980s (Poland), male European bison (Bison bonasus)
living in the Biatowieza forest area suffer from balanoposthitis, a chronically necrotising
inflammatory disease of the prepuce and penis, which affects approximately 6.4% of the
bulls. The etiology of the disease is unknown, although two gram-positive bacteria from the
genus Trueperella, T. bonasi and T. bialowiezensis, have been suspected to play a crucial role
in the pathology of balanoposthitis, since they are already present at the early stages of the
disease and are absent from healthy animals. The study reported in this thesis was therefore
designed to identify possible virulence factors of 7. bonasi DSM 17163 and 7. bialowiezensis
DSM 17162: neuraminidase, hemolysin, phospholipase D and desoxyribonuclease (DNAse).
Two closely related bacteria responsible for soft tissue infections and infections of the mucous
membranes in humans and animals, 7. pyogenes (DSM 20630) and A. haemolyticum (DSM
20595), were used for comparisons. The MUAN-filter paper test detected neuraminidase
activity in both bacteria strains. In this study two genomic cosmid libraries were constructed
for the first time but only one of them — the genomic library of 7. bonasi DSM 17163 —
contained neuraminidase-positive cosmid clones. This suggests that the 7. bialowiezensis
DSM 17162 cosmid library, even though it contained 8x10° clones with an average insert
length of 32,500 bp, did not cover the entire genome of 7. bialowiezensis DSM 17162. After
extracting the neuraminidase-positive 7. bonasi cosmid clones, fragments of the inserts were
subcloned into a plasmid vector and again screened for neuraminidase activity. “primer
walking” technique was then used to sequence the neuraminidase-positive clone
bon/cos6A/pJET4A which contained an insert with two ORFs. One encoded a gene of 3,312
bp length encoding for the neuraminidase activity; the other one was a gene of 1,161 bp
length (“bon-UPF”) which encoded for a protein (7. bonasi-,,UPF-like* protein) with the
molecular mass of 98,480 and was assigned to the ,,UPF0027/RtcB*“-protein family (RNA
ligases) and the “Hint-superfamily” (Hint = Hedgehog intein domain), respectively. Further
subcloning to separate the two genes showed that the presence of “bon-UPF” is not essential
for neuraminidase activity. Like all bacterial neuraminidases, the amino acid sequence of the

T. bonasi neuraminidase contains the conserved RIP/RLP (Arg-Ile/Leu-Pro) sequence as well
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as five copies of the ASP-Box motif (Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp), for which two to five are
customary. The molecular mass of the protein is 273,309. The T. bonasi DSM 17163
neuraminidase has its highest sequence similarity to that of 7. pyogenes neuraminidase NanH
— they share 44% of their nucleotide sequence and 59% of their amino acid sequence.
I therefore suggest the name “7. bonasi neuraminidase NanH” for the newly identified
protein. Similar to many bacterial neuraminidases, 7. pyogenes NanH acts as a virulence
factor, playing an important role in the initial damaging of mucosal surfaces and thus
facilitating bacterial colonization of host tissues. It is therefore assumed that 7" honasi NanH
also constitutes a virulence factor with similar functions as 7. pyogenes NanH although this
needs to be investigated further. Although 7. bonasi DSM 17163 and T. bialowiezensis DSM
17162 only showed a thin zone of hemolysis around their colonies when cultivated on
domestic sheep-blood-agar plates, all tests applied failed to detect a hemolysin. These
included the hemolysin test, different PCR-approaches, DotBlots, Southern blot
hybridisations and the screening of the genomic cosmid libraries on blood agar plates of bison
and other species. There was no evidence for the existence of a phospholipase D, nor for the
presence of an extracellular DNAse. Future studies should include a complete genome
sequencing of 7. bonasi and T. bialowiezensis, as this would facilitate the detection of
virulence factors which lack any similarity to any known virulence factor of related bacteria,
for instance a novel hemolysin that does not belong to the MACPF/CDC-superfamiliy. Until
then an unambiguous statement on the pathogenicity or otherwise of T. bonasi DSM 17163
and T. bialowiezensis DSM 17162 as the causative agent of the balanoposthitis in European

bison is not feasible.
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Vektorkarte des Cosmid-Vektors SuperCos 1 (Agilent Technologies)

BamH |

cos site

0mp|c1|l|n1 cos recognition sequence
/ Xba l
. cos site
pUC oriy
cos recognition sequence
SuperCos 1
7.9 kb
P Sv40
neomycinj

SuperCos 1 Cloning Site Region
(sequence shown 1-71)

BamH |
EcoR | Not | T3 Promoter .|_ o T7 Promoter Not | EcoR |

- 1

| | I i | |
GAATTCGCGGCCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGATCCCTATAGTGAGTCGTATTATGCGGCCGCGAATTC

Note  The neo” gene confers resistance to kanamycin in E. coli and to G418 in eukaryotic cells.

Feature Nucleotide Position
T3 promoter 15-34
BamH | cloning site 33

T7 promoter 37-56

cos recognition sequence 101-1150
cos sile 300-311
Xba | restriction site 1173

cos recognition sequence 1183-2237
cos site 1382-1393
SV40 promoter 3037-3375
neomycin resistance ORF 3732-4526
pUC origin of replication 6049-6727
ampicillin resistance (bla) ORF 6878-7735

Quelle: SuperCos 1 Cosmid Vector Kit, S. 3.; mit freundlicher Genehmigung von Agilent
Technologies

- 166 -



ANHANG B:

ANHANG B:

Vektorkarte des Plasmid-Vektors pJET1.2/blunt (Fermentas)

pJET 2fblurt vecter map

CiAsegLence of MCSrecion

BET12 forward sogunecing pimer, 23-mer

e Ecos?|
T ke szt L ST gl Konal i (it m
5 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GCG GCC GCC AGR TCT TCC GGRA TGG TTT TTC AGC AAG AA
CAT TAT GCT GAG TGA TAT C el GG CGG TCT AL AGG CCT A T A\ AAG TCE TTC Th product By
Bigl
Eco1300
L Kool Bty 2
TCT TTC TAG ARG ATC TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAR TCG ATG 3r
AGH RAG ATC TTC TAG A ATG TTA TAA ARG TCG ACT FTA CCT TTT AGC TAC :
METT.Z 1SS0 SSOUENEING primer, 24-mar
(enet ¢ elerents of the plET1.2/b urt don rgvector Enzyrmes which cut pJdET1.2 blunt DiNAonce
Bement Functicn Fositior, by sl 1204 g&-"m £§f
; s " Adel 120 ncl
ep (MR ) Féa:hww_ep)fmntkepmﬂ i c iz respikle 148 Aol 54 prizl 243
i the el cation of pJET1.2 I & i Lol w79
Frplirati stast Iritisficr i the replicatirm 1F7 +1 Bg‘” Som el b
[Eladamase oene coniming red danceto ampicillin Bl 5 Munl a2
Harap® Lksecd for sedection and mantensnce of recombinart | 278241922 B Ol HT M2 722
E.ooli celis Bulsl 7 Mool 403
Lehel gere enod TIR ersbies podtive ssledion of the Brel Ha o] 23
Sy recombirerts AR cHl 813 bl 215
L Morified P, pramcter for eqreston oftheeced TR | o o0 Cirdl wors Pl 258
s e @ levet sufftient to prov depoditive sdedion Capél 2474 Pl 3
T7 R poymersee pranoter forinsitro transg plion Eam1105| 180 Pl 362
T preme aithe dore ineert W51 Ecol30 408 Rl 2a7d
Eoo3il WE2 Sl 27z
hittiple dmire ste (CS) | Maadng, soreening andesdison ofthedonen ineat | 4222528 Eoesa e Smul a5
Irision ste Bt D ek fot ligetion wih irert F1-372 el S5 T4l 277
Primer kircing dtes Espl 738 #ha el
RET] 2 Tornerd Secperdg | Secuendr ofinset colony FOR T Facl 106 62
PET] 2 reverse seoperding | Seopencig ofirset, coiony POR: | 425405
Frimer sequences Enzyrmesthat do not cut pdETT.2/blunt T
e Seiuence Sl BooEsl, il djul, A0, Apal, BamH,Bel | Boul,
— ] . Biced, Bioll, Boui 0, Bise I, BshiTl, Bspil, Espr 11,
£ - e el enee e
PEN. bl Brmng N, 2o me LG IC Ol c Bl 201 Ber1 4071 BeoTl, B1107), B2, Chrdl,
RET! 2 Feverse Sequencing Prima, 24-mer | 5 A TG TTTOCAT GoCAGT CHd2, Gool, Ech3611, Boo2d), Ecosd, Eood7lll,
Eco?2l, Boos1l Boodl, Eool05), Bocl 471 Ecold0g),
EcoR, Ehel, Fspd, Hndil, iprl, WKapad, i, Miul,
Mphi103, ke, Mhel, Ciil, Pad, Pasl Paul; Pdil,
PAIZEI, Picl, Fpuil, Pepsll, Ped, Sadl, Sall, Soldl,
Ermymes prodaced by Fenmentas ars shawnin orange. S11, 51, Sadl, Sm, Tatl, end1l, Hagl, Mo, medl.

Quelle: CloneJet PCR Cloning Kit, mit freundlicher Genehmigung von Fermentas

- 167 -



ANHANG C:

ANHANG C:

Nukleotidsequenz des Inserts des Neuraminidase-positiven 7.
bonasi-Klons bon/cos6A/pJET4A

Insert-Lénge = 5037 bp; ORF UPF-Protein = 1161 bp; ORF Sialidase = 3312 bp

TTcgatCGCCTTCCCCACaAGYCCCGATCTCggcTcTgACTGGACGGTTGGTTTCTGGGTCAAAGCCCCAACGGC
ACACGACAAATCAAACATTCTTGAGTCCTCCGATGGCGTCCGAGCCTTCTCGCAGCGAATCAATAGTGAGAAGGG
ceacard | CCRREIRGEREEEE C TcACACCGGTGGCTTCCTTACTTACGGGTCCACACTTCCGGATAACGA
GTGGACTCACATCACGTGGACGCARAGTTCAACTGAAGGCCTGTCACTTTACGTCGATGGCCAGCTACGCGARAR
CAAGACTTGGTCTGTTCAAAACCCAATCACGATTCCTGCCGACAAGCTCGGAGGCAAAGGTTTCAGCGGCCTCGT
CGATGAACTAAAAATCTACAACCGGGCACTCACGGCCGCAGAGGTTTCGGCATCGATCGACGCTCTAGAGCTCCC
AGAGCCTCCGCCCGCCCCAAAACTCAACGCAACATTTTCTATCATGAATCCGAAACCCGAAGGCGCAGCCTTCGA
AGTGGGTGAAACTATCCGGTTCGAGCTTARAGTCACGAATGATACCGGCATCGATCGCTCATTTGAATCCACGGC
TTCGAACCTCGATAACTGGCGCGGATGCARATGGAGCGCGCTACGCGCCGGCGATACGCAGTCGTGCCCATTCCC
CACGCACACGGTTACTGATGAGGACGTCAAGGCAGGCGGATTCACGCCGACGATCACATTCCAGATTTACGATCG
CACCGGCTACTCTGGCCCTGCAACGCCGGCGGCACCCTTCGAGGGTAATCCGGTAGGCGTATCTCCACGCCTCGT
CACAATCAACAACTTTGAGTTCACGGACGGGACGAATAAAGACAATTACAGCGCCGGGGATGAACTCACTGCCTC
GCTGACACTCACAAATGTCTTCGATGAAACAGTGAACGTGTCGCTCAACGACGACGACCTTAAGTGTTCGGGCGC
TATCCTCCCGGGATCCTCTCTCACGTGTGATTCATTGACCTACTCGGTGACCCGCGAAGATTTGGAGCGCGGTCA
AGCCGAGCTGAGCGTCGTCGTGAATGCGTCATCTGGCGAGCTCACTGGAACTGCARCAGCTACCGCAACCACGCC
TACACCAACCACGTGGCCGACAGCGCAGCCATTCCCTGCGCCARACGCGGATCCTCGCTTGGCGCCAGCACTATC
GGATCTGACGAAGGTTGAAACTCACGTGCCGGGCAGATACAACATTCGCATTCCAGCAATTGCCGCAGCACCCAA
CGGCGACATTCTGGCATCGTATGACCTGCGCCCAACTAATGGCGCGGGGAGCGGCGGAGACTCGCCARACGAAAR
CTCAATCGTTCAGCGTCGGTCAAAAGALGGCGGEAAAACTTGGGGACCGCTTACGACAATTGCCAAGGGCCACGT
CGCACCCGAAGGACAACGTTATGGTTGGTCTGACCCGTCGTACGTCGTCGATCACGARACCGGGGARATCTTCAA
CTTCTTTGTGGGTTCTCTCGACGCCGGTTTGCCGAACAACCCCTCCTACAAGTTAGACGAGAACGGACAGGTTGA
TGAAAGCCATCGCCGCACGATGAATTTCACCGTCGCAAACTCGACAGACAACGGCTACACCTGGAAGTTGCGCAC
AATCACGAACGACGTGCTCGGCGAGCGTGCAGCAGACGTTACAGGCTGTTTCGCARCGTCCGGTGCAGGCATACA
ARAGCAACACGAACCGCACAAGGGGCGTCTGCTCCAACAAGCCGCCTGTCGGCATAAGGATGGCGGATTCCGCGC
CTTAACGATCTTCTCAGATGACCACGGCAAGACCTGGCAAAGCGGCAATTTCGCCTCTGCCACGGAGGGCGCCCA
GTTTTTCCGCTGGAATTATGACGAAAACAAGGTCGCCGAACTTTCCGATGGCCGCCTCATGCTCAATTCGCGCAT
TCCACGCGGTTCCCACGGCGCTGGCTACCGCCTCGTCGCAATCTCGGAAGACGGCGGCATGAACTGGGGAGAGTA
TCGTATCGATGAGCAATTGCAGGATTCTCAGAATAATGCACAATTGCTTCGCCCGTTCCCGACGGCGAACAAGGG
AACATTGCGTTCGAAAGTTCTGCTGTTCTCGAACACAAAGAATCATTGGAACCGCGTCAACGGTCACGTGTCGAT
GTCTTACGACGACGGCGCGTCCTGGCCCGTGTCTAAGCAGGTTCGCACGGGCGGAACCGGTTACACCACGATGGC
TGTTCAACAGGGTGGGACAATTGGTCTGCTGATGGAACCCAATATTTGGAACGACATCGGCTACATCAATTTCTC
TCTCAGCTACCTCGAGCCTGAACTGCCATTCGAAGTCAAGCTCGGCGCTATTGAAGATGTATCGGCAACTGACGG
GGTAGCCATTGAACCGATTGAGGTTACGACGACGGGCAATGATCCCTCTCTAGCGGATACCTATTCTGCTGAAGG
CTTGCCTTCCGGGCTCGACATCGACCCCGCTACTGGAACGATCTCGGGTACGCCGAAGGAAGGCCTCTCAGAAGC
CGCGAGTTTCGACGTCCGTGTGACAATTGAAGAAGCTGAGGATGGCACTGGAATCCCTCGTATCTCTTCGACAAC
CTTCACTCTCACGCTAGCTCCCGGCGAGARAGCGCCCGAACCTGCACCGAGECCAGAACTGCAGCCGTCGCCGTT
GGCGGGTGtGGTTGGCAGEGGCCGGTTTGGCGATGT TGATGGTGATGGATATGCCGATGTGTTGGCTGT tGGTAG
TGATGGGGTGGTCCATTTCTATGCtGGTCATAGCGGGGGCATTTATCATGTTGGGCCGATTGGTTCTGGTTTTGG
TGGAACGTCGTTGACCAAGGTCAGTGATGTCAATGGTGATGGGCGGCCAGATTTCTTGGTCCGGCATGATGATGG
GCGGTTGTTTGTCTACCATGTGTCTGCTGATGGTCATATTGTTCAAGGTGCCCAGGTTGGGCATGGCTGGAATGG
GATGGATAACATCACCTATGTTGGCCGGTTGGGAGCCGGTTCACAGGAGTATGTGATTGCTCGTCAGGTGGCTAG
TGGTGATTTGTATCGTTATACCCTGACATCTAGTGGTTTGACTGCATCGGCCAAGATTGGCCACGGGTGGGGGAA
GATGACCCGTATTTTAGCCGTTGGCAACATTGTTGGTGATAGCAATCCGGATCTGGTTGGTATTCGATCTGATGG
GAAGATGTTTGCTTATCAGGGCCATGGCGATGGGACGGTGTCTGCCTTTGGTCAGATTGGTCAAGGGTGGACCTC
GTTCGTGAACGCTTTCGTTCCGGGTGATCTCACCAACGATGGCCGGCTTGATCTGATTGGTATTCGTGGAGATGG
CAAGATGTTCTTCTATGAAAATACTGGCAGGGGCTATTTCAAGCCCGCCGTCCAGATCGGTCACGGCTGGCAAAC
q CGTCTAAAGCCAAATGTGCCTCGGGTAGTTTTTGCCACCCGAGGCACATTTCGACT
TTCGGATAGCTACAGTC EETEEEETTCACG T TCACAATCTGGCGCAGTTTGTGCAATGTTCGCACCAGCGG
GGCAGCATCTTCCATGACCTGATCGATATCCTTATAGGCGTCAGGAATCTCATCCACCCAGGCTTTTCCAGGCCG
ATATACGATCCCCTTCATCCGTCTGTCTARATCATGTTCGGTAAACCGTCGTTTGGCCTCGTTGCGTGAGTAGCG
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CCTTCCCGCGCCGTGCGGGECCGAGCGCAGGCCGTCGTCGTTGCCCAAACCTTCAACCACGTACGACGCCGTACC
CATCGAACCCGGGATAAGACCCTTGACTCCCGCGTCTGCTCGGATTGCACCCTTGCGCGTCAGCCACACGTCTTT
TCCTCCGTGTCGTTCTTCGACGGTGTAGTTATGGTGGCAGTTAATGCGCTCTTCCTCACGCACCTGGCGGCCCAC
ARATTCACCGAGCCTGGCCGAAAACCGGTCTATCATTTCTTCCCGGTTCAGCCACGCARAGCGTTGGGCCCACTC
GAGATCGCGCATATAGACGGCAAAGCTTTCCGTGCCCTGTTCCAGATAGGCAAGGTCGCGATGTTCAAGCTCGAT
GCCATTCATCCCGCAATAATTTTGGGCCTCCCAGATATGTTTTTTAGCGATTTTATTGCCCACCCCGCGCGATCC
GGAATGTAGAAACATCCATACGGCTTCCGATTCGTCTAAGCACAGTTCAATGAAGTGATTGCCGCCGCCAAGCGA
GCCCAATTGCATGTGCCACTTCGGGGAGTGGGATAAATCGACGTCGTTGTCTTTCGCTAACGCTTCCAGCTCCGC
TATGCGTTCCTTGGCGGACTGCCCAGCGACTTTCCTGTTGTAATTTCCGGGCGAAAGCGGAATCGAATCCACGAT
CGCATCACGTAGGCGGCGCAAGTCCTTGCCTGCAAGATCCGCTGCACTAAATTGCGTGCGCACGCCGATCATTCC
GCAGCCGATATCTACGCCGACGGCGGCTGGCARAACCGCGCCCACCGTCCCARACACCGTTCCTACCGATGAGCC
CAAGCCGAAGTGCGCGTCCGGCATGAGGGCCACGTGCGGATATACAAACGGTARACGCGCTACCATGCGCGCCTG
TTCCAGGGTCTGTTCATCAATCTGGGAGGCGAAATT THICACTTCTACAGCHMGT GGGCTCCAACGCTACCGGT
CTACACCAAGTACTATATCCCCAAGAAATCGCGCAAGCTCGGTAATTGCTCCAAGATTTGCAGGCGGCCACGATT
ATAGTTTCGCCGCAGGCGGCTGACGTTGCGTTCCTGGTTACTGACCATCATGTGCCGGGGCCAAAACACCCATGE
TTTTCCCGCTGATTCGAGCTCGCGTATGCGCTCTCGTGCGGTATTGTAGTTGCGCCATCTGTCATTGGCCGCTTG
CGCCACCAGCGGTAAGTCCGGAAGCAAGCGTTCGAGAATTATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCT
GGCGGCGTCCCT

I ORFNGRGRRIOASe] L cscrichiung: -
ISRRSREREREGR . bonasi UPF-ihliches Protein, Lescrichtun:
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Alignment Neuraminidasen

T_bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A _hae_NanH
A_hae NanA
A_visc_Sia

T_bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A_hae_NanH
A _hae_NanA
A visc_Sia

T _bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A_hae NanH
A _hae_NanA
A _visc_Sia

T_bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A _hae_ NanH
A_hae NanA
A_visc_Sia

T_bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A _hae_NanH
A _hae_NanA
A visc_Sia

ASNIGVVMRR SKDDGATWGP VQTIRYETGK RGNGDPSVLV DRKTGRIFVE
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T_bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A _hae_NanH
A _hae_ NanA
A visc_Sia

T _bon_Neur
T_pyo_NanH
T_pyo_NanP
A _hae_NanH
A_hae_NanA
A visc_Sia

T_bon_Neur
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A visc Sia  ---------- - -

T bon Neur = T. bonasi-Neuraminidase NanH

T pyo NanH = T. pyogenes-Neuraminidase NanH

T pyo NanP = T. pyogenes-Neuraminidase NanP

A hae NanH = A. haemolyticum-Neuraminidase NanH

A hae NanA = A. haemolyticum-Neuraminidase NanA (unvollstindig)
A visc_Sia = A. viscosus-Sialidase

Gelbe Markierungen = Aminosiure-Ubereinstimmungen mit der 7. bonasi-Neuraminidase-
Aminosduresequenz
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