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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die 40 kDa Major Outer Membrane Proteine (MOMP) von Ch. pneumoniae,
Ch. psittaci und C. trachomatis wurden rekombinant in Escherichia coli hergestellt.
Mit Immunseren gegen verschiedene Chlamydienarten wurde untersucht, ob die
Seroreaktivitat der rekombinanten MOMP (rMOMP) spezifisch fur die homologen
Chlamydienarten ist. Im Dot Blot konnte eine Erregerart-spezifische Seroreaktivitat
nachgewiesen werden. Zusammen mit den in unserer Arbeitsgruppe bereits
etablierten rekombinanten MOMP von Ch. abortus, Ch. pecorum und C. suis bilden
diese Arbeiten die Grundlage fur die Etablierung eines serologischen Tests, mit dem
Antikorper gegen speziesspezifische Antigene der verschiedenen Chlamydienarten
unterschieden und mit dem die infizierende Chlamydienart identifiziert werden kann.
FUr immunologische Fragestellungen (z. B. ,antibody-profiling“) wurde das MOMP
von Ch. abortus und Ch. pecorum in sechs Subfragmenten hergestellt, welche die
vier variablen MOMP-Domanen in unterschiedlicher Anzahl und Kombination
enthalten. Auf dem Ch. abortus-MOMP wurden die Epitope von neuen monoklonalen
Antikérpern in den variablen Domanen VDIIl und VDIV lokalisiert. Bei der Analyse
von B-Zell-Epitopen mit polyklonalen anti-Ch. abortus Immunseren vom Kaninchen
und vom Schwein zeigten die Reaktionsmuster mit den MOMP-Subfragmenten
tierartspezifische Unterschiede: Das Immunserum vom Schwein reagierte mit
Epitopen in den VDIII und VDIV. Demgegenlber reagierte das Kaninchenserum mit
Epitopen in den VDI und VDII. Genusspezifische Epitope konnten tierartunabhangig
in der VDIV lokalisiert werden. Eine Kombination von definierten rMOMP-
Fragmenten als Antigene in einem serologischen Test kdnnte eine weitergehende
Analyse der chlamydienspezifischen humoralen Immunantwort ermdglichen, z.B. die

Identifizierung der infizierenden Chlamydienart.



Summary

2 Summary

The Major Outer Membrane Proteins (MOMP) of Ch. pneumoniae, Ch. psittaci, and
C. trachomatis were expressed in Escherichia coli and their speciesspecific
seroreactivity was established in Dot Blot using immune sera against representatives
of these three chlamydial species. In line with recombinant MOMP of Ch. abortus,
Ch. pecorum, and C. suis previously established in our work group these tests form
the basis to set up a serological test system which allows to differentiate to
antibodies directed against chlamydial species specific antigens thus identifying the
infection chlamydial species. For detailed studies of the chlamydial antigenic
structures targeted by the antibody response (antibody profiling), the MOMP of
Ch. abortus and Ch. pecorum was expressed in six subfragments which, in turn,
contain the variable domains (VD) of the chlamydial MOMP in different numbers and
combinations. By using novel monoclonal antibodies established at our institute, we
were able to identify species specific Ch. abortus-epitopes in the VDIII and VDIV of
the MOMP. Mapping B-cell epitopes using polyclonal immune sera raised in pigs and
rabbits, different seroreactivity were obtained for either the porcine or the rabbit sera.
The porcine antiserum targeted epitopes in VDIl and VDIV whereas the rabbit
immune serum reacted predominately with epitopes in VDI and VDIIl. Thus, it is
tempting to speculate whether the antibody reactive pattern against chlamydiae may
be dependent of the animals species. Genusspecific epitope were identified in VDIV
regardless of animal species. The combination of defined rIMOMP fragments being
used as antigen in a serological test ought to enable further a more precise
differentiating of the humoral immune response against chlamydiae e.g. the

diagnosis of the infecting chlamydial species.



Einleitung

3 Einleitung

Die Familie Chlamydiaceae wird taxonomisch in das Genus Chlamydia (C.) mit den
drei Spezies C. trachomatis, C. suis, C. muridarum und in das Genus Chlamydophila
(Ch.) mit den Spezies Ch. pneumoniae, Ch. psittaci, Ch. abortus, Ch. pecorum,
Ch. felis und Ch. caviae unterteilt (Everett et al., 1999).

Chlamydien sind obligat intrazellulare kokkoide Bakterien mit einer Zellwand, deren
Aufbau, bis auf das Fehlen der Peptidoglykanschicht, der Zellwand von
gramnegativen Bakterien entspricht. Chlamydien sind aufgrund der fehlenden
Eigensynthese von Nukleotiden, in ihrem Metabolismus obligat auf eukaryontische
Zellen als Nukleotidquelle angewiesen. Bei der Vermehrung durchlaufen Chlamydien
einen einzigartigen Entwicklungszyklus, dessen wichtigste Stadien durch eine
extrazellular lebensfahige infektiose Form (Elementarkdrperchen, EK, @ ca. 0,2 ym)
und eine obligat intrazellulare, stoffwechselaktive, replikative Form
(Retikularkérperchen, RK, @ ca. 0,5-1 uym) reprasentiert werden. Der durch diesen
Dimorphismus (EK - RK - EK) charakterisierte Entwicklungszyklus beginnt mit
einer rezeptorvermittelten Phagozytose der EK durch die Wirtszelle. Der weitere
Entwicklungszyklus lauft ausschliesslich in den Phagosomen ab, die zu grosseren
Vakuolen fusionieren konnen. In diesen bilden sich aus den EK die metabolisch
aktiven RK, die sich durch Zweiteilung vermehren. Um einer Inaktivierung durch
lysosomale Enzyme der Wirtszelle zu begegnen, modifizieren die Chlamydien die
Phagosomenmembran und verhindern so die Fusion der erregerhaltigen
Phagosomen mit den enzymatisch aktiven Lysosomen. Ein weiterer essentieller
Effekt dieser Membranmodifikation ist die Sicherstellung der transmembranalen
Versorgung der Chlamydien mit notwendigen Metaboliten aus der Wirtszelle. Die RK
differenzieren sich nach mehreren Teilungszyklen zu infektidsen EK zurlick. Dieser
mit einer Verkleinerung der Zelle und Verfestigung der Zellwand einhergehende
Prozess wird als Kondensation bezeichnet. Die intrazellulare Vermehrung der
Chlamydien ist mikroskopisch in Form der sog. Einschlusskérperchen nachweisbar.
Dabei handelt es sich um rundliche, mit Chlamydien unterschiedlicher
Entwicklungsstadien angefullte, membranumhdillte Vakuolen, die sich infolge der
Vermehrung der Chlamydien rasch ausdehnen und die haufig in der Peripherie des
Zellkernes zu finden sind. Parallel zur intrazellularen Erregervermehrung treten

zytopathologische Veranderungen an der Wirtszelle auf, die zur Ruptur der Zelle und
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damit zur Freisetzung einer neuen Generation von infektiosen EK fihren. Der
gesamte Entwicklungszyklus dauert ca. 48-72 Stunden (Wyrick, 2000; Moulder,
1991).

Chlamydien gehéren zu den in der Natur am weitesten verbreiteten Mikroorganismen
und kommen bei zahlreichen wildlebenden Tieren, bei nahezu allen Haus- und
Heimtieren und beim Menschen vor.

In der Humanmedizin sind im Wesentlichen zwei Arten, namlich C. trachomatis und
Ch. pneumoniae von pathogener Bedeutung. C.trachomatis ist weltweit die
wichtigste Ursache von sexuell Ubertragbaren Erkrankungen. In Landern der Dritten
und Vierten Welt verursacht C. trachomatis aufgrund der schlechten hygienischen
Bedingungen das sog. Trachom bei Sauglingen und Kleinkindern. Diese infizieren
sich wahrend der Geburt im Genitaltrakt der Mutter. Unbehandelt fuhrt das Trachom
zur Erblindung. Ein wirksamer Impfstoff steht nach wie vor nicht zur Verfligung
(Cates & Wasserheit, 1991; Whitcher et al., 2001).

Ch. pneumoniae verursacht Erkrankungen des Respirationstraktes, wie z.B.
Pneumonie oder chronische Bronchitis. Daneben wird eine mogliche Beteiligung
dieser Chlamydienart an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere der
Atherosklerose diskutiert. Seropravalenzstudien haben gezeigt, dass weltweit bis zu
70% der Bevolkerung Antikdrper gegen C. pneumoniae tragen. (Grayston et al.,
1993; Blasi et al., 1993; Kuo et al., 1995; Gaydos et al., 1996).

Bei Tieren verursachen Chlamydien ein breites Spektrum von Erkrankungen von z.T.
weltweiter Bedeutung. Zu nennen sind an erster Stelle der Enzootische Abort des
Schafes und der Ziege (Ch. abortus) sowie die Psittakose/Ornithose der Vogel
(Ch. psittaci).

Bei Haus- und Heimtieren Uberwiegen klinisch inapparente Infektionen, in vielen
Fallen offensichtlich verbunden mit einer Erregerlatenz. Dabei sind keine
vermehrungsfahigen Erreger nachweisbar und die humorale Immunantwort ist nur
schwach ausgepragt. Klinische Manifestationen kénnen sich an allen Organen
entwickeln. Bei Rind, Schaf und Ziege stehen die Manifestationen am Genitaltrakt
und am Respirationstrakt im Vordergrund. Erkrankungen des Bewegungsapparates,
des Auges und des Zentralnervensystems sind ebenfalls mdglich. Chlamydien

konnen beim Rind, aber auch bei Schaf und Ziege, Mastitiden verursachen; die
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klinische Relevanz des Erregers als Ursache von Mastitiden in der Milchproduktion
ist jedoch nicht bekannt.

Hierzulande steht die Chlamydiose des Schafes mit der Manifestation als
seuchenhaftes Verlammen im Vordergrund. Die Chlamydiose des Rindes ist nach
derzeitigem Kenntnisstand als infektiose Faktorenkrankheit anzusehen, die sich v.a.
in grossen Milchkuhbestanden mit ganzjahriger Stallhaltung als Infertilitatssyndrom
manifestieren kann. Eine atiologische Mitbeteiligung an Augenentzindungen konnte
in neueren Untersuchungen bestatigt werden (Everett 2000; Griffiths et al., 1995;
Aitken et al., 1990; Appleyard et al., 1983).

An den Chlamydiosen des Schweines sind v.a. drei Arten beteiligt, C. suis,
Ch. abortus und Ch. pecorum. Sie werden u.a. in Zusammenhang gebracht mit
Infektionen des Reproduktionstrakts, Polyarthritis bei Ferkeln sowie respiratorischen
Erkrankungen und Konjunktivitis. Bei einer Vielzahl von Erkrankungen wie z.B.
Aborten, chronischen Endometritiden, erhohten peripartalen Ferkelverlusten waren
ausschliesslich Chlamydien als infektiose Krankheitsursache nachweisbar
(Stellmacher et al., 1983; Rogers et al., 1993; Schiller et al., 1997). Im Mittelpunkt
aktueller Untersuchungen steht die genitale Chlamydiose der Sau. So konnten
Hoelzle et al. (2000) eine signifikant hohere Pravalenz von Ch. abortus in Sauen mit
Fruchtbarkeitsstorungen nachweisen. Die atiologische Bedeutung der verschiedenen
Chlamydienarten in der Pathogenese der genannten Erkrankungen sind jedoch noch
nicht definitiv geklart.

Chlamydien sind bei mindestens 375 Vogelarten nachgewiesen worden. Die
Chlamydiose der Vogel in menschlicher Obhut kann schematisch in die Chlamydiose
des Wirtschaftsgefligels und die Chlamydiose der Ziervogel, insbesondere der
Psittaciden (Papageienvogel) unterteilt werden. Diese Unterteilung ist mit der
unterschiedlichen Antigenstruktur der bislang untersuchten Chlamydienstamme
kongruent. Ch. psittaci-Stamme von Papageien gehodren zum Serotyp A und Isolate
von Puten zum Serotyp D. Die von Tauben isolierten Ch. psittaci gehoren
uberwiegend zum Serotyp B.

Die aviare Chlamydiose verlauft als eine systemische, gelegentlich tddlich
verlaufende Krankheit. Sie aufert sich in Lethargie, Hyperthermie, Nasen- und
Augenausfluss sowie verminderter Legeleistung. Auch Durchfall und starke
Atembeschwerden kdnnen beobachtet werden (Andersen et al., 1997; Herrera et al.,
2001).
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Amphibien und Reptilien sind als Heimtierpatienten von zunehmender Bedeutung.
Hervorzuheben ist, dass bei Amphibien und Reptilien zunehmend Uber das
Vorkommen der humanpathogenen Art Ch. pneumoniae berichtet wird (Soldati et al.,
2004; Bodetti et al., 2002; Hotzel et al., 2001).

Die bei Tieren vorkommenden Chlamydien besitzen nur eine geringe Wirtsspezifitat.
Sie sind auf den Menschen ubertragbar und konnen dort z.T. schwere Erkrankungen
verursachen (Abbildung 1;).

: 43S
Ch. ) Ch. psittaci &
pneumoniae

Ch. abortus
Ch. psittaci/ibortus

Ch. pneumop
sfftaci/abortus ﬁ . psittaci/abortus
Ch. felis
! Ch. pecorum

b,

mmp Zoonotische Ubertragung

Ch. pecorum

——> Zoonotisches Potential vorhanden

Abbildung1. Zoonotisches Potential von Chlamydien (Longbottom & Coulter, 2003)

Die bekannteste durch Chlamydien verursachte Zoonose ist die Psittakose/ Orni-
those, verursacht durch avidre Stamme von Ch. psittaci. Die Ubertragung vom Tier
auf den Menschen fuhrt zu einer grippeahnlichen fieberhaften Allgemeinerkrankung,

die aufgrund der vorherrschenden Lungenaffektionen als atypische Pneumonie cha-



Einleitung

rakterisiert ist und in schwere, z.T. lebensbedrohende systemische Manifestationen
Ubergehen kann. Der Ubertragungsweg ist aerogen; eine Infektion von Mensch zu
Mensch ist nicht bekannt. Zu den wichtigsten Risikogruppen gehdren Tierarzte, Be-
schaftigte in Gefligelhaltungen und -schlachtereien wie auch Ziervogelhalter (Ander-
sen & Vanrompay, 2000).

In Verbindung mit den Ch. abortus-bedingten Aborten bei Schafen und Ziegen
wurden schwere Allgemeininfektionen bei schwangeren Frauen beschrieben, die zu
Fehlgeburten fuhrten (Jorgensen, 1997; Pospischil et al., 2002). Auch Ch. felis, der
Erreger von Keratokonjunktivitiden bei der Katze, ist auf den Menschen Ubertragbar
und kann zur analogen Erkrankung fihren. Schwerwiegende septische
Verlaufsformen in immunsupprimierten Patienten konnten ebenfalls beobachtet
werden (Regan et al., 1979; Hartley et al., 2001).

Auch die aktuelle Chlamydienforschung in der Human- und Veterinarmedizin zeigt,
dass die mikrobiellen Eigenschaften, insbesondere die Grundlagen der Interaktion
zwischen Erreger und Wirt, aufgrund der obligat intrazellularen Erregervermehrung,
erst in Ansatzen aufgeklart ist. In der Tiermedizin ist die medizinische Relevanz auch
im Hinblick auf das zoonotische Potential der verschiedenen Chlamydienarten noch
ungenugend untersucht. Neue Forschungsergebnisse lassen vermuten, dass die
weit verbreiteten, klinisch inapparenten Chlamydieninfektionen bei Tieren ein
mdgliches Erregerreservoir fur chronische Erkrankungen des Menschen sein

konnten.

Aus diesen Beobachtungen lassen sich zwei zentrale Fragen ableiten:

e Welche pathogene Bedeutung haben persistente/klinisch inapparente
Chlamydieninfektionen bei Mensch und Tier?

e Sind weit verbreitete klinisch inapparente Infektionen bei Tieren ein

Erregerreservoir fur chronische Krankheiten beim Menschen?

Zur Aufklarung dieser Fragen ist eine sensitive und spezifische Chlamydien-
Diagnostik wichtigste Voraussetzung. Neben den heute weit verbreiteten
molekularbiologischen Techniken sind serologische Verfahren aus den folgenden

Grinden von zentraler Bedeutung:

10
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Durch serologische Verfahren ist es moglich, Chlamydieninfektionen auch noch zu
einem Zeitpunkt nachzuweisen, an dem der direkte Erregernachweis nicht mehr
gelingt. Die Serologie ist besonders zum Auffinden von persistenten
Chlamydieninfektionen geeignet. Ein weiterer Vorteil ist die Durchflihrbarkeit in Form
von standardisierten Reihentests. Mittlerweile sind zahlreiche kommerzielle
Testsysteme fur die Chlamydienserologie erhaltlich. Die Serologie ist fur
umfangreiche Pravalenzstudien nach wie vor die Methode der Wahl. Die Serologie
zeigt stets die stattgefundene immunologische Auseinandersetzung des
Wirtsorganismus mit dem Erreger, also die Infektion an. Dadurch kann mit der
Serologie im Gegensatz zum direkten molekularbiologischen Nachweis, etwa der
PCR, die Infektion, die mdglicherweise pathogenetisch relevant ist, von der
Kontamination oder den transienten Erregerpassagen unterschieden werden.
Insbesondere die sekundare Kontamination z.B. von Proben aus dem Urogenitaltrakt
von Tieren mit Chlamydien intestinalen Ursprungs stellen ein grosses Risiko von
falsch positiven Chlamydien-DNA-Amplifikationen dar.

Die Serologie hat jedoch verschiedene WNachteile. So ist mit den in der
Veterinarmedizin zur Verfugung stehenden serologischen Testsystemen ein
Ruckschluss auf die infizierende Chlamydienart nicht oder nur sehr eingeschrankt
moglich. Diese Tatsache ist etwa beim Schwein von Bedeutung, da hier mindestens
drei verschiedene Chlamydienarten im Zusammenhang mit Erkrankungen
vorkommen (Hoelzle et al., 2000; Everett, 2000; Busch et al., 2000). Mit den heute
ublichen serologischen Tests (ELISA, IFT, KBR) kann man jedoch nicht
differenzieren, welche Chlamydienart die Serokonversion hervorgerufen hat und ob
ein Zusammenhang mit dem Krankheitsgeschehen besteht. Ausserdem kann man
mit den genannten Tests nicht untersuchen, ob und welche der bei Tieren
vorkommenden Chlamydienarten an Erkrankungen des Menschen beteiligt sind.
Hierzu mussen zunachst Oberflachenantigene identifiziert sein, die fur die einzelnen
Chlamydienarten spezifisch sind, so dass im infizierten Patienten speziespezifische
Antikoérper gegen diese Chlamydien nachweisbar sind. Bislang stehen Testverfahren,
in denen Antikérper gegen Chlamydien in einem differenzierenden Schritt
Ruckschlisse auf die infizierende Chlamydienart zulassen, nicht zur Verfugung. In
der Humanmedizin wird der Mikroimmunfluoreszenztest (MIF) unter Verwendung von
gereinigten EK-Suspensionen zur Differenzierung der Serotypen von C. trachomatis

angewendet. Das Verfahren ist jedoch unsicher und schwierig, insbesondere

11
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hinsichtlich der Herstellung standardisierter Antigene sowie der Validitat der
Auswertung. Fur die Tiermedizin steht ein speziesspezifischer ELISA zum Nachweis
von Antikdrpern gegen Ch. abortus zur Verfugung.

Es kann bislang jedoch nicht untersucht werden, welche zoonotische Bedeutung
C. suis hat. C. suis ist mit der humanpathogenen Chlamydienart C. trachomatis sehr
eng verwandt. Bislang ist es jedoch nicht moglich, Studien Uber die Seropravalenz
von C. suis beim Menschen durchzufuhren, weil ein differenzierender serologischer

Test nicht zur Verfigung steht.

Aus diesen Grinden wird seit einigen Jahren am IVB daran gearbeitet,
differenzierende  Testverfahren fur den  serologischen  Nachweis von
Chlamydieninfektionen bei Mensch und Tier zu verbessern mit dem Ziel, Uber den
Antikérpernachweis auch die infizierende Chlamydienart zu identifizieren. Weitere
Ziele sind die Unterscheidung klinisch  relevanter und irrelevanter
Chlamydieninfektionen, die Untersuchung der Epitopmuster, die wahrend der
Immunantwort angesprochen werden (u.a. auf Wirtsspezifitat) sowie die Aufklarung

der zoonotischen Bedeutung von animalen Chlamydien.

Im Zentrum der Entwicklung derartig komplexer Tests steht die Frage, welche
Antigene die genannten Anforderungen erfullen konnen. Die rekombinante
Herstellung der Testantigene ist Voraussetzung fur die Standardisierung und ggf.
auch Kommerzialisierung derartiger serodiagnostischer Verfahren. Besonders
geeignet fur die Etablierung speziesspezifischer serologischer Tests ist das 40 kDa
Major Outer Membrane Protein (MOMP) der Chlamydien, da es in der Biologie des
Erregers eine zentrale Rolle spielt (Wyllie et al., 1999). Es wird wahrend des ganzen
Entwicklungszyklus exprimiert, macht ca. 60% der dusseren Membran von EK und
RK aus und ist pathogenetisch fur das Anhaften der Chlamydien an die Wirtszelle
verantwortlich (Caldwell et al., 1981; Su et al., 1988). Als immunogenes
Oberflachenprotein tragt das MOMP genus-, spezies-, subspezies- und serotyp-
spezifische Epitope (Conlan et al., 1988; Salti-Montesanto et al., 1997). Das MOMP-
codierende ompA-Gen ist fur alle Chlamydienarten bekannt und enthalt vier variable
Segmente (VSI- VSIV), die fur vier immunogene variable Domanen (VD) codieren
(Zhang et al., 1987). Die VS sind von funf konservierten Sequenzbereichen flankiert
(Kaltenboeck et al., 1993; Stephens et al., 1987; Conlan et al., 1988; Su et al., 1988;

12
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Herring et al., 1989; Baehr et al., 1988). Die Serotypisierung der Chlamydienarten
(z.B. C. trachomatis) erfolgt seit Jahren auf der Basis von Antikdrpern, die gegen das
MOMP gerichtet sind (Stothard et al., 1998; Wang et al., 1985).

In einem ersten Abschnitt wurde am IVB das MOMP von drei veterindrmedizinisch
wichtigen Chlamydienarten Ch. abortus, Ch. pecorum und C. suis rekombinant in
Escherichia (E.) coli exprimiert und das Potential als serodiagnostische Antigene fur
die Unterscheidung von speziesspezifischen anti-Chlamydien-Antikrpern in Seren
von Tieren untersucht (Hoelzle et al., 2003; 2004). Dabei wiesen Seren von
Kaninchen und Schweinen, die mit EK von Ch. abortus, Ch. pecorum oder C. suis
immunisert wurden, im Western Blot und im ELISA eine speziesspezifische
Seroreaktivitdt mit dem korrespondierenden homologen, rekombinanten MOMP
(rMOMP) auf. Somit erwiesen sich rMOMP prinzipiell als geeignet fur die
speziesspezifische Chlamydien-Serologie in der Veterindrmedizin. Es zeigte sich
aber auch, dass bei der Verwendung des kompletten rMOMP als Antigen marginale
serologische Kreuzreaktionen auftraten, deren Natur noch eingehend untersucht

werden muss.

Vor diesem Hintergrund sind die Ziele der vorliegenden Arbeit:

1. Herstellung von rMOMP von weiteren Chlamydienarten (C. trachomatis,
Ch. psittaci, Ch. pneumoniae)

2. Prufung der Eignung dieser rMOMP fir die speziesspezifische Chlamydien-
serologie

3. Serologische Untersuchung und Feinanalyse von Chlamydieninfektionen unter

Verwendung von rIMOMP-Subfragmenten.

13
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4 Material und Methoden

4.1 Chlamydienstamme und Zellkultur

Die verwendeten Chlamydienstdamme sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Fur die
Vermehrung der Chlamydienstamme wurde die Affennieren-Zelllinie BGM (Buffalo
Green Monkey; European Collection of Cell Cultures Nr. 90092601) verwendet. Die
Aufreinigung der Chlamydienpartikel erfolgte nach einer friher beschriebenen

Methode mittels Dichtegradientenzentrifugation (Hoelzle et al., 2000).

Spezies Bezeichnung Herkunft Referenz

Ch. abortus OCLH196 Schaf, Abort Hoelzle et al., 2000
Ch. pecorum LW613 Kalb, Gelenk Storz et al., 1966

C. suis PCLH197 Schwein, Darm Hoelzle et al., 2000
Ch. psittaci, Serovar B V275 Taube, Leber Sudler et al., 2004
Ch. pneumoniae Cpn-VR1310 - Dumrese et al., 2005
C. trachomatis Serovar L2 - - ATCC-Nr. VR-885

Tabelle 1. Verwendete Chlamydienstamme.

4.2 DNA Extraktion

Material:

Proteinase K (Roche, Rotkreuz, CH)

TEN-Puffer: 100 mM Tris, 10 mM EDTA, 1 M NaCl, pH 7.4
Natriumdodecylsulfat (SDS), 10%

Phenol, TE-gesattigt (Roth, Reinach, CH)

IAC: 1 Teil Isoamylalkohol + 24 Teile Chloroform (Sigma, Buchs, CH)
Natriumacetat, 3 M, pH 4.8

TE-Puffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0

Ethanol, 96%, 70%

PBS pH 7.4 (Dulbeccos Phosphate Buffered Saline; Sigma)
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Fir die Extraktion der DNA wurden 400 ul aufgereinigte Chlamydien-Suspension mit
22,5 yl TEN-Puffer, 45 yl SDS und 10 ul Proteinase K gemischt und 2 h bei 56°C
inkubiert. Die freigesetzte DNA wurde mit Phenol und IAC nach Standardmethode
aufgereinigt (Sambrook und Russel, 2001). Durch Zugabe von 1/10 Volumen einer
3 M Natriumacetat-Losung und dem doppelten Volumen absoluten Ethanols wurde
die DNA aus dem wasserigen Uberstand geféllt (30 min, -80°C). Die Probe wurde
anschliessend 30 min bei 4°C mit 15000xg (Biofuge stratos, Heraeus) zentrifugiert,
mit 200 yl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 ul TE-Puffer

aufgenommen.

4.3 Klonierung von ompA-Genen und ompA-Gen-Subfragmenten
4.3.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

FUr die Amplifizierung des ompA-Gens und der ompA-Genfragmente wurden die in
Tabelle 2 zusammengestellten Primer verwendet. Die Oligonukleotide wurden von
MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Aufteilung des ompA-Gens
in sechs Subfragmente erfolgte so, dass die Subfragmente die vier variablen ompA-
Segmente in unterschiedlicher Kombination und Anzahl enthalten. Fur die spatere
Klonierung in den Plasmidvektor wurden bei den Primern am 5'-Ende die
Restriktionsenzymschnittstellen Bglll (AGA TCT) bzw. Sful (TTC GAA) angeflugt.

Amplifikationsansatz:

12.5 pl HotStarTaq Mastermix (2x, Qiagen, Hombrechtikon, CH)
0.2 yl forward Primer (100 pmol/ul, Endkonzentration 0.8 uM)
0.2 ul reverse Primer (100 pmol/ul, Endkonzentration 0.8 uM)
11.1 pl A. bidest.

1.0 yl Template-DNA

Die PCR wurde in einem Thermocycler Modell 2400 (Applied Biosystems, Rotkreuz,
CH) unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: initiale Denaturierung (15 min,
95°C) gefolgt von 30 Zyklen (Denaturierung, 30 sec, 95°C; Annealing, 30 sec, 52°C;
Extension, 30 sec, 72°C). Die Amplifiaktionsreaktion wurde mit einer terminalen

Extension (10 min, 72°C) abgeschlossen.
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Chlamydien- Genfragment Gen/Primer
art
Alle Spezies ompA 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG TTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3’
Ch. abortus ompA sf1ab 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG ITTC GAA CAT GTT CAATCG ATAAGA GAG CG- 3
ompA sf2ab 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG ITC GAA GAACTC TGC TCC TAA AGT CGC- 3
ompA sf3ab 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG ITTC GAA ATC CCA GAT ATT CAATGC GAG- 3’
ompA sfdab 5-GCG ITTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3
5-GCG AGA TCT AAT GCATCT TTC CTC GCA- 3
ompA sf5ab 5- GCG ITTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3
5-GCG AGA TCT TGG AGT GTA GGT GCA CGC- &
ompA sféab 5-GCG TTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3
5-GCG AGATCT TGG CAA GTT GGT TTA GCG- 3
Ch. pecorum ompA sf1pe 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3’
5-GCG ITC GAA CAT ATT CAG TCT ATATGA CAATG-3
ompA sf2pe 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG ITC GAA GAATTC AGC TCC TAAAGT TGC- &
ompA sf3pe 5-CGC AGA TCT(CT) TGC CTG T(AG)GG GAA(CT) CC(AT)- 3
5-GCG TTC GAA ATC CCA GAT ATT TAA CGC AAT-3
ompA sfdpe 5-GCG TTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3’
5-GCG AGA TCT AAT GCA GGT TAC ATT GCG- 3
ompA sfSpe 5-GCG ITTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3
5-GCG AGA TCT TGG AGC GTT GGA GCT CGC- 3’
ompA sfépe 5'-GCG TTC GAA GAA (AGT) C(GT)GA A(CT)TG (AT)GCA- 3’

5-GCG AGA TCT TGG CAA GTC GGT GCA GCA-3’

sf: Subfragment; ab: Ch. abortus; pe: Ch. pecorum; Bglll (AGATCT) und Sful (TTCGAA)
Restriktionsenzymschnittstellen unterstrichen

Tabelle 2. Primersequenzen.

Die PCR-Amplifikate wurden mit den Restriktionsenzymen Bglll und Sful (Roche)
verdaut und danach mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gemass
Herstellerangaben aufgereinigt. Zur Quantifizierung des Amplifikats wurden 5 pl des
aufgereinigten Ansatzes in einem 1 %-igen Agarose-Gel (Brunschwig, Basel, CH) mit
0,3 yg/ml Ethidiumbromid-Zusatz (Merck) elektrophoretisch aufgetrennt und unter
UV-Licht kontrolliert.
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4.3.2 Vorbehandlung des Expressionsplasmids

Material:

Restriktionsendonukleasen Sful, Bglll (Roche)
Vektor-DNA: pBadMycHisC (Invitrogen, Basel, CH)
CIP (Calf Intestinal Phosphatase; Roche)
CIP-Puffer, 10x (Roche)

0.1 M EDTA-L6sung, pH 8.0

TE-Puffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4

Vektor DNA (1 ug) wurde mit je 10 Einheiten Restriktionsenzym Bglll und Sful
geschnitten. Anschliessend wurde dem Verdau-Ansatz 27 pl CIP-Puffer zugegeben
und das Volumen mit A. bidest. auf 270 ul aufgefullt. Nach Zugabe von 1 ul CIP
wurde der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 1 pl CIP
wurde der Ansatz flr eine weitere halbe Stunde auf 56°C gehalten. Durch Zugabe
von 30 pl 0,1 M EDTA-L6sung und zehnminutiges Erhitzen auf 65°C wurde die
Enzymreaktion gestoppt. Die auf diese Weise behandelte Vektor-DNA wurde durch
Phenol- und IAC-Extraktion gereinigt, gefallt und in 20 uyl TE-Puffer mit einer

Endkonzentration von 50 ng/ul resuspendiert.

4.3.3 Ligation der PCR-Amplifikate in den Expressionsvektor

Material:

T4-DNA-Ligase (Roche)

Ligationspuffer (10x) (Roche)

Insert-DNA (PCR-Amplifikate, Bglll- und Sful-geschnitten; 100 ng/ul)
pBadMycHis-Expressionsvektor Bglll- und Sful-geschnitten; 50 ng/ul

Die Ligation der PCR-Amplifikate in den Expressionsvektor pBadMycHisC erfolgte im
molaren Verhaltnis 7:1 (Insert:Vektor). Nach Zugabe von 1 ul T4-DNA-Ligase und 1
Ml Ligationspuffer wurde das Ansatzvolumen mit A. bidest. auf 10 pl aufgefillt und
der Ligationsansatz 12-24 h bei 14°C im Wasserbad inkubiert.
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4.3.4 Transformation von Escherichia (E.) coli mit rekombinanten Plasmiden

Material:

E. coli K12 TOP10, chemisch kompetent (Invitrogen)

E. coli, K12 LMG194, chemisch kompetent (Invitrogen)

SOC-Medium (Invitrogen)

LB-Agarplatten: 37.0 g/l LB-Agar-Medium (Merck), 100 mg/l Ampicillin (Fluka)

2 ul des Ligationsansatzes wurden zu 50 uyl chemisch kompetenten E. coli gegeben
und 30 min auf Eis inkubiert und dann fur 30s bei 42°C einem Hitzeschock
unterzogen. Der Reaktionsansatz wurde mit 250 ul SOC-Medium aufgefillt und 1 h
bei 37°C geschuttelt. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Agar-Platten

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C bebrutet.

4.3.5 Isolierung von Plasmid-DNA

Material:

LB-Medium: 25 g/l LB-Bouillon (Merck), 100 mg/l Ampicillin (Fluka)
Puffer 1: 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0

Puffer 2: 200 mM NaOH, 1 % SDS

Puffer 3: 3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsaure

Ethanol, 96%, 70 %
Aqua dest. mit RNase (100 ug/ml)

Einzelkolonien wurden in 5 ml LB-Medium verimpft und Uber Nacht bei 37°C unter
standigem Schutteln inkubiert. 1.5 ml jeder Kultur wurden bei Raumtemperatur 5 min
mit 2420xg (Biofuge pico, Heraeus) zentrifugiert und der Uberstand mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das Pellet wurde in 300 ul Puffer 1 resuspendiert.
Nach der Zugabe von 300 pl Puffer 2 wurde die Suspension durch mehrmaliges
Schwenken gemischt, dann 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 300 ul Puffer 3
dazugegeben. Die Suspension wurde durch mehrmaliges Schwenken gemischt, 15
min auf Eis inkubiert und 20 min bei 4°C mit 15.100xg (Biofuge stratos, Heraeus)
zentrifugiert. Die DNA im Uberstand wurde mit 800 ul absolutem Ethanol
(Raumtemperatur) gefallt und 30 min bei 4°C mit 15.100xg zentrifugiert. Danach
wurde das Pellet mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde

anschliessend getrocknet und in 20 pl Aqua dest. mit RNase resuspendiert.
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Zur Uberprifung der Klonierung wurde die Plasmid-DNA mit den
Restriktionsenzymen Bglll und Sful geschnitten und mittels Elektrophorese in einem
1 %-igen Agarose-Gel aufgetrennt. Fur die Expression des MOMP und seiner
Subfragmente in E. coli wurden die rekombinanten Plasmid-Konstrukte in den fur das
Expressionssystem pBADMycHis optimierten E. coli-Stamm LMG194

umtransformiert.

4.4  Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

Material:

M9 Salzlésung: 85.2 mM NacCl, 422.0 mM Na,HPO,, 220.0 mM KH,P0O,4,187.0 mM
NH.CI, pH 7.4

RM-Medium: 20.0 g Casaminosauren (Becton Dickinson), 10.0 ml Glycerol 99%, ad
880 ml mit A. bidest. autoklavieren, Zugabe von 1.0 ml 1 M MgSQO, , 10.0 ml 20%
Glucose, 100.0 ml M9 Salzlésung, 1.0 ml Ampicillin (100 mg/ml)

Arabinose, 20 %

Urea-Puffer: 8.0 M Urea, 20.0 mM Tris, pH 8.0, 10.0 mM Imidazol

Elutionspuffer: 8.0 M Urea, 20.0 mM Tris, pH 8.0, 400.0 mM Imidazol

Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences, Otelfingen, CH)
Nickelsulfat-Lésung, NiSQ4, 0.2 M

Bradford Protein Quantifizierungskit (BioRad)

Mit 2 ml einer frischen Ubernachtkultur wurden 200 ml RM-Medium angeimpft und
bei 37°C bis zu einer optischen Dichte ODgoo von 0.6 inkubiert. Durch Zugabe von
Arabinose bis zu einer Endkonzentration von 0.02 bis 0.2% wurde die
Proteinexpression induziert und die Kulturen weitere 4-6h geschuttelt.
Anschliessend wurden die Bakterien 10 min mit 6500xg bei 4°C zentrifugiert
(Heraeus Suprafuge 22, Rotor: HFA 12.500).

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte durch Metall-Affinitatschromatographie unter
Verwendung von Chelating Sepharose Fast Flow, die mit Ni**-lonen gekoppelt
wurde. Ni**-lonen binden mit hoher Affinitat an die dem rekombinanten Protein
angefugten sechs Histidin-Reste (6xHis). Die Elution erfolgt mit Imidazol, da Imidazol
aufgrund seiner homologen Struktur 6xHis kompetitiv aus der Bindung verdrangt.
Chelating Sepharose (1 ml) wurde nach den Weisungen des Herstellers unter

Verwendung von NiSO,-Lésung mit Ni** gekoppelt.
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Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte unter strikt denaturierenden
Bedingungen. Dazu wurde das Bakterienpellet mit 20 ml Urea-Puffer resuspendiert,
anschliessend auf Eis beschallt (Ultrasonic Processor; Vibra cell, Merck). Die
Suspension wurde dann zentrifugiert (30 min, 4°C, 26.000xg; Heraeus Suprafuge 22,
Rotor: HFA 21.94). Der Uberstand wurde mit der Ni**-gekoppelten Sepharose
vermischt und 1 h bei 37°C unter Schutteln inkubiert, um die 6xHis-Proteine an die
Ni**-Sepharose zu binden. Nach dem Binden der Proteine wurden die Proben bei
Raumtemperatur 3 min mit 500xg zentrifugiert, die Sepharose drei Mal mit 20 ml
Urea-Puffer gewaschen und die Proteine in 3x1 ml Fraktionen mit Elutionspuffer
eluiert. Als Kontrolle wurden rekombinante E. coli LMG194-pBadMycHis (ohne
Insert) in gleicher Weise mitgefuhrt. Die Konzentration der rekombinanten Proteine
wurde mit einem Bradford Protein-Quantifizierungskit nach Angaben des Herstellers

durchgefuhrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proteine bei -80°C gelagert.

4.5 Reinigung von rekombinanten Proteinen mittels anti-E. coli-Antikérper

gekoppelter Sepharose

Material:

Sepharose 4B CNBr-aktiviert (Amersham Bioscience)

1 mM HCI, pH 2.5

Kopplungspuffer: 100 mM NaHCO3;, 500 mM NaCl, pH 8.3

Waschpuffer 1: 100 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl

Waschpuffer 2: 100 mM Natriumacetat (Sigma), 500 mM NaCl, pH 4.0
Glycin-Puffer: 200 mM Glycin (Roth), pH 8.0

PBS, pH 7.4

Polypropylen Saule (1 ml; Qiagen)

Spectra/Por® Dialysemembran (MW 12.000, Roth)

Elutionspuffer: 500 mM Ammoniumhydroxid, M Kaliumthiocyanat, pH 9.0

Zur Entfernung von E. coli-Bestandteilen aus den Protein-Praparationen wurde ein
zusatzlicher  affinitatschromatographischer  Aufreinigungsschritt  durchgefuhrt.
Sepharose (0.3 g) wurde in 50 ml 1 mM HCI aufgenommen und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der HCI-Puffer wurde abgesaugt und die Sepharose in 20

ml Kopplungspuffer gewaschen. Protein A-gereinigtes anti-pBADMycHis-Kaninchen
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IgG (2-3 mg) wurde in 2 ml Kopplungspuffer aufgenommen und 2 h bei 37°C unter
vorsichtigem Mischen mit der gewaschenen Sepharose inkubiert. Anschliessend
wurde der Kopplungspuffer abgesaugt und die freien aktiven Gruppen der Sepharose
durch Glycinpuffer (10 ml) blockiert (2 h, 37°C). Dann wurde die Sepharose sechs
Mal abwechselnd mit Waschpuffer 1 und Waschpuffer 2 gewaschen und in PBS
aquilibriert. Nach Packen der Saule in einen Polypropylen-Mantel wurde mit 20 ml
PBS gewaschen und rekombinantes, gegen PBS dialysiertes Protein aufgetragen.
Der Durchfluss wurde aufgefangen und das Protein in der SDS-PAGE auf Reinheit
Uberpruft. Zur Regeneration der IgG-Saule wurde gebundenes Protein mit 5 ml

Elutionspuffer entfernt und die Saule mit 20 ml PBS gewaschen.

4.6 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Material:

Mini-Protean 3 Elektrophorese-System

Acrylamid-/Bisacrylamid-Lésung 30 %, 37,5:1 (Roth)

Trenngel-Puffer: 1,88 M Tris, pH 8.8

Sammelgel-Puffer: 0.50 M Tris, pH 6.8

Probenpuffer (5x): 18.4 ml A. bidest., 4.0 ml Sammelgel-Puffer, 3.2 ml Glycerol, 3.2
ml SDS 10%, 1.6 ml Bromphenolblau, 1% 500 pl B-Mercaptoethanol

Laufpuffer: 0.03 M Tris, 0.23 M Glycin, 0.08% SDS

Prestained Protein Marker (BioLabs, Allschwil, CH)

TEMED (BioRad)

Ammoniumpersulfat 10%

Trenngel: 1.7 ml Acrylamid/Bisacrylamidlésung, 1.0 ml Trenngel-Puffer, 1.0 ml SDS
0,5%, 1.3 ml A. bidest., 10 yl TEMED, 40 yl Ammoniumpersulfat

Sammelgel: 0.33 ml Acrylamid/Bisacrylamidlésung, 0.40 ml Sammelgel-Puffer, 0.40
ml SDS 0,5%, 0.87 ml A. bidest., 10 yl TEMED, 10 yl Ammoniumpersulfat

Die Trenngel-Loésung wurde gemischt, mit einer Glaspipette bis zu einer Héhe von
5 cm zwischen zwei Glasplatten geflllt und mit 96% Ethanol Uberschichtet. Die
Polymerisation des Gels war nach 1 h abgeschlossen.

Das Ethanol wurde vom Trenngel abgegossen, das Sammelgel eingeflllt und der
Kamm zur Bildung der Probentaschen eingesetzt. Die Polymerisationszeit des
Sammelgels betrug 30 min. Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer (5x)

vermischt und 10 min gekocht. Fur die Elektrophorese wurde das Lammli-
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Puffersystem (Lammli, 1970) verwendet. Pro Geltasche wurden 1 ug Protein bzw.
Kontrollpraparation aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei

200 V far ca. 35 min. In jedem Lauf wurde der Molekulargewichtsstandard mitgefuhrt.

4.7 Dot Blot- und Western Blot-Assay

Material:

Transferkammer: Mini Trans-Blot Cell-System (Biorad)

Protran Nitrocellulose-Transfermembran, Porengrésse 0,45 um Schleicher &
Schuell, Riehen, CH)

Gel-Blotting-Filterpapier

Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol

TBS: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5

TBS-Tween: TBS mit 0,05% Tween 20 (Merck)

Blockingpuffer: TBS + 2% Magermilchpulver (Fluka)

POD-konjugiertes anti-Kaninchen, anti-Schwein, anti-Schaf (Sigma)
Entwickler-Lésung A: 60 mg 4-Chloro-1-naphthol (Sigma), 20 ml Methanol, eiskalt
Entwickler-Lésung B: 100 ml TBS, eiskalt, 60 ul H,O, (30%; Merck)

Fir die Dot Blot-Assays wurde je 1 ul der Antigen-Praparationen auf die
Nitrocellulosemembran aufgetropft und luftgetrocknet.

Fir die Western Blot Analysen wurden die in der SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine im Semidry-Verfahren auf die Nitrozellulosemembran
ubertragen. Dazu wurde das Gel zunachst kurz im Transferpuffer aquilibriert und mit
Whatman-filterpapier und Nitrozellulosemembran (angefeuchtet mit Transferpuffer) in
das Semidry-Blottinggerat (TransBlot, BioRad) entsprechend den Angaben des
Herstellers eingelegt. Der Transfer erfolgte bei 10 Volt, 30 min.

Zur Durchfuhrung der immunologischen Detektion wurden die Membranen 1 h in
Blockingpuffer bei Raumtemperatur abgesattigt und anschliessend zweimal 10 min in
TBS gewaschen. Die Membranen wurden fur mindestens 2 h in Serumverdinnungen
(Schweineseren: 1:100, Kaninchenseren 1:200, Schafseren 1:100 in Blockingpuffer)
auf dem Schuttler (Platform Shaker STR6, Stuart Scientific) inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen in TBS (10 min bei Raumtemperatur) wurden die Membranen
in verdiinnten POD-konjugierten Sekundarantikorpern (1:2000 in Blockingpuffer) 2 h
bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Anschliessend wurden die

Membranen je zweimal fur 10 min bei Raumtemperatur in TBS-Tween und TBS
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gewaschen. Die immunologische Farbung erfolgte in dem Gemisch aus den
Entwickler-Losungen A und B fur 20-30 min. Danach wurden die Membranen
mehrmals in A. bidest. gewaschen und zwischen zwei Filterpapieren getrocknet. Die
Auswertung der Grdsse der detektierten Bande erfolgte mit Hilfe des BioProfil-

Bildanalysesystems (Frobel, Wasserburg, D).

4.8 ELISA

Material:

96-Loch-Mikrotiterplatten (Microlon, Greiner, Nirtingen, D)

Coating-Puffer: 15.0 mM Na,CO3, 34.8 mM NaHCO3;, 3.0 mM NaN3;, pH 9.6
Blockingpuffer: PBS pH 7.4 (Sigma), 1% Proteose-Pepton (Brunschwig, Basel, CH)
Verdiunnungspuffer: PBS pH 7.4 (Sigma), 0.5% Proteose-Pepton, 0.05% Tween 20
Waschpuffer: PBS pH 7.4, 0.05% Tween 20

Horseradish-Peroxidase-konjugiertes Konjugat (Sigma)

Substrat: 0.73 mM ABTS (2,2-Azino-di [3-ethyl-Benzthiazolinsulfat]; Roche), 100
mM Zitrat-Phosphat-Puffer, pH 4.2, 2 mM H,0,

Rekombinante Proteine wurden in Coating-Puffer auf eine Konzentration von 10
pMg/ml  eingestellt. Mikrotiterplatten wurden mit 100 pl Antigen pro Vertiefung
beschickt, 1 h bei Raumtemperatur (RT) auf einem Plattenschuttler geschattelt und
anschliessend Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Platten mit einem
automatischen Waschgerat (Tecan, Mannedorf, CH) gewaschen. Alle weiteren
Inkubationsschritte wurden bei RT 1 h auf einem Plattenschuttler durchgefthrt, und
zwischen den Inkubationsschritten wurden die Platten gewaschen. Zur Verhinderung
von unspezifischen Reaktionen wurde mit 200 uyl Blockingpuffer inkubiert. Die
Testseren und monoklonalen Antikdrper (mAk) wurden in Verdinnungen von 1:500
(Kaninchen), 1:100 (Schwein und Schaf) und 1:20 (mAk; 100 pl/Vertiefung)
verwendet. Von den in Vorversuchen ermittelten Gebrauchsverdinnungen der
Konjugate wurden 100 ul/Vertiefung eingesetzt. Nach 1 h Inkubation wurden nach
dem Waschen 100 pl Substrat zugegeben und 30 min inkubiert Ein

computergesteuerter Mikroplattenleser (Tecan) lieferte die OD-Werte bei 405 nm.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression von rekombinantem MOMP in Escherichia coli

Fiur die Klonierung und Expression der ompA-Gene wurde das Expressionssystem
pBadMycHis verwendet. Dieses Arabinose-induzierbare System lasst keine basale
Expression zu. Dem Exprimat werden am C-terminalen Ende sechs Histidin-Reste
angeflgt, die eine einfache affinitdtschromatographische Aufreinigung der
rekombinanten Exprimate nach Standardprotokoll ermoglichen.

Mit dieser Technik wurden die ompA-Gene von drei tier- bzw. humanmedizinisch
wichtigen Chlamydienarten (Ch. psittaci, Ch. pneumoniae, C. trachomatis) kloniert,
exprimiert und die rMOMP affinitatschromatographisch aufgereinigt. Die Expression
konnte im Western Blot durch immunologische Detektion mit einem anti-rMOMP-

Kaninchenimmunserum nachgewiesen werden (Abbildung 2).

45kDa
_P - e —— - -

Abbildung 2. Nachweis der Expression von rMOMP im Western Blot.

M: Molekulargewichtsstandard

1: rIMOMP Ch. abortus OCLH196 4: rMOMP Ch. psittaci

2: rIMOMP C. suis PCLH197 5: rIMOMP C. trachomatis
3: rIMOMP Ch. pecorum LW613 6: rIMOMP Ch. pneumoniae
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5.2 Dot Blot-Analysen mit rMOMP als Antigen

In Dot-Blot-Analysen wurde gepruft, ob die rekombinant hergestellten und partiell
gereinigten MOMP als Antigene zum spezifischen Nachweis von Antikdrpern gegen
die homologe Chlamydienart geeignet sind. Zur Herstellung der Immunseren wurden
Kaninchen mit den EK-Suspensionen der verschiedenen Chlamydienspezies
immunisiert (Hoelzle et al., 2004). In Dot Blot-Analysen zeigte sich eine deutliche
speziesspezifische Reaktivitdt. Marginale Kreuzreaktionen konnten zwischen den
nahe verwandten Spezies C. trachomatis und C. suis sowie zwischen Ch. abortus

und Ch. pecorum beobachtet werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3. Reaktivitat der rMOMP im Dot Blot.

Die rMOMP von sechs Chlamydienarten wurden als Antigen
eingesetzt: 1, Ch. abortus; 2, Ch. pecorum; 3, C. suis; 4, Ch. psittaci;
5, C. trachomatis; 6, Ch. pneumoniae; 7, E. coli-Kontrolle.

Als Antiseren wurden Immunseren gegen sechs Chlamydienarten
eingesetzt: A, anti-Ch. abortus-Serum; B, anti-Ch. pecorum-Serum;
C, anti-C. suis-Serum; D, anti-Ch. psittaci-Serum; E, anti-
C. trachomatis-Serum; F, anti-Ch. pneumoniae-Serum.
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5.3 Expression von rMOMP-Subfragmenten

Fir das antibody profiling zur Untersuchung von Reaktionsmustern der Immunseren
gegen Partialantigene des Chlamydien-MOMP wurde das ompA-Gen in sechs
Subfragmente unterteilt. Die exprimierten Subfragmente enthalten eine
unterschiedliche Anzahl und Kombination der vier variablen Domanen. (Abbildung 4,
Tabelle 3). Die Genfragmente wurden mittels PCR amplifiziert, durch Sequenzierung
verifiziert und im pBadMycHis-System exprimiert. Die rMOMP-Subfragmente von
Ch. abortus OCLH196 wund Ch. pecorum LW613 wurden auf diese Weise
rekombinant in E. coli hergestellt. Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Expression der
Subfragmente von Ch. abortus OCLH196.

VDI VD II VD II1 VD IV
I'MOMP L L 1 L= 1 L 1 I I 1

SF]. L L i 1 1 | 1| ]

SF2 ! E 1 I 1 ]

SF 3 [ m— " |

SF4 = T E - ) T T 1

SE 5 (— I I T )

SE 6 — I )

Abbildung 4. Schematische Darstellung der rMOMP-Subfragmente.

Rekombinantes Protein Grosse (kDa) Variable Doménen
MOMP 40.0 AL 1V
SF1 345 [, 1, 1
SF2 25.5 [, 1
SF3 16.5 I
SF4 33.5 I, 1, v
SF5 24.5 1, v
SF6 15.0 v

Tabelle 3. Eigenschaften der MOMP-Subfragmente.
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Abbildung 5. Western Blot zum Nachweis der Expression der
rMOMP-Subfragmente von Ch. abortus OCLH196.

5.4 Antibody profiling mit monoklonalen Antikdrpern

Die Eignung der rekombinanten Subfragmente des MOMP fir eine serologische
Feinanalyse der antigenen Eigenschaften des rMOMP wurde mit Hilfe von funf
monoklonalen Antikorpern (mAk) untersucht. Die funf mAk zeigen eine streng
speziesspezifische Reaktivitat mit Ch. abortus MOMP.

Die Reaktionsmuster der mAk mit den sechs rMOMP Subfragmenten von
Ch. abortus OCLH196 wurden im ELISA bestimmt (Abbildung 6). Die mAk 7F12,
8H2, 3F12 und 2A10 zeigten ELISA-Reaktivitaiten mit dem rMOMP und SF1, SF4
und SF5 von Ch. abortus OCLH196. Zur Auswertung wurden die in den reaktiven
Subfragmenten enthaltenen VD untereinander geschrieben. Die VD, die den
reaktiven Subfragmenten gemeinsam war, reprasentiert den Epitopbereich des mAKk.
Die Detailanalyse ergab, dass die variable Domane VDIl in allen reaktiven
Fragmenten enthalten ist und daher die Epitope der mAk 7F12, 8H2, 3F12 und 2A10
im Bereich des VDIII lokalisiert sind. Der mAk 10C3 reagierte mit dem rMOMP sowie
SF5 und SF6. Die Analyse dieses Reaktionsmusters ergab die Lokalisation des
10C3-Epitops in der VDIV.
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Abbildung 6. Reaktivitaten der monoklonalen Antikérper 7F12 und 10C3 im
Subfragment-ELISA (Ch. abortus OCLH196).

5.5 Antibody profiling mit polyklonalen Immunseren

Fir die Untersuchung der Epitopverteilung und der Lokalisation von spezies- und
genusspezifischen Epitopen auf dem rMOMP standen Immunseren von Schweinen
und Kaninchen zur Verfugung (Tabelle 4). Fur die Immunisierungen wurden
unterschiedliche Antigenpraparationen verwendet: (1) Ch. abortus-Suspensionen,
vermehrt in BGM-Zellkulturen und (2) Ch. abortus-Suspensionen, vermehrt in
embryonierten Hdhnereiern. Beide Suspensionen wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation partiell gereinigt. Als Adjuvans wurde fur die initiale
Immunisierung das komplette, fur die nachfolgenden Immunisierungen das

inkomplette Freund’sche Adjuvans verwendet.

Die Reaktionsmuster der Seren mit den rekombinanten MOMP-Subfragmenten von

Ch. abortus und Ch. pecorum wurden im ELISA analysiert. Das Kaninchenserum
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reagierte bei den homologen Ch. abortus Subfragmenten am starksten mit SF1 und
SF2 (Abbildung 7A). Diesen beiden Subfragmenten sind die variablen Doméanen VDI
und VDIl gemeinsam, die beim Kaninchen immunologisch bevorzugt beantwortet

werden.

Die  Schweineseren  reagierten, unabhangig von dem  verwendeten
Immunisierungsantigen, am starksten mit den homologen Subfragmenten SF5 und
SF6 (Abbildung 7A). Dies entspricht einer Hauptreaktivitat mit den variablen
Domanen VDIIl und VDIV.

Um genusspezifische Epitopbereiche zu kartieren, wurden die Reaktionsmuster der
anti-Ch. abortus-Immunseren mit den heterologen Ch. pecorum-Subfragmenten
bestimmt (Abbildung 7B). Dabei ergaben sich, unabhangig von der Tierart und vom
Immunisierungsantigen ahnliche Reaktionsmuster. Alle Seren reagierten am
starksten mit den Subfragmenten SF4, SF5 und SF6, denen die variable Domane

VDIV gemeinsam ist.

Serum Tierart Herkunft des Antigens  Referenz
anti-Ch.abortus-Kaninchen Kaninchen = BGM-Zellkultur Hoelzle et al., 2004
Immunserum

anti-Ch. abortus-Schwein g i BGM-Zellkultur Knitz et al., 2003
Immunserum

anti-Ch. abortus-Schwein Schwein Embryoniertes Hilhnerei  Hoelzle et al., 2004

Immunserum

Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten Immunseren.
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Abbildung 7. Seroreaktivitat von polyklonalen Immunseren mit dem rMOMP bzw. mit
rMOMP-Subfragmenten von Ch. abortus (7A) und Ch. pecorum (7B).
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6. Diskussion

Die aktuellen Forschungsaktivitaten auf dem Gebiet der Chlamydien beschaftigen
sich mit der Charakterisierung des Vorkommens, der Verbreitung und des
Wirtsspektrums sowie der generellen Bedeutung und des zoonotischen Potentials
dieser Bakterien. Fur die Untersuchung dieser Fragestellungen konnen serologische
Verfahren nur dann wertvoll sein, wenn sie differenzierendes Potential besitzen. In
der Humanmedizin ist als differenzierendes Testsystem fur die Chlamydienserologie
der Mikroimmunfluoreszenztest (MIF) weit verbreitet (Wang and Grayston, 1974;
Clad et al.,, 2000). Nachteile dieser Methode sind aber eine aufwandige
Antigenpraparation und die subjektive Auswertung, die ein hohes Mass an
praktischer Erfahrung erfordert. In der Veterinarmedizin lasst sich mit den bisher
verfugbaren differenzierenden Tests (kompetitiver ELISA; POMP-ELISA) nur beim
kleinen Wiederkauer Ch. abortus von anderen Chlamydienarten abgrenzen (Salti-
Montesanto et al., 1997; Longbottom et al., 2001; 2002). Unter dem Aspekt der
vielfaltigen Chlamydien-assoziierten Erkrankungen v.a. bei Schwein und Rind unter
Beteiligung von verschiedenen Chlamydienarten ergibt sich aber die Notwendigkeit
von differenzierenden serologischen Testverfahren, die zwischen allen
tiermedizinisch relevanten Chlamydienarten unterscheiden koénnen. In unserer
Arbeitsgruppe wurde daher ein System zur Expression des Major Outer Membrane
Protein (MOMP) von Chlamydien in Escherichia coli etabliert (Hoelzle et al., 2003).
Mit dem rMOMP von den drei tierpathogenen Chlamydienarten (Ch. abortus,
Ch. pecorum, C. suis) wurde ein Immunoassay entwickelt, mit dem bei Tieren die
serologische ldentifizierung der infizierenden Chlamydienart gelingt (Hoelzle et al.,
2004).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, diese differenzierende MOMP-basierte
Serologie auf weitere, auch humanmedizinisch und zoonotisch wichtige Chlamydien-
Spezies (C. trachomatis, Ch. pneumoniae, Ch. psittaci) auszudehnen. Ausserdem
sollte die Eignung von rekombinanten MOMP-Subfragmenten als Antigen fur die
serologische Untersuchung und Feinanalyse von Chlamydieninfektionen untersucht
werden. Dabei waren folgende Fragen von besonderer Bedeutung: i) kdnnen wir
genus- und speziesspezifische B-Zell-Epitope auf dem MOMP kartieren? ii) Ist das

bei naturlichen Infektionen zu findende immunologisch beantwortete Epitopmuster
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tierartspezifisch? iii) Besteht bei der Immunisierung mit Chlamydien eine Korrelation

zwischen verwendetem Antigen und dem induzierten Epitopmuster?

Dazu wurde zunachst das MOMP von C. trachomatis, Ch. pneumoniae und
Ch. psittaci in E. coli rekombinant hergestellt. Damit konnte gezeigt werden, dass das
etablierte Expressionssystem offensichtlich bei allen Chlamydienarten erfolgreich
angewendet werden kann. Im Dot Blot reagierten alle untersuchten rMOMP eindeutig
speziesspezifisch mit den homologen, durch Immunisierung mit EB hergestellten
Kaninchenimmunseren. Diese  Ergebnisse  bestatigen eindeutig frihere
Beobachtungen, die zeigten, dass bei Chlamydieninfektionen die Immunantwort v.a.
gegen die speziesspezifischen und nicht gegen kreuzreaktive, genus- oder familien-
spezifische Epitope gerichtet ist (Mondesire et al., 1989; Baghian et al., 1990; Jensen
et al.,, 1993). Dennoch waren marginale Kreuzreaktionen bei nahe verwandten
Spezies zu beobachten. So reagierten Immunseren gegen C.trachomatis auch
schwach mit C. suis rMOMP und Immunseren gegen Ch. pecorum mit Ch. abortus
rMOMP. Uber die antigene Struktur des MOMP von tiermedizinisch relevanten
Chlamydien ist nur sehr wenig bekannt. So gibt es nur wenige Daten Uber das
Vorkommen und die Lokalisation von spezies- und genus-/familien-spezifischen B-
Zell-Epitopen auf dem MOMP von C. suis, Ch. pecorum und Ch. psittaci. Um sich
diesem Problem zu nahern, wurden die MOMP von Ch. abortus und Ch. pecorum in
Subfragmenten rekombinant hergestellt. Die Strategie war dabei so gewahlt, dass die
Subfragmente bei konstantem N-Terminus (SF1 bis SF3) bzw. C-Terminus (SF4 bis
SF7) sukzessive um je eine VD verkurzt wurden. Dadurch konnte ein evtl.
vorhandener Einfluss der flankierenden konstanten MOMP-Bereiche auf die
Ausbildung und Bindungseigenschaften von B-Zell-Epitopen in den VD untersucht
werden. Durch die Kombination von mehreren VD pro Subfragment sollten
moglicherweise zu findende diskontinuierliche B-Zell-Epitope detektiert werden.
Derartige Epitope wurden als Bindungsdomane von neutralisierenden mAk auf dem
MOMP von Ch. abortus bereits beschrieben (Vretou et al., 2001).

Unsere Untersuchungen zeigten, dass derartige strategische rMOMP-Subfragmente
fur Epitop-Studien geeignet sind, da die Epitope von monoklonalen Antikérpern
eindeutig zugeordnet werden konnten. Erstmals konnten Epitope von gegen

Ch. abortus gerichteten monoklonalen Antikorpern in der VDIl des MOMP lokalisiert
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werden. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu friheren Studien, die B-Zell-
Epitope in den VDI, VDIl und VDIV des MOMP von Ch. abortus nachweisen konnten
(Vretou et al., 2001; Salti-Montesanto et al., 1997). Fur die Chlamydienarten
Ch. pneumoniae und C. trachomatis Serovar K wurden dagegen bereits B-Zell-
Epitope in der VDIII des MOMP gefunden (Klein et al., 2003; Villeneuve et al., 1994).

Im nachsten Schritt wurde gepraft, ob unsere rMOMP Subfragmente flr eine
serologische Feinanalyse von Chlamydieninfektionen eingesetzt werden kénnen. Die
Reaktivitat der Ch. abortus-Fragmente mit anti-Ch. abortus-Hyperimmunseren vom
Kaninchen und Schwein zeigten unterschiedliche, offensichtlich von der Tierart
abhangige Reaktionsmuster: Schweineseren erkannten hauptsachlich Epitope in den
variablen Domanen IIl und IV, Kaninchenseren dagegen Epitope in den VDI und
VDII. Um dieses mdglicherweise tierartspezifische Reaktionsverhalten aufzuklaren,
sind weitere umfangreiche Untersuchungen mit definierten Immun- und Feldseren

notig, v.a. im Hinblick auf die Etablierung eines serologischen Tests.

Bei den Immunseren vom Schwein standen zwei Gruppen zur Verfligung, die mit
unterschiedlich hergestellten Antigenen immunisiert worden waren. Beide
Serumgruppen  zeigten in  unseren  ELISA-Studien ein  kongruentes
Reaktionsverhalten. Dadurch kann ein Einfluss des bei der Antigenherstellung
verwendeten Kultursystems (Zellkultur vs. embryoniertes Hihnerei) auf die im

immunisierten Wirt induzierten Antikdrper ausgeschlossen werden.

Um die Bereiche zu lokalisieren, die fur die Kreuzreaktionen auf dem gesamten
MOMP verantwortlich sind, wurden die anti-Ch. abortus-Immunseren hinsichtlich
ihrer Reaktivitat mit den heterologen Ch. pecorum-Subfragmenten untersucht. Die
Ergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass die kreuzreaktiven Epitope auf dem
MOMP hauptsachlich in der variablen Domane VDIV lokalisiert sind und dass diese
Kreuzreaktivitat, im Gegensatz zur speziesspezifischen Reaktivitat, nicht Tierart-

abhangig ist.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erwarten wir, dass die Kombination
von definierten rIMOMP-Fragmenten als Antigene in einem serologischen Test neben

der Identifizierung der infizierenden Chlamydienart eine Feindifferenzierung der
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chlamydienspezifischen humoralen Immunantwort (Antibody profiling) ermoglicht mit
der Option, dass wir mit diesem Test bei Mensch und Tier klinisch irrelevante von
klinisch relevanten Chlamydieninfektionen unterscheiden konnen. Auch die
tiermedizinisch relevante Unterscheidung geimpfter und natirlich infizierter Tiere

konnte mit so einem Test mdglich sein.
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